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RESUMEN

Introduccién: Los hidrogeles son materiales poliméricos que retienen agua en los espacios
entre sus macromoléculas. Son biodegradables y biocompatibles, y tienen la capacidad de
liberar sustancias tales como farmacos en el sitio en el que son colocados.

Objetivo: Obtener hidrogeles a base gelatina tipo A con clorhexidina al 0.12%, 0.2%, 1%y
2%, evaluar sus propiedades fisicas, efecto antimicrobiano y citotoxicidad.

Método: se realizé un hidrogel a base de gelatina tipo A con clorhexidina al 0.12%, 0.2%,
1% y 2% por medio de la técnica solvent casting. Se determin6 el modulo de elasticidad y
almacenamiento del hidrogel. Mediante la técnica de difusion en agar se evalué el efecto
antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans. Se evalué la citotoxicidad utilizando el método MTT (reduccién
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol).

Resultados: Se obtuvieron hidrogeles a base de gelatina tipo A con clorhexidina al 0.12%,
0.2%, 1% y 2%. El hidrogel con concentracién al 0.2% alcanza su pico de deformacion a
los 85 min y después presenta una caida exponencial, mientras que a mayor concentracion
de CHX no alcanzan su maximo de deformacién. El hidrogel con concentracion al 0.2%
tiene mayor médulo de almacenamiento y médulo de perdida. Para las pruebas
antimicrobianas de Staphylococcus aureus se obtuvieron zonas de inhibicibn con
Hidrogeles de Clorhexidina al 0.12% de 21.9mm, al 0.2% de 22.3mm, al 1% de 24.9mm y
al 2% de 25.1mm; para Escherichia coli se obtuvieron zonas de inhibicién con hidrogeles
con Clorhexidina al 0.12% de 15.8mm, al 0.2% de 16.1mm, al 1% de 17.6mm Yy al 2% de
19.1mm; para Pseudomonas aeruginosa se obtuvieron zonas de inhibicién con hidrogeles
de Clorhexidina al 0.12% de 14.7mm, al 0.2% de 15.9mm, al 1% de 19.4mm y al 2% de
20.7mm; para Candida albicans se obtuvieron zonas de inhibicibn con hidrogeles con
clorhexidina al 0.12% de 14.2mm, al 0.2% de 14.5mm, al 1% de 16.3mm y al 2% de
17.1mm. La viabilidad observada para cada uno de los hidrogeles a las diferentes
concentraciones de clorhexidina fue la siguiente: para Clorhexidina al 0.12% la viabilidad
celular fue 22.4%, al 0.2% la viabilidad celular fue 21.8%, al 1% la viabilidad celular fue
20.1% y para 2% la viabilidad celular fue 19.4%.

Conclusién: Los hidrogeles obtenidos fueron estables y de facil manipulacion, presentando
mayor efecto antimicrobiano a mayor concentracion de clorhexidina, sin embargo, una

concentracion mayor de ella disminuye el porcentaje de viabilidad celular.




ABSTRACT

Introduction: Hydrogels are polymeric materials that retain water in the spaces between
their macromolecules. They are biodegradable and biocompatible, and have the ability to
release substances such as drugs at the site where they are placed.

Objective: Obtain type A gelatin-based hydrogels with 0.12%, 0.2%, 1% and 2%
Chlorhexidine, evaluate their physical properties, antimicrobial effect and cytotoxicity.
Method: Obtain a type A gelatin-based hydrogel with 0.12%, 0.2%, 1% and 2%
chlorhexidine by means of the solvent casting technique. The modulus of elasticity and
storage of the hydrogel was determined. Using the agar diffusion technique, the
antimicrobial effect on Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Candida albicans was evaluated. Cytotoxicity was evaluated using the MTT method (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazole bromide metabolic reduction).

Results: Type A gelatin-based hydrogels were obtained with 0.12%, 0.2%, 1% and 2%
chlorhexidine. The hydrogel with a concentration of 0.2% reaches its peak of deformation at
85 min and then shows an exponential drop, while at a higher concentration of CHX it does
not reach its maximum deformation. The hydrogel with a concentration of 0.2% has a higher
storage modulus and loss modulus. For the antimicrobial tests of Staphylococcus aureus,
inhibition zones were obtained with Chlorhexidine Hydrogels at 0.12% of 21.9mm, 0.2% of
22.3mm, 1% of 24.9mm and 2% of 25.1mm; for Escherichia coli, zones of inhibition were
obtained with hydrogels with Chlorhexidine 0.12% of 15.8mm, 0.2% of 16.1mm, 1% of
17.6mm and 2% of 19.1mm; For Pseudomonas aeruginosa, inhibition zones were obtained
with Chlorhexidine hydrogels at 0.12% of 14.7mm, 0.2% of 15.9mm, 1% of 19.4mm and 2%
of 20.7mm; For Candida albicans, zones of inhibition were obtained with hydrogels with
Chlorhexidine 0.12% of 14.2mm, 0.2% of 14.5mm, 1% of 16.3mm and 2% of 17.1mm. The
viability observed for each of the hydrogels at the different concentrations of Chlorhexidine
was as follows: for Chlorhexidine at 0.12% the cell viability was 22.4%, for 0.2% the cell
viability was 21.8%, for 1% the cell viability was 20.1% and for 2% the cell viability was
19.4%.

Conclusion: The hydrogels obtained were stable and easy to handle, presenting a greater
antimicrobial effect at a higher concentration of chlorhexidine, however, a higher
concentration of it decreases the percentage of cell viability.

Keywords: Hydrogels, oral antiseptics, prolonged release.




INTRODUCCION

Las heridas y procedimientos en odontologia conllevan el riesgo de complicarse
sobre todo por la presencia de los microorganismos residentes en la cavidad bucal.
Las complicaciones postquirdrgicas que se presentan con mayor frecuencia son las
infecciones, fenestraciones y dehiscencias de una herida. El cuidado de la herida
resulta mas complejo en el paladar a diferencia del labio. Para prevenir y tratar las
complicaciones postquirdrgicas se determina un tratamiento médico a base de
analgésicos y antimicrobiotico, reflejando los resultados en una disminucién de la

presencia de dichas complicaciones.(1)

Las soluciones antisépticas sobre la herida y lavados mecanicos, son una
contribucion auxiliar para el cuidado de las heridas quirargicas pero frecuentemente
los pacientes tienen temor al cuidado y aseo de las heridas, propiciando los efectos
adversos antes descritos. Una de las alternativas preventivas es utilizar soluciones

antisépticas como la clorhexidina directamente en la herida quirdrgica. (2)

Los hidrogeles son materiales poliméricos capaces de almacenar agua o diferentes
agentes como farmacos entre sus espacios estructurales. Pueden ser creados de
productos naturales de facil procesamiento, no citotoxicos, biocompatibles, con la
posibilidad de degradarse entre los tejidos y que ademas permite la incorporacion

de sustancias antisépticas como la clorhexidina. (3)

Las propiedades que tienen los hidrogeles poliméricos para combinarse con
clorhexidina, permiten que al momento de degradarse pueda liberar el antiséptico,
actuando alrededor y entre los tejidos ejerciendo su efecto antimicrobiano en
cavidad bucal. (3-5)




El propésito del presente proyecto es desarrollar hidrogeles biodegradables
cargados con clorhexidina, que al ser aplicados sobre heridas en el periodo
postquirargico permitan la inhibicion del crecimiento de algunos microorganismos
residentes de la cavidad bucal con capacidad patdgena, con la finalidad de prevenir
los efectos adversos que comunmente se pueden presentar como las infecciones,

fenestraciones y dehiscencias de heridas realizadas en odontologia. (6,7)

10



CAPITULO |

Marco tedrico

En algunos padecimientos de odontologia se realizan tratamientos quirdrgicos y se
hacen necesarios los tratamientos y el manejo de la herida quirargica, evitando sus
complicaciones e infecciones cruzadas y transmision de enfermedades. Los
procedimientos quirdrgicos en las estructuras dentofaciales pueden corregirse
mediante la intervencion de diversos especialistas que trabajan de manera
multidisciplinaria en cada paciente con la finalidad de conseguir la funcion del

sistema estomatognatico, como endodoncia, periodoncia, cirugia. (8)

Frecuencia e incidencia complicaciones postquirdrgicas en

cirugias odontologicas

Se deben de considerar una serie de elementos que pueden influir en realizar un
procedimiento quirdrgico como las condiciones normales de los tejidos, la necesidad
de realizar un acto quirtrgico, edad del paciente, compromiso sistémico, elementos
que conforman la topografia de la técnica empleada y sus estructuras adyacentes
en cada area de especializacion en odontologia. La cirugias que se realizan con
mayor frecuencia dentro del consultorio dental es la exodoncia quirdrgica con un
85.2%, seguido por la endodoncia quirdrgica con un 10.6%, biopsia de lesién oral

con 2.4%, remocion de quistes con 0.6% y cirugia periodontal 0.3%. (9,10)

