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1. Introduccion

A lo largo de la historia, el ser humano ha enfrentado eventos que lo han hecho
susceptible a sufrir heridas en la piel, como son las guerras, la caza para obtener
alimento, invencion de herramientas, accidentes de trabajo, entre otros. Para curar este
tipo de heridas, en un principio, el hombre se valié de técnicas que implementaban los
animales, como emplastes (mezcla solida de componentes naturales y liquido,
generalmente de tipo acuoso u oleoso) y proteccién de la herida con hojas. Con el avance
de la era moderna, la medicina y la tecnologia, las técnicas e insumos dirigidos a la
atenciéon de heridas se desarrollaron y optimizaron paulatinamente, y hoy en dia,
podemos encontrar desde gasas simples de tela para la proteccion fisica de las heridas,
hasta sistemas complejos como los apdsitos elaborados con biopolimeros (1-3).

A pesar de los avances tecnoldgicos y cientificos, en la ingenieria de tejidos enfocados a
la regeneracién de heridas, actualmente existen diferentes complicaciones que dificultan
la regeneracion del dafio en la piel, siendo una de estas las comorbilidades. Segun la
Asociacion Americana de la Diabetes, 34.2 millones de personas (10,5% de la poblacion
total de los Estados Unidos) padecieron diabetes en el 2018 (3). En México, 8 de cada 10
personas sufren de obesidad, lo que las predispone a desarrollar diabetes y “en casos no
controlados” Ulceras por pie diabético (3,4). Los costos mensuales de la atencion de
heridas por pie diabético superan los casi de 400 millones de pesos mexicanos y coloca el
uso de gasas en el insumo para la cicatrizacién con mayor empleo durante el tratamiento
(5). Otro sector de suma importancia es la poblacion que sufre quemaduras, donde se
estima un gasto en etapas pre y hospitalarias, 30 mil y 499 999 pesos mexicanos en
casos severos/leve, de 500 mil a 5 millones de pesos mexicanos en casos de severidad
moderada, y de 5 a 40 millones de pesos mexicanos en casos severos (6), volviéndolo un
problema de suma importancia para la salud publica, con una incidencia de cerca de 13
mil personas al afio en México, de las cuales entre el 5y 8 % es poblacion infantil (7).
Complicando aun mas el escenario de las heridas, se suma la resistencia bacteriana la
cual visibiliza la necesidad de atacar con moléculas nuevas este sector, ya que para la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las infecciones por microorganismos como
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, son catalogadas con atencion
“prioritaria” y “urgente” (8,9). Los datos anteriores reflejan la gran necesidad de innovar en
la fabricacion de productos que sirvan como apoyo para la regeneracion de la piel herida,
ya que son un problema que afecta la calidad de vida y la economia de las personas,

representando un reto para la salud publica a nivel mundial.



La necesidad de alternativas que se puedan emplear para contrarrestar problemas como
la resistencia bacteriana, permite evaluar diferentes métodos de obtencion de sistemas
enfocados al tratamiento de heridas, asi como explorar la combinacién de materiales que
en conjunto sean una formulacion lo mas completa posible, dando pauta al
reposicionamiento de farmacos, estrategia que permite identificar nuevos efectos y
propiedades de las que convencionalmente tienen (8).

En la presente tesis, se utilizaron los conocimientos contemporaneos sobre la gran
diversidad de materiales que existen y los antecedentes sobre herbolaria y etnobotéanica,
para elaborar una membrana polimérica que, en conjunto con fuentes de origen natural,
signifiquen un apoyo en el tratamiento de heridas, con la funcion de una barrera
semipermeable, control de humedad y resistencia a la degradacion, ademas de ser
biodegradable y biocompatible (10). Las preguntas de investigacion que se abordan son:
¢la membrana que se fabricara con biopolimeros, aceite esencial de romero e insulina,
serd estable, presentard control sobre el crecimiento bacteriano, y mostrara
caracteristicas fisicas y mecanicas adecuadas para su posible uso en la terapéutica de las
heridas en la piel?

