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RESUMEN

En esta investigacion se desarrollaron biomateriales de PVA, CB y nanocompuestos PVA/CB
mediante fermentacion in situ utilizando una bacteria productora de celulosa Gluconacetobacter
medellinensis. Los biomateriales fueron caracterizados mediante microscopia electronica de
barrido (SEM), pruebas de hinchamiento y proliferacion celular in-vitro utilizando celulas de piel
humana (Fibroblastos). No se observaron cambios en la morfologia celular por el uso de los
biomateriales y su microestructura estuvo estrechamente ligada a la proliferaciéon celular. Las
células mostraron una mayor afinidad por la CB, resultado relacionado con su similitud en
morfologia y estructura quimica con el colageno. La respuesta obtenida sumada a la capacidad de
la CB de imitar la forma de la interfaz gas-liquido durante su sintesis, permitio la construccién de
una prenda apoésito de CB en forma de guante que podria tener aplicaciones en el tratamiento de
quemaduras y Ulceras cutaneas.

Palabras Clave: Celulosa bacteriana, Alcohol de polivinilo, Material nanocompuesto,
Crecimiento celular, Rrenda apdsito

ABSTRACT

In this research, biomaterials of PVA, CB and in situ fermented PVA/CB nanocomposites were
developed, using a cellulose producer bacterium, Gluconacetobacter medellinensis. The
biomaterials were characterized through scanning electron microscopy (SEM), swelling and in
vitro cell proliferation assay with skin cells (Fibroblast). Changes in the cell morphology were
not found by the use of the biomaterials and the cell proliferation is associated with the
microstructure of them. Cells showed a higher affinity to CB, outcome related to the
morphological and chemical similitudes with collagen. Joining this response with the CB
capacity of mimic the gas-liquid interface, was developed a glove shaped wound dressing that
will have applications in burn and skin ulcer treatment.
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1 INTRODUCCION

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la naturaleza, representa un importante rol como
elemento de refuerzo sin dejar de ser biodegradable, debido a esto, en los ultimos afios se ha
incrementado el interés en el uso y desarrollo de materiales compuestos reforzados con esta,
aislandola de fuentes como plantas, animales y microorganismos [1]. En el caso de la celulosa
bacteriana (CB) esta es producida por bacterias del género Gluconacetobacter, Rhizobium,
Sarcina, entre otros otros [2-6]. Estos microorganismos pueden sintetizar nanocintas de celulosa
a partir de fuentes de carbono como glucosa, fructosa, entre otros [7-8]. En la actualidad se
estudia la CB en aplicaciones biomedicas, debido a que es quimicamente pura, no toxica, no
pirogénica, bio-compatible [9] y conformable, es decir, durante su biosintesis el microorganismo
puede producir una membrana que imita la forma de un contenedor permeable al oxigeno [10]. El
alcohol de polivinilo (PVA), por su parte, es un polimero sintético soluble en agua que puede
generar hidrogeles mediante la generacion de enlaces tanto fisicos como quimicos [11-12].

Estudios recientes han caracterizado la CB, el PVA y materiales nanocompuestos de PVA/CB en
aplicaciones médicas como corneas [11], cartilagos [13], vasos sanguineos [12] y piel artificial
[9]; en esta busqueda, diferentes autores han estudiado la biocompatibilidad, tanto de la CB como
la del PVA, en pruebas que buscan evaluar la respuesta de diferentes tipos de células humanas y
animales ante la presencia de estos biomateriales [12-14]. En contraste, son pocos los estudios
relacionados a los materiales compuestos PVA/CB vy, hasta el momento, no se han registrado
investigaciones en los que la bioingenieria de bacterias productoras de celulosa sea explorada en
la produccién de materiales para fines biomédicos. Debido a lo anterior, en esta investigacion se
abordo el desarrollo y la evaluacion de materiales de PVA, CB y PVA reforzados con nanocintas
de CB, para su uso como matrices en el crecimiento celular y la regeneracion de tejidos con una
futura aplicacion en el tratamiento de quemaduras y Ulceras cutaneas.

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales.

Para la preparacion de los biomateriales se utilizé el medio de cultivo Hestrin & Schramm (H-S)
preparado a partir de glucosa, extracto de levadura, peptona, fosfato acido disddico y acido citrico
[15], ademas, se utiliz6 hidroxido de potasio, caucho de silicona y PVA de peso molecular
promedio de 89000-98000 y 99% de hidrolisis. Para las pruebas de proliferacion celular in vitro,
se usé medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) y suero bovino fetal (FCS).