Las complicaciones postquirdrgicas se han observado con mayor frecuencia en
paises del tercer mundo y su entorno socioeconomico, estan asociadas a la pericia
y experiencia del cirujano, en donde las complicaciones pueden acarrear mayor

riesgo de presentar dehiscencias o bien infecciones de la herida quirargica. (11,12)
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La presencia de infecciones y dehiscencias estan asociadas con el cuidado
postoperatorio que se brinda a las heridas después de la intervencion y esto guarda
una relacion directa con la condicion socioeconémica y los cuidados de

acompafnamiento de la familia. (11-14)

La incidencia de una infeccion posquirirgica en procedimientos quirdrgicos como
cirugia de terceros molares es de entre el 1.1% y 4.3% por lo cual se recomienda
una terapia con antibiéticos y una excelente higiene oral para evitar cualquier

infeccion postquirargica. Otra cirugia comun dentro del consultorio dental (15)

Padecimientos

Los siguientes son los padecimientos que con mayor frecuencia que se presentan

en odontologia por los microrganismos implicados en el padecimiento. (16)

Padecimiento ‘ Microorganismos

Streptococcus mutans
Caries Actinomyces

Lactobacillus

Campylobacter rectus

S Actinomices
Gingivitis _ )
Prevotella intermedia
Eikenella corrodens
Peptostreptococcus micros
- Porphyromonas endodontalis
Pulpitis

Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica

Fusobacterium nucleatum

Peptostreptococcus micros
Pericoronaritis | Porphyromonas gingivalis

Fusobacterium

12



Prevotella intermedia melaninogenica
Eubacterium
Streptococcus

Porphyromonas gingivalis

Tannerella forsythensis

_ o Aggregatibacter actinomycentemcomitans
Periodontitis . )
Prevotella intermedia
Fusobacterium nucleatum

Streptococcus

Peptostreptococcus micros

Prevotella oralis melaninogenica

Absceso Fusobacterium spp

periapical Porphyromonas gingivalis
Bacteroides
Streptococcus

Tabla 1 Padecimientos en odontologia .(16)

Microorganismos en cavidad bucal

La microbiota o flora normal microbiana de la cavidad bucal, se refiere al conjunto
de microorganismos que se pueden localizar de manera regular en los distintos

sitios 0 zonas del cuerpo humano, de individuos considerados como sanos. (17)

La manera de adquirir la microbiota de las superficies del cuerpo y su composicion
es a partir del parto, cuando el feto nace y se pone en contacto, primero con el canal
del parto y posteriormente con el medio ambiente. Otro factor importante para la
adquisicion de microorganismos es por medio de los padres y todas aquellas

personas que tienen contacto e interactan con el recién nacido, logrando de esta
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manera el intercambio de microorganismos de una persona a otra. El recién nacido
paulatinamente es colonizado en su piel, cavidad nasal, cavidad bucal y el resto de
las regiones corporales. Para lograr esto, es necesario que los microorganismos
puedan ser capaces de adherirse a los epitelios que recubren el cuerpo y que

permitan la colonizacién y multiplicacién del individuo. (17)

La colonizacién Unicamente puede ser llevada a cabo por microorganismos
pertenecientes a la microbiota humana, conformando de esta manera la microbiota
en relacion simbidtica ya que el microorganismo como el huésped obtienen ventajas
uno del otro. La simbiosis en el ser humano tiene algunas ventajas como ayudar en
el desdoblamiento de los alimentos, proteccién contra la colonizacion de otros

microorganismos que pueden llegar a ser patégenos. (18)

Los microorganismos de la microbiota humana incluyen un gran nimero de
especies que han experimentado una evolucién adaptativa que les permite colonizar
casi exclusivamente a la especie humana y algunas zonas especificas del cuerpo
ya que en su gran mayoria no pueden colonizar otros habitats o zonas del cuerpo.
(18)

Distribucion de los microorganismos en la cavidad bucal

La cavidad bucal cuenta con una microbiota constituida por mas de 500 especies
de microorganismos que interactian de manera armoniosa y en equilibrio sobre los
tejidos sanos y superficies de la cavidad. En un ambiente como la cavidad bucal en
el que conviven multitud de microorganismos, no es infrecuente que se produzcan
interacciones que pueden ser perjudiciales para algunos de ellos, las consecuencias
del descontrol en los factores protectores y antagonicos bacterianos, es un sobre

crecimiento que puede llevar a la presencia de una infeccion. (16)

Para su estudio los microorganismos se clasifican en aerobios que tiene la

necesidad de oxigeno para su supervivencia, los microorganismos microaerofilicos,
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gue requieren pequefias cantidades de oxigeno, microorganismos facultativos que
pueden utilizar el oxigeno pero pueden desarrollarse sin su presencia,
microorganismos anaerobios que no pueden sobrevivir con la presencia de oxigeno
para sobrevivir, los microorganismos que se tifien con la tincion de Gram por su
estructura morfolégica y Gram (+) y los microorganismos que no se tifien con la

tincion por las capas que conforman su estructura, Gram (-). (16,19)

El ambiente en la cavidad bucal es un espacio contaminado, pero no todos los
microorganismos que interactlan de manera simbiotica en la boca son patdégenos,
capaces de provocar alguna alteracion en el ser humano. La cavidad bucal presenta
una microbiota peculiar y compleja, gracias a ciertas condiciones como son la
humedad, los nutrimentos, la temperatura, el pH, los diversos espacios que
conforman la presencia de los dientes, entre otros. La saliva es un componente
fundamental auxiliar para el control de los microorganismos, pero también es una
importante via de contagio, al ser incolora, dificulta su presencia, propagandose

tanto en los pacientes como en el terapeuta y su equipo de trabajo. (16)

Después de la erupcion de los dientes aparecen nuevas especies del género
Streptococcus que colonizan su superficie, dando origen a la pelicula adquirida.
Nuevas especies se van integrando en las superficies de manera cambiante,
prevaleciendo algunas especies como cocos G (+), en menor medida cocos G (-),
bacilos G (+), G (-). (16)

En la mayoria de las ocasiones las infecciones en cavidad bucal son provocadas
por los mismos microorganismos comensales con la capacidad de provocar dafio
en condiciones favorables, conocidos como microorganismos patdégenos
oportunistas. Cuando la microbiota pierde su equilibrio se puede advertir la
presencia de una mayor diversidad y cantidad de microorganismos en las distintas

superficies de la cavidad bucal. (16,19,20)
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En la tabla 2 se muestra una lista de los microorganismos que se pueden localizar

en las distintas superficies de la cavidad bucal. (16)

Superficie Microorganismos Caracteristicas
Streptococcus viridans Bafiada por saliva,
Encia Streptococcus sobrinus contiene
Supragingival Streptococcus sanguis microorganismos
Lactobacilos aerobios

) Bafiada por liquido
fusobacterium, Provotella

Encia subgingival contiene
o Porphyromonas _ _
Subgingival microorganismos

Peptoestreptococcus _
anaerobios
Streptocuccus viridans,
Lengua - Prevalecen los
Streptococcus salivarius _
Mucosa bucal ) aerobios Gram(+)
Veillonella.

Tabla 2 Microorganismos en superficies orales. (16)

16



Antisépticos para el control de la colonizacion bacteriana

Son sustancias quimicas que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
microorganismos sobre los tejidos vivos o heridas, por tanto, son menos téxicos que
los desinfectantes los cuales no se pueden utilizar directamente sobre tejidos vivos,

solo en objetos y superficies inanimadas. (5,20)

Las propuestas para controlar las biopeliculas de la cavidad bucal en la prevencion
de enfermedades infecciosas como la periodontitis y caries, son alternativas
recomendables como el cepillado mecéanico regular para remover la biopelicula de
distintas superficies y la utilidad de antisépticos que previenen la colonizaciéon de
dichas superficies. (20)

Los quimicos de tipo antisépticos para el control de biopeliculas bucales deben de
cumplir con determinadas propiedades como especificidad que es la capacidad para
eliminar a los microorganismos implicados en el proceso infeccioso; seguridad, que
es la propiedad de evitar efectos adversos o lesivos sobre los tejidos locales o de
forma sistémica; estabilidad, que permita al antiséptico mantener su estructura
molecular y almacenamiento; sustantividad, que tenga la capacidad de unirse en
distintas localizaciones liberandose lentamente de forma activa y terapéutica;

eficacia, que es la concentracion minima que erradica las biopeliculas. (20,21)
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Gluconato de clorhexidina

Fue desarrollada en los afios 1940 en Inglaterra junto con un grupo de compuestos
quimicos denominados biguanidas que demostraron tener un amplio espectro
antibacteriano saliendo al mercado en 1954 ofreciéndose como un antiséptico para
heridas cutaneas, después se incrementd su utilidad en medicina. En 1976 se
demuestra la efectividad de la clorhexidina (CHX) en cavidad oral y se emplea por
primera vez como un antiséptico bucal y sigue siendo el antiséptico con mayor

efectividad para la inhibicion de la biopelicula. (22)