Los biopolimeros son compuestos de origen natural, por ejemplo: el alginato que proviene
de algas; el quitosano, producto de la desacetilacion de la quitina y componente del
caparazén de algunos insectos y crustaceos. Funcionan en una concentracion de 0.5-3 %
en la formulacion y tienen propiedades como lo son la biodegradacion y biocompatibilidad
(11). Los polimeros tienen cualidades donde pueden interaccionar con iones como el
calcio, con el cual forman estructuras mediante entrecruzamiento, donde un ion es
rodeado por las cadenas poliméricas y forma enlaces (reversibles o irreversibles),
obteniendo estructuras generalmente mas rigidas y resistentes (12). Los plastificantes son
aditivos, los cuales son moléculas de bajo peso molecular, intercalandose entre las
cadenas poliméricas, modificando la temperatura de transicion vitrea (Tg), generando
productos mas elasticos, flexibles o0 mas rigidos y resistentes, siempre dependiendo de su
concentracion y tipo (13). Una de las técnicas mas comunes para producir membranas, es
la técnica de solvent-casting que se basa en la evaporacion del disolvente, permitiendo la
formacion de una membrana o pelicula sélida (14). El efecto demostrado por algunos de
los componentes, como lo son el quitosano y el aceite esencial de romero, han reflejado
efecto bacteriostatico y control de crecimiento bacteriano, mediante la obstaculizacién de

la reproduccion (15).



Si bien, existen una gran diversidad de heridas, algunas pueden ser atendidas de manera
inmediata con el sistema propuesto, tales como son las heridas por Ulcera a razén de pie
diabético, o las heridas de tipo quirudrgicas, inclusive quemaduras de hasta segundo
grado, ya que el sistema esta enfocado en heridas de alta incidencia y tamafio delimitado,
siendo limitado en heridas abiertas, quemaduras mas graves (tercer grado) e inclusive
como sistema oclusivo en cirugias.

Esta tesis esta compuesta de 6 capitulos, en el marco tedrico se dan las bases para
comprender la importancia de las heridas como problema de salud publica; en la parte de
objetivos e hipotesis, se muestran las metas planteadas para el presente trabajo; en la
metodologia se explican los pasos para la obtencion de una membrana polimérica que
presente no solo propiedades adecuadas fisicas y mecanicas para su posible uso en
heridas, ademas, que contenga propiedades en el control de crecimiento bacteriano, y
contenga aceite esencial de romero e insulina y las pruebas que se realizaron para
caracterizar fisica y mecanicamente la membrana y para evaluar su comportamiento
sobre el control de crecimiento bacteriano. En los resultados se muestran los valores
obtenidos en las diferentes pruebas realizadas para caracterizar a la membrana
polimérica; en la discusion, se presenta una comparativa de los resultados con diferentes
articulos y proyectos similares ya publicados. Finalmente, en la conclusion se presenta de
manera general que las metas planteadas fueron logradas y la respuesta a la pregunta de

investigacion.
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2. Marco teodrico

En el presente capitulo se llevd a cabo una revision tedrica acerca de los principales
puntos que se involucran cuando hablamos de heridas. Comenzando con la parte
fisiologica de las heridas y la piel, puntualizando la reaccion y fenémenos celulares que se
llevan a cabo al generarse un dafio, seguido de la delimitacién en México, revisando la
epidemiologia presente, asi como el panorama general entre causas y efectos,
contemplando no solo el impacto social que una herida representa, y exponiendo
informacion que ejemplifique el impacto econdémico de las mismas. Finalmente, se
muestran las cualidades e informacién de los componentes utilizados en el sistema

propuesto.

2.1. Piel

Es el 6rgano mas grande del cuerpo, con un gran nimero de funciones siendo algunas de
las principales: proteccién y comunicacion entre el medio interno y externo, regulacion
térmica, almacenamiento de agua y grasa (16).

Las capas de la piel se dividen en:

- Epidermis: es la capa externa de la piel y contiene células escamosas como las
correspondientes al estrato corneo y las basales, que son la base de la epidermis.

- Dermis: es la capa intermedia de la piel y contiene: vasos sanguineos, foliculos
capilares, glandulas sudoriparas y estructuras de colageno, ademas de
fibroblastos, nervios y glandulas sebaceas, siendo esta capa la que le da a la piel
flexibilidad y fuerza, conteniendo por sobre todo los receptores de dolor y tacto.

- Hipodermis: capa grasa subcutdnea mas profunda, constando de una red de
coldgeno y grasa las cuales ayudan al cuerpo a mantener la regulacion térmica, asi
como células para posterior reparacion de dafios a la piel en general.

