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RESUMEN

La Odontologia se ha orientado a la elaboracién de propuestas para producir nuevos bio-
materiales, con el fin de prevenir y tratar enfermedades bucales catalogadas como problemas de sa-
lud publica adn no erradicados. La estomatitis subprotésica (ESP) es uno de ellos y la problematica
derivada de su tratamiento conlleva a plantearse nuevas terapias a partir de biomateriales como el
quitosano, biopolimero derivado de la quitina con propiedades para disminuir la adhesién de Can-
dida albicans a las bases de las protesis totales, y con capacidad para regenerar tejidos. El objetivo
de esta investigacién fue la elaboracién de un gel de quitosano como propuesta terapéutica para la
ESP, aplicando una metodologfa diferente —mds simplificada para la obtencién del hidrogel- que
consistié en obtener quitosano por desacetilacién termoalcalina de exoesqueletos de camarones y
su posterior transformacion en gel via templado 4cido en medio acuoso. El resultado fue un gel
de color turbio, que fisicoquimicamente es un biopolimero ttil para su posible aplicacién como
acondicionador de los tejidos en pacientes con ESP. Ademds, este proceso representa una alternati-
va tecnoldgica para el tratamiento de los desechos del camarén, porque se reduce la contaminacién
ambiental generada por su disposicién y se obtiene quitosano de amplia aplicacién en otras dreas.

Palabras clave: estomatitis subprotésica, biomateriales, exoesqueletos de camarén, quito-
sano, geles, desacetilacién termoalcalina

BIOGEL OF CHITOSAN SINCE THE THERMOALKALINE DESACETYLATION
OF THE SHRIMP SHELLS AS A PROPOSAL FOR THE SUBPROSTHETIC
STOMATITIS TREATMENT

ABSTRACT

Dentistry has been oriented to the production of new biomaterials, in order to prevent
and treat oral pathologies classified as public health problems that are not yet eradicated. The
subprosthetic stomatitis (SP) is considered as one of these cases and the problematic derived from
its treatment, implies to think in new therapies since biomaterials as chitosan, a biopolymer, by-
product of chitin, with antimycotic properties that reduce the adhesion of Candida albicans to the
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total prosthesis bases, and being able to regenerate severely damaged tissues. The aim of this study
was the elaboration of a chitosan gel as a therapeutic alternative for SP treatment. Thus, a differ-
ent methodology was studied — more simplified than the procedure to obtain hydrogel — that lies
in chitosan extraction by thermoalkaline desacetylation from the shrimp’s exoskeleton and lately,
and its subsequent transformation into a gel by tempering in an aqueous solution. The result was
a turbid gel, whose physicochemical properties have made it a useful biopolymer as a tissue condi-
tioner in patients with SP. So, this process represents a technological alternative for the treatment of
shrimp wastes, because it reduces the environmental pollution due to its disposition and produces

chitosan that have a wide application in different areas.

Key words: subprosthetic stomatitis, biomaterials, shrimp’s exoskeleton, chitosan, gel,

thermoalkaline desacetylation

Introduccion

La estomatitis subprotésica (ESP) se
ha convertido en un problema de salud bucal
publica, ya que la inmunidad del paciente se ve
afectada debido a las limitaciones relacionadas a
la adhesién, permanencia del material en la base
protésicaylaquimioresistenciaalos tratamientos
habitualmente empleados para tratar dicha
afeccién, en los que se utilizan antimicéticos,
desinfectantes como clorhexidina, compuestos
derivados del fenol como Listerine”e hipoclorito
de sodio, o se incorporan drogas antimicéticas
a los acondicionadores de tejido (1).