Su mecanismo de accion sera dependiendo de su concentracion ya que una
concentracion alta causara congelamiento del citoplasma y a concentraciones bajas

causara alteraciones en la membrana. (22)

En odontologia inicio su utilidad como colutorio y en endodoncia, posteriormente y
después de demostrarse que solo con realizar enjuagues bucales 2 veces al dia con
CHX en una concentracion de 0.2 % sin el cepillado dental regular como limpieza
mecanica, se lograba prevenir la gingivitis, inhibir el crecimiento de la biopelicula,

inicia su utilidad en periodoncia y en el resto de las ramas de la odontologia. (5)

En ortodoncia se pueden presentar complicaciones como descalcificacion del
esmalte dental, gingivitis y aftas por irritacion. Se recomienda la higiene oral,
evaluacion y recambio al momento de notar corrosion de los metales en la
aparatologia ya que pueden provocar inflamacion e irritacion de los tejidos, la
clorhexidina es un auxiliar en la recuperacién de dichos padecimientos en colutorio

o bien en gel. (21)

En endodoncia se utiliza para la irrigacion de los conductos radiculares después de
la preparacion biomecanica de manera eficiente en comparacion con otras
sustancias como el hipoclorito de sodio, permitiendo su liberacién por periodo de 48
a 72 horas a la instrumentacion. (23)
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En implantologia se utiliza para evitar la formacion de biopeliculas sobre las
superficies del implante y los tejidos peri implante, se recomienda higiene bucal y
aplicacion de clorhexidina de manera periddica. De igual manera se puede
recomendar para la irrigacion refrigerante durante la colocaciéon del implante como

descontaminante. (5)

En prétesis bucal se pueden presentar complicaciones como irritacion de los tejidos
por acumulo de alimento, biopeliculas en los tejidos y en las proétesis, friccion
protésica sobre los tejidos blandos, irritacion de la encia del paladar en prostodoncia
total. Se recomiendan colutorios y sumergir las protesis bucales removibles para su

desinfeccién. (23)

En periodoncia se pueden presentar complicaciones como gingivitis y periodontitis
de etiologia infecciosa. Se recomienda el control de la biopelicula con técnicas de
cepillado y periédicamente la utilidad de clorhexidina con fines preventivos ademas
de ser empleada como coadyuvante durante la manipulacion y tratamiento

periodontal. (5)

En cirugia oral y maxilofacial se pueden presentar complicaciones como
pericoronaritis, osteitis alveolar, infecciones dentales y periodontales. Se
recomienda como tratamiento de accion local, para la irrigacion refrigerante durante

un procedimiento quirdrgico y la prevencion de complicaciones post quirurgicas. (23)
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Propiedades de la clorhexidina

Es una molécula conformada por dos anillos simétricos clorofendlicos y dos grupos
biguanidas unidos a través de una cadena de hexametileno (figura 1), posee un
grupo hidrofilico y un grupo hidrofébico, de carga positiva a un pH fisiolégico entre
5.5 a 7, es una molécula catidnica de carga positiva, sensible a los cambios de pH
cuando permanece menos tiempo en un medio acido de 1.5 a 3y es sensible a la

luz y calor, fotolitica y termolébil. (23)

Hexametileno

Biguanida go "J’ Biguanida
0 &
r g%" ‘?2:%

Anillo cloro fendlico Anillo cloro fendlico

Fig. 1. Estructura molecular de la clorhexidina
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una-mol%C3%A9cula-de-clorhexidina-un-compuesto-de-uso-frecuente-antis% C3%A9ptico-se-utiliza-en.jpg

Es un antiséptico perteneciente a las biguanidas, gran actividad antibacteriana,
tanto bacteriostatica como bactericida, su accion es de amplio espectro y eficaz
contra bacterias Gram(+) y Gram(-), contra hongos y levaduras, con la propiedad
de sustantividad es decir, la clorhexidina tiene la capacidad de unirse a distintas
localizaciones de la boca liberandose lentamente manera gradual y de forma activa
entre las 12 a 24 horas después de su absorcion evitando la colonizacion bacteriana
durante ese periodo. Se ha demostrado el mecanismo de accion de la clorhexidina
gue tiene carga (+), es capaz de unirse a la pared bacteriana con carga (-),
penetrando rapidamente a través de la membrana bacteriana y de levaduras,
provocando una alteracion en la integridad y permeabilidad de la membrana
facilitando la liberacion de componentes intracelulares, precipitando a las proteinas

y acidos nucleicos. Se ha demostrado que el uso habitual de clorhexidina al 0.12 %

e
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durante un periodo de 2 afios ha disminuido la concentracion de microorganismos
asociados a la gingivitis y enfermedad periodontal, sin provocar ningun tipo de
resistencia bacteriana. (20,21)

De manera sistémica la clorhexidina se absorbe y metaboliza lentamente por el tubo
digestivo, no acumula metabolitos o sustancias nocivas en el cuerpo se elimina en
un 90 % por heces fecales y el resto por orina. Se estima que se requiere una dosis
muy alta para provocar efectos téxicos en el organismo, la dosis letal media es de

126 gr en un adulto de peso regular. (23)

Aplicaciones de la clorhexidina

1. Colutorios. Aplicaciones en enjuagues bucales durante 1 minuto 2 veces al
dia en aplicaciones intermitentes durante 2 semanas, concentraciones de 0.2
% 0 0.12%. (23)

2. Aerosoles. Aplicaciones en spray bucal 2 veces al dia, de forma especial
para personas que no controlan el reflejo de nausea, personas con
discapacidad y ancianos, concentraciones de 0.2 % 0 0.12 %. (23)

3. Barnices. Aplicaciones directas sobres superficies dentales, de facil
aplicacion y la forma méas efectiva de aplicacion para el terapeuta,
concentraciones de 1 %. (23)

4. Irrigacion. Aplicaciones en solucion irrigadora para lavar conductos y
camaras pulpares de dientes primarios, concentraciones de 2%. (23)

5. Geles. Aplicacion directa sobre una superficie o con la ayuda del cepillo
dental, aplicaciones intermitentes de 2 semanas por el terapeuta o bien el
propio paciente, concentraciones 0.2 % 0 0.12 %. (23)

6. Solucion en jabon liquido. Aplicaciones directas sobre piel sana, en
heridas, quemaduras leves y otras enfermedades de la piel,
descontaminacion previa a inyecciones, lavado y descontaminacion rutinario
y quirdrgico en superficies de intervenciones quirdrgicas y lavado de las

manos del cirujano, concentraciones del 0.3 %, 1 %y 2 %. (23)
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7. Jabon liquido. Aplicaciones directas sobre la piel antes y después de
cirugia, lavado y descontaminacion rutinaria y quirdrgica en superficies de
intervenciones quirdrgicas y lavado de las manos del cirujano, desinfeccion

de instrumental médico, quirargico y de superficies, concentraciones del 4 %.
(23)

Presentacion Concentracion

_ 0.2% Enjuagues bucales
Colutorio _
0.12 % Hedidas y ulceras mucosa bucal
Barniz 1% Aplicacion directa sobre superficies dentales
. Conductos radiculares
Solucion

Iriaacis 2% Camaras pulpares
para Irrigacion

Bolsas periodontales

Heridas, quemaduras leves y otras

enfermedades de la piel

. Piel sana
Solucion 0.3% L S _
o Descontaminacion previa a inyecciones
en jabdn 1% o o
. Lavado y descontaminacion rutinario y
liquido 2 % iy o |
quirdrgico en superficies de intervenciones
quirdrgicas
Lavado de las manos del cirujano
0.2% Aplicacion local
Gel _
0.12 % Bolsas periodontales
Sobre la piel antes y después de cirugia,
lavado y descontaminacion rutinario y
quirargicos en superficies de intervenciones
Jabon liquido 4% quirdrgicas

Lavado de las manos del cirujano
Desinfeccion de instrumental médico,

quirargico y de superficies inanimadas
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Tabla 3. Aplicaciones de la clorhexidina(4)

El efecto adverso mas comun cuando se utiliza por periodos prolongados, es la
tincion de superficies bucales como la lengua, dientes y restauraciones estéticas
junto con algunos alimentos como el café, vino tinto, entre otros. Alteraciones en el
gusto, se presentan de manera transitoria y se asocia a la ingesta de alimentos
después de la aplicacion de clorhexidina. Descamaciones de la mucosa sobre todo
en altas concentraciones o0 bien con la presencia de biopeliculas altamente

concentradas. (23,24)

La clorhexidina tiene una actividad inhibitoria contra microorganismos aerobios,
anaerobios, Gram (+) y Gram (-) con una susceptibilidad distinta para cada
microorganismo, resultado de alta susceptibilidad contra Staphylococcus aureus,
Propionibacterium; mediana susceptibilidad contra Streptococcus salivarius,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus sobrinus, Escherichia coli y baja

susceptibilidad contra Propionibacterium, Pseudomonas. (20)

Se ha demostrado que la susceptibilidad a la clorhexidina por la mayoria de las
bacterias en cavidad bucal no se modifica por la utilidad habitual y la aplicacién de
colutorios al 0.12% durante 2 afios, disminuye la concentracion de los
microorganismos asociados con los padecimientos de gingivitis y enfermedad

periodontal, sin originar ningun tipo de resistencias. (20)

El resultado de la accién de la clorhexidina en la saliva y la lengua contra los
diversos microorganismos se muestra en la tabla siguiente. Recordando que las
bacterias productoras de sulfato de hidrogeno lo realizan en anaerobiosis en la
degradacion de materia organica, aminoacidos azufrados, resultando en un gas

incoloro y toxico con fuerte olor fétido. (25)
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Efectividad antibacteriana de la CHX sobre los microorganismos de saliva y lengua.