Sin embargo, a pesar de las diferentes funciones que tiene la piel, esta expuesta a

diferentes situaciones y fendbmenos que pueden dafarla.
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2.2.Herida

Una herida puede definirse como el dafio que sufre un determinado tejido, a causa de un
agente fisico o quimico. Tras una herida viene un proceso de recuperacion o cicatrizacion,
éste puede definirse como el proceso mediante el cual los tejidos van a reparar el dafio
que sufrieron, interviniendo un gran namero de procesos quimicos celulares y que se
desarrollan en un tiempo determinado, dependiendo de la gravedad de la herida (17). El
tipo de herida puede clasificarse de manera general en agudas y crénicas. Las agudas
son aquellas que se curan sin complicaciones, caracterizandose por una recuperacion
optima. Por otro lado, las heridas cronicas son aquellas en las que el tiempo de sanacion
es mayor, existe una inflamacion severa y baja oxigenacion en la zona, lo que dificulta su

recuperacion (18). Asi mismo, las heridas agudas y cronicas se clasifican en:

e Heridas Agudas:

- Heridas cortantes: hechas con un objeto afilado como lo son navajas, cuchillos o
vidrios, se caracterizan por tener bordes limpios y una baja hemorragia (19).

- Punzantes: causadas por objetos puntiagudos como clavos, anzuelos, mordeduras.
Es de importancia ya que la profundidad que tome puede dafiar 6rganos vitales,
siendo una de sus mayores complicaciones el tétanos (19).

- Raspaduras: producidas por friccion con superficies duras, donde se pierde la
capa externa de la piel, produciendo ardor y dolor. Regularmente, son de facil
infeccion (20).

- Aplastamientos: cuando las partes del cuerpo son atrapadas o presionadas por
objetos pesados, incluyéndose fracturas internas o externas, con riesgo de
hemorragia (21).

- Quemaduras: lesiones producidas por contacto con agentes térmicos, quimicos o
fisicos que laceran la piel, generando desde inflamacion hasta muerte celular.
Existen 3 grados o niveles: primer grado (es una herida superficial, causando solo
inflamacién, dolor, y eritema generalmente), segundo grado (se pierde la epidermis,
presentando exudado, ampollas dolorosas, deteriorando estructuras como los
foliculos pilosos y glandulas sudoriparas) y tercer grado (son las mas graves, se
afecta totalmente dermis y epidermis, afectando tanto musculo como sistema
nervioso con una pérdida de sensibilidad en la zona de la quemadura debido al

dafio, pero con dolor intenso en las zonas que aun preserven su sensibilidad).
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Las infecciones y el dafio interno son el principal reto en la recuperacion de este tipo de
heridas (22).

e Heridas Cronicas (23) :

- Ulceras por presion: este tipo de heridas se presentan en personas con muy baja o
nula movilidad, se generan por permanecer extensos periodos de tiempo en una
misma posicién, generalmente en cama. Iniciando con una inflamacion,
empeorando hasta producir una Ulcera y finalmente se produce un crater
significativo (24).

- Ulceras vasculares: hay de tipo arterial, venoso o mixto, dan origen a la baja
oxigenacion de la zona y baja irrigacion sanguinea por lo general (25).

- Ulceras neuropéticas: de origen secundario, una de sus causas es el mal control de
la diabetes, generando perdida de sensibilidad, inflamacion y una desregulacion,
en la zona afectada (26).

- Ulceras neoplasicas: relacionadas con eventos tumorales, requieren cirugia (27).

2.2.1. Cicatrizacioén

La cicatrizacion es un proceso que el organismo utiliza para reparar el dafio en un
determinado tejido, en el intervienen diversas rutas de sefializacion que las células
realizan (28). El proceso de recuperacion serd mas acelerado o lento, dependiendo de
factores como: la edad, la superficie de la herida, la vascularizacién, si hay o no una
infeccion, las alteraciones del individuo, enfermedades presentes y el tipo de farmacos
gue se utilicen en el tratamiento de recuperacion, entre otros (29). En la fase de
inflamacién, la accion inicial se da mediante la interaccion entre la colagena y las
plaquetas, a través de diversos mediadores en esta sefializacion, como la fibronectina,
propiciando la desgranulacion e inicio de la cascada de coagulacién. Como parte del
proceso, las primeras células en intervenir son los neutrofilos, catalogados como la
primera linea de defensa, los cuales comienzan a atacar las bacterias que pudieran
comenzar un proceso infeccioso, esto mediante patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPS), por patrones de reconocimiento (RRP) o mediante el reconocimiento
directo de bacterias opsonizadas por receptores (Fc). La desgranulaciéon de la superficie
de los neutrdfilos y la extrusion de acidos nucleicos, crean un medio antimicrobiano en el
sitio de inflamacion. Posteriormente, entre las 24-48 horas, intervienen los monocitos,
quienes sufriran los cambios necesarios para convertirse en macréfagos activados, dando