Ante esta problemadtica, se han desarro-
llado biomateriales con base en componentes
netamente naturales y de sistemas biolégica-
mente activos. Este es el caso del quitosano,
poco conocido en la ciencia odontolégica aun
cuando algunos estudios (2) refieren que este
biopolimero es altamente ttil para combatir
entes patdgenos y lesiones inflamatorias y ulce-
rosas en cavidad bucal. Es considerado como un

biomaterial de bajo costo y de origen natural; es

un polimero hidrofilico obtenido de la desace-
tilacidon de la quitina y se ha comprobado que
tiene excelentes propiedades biomédicas y anti-
bidticas, por consiguiente, se aplica en diversas
dreas, principalmente en medicina (3). Este
biopolimero se ha utilizado como membrana de
hemodialisis, sutura biodegradable, sustituyente
artificial de la piel, agente cicatrizante en que-
maduras, sistema liberador de fdrmacos, para
la liberacién de insulina, transporte de agentes
anticancerigenos, tratamiento de tumores (leu-
cemia), control del virus del SIDA, entre otros
usos en el drea médica.

Por otra parte, se ha reportado la utili-
dad del quitosano en el desarrollo de sistemas
mucoadhesivos parala liberacién controlada de
firmacos (nifedipina, propranolol e insulina) a
nivel de la mucosa géstrica y bucal (4). Ade-
mds, se ha demostrado la capacidad del quito-
sano para favorecer el paso de macromoléculas
hidrofilicas a través de un modelo de mucosa

bucal (cultivos celulares TR 146) a concentra-
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ciones a las cuales el polimero resulté ser no
citotéxico. Por todo lo anterior, se concluye que
este polimero tiene un futuro prometedor en el
desarrollo de sistemas mucoadhesivos destina-
dos a la liberacién de moléculas activas a nivel
de las mucosas gdstrica y bucal (4).

Existe un sistema para elaborar ge-
les de quitosano mezclados con gluconato
de clorhexidina al 0.01 y 0.02%, aislando la
Porphiromona gingivalis y evaluando la capa-
cidad bactericida del mencionado sistema. Se
observé claramente que la adhesividad del qui-
tosano a la superficie gingival de los animales
de experimentacién fue bastante alta, y se po-
tencié altamente la accién de la clorhexidina
acompanada del quitosano (5).

En consecuencia, existe evidencia
cientifica que indica que el quitosano es bio-
compatible, biodegradable y no téxico, por
si mismo posee actividad antimicrobiana y
antifingica (2,6). En Venezuela, y especifi-
camente en Mérida, no existen antecedentes
de estudios que reporten la aplicacién del
quitosano en Odontologia. En vista del poco
conocimiento que se tiene de esta sustancia,
cabe destacar que es probable que sea uno
de los polimeros mds compatible que hasta
ahora se conoce. Partiendo de estas conside-
raciones, el objeto de esta propuesta investi-
gativa consistié en formular un gel con base
en quitosano, para su posible aplicacién en
el tratamiento de la ESP.

Materiales y métodos

Esta investigacién de tipo transversal y di-
sefo experimental, comprendié los siguientes
procesos de laboratorio: desmineralizacién,
desproteinizacion, desacetilacién (tratamien-
to quimico de la materia prima), purificacién
y filtrado, polimerizacién y prueba del gel. El
procedimiento se llevé a cabo de la siguiente

manera:

Seleccion de la materia prima: 1 kg de ca-
marones Pleuroncodes planipes, a los que se les
extrajo los exoesqueletos que luego se sometie-
ron a la limpieza en el Laboratorio de Polime-
ros de la Universidad de Los Andes de Mérida,
utilizando cepillos de cabezal corto nimero 2 y
una solucién no jabonosa con base en O, y sin
cloro (Vanish) para evitar contaminaciones de
la materia prima (Figura 1).

Figura 1. Exoesqueleto de camardn
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Posterior al lavado, los exoesqueletos
se transportaron en una bandeja envuelta en
papel de aluminio para someterse a un seca-
do continuo por 24 horas en una estufa marca
GCA/Precisiéon Scientific, Modelo 2 a 100°C;
posteriormente los exoesqueletos debieron

ser molidos y tamizados en un molino Tomas

Witley Mill modelo ED5 (Figura 2).