Saliva Lengua

Microorganismo % Microorganismo %
Gram(+) 95% Anaerobios 90%
Gram(-) 89% Gram (+) 89%

Bacterias proteoliticas 91% Gram (-) 90%

Bacterias productoras sulfato ) »
o 94% Bacterias proteoliticas 81%
de hidrégeno H2S

Bacterias productoras sulfato
_ 94%
de hidrogeno H2S

Tabla 3. Efectividad antimicrobiana de la CHX.
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Biomateriales Poliméricos Biodegradables

La ingenieria tisular comenzo6 en los afios 1980 con la construccion de tejidos para
su utiidad en medicina basandose principalmente en tres componentes
fundamentales: las células, los andamios y los inductores o biomoléculas, también

llamados factores de crecimiento. (26)

El concepto de biomaterial se refiere a todos aquellos componentes utilizados en la
fabricacion de sistemas biologicos para aplicacién médica, entre sus caracteristicas
generales se pueden enlistar el que son componentes biolégicamente aceptables
ya que permanecen en contacto con los tejidos vivos, capacidad de reabsorcion,
para mantener sus propiedades durante el tiempo que sea necesario para llevar su
funcion. Los biomateriales deben de funcionar como una matriz tridimensional
extracelular artificial permitiendo la funcién biolégica de las células para formar los

tejidos nuevos. (26)

Clasificacion de los biomateriales segun su composicion quimica(27):
e Metalicos.
e Poliméricos (Hidrogeles).
e Ceramicos.

e Compuestos.

En la actualidad los estudios se basan en tratar de conocer las interacciones
especificas entre las propiedades fisicas y quimicas del material como superficies,
propiedades mecanicas y la observacion de componentes celulares como adhesion,

la liberacion de citoquinas y factores de crecimiento. (26)
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Las caracteristicas biologicas generales que deben de desafiar los biomateriales

poliméricos son los siguientes:

1. Toxicidad: la capacidad para provocar trastornos o lesiones. Un biomaterial
no debe de causar alteraciones al organismo. Se debe de evaluar la
respuesta de las células ante el biomaterial, al momento del contacto y la
duracion del contacto del biomaterial con las superficies biolégicas de
manera interna o externa. (28)

2. Biocompatible: Se refiere a la capacidad que tiene el sistema inmunoldgico
del organismo para aceptar al biomaterial polimérico como cuerpo extrafio.
El biomaterial polimérico no debe de causar respuesta adversa alguna, no
debe de provocar alteraciones en la respuesta de coagulacion de la sangre,
en el proceso de cicatrizacion y en la colonizacion de bacterias. (28)

3. Biodegradable: se entiende como la descomposicion de los elementos
quimicos que conforman al biomaterial polimérico por la accion de elementos
biolégicos como el agua, la temperatura, la luz, las bacterias, compuestos
guimicos y otras condiciones ambientales. Al ser implantado en el organismo,
un biomaterial polimérico es degradado en sus elementos y no debe de

causar dafios, contaminacion ni infeccién de manera local o sistémica. (28)

Los biomateriales poliméricos o biopolimeros son materiales que al ser introducidos
en el sistema bioldgico son llamados biomateriales, estos se pueden obtener de
fuentes naturales o sintéticas, tienen una aplicacion médica y farmacéutica como
dispositivos terapéuticos cardiovasculares, ortopédicos, oftalmoldgicos, dentales,
sustitutos de piel, sistemas de liberacion de farmacos y sensores para dispositivos

de diagnostico. (28)

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a un dispositivo biomédico como
cualquier instrumento, aparato o maquina utilizado para prevenir, diagnosticar o
tratar alguna enfermedad con un fin sanitario determinado. Por tanto, un sistema

terapéutico farmacéutico y dispositivos biomédicos consta fundamentalmente de un
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modulo de liberacidn, un programa terapéutico, un soporte o medio de transporte y

uno o varios farmacos activos como se muestra en la figura 2. (28,29)

Las aplicaciones de los biomateriales son cuatro principales, como implantes,
soportes tisulares, dispositivos biomédicos y liberacidon controlada. Las aplicaciones
farmacéuticas de los biomateriales poliméricos, es buscar la liberacién de farmacos
a través de la matriz polimérica en flujos, dentro de la ventana terapéutica, con la
reduccion de los efectos adversos por fluctuacibn en las concentraciones
plasmaticas del farmaco, pero con los inconvenientes de la disminucion de la dosis
necesaria del farmaco. El tamafio de las particulas es inversamente proporcional a
la velocidad de disolucion, en tanto menor tamafio tengan las particulas, mayor sera

la superficie disponible para la disolucion. (28,29)

Farmacos Matriz Polimérica

Superficie del dispositivo/

Fig. 2 Sistema terapéutico farmacéutico

Sistema de liberacion controlada por el ambiente fisiologico

Algunos biomateriales poliméricos han recibido el nombre de “inteligentes” por
responder subitamente con cambios en sus propiedades, ante modificaciones

fisicas o quimicas en el ambiente fisioldgico. Los estimulos a los que responden los
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biomateriales poliméricos pueden ser fisicos como la temperatura, la fuerza ionica,
los solventes, la radiacion, los campos eléctricos, estrés mecanico, presion o bien
los estimulos quimicos, como enzimas, ligandos afines y agentes bioldgicos.
Algunos estudios se han enfocado en desarrollar hidrogeles con respuesta a la
glucosa, liberando un farmaco, en un futuro para el tratamiento de padecimientos

como la diabetes.(3,28)

Gel
Cadena poliméric
Es una estructura a\
constituida por
, Entrecruzamiento——
polimeros

entrecruzados que

+ Liquido
conforman una red LD
tridimensional - Liquido
sumergida en un \
liquido adquiriendo

Gel colapsado

una forma de
materia entre Gel abultado

solida y liquida Fig. 3 Esquema de la dilataciéon de una red polimérica

conocida como gel

o gelatina cuya gelificacion se lleva a cabo por medio de doble hélices .(28,30)

Los hidrogeles se definen como una cadena polimérica hidrofilica en forma coloidal,
en donde el agua es el medio de dispersion. Los hidrogeles son materiales muy
absorbentes que pueden retener el 99% de agua, también su grado de flexibilidad

similar al tejido natural debido a su gran composicién de agua.(30)

El liquido impide que la red de polimeros se colapse, mientras que la red de
polimeros impide que el liquido escape y fluya liboremente. Se le conoce como
hidrogel cuando el liquido que conforma el gel es agua. La formacién de un gel inicia

cuando el liquido intentara disolver a la red de polimeros al ponerse ambos en
R
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contacto, intentando separar a las macromoléculas del polimero provocando una
dilatacion progresiva de la red polimérica, figura 2. El limite de este crecimiento
tridimensional termina cuando la red de polimeros se estira sin romper sus enlaces

covalentes. (31)

Hidrogeles

Son polimeros iguales o distintos que forman redes entrecruzadas en distintas
densidades de reticulacion, hidréfilos con una gran capacidad para absorber agua,
provocando la expansién del hidrogel ocupando un volumen mayor. Durante su
expansion, la estructura en forma de redes evita la disolucion y destruccion del
hidrogel. (3)
La cantidad y la velocidad de agua que absorber los hidrogeles puede variar
dependiendo de:
1. La densidad de reticulacion, la menor densidad de reticulacién permite
absorber mayor cantidad de agua.
2. La estructura quimica de los polimeros, la presencia de una mayor cantidad
de grupos polimeros hidrdfilos.
3. Las condiciones ambientales como la existencia de soluciones acuosas, el

pH, la temperatura, sustancias quimicas, la luz, la presion, el campo eléctrico.

Se conocen tres estados de moléculas de agua de los polimeros de hidrogel, a
saber:

e Agua libre.

e Intermedio.

e Agua unida.