paso a sefalizadores de factores de crecimiento, como las interleucinas.
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En la fase de proliferacion, se lleva a cabo el proceso de epitelizacion, es estimulado por
los factores de crecimiento EGF y el factor transformante alfa TGF-A, los cuales se
promueven por las interleucinas. También es llevado a cabo el proceso de angiogénesis,
éste es uno de los procesos criticos para una adecuada recuperacion de la herida, ya que
sin ella no se podrian transportar los nutrientes a células como fibroblastos, encargados
de la sintesis de colageno, quienes también estimulados por los factores de crecimiento
derivados de plaquetas. Por ultimo la fase de remodelacion, es donde se van formando

capas de colageno y va recuperando el espesor de la herida (30).

El proceso de cicatrizacion podria dividirse en 4 partes (29):

IlllllllllllllllllllllllIIIIIIIIIIIIII>

Hemostatica Inflamatoria Proliferacion Remodelacion
1-3 dias 4-8 dias 20-30 dias 2 meses -1 afio

Imagen 1. Esquema general del proceso de cicatrizacion. Elaboracion propia en
https://app.biorender.com/biorender-templates.

El proceso de recuperacion de una herida no solo depende de los factores individuales del

paciente, ya que se ven involucrados otros puntos fuera de su alcance.

2.3. Epidemiologia de heridas en México

Existen una gran diversidad de fenOmenos y padecimientos por los que una persona
puede sufrir una herida en piel, sin embargo, algunos de ellos generan de manera crénica

dafos tan graves que pueden ser irreversibles.
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2.3.1. Enfermedades y heridas

El Sindrome Metabdlico, es el conjunto de padecimientos conformado por: diabetes,
hipertension, hiperlipidemia y obesidad, esto conlleva en muchas ocasiones a un estado
donde el paciente presenta alteraciones vasculares, que concluyen en dafos celulares
provocando heridas a forma de dUlceras, que se agravan generando dolor y
complicaciones de indole infecciosa. Para el 2018, de acuerdo con la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion, de 82,767,605 personas mayores a 20 afios, el 10.32% (8 542 718)
reportd contar con un diagnostico médico previo de diabetes mellitus (4,31).

Es de interés conocer este panorama, ya que la diabetes es el integrante del Sindrome
Metabdlico mas propenso a generar heridas de importancia, con estadisticas, tales que,

un paciente diabético tiene hasta un 25 % de posibilidad de generar una Ulcera (32).

Desde el punto de vista econémico, se estima que el costo del manejo de una herida por
pie diabético puede llegar a ser de hasta 300,000 pesos. Una herida infectada en un
paciente diabético puede resultar desde la necesidad de una degradacion hasta requerir

la amputacion de parte de una extremidad, inclusive una extremidad completa (33).

2.3.2. Quemaduras

Segun datos de la Secretaria de Salud, “en México cada afio cerca de 13 mil personas
sufren quemaduras y entre el 5 al 8 % es poblacion infantil” (7). Las técnicas para el
tratamiento de este tipo de heridas van desde el manejo clasico, que utiliza apositos de
tela con cremas y unguentos, para promover la recuperacion de la piel, manteniendo
humedad y funcionando como barrera, ademas, de ser necesario, se debe realizar
desbridamiento, para retirar las escaras que impidan el crecimiento de nueva piel.
Actualmente, se utilizan técnicas basadas en injertos de piel, hidrogeles con promotores
del crecimiento celular y nuevos tipos de apdsitos, que permitan un manejo menos
doloroso al ser aplicados y retirados, con caracteristicas que promueven una recuperacion

mas acelerada y “en un ambiente” donde las bacterias no proliferan con facilidad.
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En ese sentido, es necesario tener en cuenta que un paciente con quemaduras enfrentara
un impacto econémico muy alto, estimandose un gasto en etapas pre y hospitalarias entre
30 mil y 499 999 pesos, en casos severos/leve; de 500 mil a 5 millones de pesos, en

casos de severidad moderada y, de 5 a 40 millones de pesos, en casos severos (6).

2.3.3. Cirugias

Dia con dia, en hospitales se efectian diferentes procedimientos quirdargicos. En 2019, 1,
400,000 intervenciones quirurgicas se llevaron en el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) (34). Desde ese aspecto, la necesidad de nuevos productos en el uso cotidiano
para la recuperacion de una herida, en el ambiente hospitalario, es de suma importancia,
ya que faltaria agregar a estas cifras los procedimientos donde no es necesario una

intervencion dentro de un quiréfano.