2.2 Métodos.
2.2.1 Desarrollo de los biomateriales
Para desarrollar los biomateriales de CB se utilizaron 100 ml de medio de cultivo H-S [15] a pH

3,6. Luego, el medio de cultivo fue inoculado al 10% v/v con un preinéculo de
Gluconacetobacter medellinensis, cepa aislada por el grupo de investigacion sobre nuevos
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materiales (GINUMA) [2] y se distribuyd en cajas de cultivo celular de 6 pozos. El tiempo de
fermentacion fue de 7 dias a 28 °C, luego los biomateriales de CB se purificaron con una
soluciéon de KOH al 5% p/p durante 14 h, seguido de lavados con agua desionizada hasta pH= 7,0
y esterilizados para usos posteriores. Para el desarrollo de los biomateriales de PVA/CB, el medio
de cultivo H-S fue modificado con PVA al 2,5; 5; y 10% p/p, posteriormente, el PVA fue
solubilizado a 90°C con agitacion de 1000 rpm durante 1h, esterilizado e inoculado. Después de
15 dias de incubacion a 28°C, se sometieron a 6 ciclos de congelacion/descongelacion entre 20 y
-20°C para propiciar la formacion de enlaces fisicos. Para el desarrollo de los materiales de PVA,
se utilizd el mismo medio de cultivo para PVA/CB, seguido por los 6 ciclos de
congelacién/descongelacion. Tanto los materiales de PVA como los de PVA/CB se purificaron
con KOH al 5% p/p durante 14 h, seguido de lavados con agua desionizada hasta pH= 7,0 y,
posteriormente, fueron secados en horno a 50°C, cortados en discos de 3 cm y esterilizados.

2.2.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Esta prueba se realizd para evaluar la microestructura de los biomateriales secados por
liofilizacién y recubiertos con oro/paladio usando un aspersor de iones para su observacion en un
microscopio Jeol JSSM 5910 LV operado a 10 kV.

2.2.3 Porcentaje de hinchamiento

Esta prueba se realiz6 para determinar el porcentaje de absorcion de agua de los biomateriales de
PVA y PVA/CB, y el contenido de agua de la CB. Los dos primeros se hidrataron con agua
destilada por 2 semanas a temperatura ambiente después del secado. Como paso posterior, se
retir6 el exceso de agua con ayuda de papel tist y fueron pesados para obtener W, el cual, es el
peso de los biomateriales en su estado hidratado. Luego, los materiales se secaron a 70°C con una
presion de vacio de 0,7 Bar, para registrar Wy, que representa el peso de los biomateriales secos,
luego de alcanzar el peso constante. A partir de estos datos se calculé el porcentaje de
hinchamiento utilizando la ecuacién 1 [16].

S % = W%*loo (1) [16]

2.2.4 Proliferacion celular in vitro

Esta prueba se realiz6 para observar el crecimiento de fibroblastos humanos en los biomateriales.
Las muestras se humedecieron en una caja para cultivo celular de 6 pozos con DMEM al 10% v/v
FCS durante 4 dias, luego se sembraron 50000 fibroblastos por pozo, se incubaron durante 8 dias,
a 37°C en atmosfera de CO; al 5% v/v, posteriormente, se colorearon con hematoxilina-eosina y
se tomaron imagenes con un microscopio optico Leica a 20X con camara integrada.

2.2.5 Desarrollo de una prenda apdsito

Se construy6 un molde de caucho de silicona en forma de guante, el cual fue utilizado para
contener el medio de cultivo. El medio fue esterilizado, inoculado con la bacteria e incubado por
10 dias, luego de este tiempo, se retird la membrana de celulosa con forma de guante y se
purificé como se describe en la seccion 2.2.1.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1la-g se presenta las imagenes SEM de los biomateriales de PVA, PVA/CB y CB. A
partir de estos resultados, se puede relacionar la microestructura de los biomateriales con su
capacidad para permitir la proliferacion celular, de hecho, la topografia de un material,
incluyendo su textura, tamafio de poro y porosidad, afecta la absorcion de proteinas de adhesion
y, por ende, la fijacion de la célula con la matriz [17].

Los didmetros de poro obtenidos en este trabajo son inferiores a 5 um, Norman y Desai en su
review enuncian las técnicas para obtener porosidades de este tipo y sefialan las ventajas que
estas exhiben en la proliferacién celular, debido a que imitan la matriz extracelular (el sustrato
que las células habitan in vivo), que generalmente se encuentra en la nanoescala [18].

En las imagenes de los biomateriales de PVA se observd una porosidad abierta, en la cual a
medida que aumenta el porcentaje de PVA el tamafio del poro disminuye (Figura la-c). Para el
caso de los materiales compuestos, el refuerzo con CB produce un cambio en la porosidad de la
matriz, de abierta a cerrada (Figura 1d-f), debido a que la celulosa es considerada como un agente
de nucleacién de matrices poliméricas [19], de esta forma, el PVA se enlaza fisicamente desde la
nanocinta hacia el seno del material, formandose un sistema de porosidad cerrada.