En las moléculas de agua libre donde no existe una union entre el agua y los grupos

de polimeros, una estructura de hidrogel compacta tiene una menor cantidad de
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agua libre, mientras que en el estado intermedio el agua puede formar interacciones
débiles con los grupos de polimeros y por ultimo el agua unida donde se forman
enlaces hidrogeno entre los grupos de polimeros y las moléculas de agua. (3)

Utilidad de los hidrogeles

En farmacologia se utilizan para la administracién de farmacos de forma sistémica
o local, por diversas vias de administracion, por via oral, oftdlmica, nasal, vaginal y
subcutanea; se pueden emplear como andamios para encapsular a los farmacos en
sus cadenas poliméricas protegiendo a los farmacos de una disolucién rapida,

controlando de esta manera la velocidad de liberacion. (3)

Clasificacion de los hidrogeles

Polimeros naturales

Polimeros sintéticos

Polimeros Sintéticos

Los hidrogeles de origen sintético, son quimicamente mas fuertes con un proceso
de degradacion mas lenta, permitiendo una estancia prolongada en el cuerpo
humano, algunos ejemplos de ellos son la poliacrilamida, poli alcohol vinilico, poli

oxido de etileno y poli etilenglicol. (32)

Han generado mucho interés en medicina para la regeneracion de los tejidos,
reconstruccién o aumento 0seo, estos materiales son biolégicamente inertes y no
poseen capacidades osteogénicas, osteoinductoras u osteoconductoras, pero su
propiedad de biocompatibilidad le brinda la capacidad de producir y reproducir el

producto, controlar su composicion, controlar la velocidad de degradacion,
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determinar el tamafio de su porosidad, la capacidad de comportarse como
hidrofébico/hidrofilico, establecer sus capacidades a uniones celulares, definir la
forma y manejo del material, entre otras propiedades, ha permitido que los
polimeros sintéticos sean materiales atractivos para su investigacion como
andamios y vehiculos para células, para farmacos y para factores de crecimiento.
(32)

La degradacién de los polimeros sintéticos es por hidrdlisis. En las Ultimas décadas
se han utilizado en el area de cirugia oral y maxilofacial para la elaboracién de
placas y tornillos reabsorbibles como material de osteosintesis para fijacion interna
rigida en traumatologia, cirugia ortognética y cirugia craneofacial, que permite
ciertas ventajas como la reabsorcion a largo plazo sin la necesidad de intervenir
quirdrgicamente al paciente para retirar el material de osteosintesis y sin interferir
con las estructuras éseas de crecimiento continuo en pediatria, de forma
comparativa con las placas y tornillos elaboradas de titanio. En otras areas como en
periodoncia, en los defectos periodontales los polimeros sintéticos se emplean en
la fabricacién de membranas reabsorbibles como barreras en los procedimientos de

regeneracion 6sea guiada. (33)

La complicacién de una infeccion puede estar presente en una herida quirlrgica,
una técnica reconstructiva o infecciones después de sufrir un traumatismo, las
lesiones son frecuentes cuando se contamina la herida por cuerpos extrafos,
solucion de continuidad de los tejidos o bien la presencia de microorganismos de la
cavidad bucal que tienen el potencial de infectar otros tejidos adyacentes. Las
propuestas de prevencidn y tratamiento para dichas infecciones son los materiales

biocompatibles, biodegradables de liberacion antiséptica. (34)
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Polimeros naturales

Los hidrogeles de origen natural estan elaborados de polisacaridos o cadenas de
proteinas, presentan una mayor biocompatibilidad ya que experimentan una
degradacion controlada por enzimas presentes en el cuerpo humano como la
lisozima, acidos, enzimas gastrointestinales, entro otros medios, algunos ejemplos
de ellos son los hidrogeles hechos de alginato, celulosa, quitina, quitosan, dextrano,
acido hialurénico, pectina, almidén y goma de xantano, colageno, seda, queratina,

elastina, resilina, gelatina. (32)

Gelatina

La gelatina de la piel porcina (GPP) es un producto soluble en agua caliente o bien
agua fria, es insoluble en la mayoria de los disolventes organicos como el alcohol,
cloroformo, éter, acetona y aceites. Su almacenamiento puede persistir sin cambios
por muchos afios a temperatura ambiente y en un recipiente hermético. Se ha
utilizado como un vehiculo para mantener y liberar moléculas bioactivas y la

creacion de andamios en ingenieria. (35)

De forma comparativa en base a la funcion, composicién y patron de polipéptidos
entre las gelatinas de piel bovina y la gelatina de piel porcina son muy similares. En
los casos de la industria farmacéutica las caracteristicas de la gelatina porcina son
mas adecuada, mientras que la gelatina de origen bovina se utiliza para la industria

alimenticia. (35)

Gelatina tipo A

El colageno hervido de la piel, ligamentos y huesos presenta como componentes

estructurales proteinas, las cuales se utlizan para conformar una gelatina
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constituida por una mezcla heterogénea de moléculas. La gelatina tipo A es
obtenida al curarse el tejido con &cido y la gelatina tipo B es obtenida al curarse el
tejido con cal.(35)
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Antecedentes

Las complicaciones posquirdrgicas guardan una relacion directa con las
condiciones econdmicas en las que vive la familia, la ocupacién y educacion de los
miembros que integran el grupo familiar y el acompafiamiento de los cuidados por
parte de los familiares, las complicaciones que con mayor frecuencia se pueden
presentar son alteraciones en el proceso de cicatrizacion como dehiscencias y
fenestraciones, mientras que la complicacion mas comun son las infecciones de la
herida quirargica con 13.2 % de los casos, seguido de hemorragia post quirargica
con 6 %, algunas otras complicaciones con 3 %, la mayor frecuencia de las
complicaciones se ha observado en las edades de entre 12 a 23 afos, el

procedimiento de exodoncia es la intervencion quirargica mas frecuente. (10)

Las complicaciones estan asociadas con los cuidados que se le brindan a la herida
quirargica después de realizado el procedimiento y estos cuidados estan
relacionados, por un lado, con la informacién y las indicaciones posquirdrgicas que
se le proporcionan a los pacientes y sus familiares; por otro lado, del seguimiento,
del apego a dichas indicaciones que lleven a cabo los pacientes y sus familiares.
(11,12,14,36)

Los protocolos para realizar un procedimiento quirdrgico, cualquiera que este sea,
permiten prevenir complicaciones. Las complicaciones que suceden antes del
procedimiento quirdrgico conocidas como preoperatorias, pueden prevenirse por el
servicio médico que lleva el caso, conociendo al paciente tanto fisica como
sistémicamente por medio de estudios de laboratorio, una historia clinica y
evaluaciones médicas prequirdrgicas. Las complicaciones transoperatorias también
pueden ser previsibles durante el evento quirdrgico por el servicio médico
odontologico y el equipo de especialistas que llevan el caso clinico, mientras que
las complicaciones postoperatorias son las que suceden después de terminar el

procedimiento y se pueden prevenir en su gran mayoria siempre y cuando se
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obedezcan las indicaciones postquirdrgicas, es sin duda una responsabilidad que

se encomienda al paciente y sus familiares.(1)

La infeccidon de las heridas puede deberse a varios factores asociados como el
realizarse un procedimiento en un area con una gran cantidad de microorganismo
como lo es la cavidad bucal, la presencia de material de sutura que puede funcionar
como zonas donde se puede colectar restos de alimento, deficiente o nulo aseo
bucal por parte del paciente o familiares por el temor de provocar alguna alteracion
en la herida quirdrgica o bien provocar dolor o molestas en la herida, llevar
materiales extrafios y contaminados a la boca, agregando microorganismos
patégenos a la herida, utilizar en el paciente un cubre bocas generando una fuente
de calor en la cavidad bucal. (16,20,22)

Existen cientos de especies de microorganismos que interactian entre ellos,
creando un ambiente de equilibrio sobre las mucosas y superficies de la cavidad
bucal, pero este equilibrio puede perderse con facilidad presenciando una infeccion.
Es conveniente utilizar medidas terapéuticas para contravenir el desarrollo de una
infeccion sobre la herida quirdrgica que ponga en riesgo la integridad y resolucion
de la misma. Las prescripciones terapéuticas se basan en utilizar Antiinflamatorios
No Esteroideos (AINE’s) para controlar el dolor y la inflamacién, de igual forma la

prescripcién de un antimicrobiano por via oral por el manejo ambulatorio. (1,16,37)

Desde 1970 se demostr0 que la clorhexidina tuvo un efecto inhibitorio de
microorganismos de 86 % - 92 % en el lavado de manos, y afios después por
primera vez se utiliza la clorhexidina como agente oral demostrando su habilidad
para inhibir la formacién y desarrollo de la biopelicula, hasta la fecha es considerado
como el antiséptico mas efectivo y seguro para contrarrestar el desarrollo de la
biopelicula de las superficies de la cavidad bucal en pacientes sanos y pacientes de
alto riesgo. La clorhexidina es un antiséptico que se ha venido utilizando de forma
eficiente para el control de los microorganismos en cavidad bucal siempre y cuando

se logre utilizar o mantener el antiséptico el tiempo suficiente. La propuesta del
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manejo de la clorhexidina ha sido diversa, desde soluciones, gel hasta jabon, pero

siguen sin permanecer el tiempo suficiente para llevar a cabo su accién. (25)