2.3.4. Enfermedades de la piel

Las enfermedades especificas de la piel son otra fuente de heridas. En México, existen
reportes de una serie de enfermedades que afectan a la poblacion mexicana y que
abordaremos a continuacion (35). Dentro de los indicios que nos pueden dar pauta para
inferir una afeccion en la piel estan (36) :

e Protuberancias rojas o blanca

e Sarpullido

e Piel escamosa
e Ulceras

e Llagas

e Piel seca o agrietada
e Enrojecimiento

Algunas razones que originan o predisponen al individuo este tipo de patologias son:

e Bacterias
e Hongos
e Virus

e Inmunocompromiso
¢ Transmision
e Enfermedades genéticas

e Problemas endocrinos
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Segun la Fundacion Mexicana para la Dermatologia (37), en México prevalecen 2 tipos de

afectaciones en piel:

Dermatitis atopica: Enfermedad de tipo cronico caracterizada por inflamacion, en
donde se acompafia de una sensacion irritativa y descamativa. Comdnmente, en
infantes menores a 3 afos, se ve una evolucion y se asocia con enfermedades
como asma, rinitis alérgica y alergia alimentaria. Se estima que en México existen
al menos 12 millones de personas en México con DA (38).

Acné: Se presenta principalmente en las areas de cara, cuello y “en general” en la
parte superior del cuerpo. Es causado por razones como: factores hormonales,
seborrea, herencia, y bacterias como: Corynobacterium acnés y Estafilococo
blanco coagulasa negativo, bacterias que son parte de la flora normal de la piel,
pero que se visualiza como brotes o quistes blanquecinos, llegando a producir gran
dolor en casos severos. Su tratamiento es muy diverso, sin embargo, en muchas
ocasiones es erréneo, lo cual deriva en un dafio grave de la zona afectada,
concluyendo en cicatrices profundas y una pigmentacién de la piel debido al dafio
(39). En datos de la Fundacion Mexicana para la Dermatologia, es la primera causa
de consulta dermatoldgica en México, iniciando en mujeres después de los 10 afios
y en hombres después de los 12, siendo entre los 16 y 19 afios la etapa donde se
agudiza la problematica. Se estima que alrededor del 80 % de la poblacién
mexicana lo padece, donde el 70 % de los masculinos va a desarrollarla en un nivel
grave. Los recientes eventos de SARS COV-2, han reportado alteraciones en piel
debido al uso de las mascarillas, lo cual ha desencadenado un aumento en este

tipo de problemas (40).

2.4. Microorganismos en heridas

Existen diversas razones por las cuales una herida puede tener complicaciones durante el

tiempo de su recuperacion, por ejemplo (29):

La edad y enfermedades del paciente
La magnitud de la herida

La zona de la herida

Una mala asepsia

Un farmacoldgico inadecuado

Un proceso infeccioso
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Este ultimo punto, en la actualidad ha cobrado mayor relevancia, debido a la resistencia
bacteriana, lo cual significa que los tratamientos que hay en el mercado, ya no presentan

la efectividad con la que contaban, en el combate de infecciones por microorganismos.

El proceso infeccioso es bien conocido, y podria ser resumido en 5 etapas (41):

¢ Contaminacion: los microorganismos estan presentes, sin observar indicios de
infeccién sobre la herida ni causar impacto significativo que cause sintomas en el
infectado. El nimero de células viables es muy bajo.

e Colonizacion: los microorganismos estan por debajo del limite, no hay sefiales de
infeccidon clinicamente visibles, ni en la zona de la lesiébn ni en general, en el
paciente.

¢ Infeccidn local: se presenta un incremento de exudado y en ocasiones también de
sangrado en la zona de la lesion, con una desgranulacién activa en conjunto un
claro retraso en el proceso de la cicatrizaciébn, ademas, podemos encontrar
eritema, aumento del dolor en la zona y en las zonas de su alrededor, y en la
mayoria de las ocasiones, mal olor.

e Extension de la infeccion: la piel comienza a endurecerse en la zona de la herida y
su perimetro, retrasando la recuperacion del tejido; la zona de la inflamacion
supera los 2 cm alrededor de la herida, puede presentarse crepitacion y, ademas,
la mayoria de los sintomas que se presentan durante una infecciéon, como lo son:
fiebre, temblor general, dolor muscular, aumento o variaciones en la frecuencia
cardiaca, dolor de cabeza y malestar general. En este punto, la zona de la herida
puede incluso aumentar.

e Infeccion sistémica: en este punto la infeccién alcanza un punto general, donde se
distribuye a mas zonas en el paciente. Se puede presentar mareos, dolores de
cabeza intenso, letargia, pérdida de apetito, fiebre alta. El cuidado de la infeccion
es vital, ya que puede concluir en una sepsis y posterior, en la pérdida de la vida

del paciente.
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Dentro de los microorganismos responsables de infecciones en heridas, predominan los
mencionados en el cuadro 1.