En la micrografia de CB (Figura 1g) se observa una porosidad abierta en la que se presentan
cintas de tamafio nanométrico con anchos entre 50 y 70 nm formando una red interconectada [2],
esta caracteristica hace que diferentes autores le atribuyan una buena proliferacion celular debido
a que presenta fibras con ancho similar al colageno [20].
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Figura 1. Micrografias a 5 um a. 2,5 % p/p PVA; b. 5 % p/p PVA; c. 10 % p/p PVA; d. 2,5 %
p/p PVA/CB; e. 5 % p/p PVAICB; f. 10 % p/p PVAI/CB; g. CB. Iméagenes de crecimiento celular
a100 uma’. 2,5 % p/p PVA; b’. 5% p/p PVA; ¢’. 10 % p/p PVA; d’/ 2,5 % p/p PVA/CB; ¢’. 5

% p/p PVA/CB; f. 10 % p/p PVAICB; g’. CB.

Los resultados de las pruebas de hinchamiento (Tabla 1.) muestran que el refuerzo del PVA con
CB no afecta su capacidad para absorber agua, sin embargo, el resultado mas importante de esta
prueba es la gran capacidad de la CB para contener agua. La CB esta constituida en un 98,56%
p/p de agua, lo cual representa un hinchamiento del 7000% aproximadamente; cabe anotar que el
hinchamiento de la CB ocurre durante su fermentacion, si se seca no rehidrata, debido a un
fendmeno denominado hornificaciéon [21]. La cantidad de agua en estos biomateriales es muy
importante, ya que puede determinar la cantidad de nutrientes disponible para las células y la
migracion de los productos celulares [22]. De acuerdo con lo anterior, es de esperarse una mayor
proliferacion celular en la CB.
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Tabla 1. Porcentaje de hinchamiento de los biomateriales.

Biomaterial Hinchamiento %
2,5% p/p PVA 3471+7,4
2,5% p/p PVA/CB 319,6 £10,5
5% p/p PVA 298,9+4,9
5% p/p PVAICB 305,7+7,1
10% p/p PVA 268,4+7,4
10% p/p PVA/CB 270,3+4,8
CcB* 6951,4 + 200,9

*Resultado relacionado con un contenido de agua del 98,56% p/p

Los resultados de la proliferacion celular se muestran en la Figura 1a’-g’. En el PVA se presentd
una menor proliferacién celular que en la CB, al punto que para el material de 10% p/p el PVA
no presenta crecimiento, lo anterior se encuentra relacionado con la disminucion en el tamafo de
poro a medida que aumenta el porcentaje de PVA en la matriz. Para el caso de los biomateriales
PVA/CB la proliferacion no fue significativa, s6lo un par de células son visibles en el material
5% p/p PVA/CB. Comparados con la matriz, los materiales compuestos presentaron una
porosidad cerrada en la que su superficie es menos activa para la proliferacion celular, es decir, se
dificulta la migracion de proteinas de adhesion hacia el material [17]. En los biomateriales de CB
se observo una buena proliferacion de fibroblastos con morfologia fusiforme y confluente. Esta
situacion se debe a que la CB cuenta con una morfologia similar al colageno, y sus 3 grupos
hidroxilos por mondmero interacttan con sus contrapartes polares en la célula mediante puentes
de hidrégeno [23], facilitando la adhesion celular.

Como parte final de esta investigacion, teniendo presente los resultados obtenidos de
proliferacion celular, se construyd una prenda apdsito para el tratamiento de quemaduras y
Ulceras cutaneas con forma de guante usando CB (Figura 2). Para estos tratamientos la alta
capacidad de retencién de agua de la CB y su compatibilidad con celulas de piel son aspectos
importantes para mantener la humectacion de la herida y la proliferacion celular,
respectivamente, lo que favorece finalmente la epitelizacion [10].

Figura 2. Prenda aposito de CB
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4 CONCLUSIONES

Luego de analizar los resultados obtenidos, es posible relacionar la microestructura de
biomateriales de PVA y de PVA/CB con la proliferacion de fibroblastos humanos, a menor
tamafio de poro y porosidad cerrada, la proliferacion celular es reducida. En la CB los
fibroblastos se presentaron en mayor cantidad y su morfologia fusiforme y confluente se
mantuvo, lo que esta relacionado con su similitud estructural con el colageno, su capacidad de
hinchamiento y su estructura quimica. Aprovechando la bioingenieria del microorganismo fue
posible desarrollar una prenda apésito de CB con forma de guante, la cual podria tener aplicacion
en el tratamiento de quemaduras y Ulceras cutaneas.
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