En la busqueda por inhibir el crecimiento de las biopeliculas, se ha considerado
utilizar un andamio reabsorbible que pueda ser biodegradable en los tejidos y al
mismo tiempo, liberar un antiséptico. Estudios previos han utilizado una matriz
degradable de alcohol polivinilo (PVA) con clorhexidina para uso odontoldgico. Crea
un andamio degradable de PVA y permite la liberacion del antiséptico de
clorhexidina contra los microorganismos que colonizan la cavidad bucal, obteniendo
resultados contundentes sobre los microorganismos, inhibiendo su crecimiento y

desarrollo. (6)

En el estudio se da a conocer la elaboracion de una matriz de clorhexidina teniendo
como estructura de soporte alcohol polivinilico (PVA), la cual tenga la capacidad de
inhibir el crecimiento microbiano y sea biocompatible para una posible aplicacion
quirdrgica y para uso odontologico. Los resultados de su investigacion y después
de someter a la matriz a pruebas microbiolégicas para medir la zona de inhibicién
ante bacterias comensales de la cavidad bucal, enlista un promedio de las zonas de
inhibicion ante Staphylococcus aureus de 14.8690 mm, Escherichia Coli con
14.5865 mm, y Pseudomonas aeruginosa, con 13.2784 mm, durante un promedio

de 7 dias que duroé el proceso de disolucion de la matriz en un 68.5 %. (6)
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CAPITULO I

Planteamiento del problema

Los pacientes sometidos a intervenciones quirdrgicas en odontologia pueden cursar
con complicaciones y su frecuencia puede variar dependiendo del estado
socioeconémico, estado de nutricion de los pacientes e incluso de las zonas
anatomicas que son corregidas quirdrgicamente. Entre las complicaciones que se
pueden llegar a presentar son fistulas, la dehiscencia de la herida y la infeccion de
la herida. Otras complicaciones menos frecuentes, reportadas en la literatura son el
granuloma por cuerpo extrafio, necrosis por presion, cicatriz hipertrofica, entre otros.
(11,13,14)

Las cifras de infecciones en heridas quirdrgicas pueden variar en funcién del tipo de
cirugia entre un 5% a 15 %, en la cirugia oral y maxilofacial se presenta en un 6.9%.
La aparicion de infecciones en las heridas, puede provocar complicaciones de
mayor relevancia clinica hacia grados de celulitis, abscesos, deterioro del estado
general de la salud, ingreso y manejo hospitalario de horas a un promedio de 7 dias
y la mortalidad por una infeccién de origen odontogénico oscila entre el 0.6 % a 1.9

% de los pacientes. (37)
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Pregunta de investigacion

¢ Es posible fabricar un hidrogel a base de gelatina tipo A cargado con clorhexidina
a diferentes concentraciones, no citotdxico, que pueda inhibir el crecimiento in vitro

de microorganismos patdégenos orales?
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Justificacion

La clorhexidina es un antiséptico que ha demostrado su eficiencia en la inhibicion
del crecimiento microbiano de una herida quirargica, el uso de la clorhexidina al
0.12% postquirurgica por terceros molares reduce hasta en 56% complicaciones
como una alveolitis bacteriana. (7,20,23,38) La gelatina tipo A combinada con
clorhexidina a diferentes concentraciones con efecto antiséptico de liberacién
prologada no ha sido estudiada sus propiedades fisicas como el médulo de
almacenamiento y elasticidad de igual manera para conocer su efecto inhibitorio
sobre algunos de los microorganismos oportunistas de la cavidad bucal como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa y Candida

albicans, asi como evaluar la viabilidad celular con fibroblastos gingivales.

El estudio de este nuevo hidrogel a base de gelatina tipo A en combinacién con
clorhexidina permitird conocer su efecto bactericida y citotéxico, podria ser una
alternativa para manejar las complicaciones postquirdrgicas evitando reincidencia

en las infecciones de estas mismas.
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Hipotesis

Es posible fabricar un hidrogel a base de gelatina tipo A, cargado con Clorhexidina,
no citotéxico y que sea capaz de inhibir microorganismos patdgenos de la cavidad

oral.
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Objetivo general

Obtener un hidrogel a base de gelatina tipo A cargado con clorhexidina en
concentraciones de 0.12%, 0.2%, 1%, y 2% con propiedades fisicas tales como:
moédulo de elasticidad y modulo de almacenamiento adecuados; efecto
antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Candida albicans, asi como que no presente citotoxicidad en

fibroblastos gingivales humanos (FGH).

Objetivos especificos

1. Obtener un hidrogel a base de gelatina tipo A en combinaciéon con
clorhexidina al 0.12%, 0.2%, 1%, 2%.

2. Evaluar la estabilidad morfolégica mediante el médulo de almacenamiento y
de elasticidad de los hidrogeles obtenidos.

3. Evaluar el efecto antimicrobiano de los hidrogeles en Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans en sus
diferentes concentraciones de clorhexidina al 0.12%, 0.2%, 1%, y 2%.

4. Evaluar el efecto citotdxico de los hidrogeles sobre fibroblastos (HGF) en sus

diversas concentraciones de clorhexidina al 0.12%, 0.2%, 1%, y 2%.
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CAPITULO Il

Materiales y Métodos.

Disefio de estudio

Tipo de estudio: Experimental in vitro

Disefio de estudio: Descriptivo, prospectivo, comparativo.

Seleccion y tamarfio de la muestra

El muestreo sera no probabilistico por conveniencia (seccién in vitro)

Operacionalizacion de variables

Variables

dependientes

Efecto

antimicrobiano

Definicion
conceptual

Sustancia quimica que
destruye e inhibe el
crecimiento de
microorganismos (bacterias).

(20)

Definicion
operacional

Mecanismo por el cual
el hidrogel interacttia
con los
microorganismos

seleccionados

Unidad de

medida

Naturaleza Escala

Efecto antifungico

Sustancia quimica que
destruye e inhibe el
crecimiento de
microorganismos (cepas).
(20)

Mecanismo por el cual
el hidrogel interactia
con los
microorganismos
seleccionados

Viabilidad celular

Alteracion de las funciones
celulares basicas.
(39)

Disminucién en
viabilidad celular por
efecto de CHX

Viscoelasticidad

Relacion entre las fuerzas
aplicadas a los cuerpos y las
correspondientes

deformaciones.(40)

Mecanismo en el cual
el hidrogel sera
evaluado a su
deformacién.

Cuantitativa )

mm Continua

mm Cuantitativa Continua

Absorbancia en o
; Cuantitativa .

porcentaje Continua
(%)

Pa Cuantitativa Continua

Tabla 4. Variables dependientes
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Variables Definicion Definicion Unidad de

. : . , Naturaleza Escala
independientes conceptual operacional medida

Hidrogeles a base de Polimeros hidrdéfilos a base Hidrogeles a base de o Cuanitaiva Continua
gelatinatipo A de gelatina tipo A (3) gelatina tipo A ’
CHX al 0.12%, 0.2%, Antiséptico perteneciente a . Por .
) ) Concentraciones de concentracion Cuantitativa Continua
1%y 2%. las biguanidas. (20) CHX (%)

Tabla 5. Variables independientes

Universo de estudio

1. Hidrogel a base de Gelatina tipo A con clorhexidina al 0.12%, 0.2%, 1% y 2%.

2. Microorganismos: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Candida albicans

3. Células FGH.

4. Viscoelasticidad.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

1. Hidrogel elaborado a base de gelatina tipo A con clorhexidina a
concentraciones del 0.12%, 0.2%, 1%, y 2%.

2. Que sean microorganismos de importancia de la cavidad oral como:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans.

3. Células FGH

Criterios de exclusion:

1. Fibroblastos que se encuentren mas alla de su divisién 6.
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2. Especies bacterianas y hongos diferentes a las anteriormente

mencionadas.

3. Hidrogeles con méas de 5 horas de haber sido elaborados.

Criterios de eliminacion:

S T oA

Cultivos de bacterias y hongos contaminados o sin crecimiento.
Cajas de Petri con superficies irregulares.

Gelatina tipo A con visible crecimiento bacteriano.

Clorhexidina caduca.

Cultivos de fibroblastos con crecimiento bacteriano.

Hidrogeles deshidratados.
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Método

El presente estudio se dividio en las siguientes etapas:

Etapa 1: Sintesis del hidrogel
e Elaborar un hidrogel a base de gelatina tipo A, biodegradable

combinada con clorhexidina como antiséptico en concentraciones de
0.12%, 0.2%, 1%y 2%.

Etapa 2: Evaluacion de las propiedades reolégicas.
e Realizar pruebas reoldgicas para determinar el modulo de elasticidad
y almacenamiento del hidrogel con clorhexidina al 0.12%, 0.2%, 1%y
2%.

Etapa 3: Efecto antimicrobiano
e Establecer el efecto inhibitorio in vitro mediante el método difusion en
agar del hidrogel con clorhexidina al 0.12%, 0.2%, 1% y 2%, sobre
microorganismos residentes oportunistas de la cavidad bucal como
Staphylococcus aureus, Escherichia Coli y Pseudomonas aeruginosa

y Candida albicans.