Cuadro 1. Microorganismos predominantes en heridas (42)

Clasificacién Microorganismo

Gram (+) Staphylococcus aureus
Enterococcus spp.

Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

La dificultad de combatir una infeccion bacteriana no solo radica en todo lo que conlleva el
proceso infeccioso y la presencia del microorganismo en si.

Actualmente, uno de los mas grandes retos en el combate contra las infecciones en el
ambito clinico/hospitalario, se direcciona a la resistencia bacteriana, por lo que la ciencia
cuenta con la gran meta de encontrar nuevos métodos y fuentes de moléculas, con
actividad antibacteriana. Debido a ello, la investigacién acerca de nuevos materiales con

funciones adicionales a la proteccion que pueda ofrecer, son de gran interés.

2.5. Insumos: atencién e impacto econémico

Al existir una gran diversidad de razones, por las que se genera una herida, debemos
tener presente que existen 2 factores fundamentales: tiempo e insumos, ya que una
herida requiere cuidados y curaciones, en conjunto de un uso variado de recursos,
dependiendo de la gravedad. El tiempo en el tratamiento es un recurso invaluable, el cual
puede dimensionarse en el cuadro 2, donde se exponen algunos tipos de heridas y la

manera en que se emplea este recurso en su atencion.
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Cuadro 2. Promedio de curaciones por semana y tiempo promedio de curacion (n = 36

022) (5)

Tipo de Herida Promedio de Promedio de tiempo en
curaciones por minutos por curacion

semana

Heridas Trauméticas 2.9 21.9

Ulceras de pie diabético 3.7 22.4

Lesiones por presion 2.9 20.9

Ulceras vasculares 2.7 26.7

Dehiscencias quirargicas 3.0 21.8

Quemaduras 3.1 22.0

Heridas neoplasicas 5.5 20.6

Lesiones por Incontinencia 3.2 21.6

Media 3.4 22.2

Los insumos utilizados en el tratamiento de heridas impactan directamente a la

organizacién hospitalaria, ya que algunos de ellos son usados en el 90 % de los

tratamientos a heridas, tal y como se presenta en el cuadro 3.

Cuadro 3. Insumos tradicionales utilizados en la curacion de heridas (n = 36 022) (5)

Insumos Tradicionales Promedio de cantidad por Frecuencia de uso (%)
curacion

Gasas convencionales 13.9 (pieza) 95.3

Tela adhesiva 16.0 (cm) 57.7

Venda elastica (10 cm) 1.4 (pieza) 47.7

Tela transparente 17.2(cm) 17 .6

Apbésito de algodén 1.8 (piezas) 8.1

Econdémicamente, las heridas son un golpe directo a los recursos del sector salud,

ejemplo de ello, los costos presentados en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Costo en pesos mexicanos de algunos tratamientos (n = 36 022) (5)

Tipo de herida Costo mensual en pesos
mexicanos (atencion

ambulatoria)

Costo mensual

(atencion hospitalaria)

Heridas traumaticas 17 520 599.65
Ulceras de pie diabético 11 029 189.80
Lesiones por presion 2 647 210.96
Ulceras vasculares 8 628 456. 22
Dehiscencias quirdrgicas 2 552 137.03
Quemaduras 3188 899. 12
Heridas neoplasicas 996 577 .99

Total 46 563 070.76

389 975 080.76
398 388 469.99
715416 914.19
91 060 396.40
148 373 352.92
86 132 540.24
34777682 .38
1 864 124 436. 89

Debido a esta problematica econdémica, la busqueda de mejores tratamientos para la

recuperacion de heridas es una cuestion que esta dentro de los temas principales de la

investigacion por razones, como mejorar la calidad de recuperacion del paciente y a un

bajo costo. Ofrecer sistemas que reduzcan el tiempo de atencidén a una herida, el costo,

ofreciendo control sobre el crecimiento bacteriano, representaria una alternativa viable

para la salud publica.

2.6. Apoésito/membrana

Un apdésito es un material con determinada estructura para imitar algunas funciones de la

piel, promoviendo una adecuada cicatrizacion.