Figura 2. Polvo de exoesqueletos de camarones

Obtenido el polvo de los exoesquele-
tos, se procedi6 a un pesaje de la materia prima
en una balanza electrénica marca SCIENTE-
CH ZSA 210 con la finalidad de realizar los
célculos para determinar las concentraciones

necesarias.

Tratamiento quimico de la materia
q
prima para la obtencién de quitina: comenzé

con la desmineralizacién de la materia prima

utilizando HCl a una concentracién 1 N. La
relacién seleccionada en esta experiencia fue
1:5, es decir, por cada gramo de materia prima
5ml de HCI. La relacién entonces fue estableci-
da como se observa en la ecuacién 1, correspon-
diente al cdlculo para la desmineralizacién de la

materia prima en relacién al peso:
Des = ~63 grx 5ml HCl = 315 ml HCI

En un balén de 400 ml se colocé la
materia prima y se procedié a agregar los 315
ml HCI, a su vez, el balén se colocd en una
plancha a 37°C para ser sometido a una agita-

cién constante durante cuatro horas como s¢

observa en la Figura 3.

Figura 3. Desmineralizacion de la materia prima
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Cuatro horas después se realizé el la-
vado de la muestra en una centrifuga a cien
revoluciones por minuto (100rpm) y con agua
ultra pura durante tres sesiones para eliminar
completamente el HCI remanente y evitar pér-
dida de materia prima, s6lo eliminando el so-

brenadante como se observa en la Figura 4.

Figura 4. Lavado y centrifugado para la obtencion
de quitina

El pH en este momento es 4cido, por
lo que se modificé hasta la neutralidad utilizdn-
dose NaOH al 50% concentrado, gotedndose
y midiéndose progresivamente con un pH me-
tro. Los exoesqueletos sometidos al procedimien-
to descrito pasan a ser quitina biopolimero tipo
polisacdrido, considerado a menudo como un
derivado de la celulosa, la diferencia se encuentra
en el grupo hidroxilo del carbono 2, el cual en la
quitina ha sido sustituido por el grupo acetamida
y cuyo mondémero es:2-2acetamido-2-deoxi-i3-
D-glucosa; caracterizdndose por ser blanca, dura
e ineldstica. La obtencién de quitosano se reali-
za por medio de un tratamiento con dlcali con-
centrado y caliente, con el fin de retirar la mayor
cantidad de unidades acetilo de la estructura del

polimero (Figura 5).

Figura b. Tratamiento termoalcalino y desacetila-
cion de la quitina

La desacetilizacién de la quitina se rea-
liz6 en un balén de 500 ml desde el sedimen-
to hasta su aforo con NaOH al 27%, por 24
horas, a una temperatura de 30°C. El polimero
resultante es basico debido al grupo amino libre
en su estructura, lo cual le proporciona ciertas
caracteristicas quimicofisicas de gran interés mé-
dico y odontolégico. El producto se purificé por
filtrado en un embudo Buchner, realizando lava-
dos con agua destilada, hasta lograr eliminar la
alcalinidad del medio.

Con la finalidad de determinar la calidad
del quitosano y potencialidad para convertirse en
un hidrogel, se procedié a preparar las muestras de
quitosano por disolucién en una mezcla compues-
ta de 4cido acético 0,1 My cloruro de sodio 0,2 M
con agitacién constante. En este procedimiento se
pudo observar la disolucién paulatina del quitosa-

no y su paso a gel (Figura 6).
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Figura 6. Biogel de quitosano

Resultados y discusion

Se obtuvieron dos biopolimeros
intermedios, la quitina, producto de la
desacetilacién primaria de la materia prima
(polvo de exoesqueletos), y el quitosano,
resultante de la desacetilacién termoalcalina
exhaustiva de la quitina.

Algunos investigadores han obtenido
quitosano con caracteristicas similares, median-
te desacetilacién termoalcalina de la quitina
con hidréxido de sodio al 50% a 100°C (7);
mientras que en el presente estudio se realizd
con hidréxido de sodio al 27%, por 24 horas, a
30°C, disminuyendo la alcalinidad en el medio
para facilitar la purificacién del producto y re-
duccién de los costos e insumos, asi como una
reduccién del riesgo laboral en el trabajo de la-
boratorio. Sin embargo, existen quienes difieren

del proceso prefiriendo realizar la desacetilacién
NaOH al 70% a 105°C (8).