Etapa 4: Citotoxicidad
e Determinar la citotoxicidad del hidrogel con clorhexidina al 0.12%,

0.2%, 1% y 2% en fibroblastos gingivales humanos (HGF).
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Etapa 1: Sintesis del hidrogel

Se realizé la sintesis del hidrogel utilizando gelatina de origen porcino (Gelatin
porcine skin type A, Merck. G1890-500G frasco con 500gr, EE. UU.), se obtuvo por
medio de una mezcla directa de la gelatina con clorhexidina (Consepsis® Ultradent

Products inc. EE. UU.) al momento de la fabricacion. Los hidrogeles se realizaron a

una concentracion de 50 % de gelatina para que tenga las propiedades deseadas.

Preparacion de
reactivos

Diagrama 1
Sintesis del hidrogel

Se mezclé directamente la gelatina tipo A con la Clorhexidina. En primer lugar se

tomaron 5 ml de solucién de Clorhexidina de las 4 concentraciones diferentes
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(0.12%, 0.2%, 1%, y 2%) se agregaron en un vaso de precipitado y se coloco el
vaso en una plancha de calentamiento a 80°C, posteriormente se colocé un agitador
magnético dentro del vaso de precipitado y se inicio la agitacion a 100 rpm. Después
se agregarony 2.5 = 0.004 gr de gelatina tipo A. La gelatina se agregé lentamente
para obtener una mezcla homogénea. Finalmente una vez obtenida la mezcla se
detiene la agitacion y se retira el vaso de precipitado de la plancha de calentamiento,
se vierte la solucién en cajas de Petri de 10 mL y se mantiene a temperatura
ambiente para permitir que gelifique, una vez gelificada la solucion se tapan y se

sellan con parafilm las cajas de Petri y se mantienen en refrigeracion a 4°C.
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Etapa 2: Evaluacion de las propiedades reologicas.

La evaluacion de las propiedades reoldgicas se realizd en la Universidad de
Guanajuato Campus Leon, Division de Ciencias e Ingenierias. Se obtuvo el modulo
de almacenamiento y de elasticidad utilizando un redmetro (Discovery Hybrid

Rheometer HR-3, Waters, Ta. Instrumets, EE. UU).

Se coloc6 un disco de hidrogel con CHX de cada una de las concentraciones
utilizadas con un diametro de 8 mm y posteriormente fue sometido a una fuerza y
velocidad que ird aumentando gradualmente y manteniendo el Hidrogel a una

temperatura de 37°c.

Imagen 1. Discovery Hybrid Rheometer.
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Etapa 3: Efecto antimicrobiano

La evaluacion del efecto antimicrobiano se realizé mediante el método de difusion
en agar. Se prepar6 el medio de cultivo mezclando 11.4gr de Agar Mueller-Hinton
(M.H. CM0337 IVD, OXOID, LTD, Inglaterra); en 300ml de agua destilada,
posteriormente se esterilizo, en autoclave a 120°C por 15 minutos. Se colocaron 20
ml de medio esteril en cajas de Petri, se mantiene a temperatura ambiente para

permitir que gelifique y posteriormente realizar la inoculacion.

Imagen 2. Preparacion del agar

Se inocularon de 3 a 5 colonias de bacterias de Staphylococcus aureus, Escherichia
coliy Pseudomonas aeruginosa respectivamente en medio acuoso (agua destilada)
para ajustar a escala de Mc Farland de 0.5. Posteriormente se inocularon las cajas
de Petri con un hisopo estéril. Previamente se obtuvieron discos de 5mm de
diametro de cada uno de los hidrogeles de Clorhexidina de cada una de las

concentraciones mencionadas y se colocaron sobre la superficie de agar. Se
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incubaron los cultivos a 37°C durante 24 horas. Las pruebas se realizaron por

triplicado.

Imagen 3. Distribucion del Hidrogel en agar MH
Susceptibilidad antifungica.

Se elabord medio de cultivo mezclando 19.5gr de ;
Agar (Agar Dextrosa Saburaud CMO0041 IVD,
OXOID, LTD, Inglaterra) en 300ml de agua
destilada, se esteriliz6 en autoclave a 120°C por
15 minutos. Se colocaron 20 ml de agar en cajas
de Petri, se mantienen a temperatura ambiente

para permitir que gelifique.

Imagen 4. Agar DX en su fase liquida
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Posteriormente se inocularon de 3 a 5 colonias de Candida albicans para ajustar a
escala de Mc Farland de 0.5. Se inocul6 el medio de cultivo con un hisopo estéril
sobre la superficie y se colocaron los discos de Clorhexidina de 5mm de diametro a
las diferentes concentraciones evaluadas en el medio de cultivo, se incubaron a

37°C por 24 horas. El experimento se realizo por triplicado.

Imagen 5 distribucion del hidrogel en agar DX
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Etapa 4: Citotoxicidad

Para evaluar la citotoxicidad se colocaron 7.6 x 10* de fibroblastos humanos
gingivales (HGF- 16 ATCC CRL-2019) en 100 pL de medio de cultivo suplementado
con 10% de suero bovino fetal, 100 Ul / mL de penicilina, 100 mg / mL de
estreptomicina y 1% de Glutamax en placas de cultivo de 24 pozos. Las placas de
cultivo se incubaron por 48 horas a 37° C en condiciones de cultivo estandar
(humedad al 95% y 5% de CO>).

El medio de cultivo inicial fue reemplazado por medio fresco y se inocularon discos
de 8 mm del hidrogel con CHX al 0.12%, 0.2%, 1% y 2% realizando diluciones
seriadas para obtener la curva de dosis -respuesta en un rango de 0-2.5 mg/mL,
con un grupo control para cada linea celular. Las células fueron incubadas durante
24 horas bajo las mismas condiciones descritas previamente. Posterior a dicho
periodo de contacto directo, el nUmero relativo de células viables se determiné
mediante el método MTT [bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio],
disolviendo 0,2 mg / mL en medio DMEM, el medio con las muestras fue removido
con bomba de vacio y se agregaron 100 pyL del medio que contenia el MTT, las
placas se incubaron durante 4 horas a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO..

Después de reemplazar el medio, el formazan se disolvi6 completamente con 100
puL de DMSO y se analiz6 en el lector de microplacas Multiskan TM GO a 570 nm

de longitud de onda.
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Imagen 5. Distribucion del hidrogel en FGH

Analisis Estadistico.

El andlisis estadistico se llevo acabo en el programa SSPS, se calcul6 el promedio
y la desviacion estandar ademas de la prueba de normalidad Shapiro-Wilks. Para
comparar entre grupos se realizo la prueba de ANOVA de una via. Se establecié un

valor de significancia de p < 0.05.
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e CAPITULO IV

Resultados:
Etapa 1: Sintesis del hidrogel

La sintesis del hidrogel se llevd a cabo por una mezcla directa entre la gelatina tipo
Ay la CHX a 4 diferentes concentraciones (0.12%, 0.2%, 1% y 2%) manteniéndolo

en agitacion y temperatura constante. Se utilizaron los siguientes parametros para

su fabricacion.

Concentracion de CHX Gr de gelatina tipo A mL de disolvente
0% 5gr 10 ml de H20O bidestilada
0.12% Sgr 10 ml de CHX al 0.12%
0.2% 5gr 10 ml de CHX al 0.2%
1% Sgr 10 ml de CHX al 1%
2% Sgr 10 ml de CHX al 2%

Tabla 6. Relacion en porciones para sintesis del Hidrogel
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Tabla 7. Presentacion de Hidrogeles
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Etapa 2: Viscoelasticidad

En la pruebas de viscoelasticidad podemos observar en la grafica 1 que el pico
maximo de deformacion para el hidrogel con Chx al 0.12% lo alcanza a los 75 min

pasado este tiempo se puede observar un decremento exponencial.
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Gréfica 1. Deformacion del hidrogel al 0.12%
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Para el caso del hidrogel con Chx al 0.2% se observa aun mas este decremento
exponencial sin embargo el tiempo maximo lo alcanza hasta los 85 min para los

geles con mayor concentraciéon de Chx se puede observar que no alcanzan un
maximo en la deformacion.
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Gréfica 2. Comparativa de deformacion de los hidrogeles
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De acuerdo a los valores de almacenamiento el hidrogel con Chx al 0.2% es el que
presenta mayor modulo de almacenamiento lo cual concuerda con el tiempo
maximo de deformacion, el que presenta su mayor modulo de perdida es el hidrogel
con Chx al 0.2% (Grafica 3).
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Grafica 3. Mddulos de almacenamiento y pérdida.
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Etapa 3: Efecto antimicrobiano

Después de la evaluacion del efecto antimicrobiano mediante la técnica de difusion

en agar se obtuvieron los siguientes resultados (grafica 4-7):