Los requisitos que se deben tener favorablemente en un aposito son (43):

e Mantener un ambiente humedo que favorece la granulacion.

e Fungir como barrera entre una herida y el ambiente, protegiéndola de posibles

contaminaciones.
e Tener la capacidad eliminar exudado y absorberlo.

¢ De manejo sencillo y econémicos.

¢ De remocion sencilla'y que no dafie o genere un mayor traumatismo.

¢ Que no obstaculice la valoracion de la herida y no genere olores.

Existe una gran diversidad de apdsitos, en el cuadro 5 se muestra su clasificacion.
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Cuadro 5. Clasificacion de apositos (5)

Especificacion Clasificacién

Estructura Tradicional o avanzado

Origen Natural o sintético

Interaccién con el exudado Permeable, Semipermeable u Oclusivo
Funcionalidad Pasivo, Interactivo o Bioactivo

Efecto Bioldgico Formacién de tejido, Hemostatico, Formacion de

tejido de Granulacion, Manejo de exudado,

Antigénico

Dentro de los beneficios que ofrecen algunos de los nuevos sistemas de apositos se
encuentran (44):

e Ambiente humedo

e Facil inspeccion de la herida

e Biodegradabilidad

e Biocompatibilidad con el paciente

e Disminucion de curaciones invasivas en la zona afectada

e Disminucién de escaras

La posibilidad de incorporar componentes con diversas funciones y actividades, a este
tipo de sistemas, representa la oportunidad de aprovechar recursos de origen natural y
considerar su relevancia no solo como métodos o insumos tradicionales utilizandolos en

técnicas avanzadas contemporaneas.

2.7.Las plantas en la medicina

El uso de plantas y fuentes naturales con orientacion medicinal es una actividad que se ha
practicado durante toda la historia de la humanidad. La busqueda por encontrar
sustancias que tengan efectos terapéuticos ha llevado al ser humano a investigar
principalmente su entorno, siendo su fuente de primera mano las plantas y la naturaleza.

Un ejemplo sobre una molécula activa, derivada de la investigacion dentro de la
naturaleza, es el caso de la aspirina, la cual fue perfeccionada por el Dr. Félix Hoffman en
1897, como acido acetilsalicilico, con base al antecedente de un compuesto “milagroso”
obtenido a partir de la corteza del arbol del Sauce, que era investigado y reportado por

cientificos como, Edward Stone y Charles Frederick Gerhart (45).

22



Es asi como a la par de las rutas sintéticas de nuevas moléculas activas, se desarrolla
una gran labor de investigacién utilizando las fuentes naturales como fuente de moléculas
con actividad curativa. México, puede presumir de una base histérica en botanica y

herbolaria medicinal, que se encuentra documentada.

Nuestros antepasados, adquirieron conocimientos sobre este tipo de remedios y
tratamientos basados en plantas medicinales en forma empirica, estos dieron origen, por
ejemplo, a textos como el Libellus Medicinalibus Indorum Herbis, el cual es considerado el
primer libro de plantas medicinales en América, el cual fue escrito en México (46). Por
todo esto dentro de la ciencia en México se mantiene de aplicar esta informacion en
investigaciones actuales.

México cuenta con acervo de aproximadamente 4500 variedades de plantas medicinales,
y para la poblacion continla siendo un recurso para su vida cotidiana, el 90 % de la
poblacion asegura haber utilizado algin remedio natural durante su vida (47).

Extractos de origen vegetal, como lo son los aceites (ej. aceite de romero), presentan un
efecto de control bacteriano, contienen una mezcla de componentes con actividad
antiinflamatoria, antioxidante y se emplean en el tratamiento de heridas. Contintan siendo

un recurso con futuro (48).

2.8. Romero (Rosmarinus officinalis L.)

Perteneciente a la familia Lamiaceae, una de las mas grandes, tiene un acervo de mas de
7000 especies (48). Algunos de sus miembros mas importantes son: tomillo, albahaca,
romero, menta, orégano y salvia al igual que hierbabuena. Una caracteristica de esta
familia es el contener polifenoles, saponinas y algunos alcaloides, entre otros
componentes (49). El romero, es una planta de hojas aromaticas y color verde, de entre 1
y 2 metros de altura. Su principal uso es en cosméticos (fragancias), alimentos
(saborizantes y aditivos), asi como para mejorador la vida de anaquel. Dentro de sus
propiedades biolégicas se han identificado: efecto antiinflamatorio, antihelmintico,
antitoxigénicos, antimicrobianos, entre otros (48). La variedad de los componentes del
romero, lo convierten en una planta con gran potencial. Dentro de los principales
metabolitos se encuentran flavonoides como la diosmetina y diosmina, algunos terpenos
como la rosmar quinona o el acido oleandlico. Dichas moléculas fendlicas, le transfieren
una capacidad natural de atrapar radicales libres, por lo tanto, funciona como un

antioxidante natural (50).
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Ademas, su composicion varia dependiendo del tipo de extraccidon y manejo, se puede
encontrar la siguiente composicién segun la literatura, en el caso del romero: piperitona
(21,9 %), a-pineno (14,9 %) y linalool (14,9) (51).