El producto final consistié en un gel,
con pH neutro, de color turbio (amarillento),
con atributos similares al gel esperado y caracte-
rizado previamente por otros investigadores. El
mencionado color amarillento puede deberse a
trazas de elementos proteinicos constituyentes
del exoesqueleto de los camarones en su proceso
de descalcificaciéon y desproteinizacién, ya que
no se utilizaron solventes como el xileno para
la decoloracién de las conchas por ser una sus-
tancia fuerte, y para no utilizar concentraciones
mayores de dlcali en el medio. En este sentido,
este estudio difiere del procedimiento usado
por otros investigadores empleando xileno en
concentraciones no reportadas, para decolorar
el polvo de los exoesqueletos de camarones (8).
Ahora bien, en este particular, este estudio co-
incide con la desproteinizaciéon y desminerali-
zacién del polvo de materia prima molida y la
posterior desacetilacién de la quitina sin pasar
por la decoloracién (7).

El proceso planteado en esta investiga-
cién también difiere de otros estudios, ya que
el lavado se realizé en una centrifuga con el fin
de eliminar el sobrenadante (desecho), evitar la
pérdida exagerada de materia prima, conferirle
una mayor especificidad y sensibilidad a este
método y reducir el porcentaje de error en los
productos obtenidos; en este sentido, se reco-
mienda lavar con agua destilada y recoger las
impurezas con papel filtro (7).

Finalmente, las concentraciones de los
reactivos quimicos, temperaturas y tiempo de
reaccién empleadas en esta investigacion, difie-
ren de los resultados reportados (6,7,8,9), de-
bido a que la muestra de exoesqueletos de ca-
marones, fue diferente en cuanto a especie del
crustdceo, peso y cantidad de materia prima,
y tiempo de unién del exoesqueleto al cuerpo
del camarén mucho mayor que el obtenido en
las camaroneras como desecho inmediato.
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Conclusiones

Se elaboré un gel de quitosano a par-
tir del exoesqueleto del camarén langostino
(Pleuroncodes planipes) como propuesta tera-
péutica a la ESP, de grado técnico, purificado
con propiedades para ser utilizado como pro-
bable biomaterial. El protocolo de obtencién
del gel para este estudio es diferente a otros,
ya que su finalidad radicé en obtener el qui-
tosano para aplicar en cavidad bucal y con un
procedimiento mds corto y sencillo de reali-
zar, experiencia que se puede repetir en poste-
riores estudios en el drea odontoldgica.

De acuerdo a los resultados obtenidos,
es posible inferir que las caracteristicas fisico-
quimicas del gel del quitosano dependerdn del
proceso de purificacién al cual sea sometido y
del protocolo adoptado, asi como también de la
finalidad a la que se destine su procesamiento.
El método de dilucién parcial e hinchamiento
en 4cido acético permitié la identificacién de
gel de quitosano acorde con los valores repor-
tados que en esta investigacion es turbio (ama-
rillento), pigmentacién que puede responder a
trazas de elementos proteinicos constituyentes
del exoesqueleto de los camarones en su proce-
so de descalcificacién y desproteinizacion.

Una formulacién en forma de gel de qui-
tosano, limitard el problema de la solubilidad y
permitird la liberacién controlada de firmacos,
o de sus componentes intrinsecos regeneradores
de queratocitos, fibroblastos, y estimulador de
otras células mediadores de la inflamacidn, asi
como su accién antibidtica, biocompatibilidad
y escasa citotoxicidad, perfilan a este hidrogel
como el candidato de eleccion para el trata-
miento de la ESP y de otras patologias inflama-
torias en Odontologfa, y una serie de potencia-
les usos, que, sin duda alguna, simplificarian el
tratamiento del paciente odontoldgico.
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