En el cultivo de Staphylococcus aureus se observaron zonas de inhibicion de
25.07mm % 1.58mm para el hidrogel de CHX al 2%, 24.98mm + 2.45mm para el
hidrogel de CHX al 1%, 22.35mm = 1.3mm para el hidrogel de CHX al 0.2% y
21.99mm = 1.01mm para el hidrogel de CHX al 0.12%. Como grupo control se
utilizaron discos de penicilina-estreptomicina los cuales mostraron zonas de
inhibicion en promedio de 36.43mm. Se puede observar que a mayor concentracion

de CHX mayor serd el efecto antimicrobiano.
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30 mm— 17 24 i
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25 mm— % Q é 12%15

Zonas de inhibicién (mm)

T T T T T
Antibistico 2% 1% 0.2% 0.12%
Concentracién (%)
ANOVA deuna via P<0.05 n=9

Grafica 4. Zonas de inhibicion de Staphylococcus aureus
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Gréfica 5. Porcentajes de zonas de inhibicion de Staphylococcus aureus

En el cultivo Escherichia coli se observaron zonas de inhibicion de 19.9mm %
1.37mm para el hidrogel de CHX al 2%, 17.62mm * 1.72mm para el hidrogel de
CHX al 1%, 16.51mm * 1.38mm para el hidrogel de CHX al 0.2% y 15.84mm =+
1.34mm hidrogel de CHX al 0.12%; Como grupo control se utilizaron discos de
penicilina-estreptomicina y se observaron zonas de inhibicion de 20.28mm. Se
puede observar que a mayor concentracion de CHX mayor sera el efecto
antimicrobiano.
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Gréafica 6. Zonas de inhibicién de Escherichia coli
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Graéfica 7. Porcentajes de zonas de inhibicion de Escherichia coli
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En el cultivo de Pseudomonas Aeruginosa mostraron en promedio zonas de
inhibicion de 20.70mm + 2.19mm para el hidrogel de CHX al 2%, 19.43mm *
1.93mm para el hidrogel de CHX al 1%, 15.93mm * 1.15mm para el hidrogel de
CHX al 0.2% y 14.65mm + 1.18mm hidrogel de CHX al 0.12%. Como grupo control
se utilizaron disco de penicilina-estreptomicina mostrando zonas de inhibicién de
36.2mm. Se puede observar que a mayor concentracion de CHX mayor seré el

efecto antimicrobiano.
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Grafica 8. Zonas de inhibicion de Pseudomonas aeruginosa
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Grafica 9. Porcentajes de zonas de inhibiciébn de Pseudomonas Aeruginosa

En el cultivo de Candida albicans se observaron zonas de inhibicion de 17mm %
1.02mm para el hidrogel de CHX al 2%, 16.29mm = 1.07mm para el hidrogel de
CHX al 1%, 14.52mm £ 1.58mm para el hidrogel de CHX al 0.2% y 14.2mm =+
1.62mm hidrogel de CHX al 0.12%. Como grupo control se utilizaron discos de
Anfotericina B mostrando en los que se observaron zonas de inhibicion de 29.5mm.
Se puede observar que a mayor concentracion de CHX mayor serd el efecto

antimicrobiano.
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Gréafica 10. Zonas de inhibicién de Candida albicans
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Grafica 9. Porcentajes de zonas de inhibicion de Candida albicans

65



Etapa 4: Citotoxicidad

Los resultados indican que la viabilidad celular disminuye después de 48 hrs de
evaluacion de los hidrogeles en contacto con fibroblastos gingivales humanos
(HGF- 16 ATCC CRL-2019) (Grafica 8).

Podemos observar que conforme aumenta la concentracibn de CHX en los
hidrogeles la viabilidad celular disminuye. El hidrogel con la mayor concentracion de
CHX (2%) presenta un porcentaje de viabilidad celular de 19.4%, las
concentraciones intermedias (1% y 0.2%) presentaron un porcentaje de viabilidad
celular de 20.1% y 21.8% respectivamente, y el de menor concentracion (0.12%) un

porcentaje de viabilidad celular de 22.4%.
e Hidrogel con CHX al 2%: 19.4% * 2.7% de viabilidad celular
e Hidrogel con CHX al 1%: 20.1% * 2.7% de viabilidad celular
e Hidrogel con CHX al 0.2%: 21.8% + 3.2% de viabilidad celular
e Hidrogel con CHX al 0.12%: 22.4% + 3% de viabilidad celular

El hidrogel sin clorhexidina presento un valor de viabilidad 90.3%.
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Grafica 8. Viabilidad celular
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Discusion

En investigaciones anteriores realizados en la ENES unidad Leon en las que se
evaluo el efecto antibacteriano de la CHX a concentraciones similares a las
utilizadas en esta investigacion muestran que ante el Staphylococcus aureus tiene
zonas de inhibicién para CHX al 2% de 10.26mm * 0.67mm Yy el hidrogel al 2% es
de 25.7mm * 1.58mm, esto podria ser debido a la propiedad que tiene de fluir y

que el hidrogel propuesto en este estudio muestra mayores zonas de inhibicion.(25)

Otro estudio donde se utiliza una matriz de clorhexidina con alcohol polivinilico
(PVA) sus resultados muestran las zonas de inhibicién a concentracion de 2% en
Staphylococcus aureus es de 18.29mm * 0.2mm y en cultivos de Escherichia coli
es de 15.73mm = 0.2mm y en cultivos de Pseudomonas aeruginosa es de 13.5mm

+ 1.64mm en donde también el hidrogel propuesto tiene mayor zonas de inhibicién.

(6)

Los materiales de las membranas de compuestos poliméricos que no se
reabsorben, se deben de colocar durante un procedimiento quirdrgico y permanecer
durante un periodo de tiempo entre los tejidos, pero tiene la desventaja de requerir
un segundo procedimiento quirdrgico para retirar la membrana no reabsorbible.
Mientras el hidrogel a base de gelatina tipo A con CHX es de materiales
reabsorbibles naturales y no requiere del procedimiento quirdrgico para retirar el
material, debido a la degradacién que sufre el material absorbible. Los biomateriales
tienen la ventaja de ser reabsorbibles y biodegradables, evitando la necesidad de
una segunda intervencion quirdrgica para retirarlos reduciendo el riesgo de otras

complicaciones. (6,41)

Estudios marcan que el hidrogel Bexident®Post el cual contiene CHX al 0.12% a
base de quitosan aplicandolo después de la colocacién de implantes dentales la

cicatrizacion el 88.7% de pacientes ha sido buena, el 7.4% regular y el 3.7 malo

68



ademas de disminuir el dolor y se puede destacar que al tener una correcta

cicatrizacion con el uso de la CHX. (42)

Para continuar con el estudio y complementarlo se sugiere buscar la dosis minima
inhibitoria para los microorganismos de nuestro interés utilizando microdilucién y
una vez obteniendo este dato realizar pruebas de citotoxicidad a esta concentracion
buscando que sea una viabilidad celular altas
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Conclusiones

En las pruebas antimicrobianas podemos observar que su efecto es efectivo contra
los microorganismos seleccionados y la viabilidad celular en la menor dosis del
hidrogel (0.12%) es de 19.4%.

Se logro la obtencién del hidrogel a base de gelatina tipo A con clorhexidina al
0.12%, 0.2%, 1% y 2% mediante la técnica solvent casting tiene que realizarse
minuciosamente ya que si no agregamos gradualmente la gelatina tipo A se
formaran grumos dificiles de eliminar por esto la importancia de agregar hasta
obtener una mezcla completamente homogénea. Se podria mejorar esta técnica
con una bomba de vacio para que al momento de que gelifique el hidrogel no
queden burbujas dentro de este mismo.

Para mejorar la viabilidad celular se sugiere encontrar la dosis minima inhibitoria de
concentracion de la clorhexidina realizandolo en estudios posteriores a esta misma

para poder continuar el proyecto y poderlo aplicar.

Al momento de hacer las pruebas antimicrobianas notamos que el hidrogel a
temperatura de 37°C junto con humedad el hidrogel tiende a fluir lo que es una
propiedad muy buena para cuando sea aplicado en personas y que permita una
correcta unién de los tejidos ayudando junto con sus propiedades antimicrobianas

evitando la reintervencion quirdrgica.

Los resultados que nos da de viscoelasticidad nos confirma que las propiedades
fisicas en cuanto a distorsion y elasticidad nos permiten una facil manipulacion del
hidrogel y disefiarlo a la forma y medida que mas pudiera favorecer para una posible
aplicaciéon pudiéndolo mover dentro de la cavidad oral sin temor a desgarre o que
se pueda llegar a romper en el momento de la colocacion. Otra propiedad muy
importante que cabe destacar de este hidrogel es que se adhiere a las superficies

dandole un poco de estabilidad para su manejo.
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Una de las ventajas que se pueden ver en este estudio es que es efectivo frente a
microorganismos facilitando eliminacién de estas mismas y que podria evitarse la

medicacion posoperatoria.

En comparacion con otros hidrogeles que ya existen en el mercado que son
similares lo mas destacado es su facil manipulacién ya que lo vuelve una mejor

opcién para que pueda ser aplicado sobre heridas quirargicas.
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