Se ha comprobado que el acido rosmarinico incrementa la produccion de prostaglandina
E2 y reduce la produccién de leucotrieno, al igual que inhibe el sistema del complemento.
El acido carnédsico y el carnosol, representan el 90% de la actividad antioxidante y
captacion de radicales libres (52). De manera particular, la seguridad en el uso de aceite
de romero lo convierte en un gran candidato para ser utilizado en sistemas enfocados al

tratamiento de heridas, tal y como se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Datos de seguridad de aceite romero de origen espafiol (53)

Toxicidad aguda Dosis Animal
DL 50 oral 4400 mg/ kg Rata
DL 50 cutanea No relevante --
DL 50 inhalacion 11 mg/L Rata

DL50: Dosis letal 50

La actividad antibacteriana del aceite esencial de romero presenta intervalos desde 7 a 9
mg/ml (54), sin embargo, el margen de seguridad que tiene permite abrir la posibilidad de
utilizar intervalos mayores de confianza. El reto del uso de los aceites radica en

estabilizarlos en sistemas que permitan su contencion y uso de manera segura.

2.9. Polimeros

Son moléculas grandes conformadas por subunidades generalmente repetidas,
denominadas mondémeros, con carbono e hidrogeno como componentes estructurales.
Dentro de este concepto, encontramos los dos principales tipos de polimeros: naturales y
sintéticos. Algunas cualidades de los polimeros, como flexibilidad y rigidez, dependen de
su longitud y peso molecular, de los grupos funcionales presentes, ademas de otros
componentes. Dependiendo como se manejen, se puede generar productos duros o

suaves, con porosidad o no, si se desea (55).
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Estructuralmente, hay de 3 tipos de polimeros:

e Lineales: cadenas de mondmeros ordenados y repetidos uno tras otro (56).

e Ramificados: cadenas de mondémeros ordenados, con extensiones en puntos
especificos de otros grupos funcionales o monémeros de igual forma (57).

e Entrecruzados: contienen uniones entre ellos o con otros polimeros, adquiriendo
mayor estabilidad y fuerza, entre otras propiedades. Con respecto al peso
molecular, generalmente, esta determinado por la extensiébn de monémeros que lo
conforman. Ademas, dicha extension, también brinda propiedades como elasticidad
y flexibilidad.

Una propiedad que pudiera verse afectada por dicha longitud o conformacién es la
temperatura de fusion (Tm) y la temperatura de transicion vitrea (Tg). Tm determina el
grado de rigidez, dureza y fragilidad del material, y Tg la temperatura que afecta la
estructura de nuestro material pasando de un estado cristalino a tener flujo y cierta
viscosidad. Tanto Tg como Tm pueden ser medidos a través de un Termograma, en un

estudio de calorimetria diferencial de barrido (DSC) (55).

2.10. Pluronic F-127

También nombrado poloxamero 407, es un tensoactivo no iénico, generalmente de color
blanco, presentado en forma de granulos ceroso, quimicamente conformado por cadenas
de unidades de polioxietileno-polioxipropileno. A bajas concentraciones, puede formar
micelas, sin embargo, en concentraciones altas forma agregados hidrofébicos con un
centro hidrofilico, lo cual lo caracteriza sistema con posible aplicacion en sistemas de
liberacion. Las soluciones con poloxamero son estables bajo condiciones &cidas y
béasicas, incluso cuando hay presencia de iones metalicos (58). Otro punto importante,
relacionado a la concentracion de este polimero es la temperatura de transicion en un
estado gel a un estado de solucion, el cual aumenta o disminuye en funcién a la

concentracion, al igual que la temperatura a la cual se lleve a cabo este cambio (59).
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Clasificados como polimeros no toxicos por la FDA, han sido aprobados para su uso en
dispositivos médicos e implantes, debido a su biocompatibilidad, ademas de que, dado a
su comportamiento, se ha visto que alcanza una gelificacion variable, dependiendo de su

concentracion (60) .

2.11. Quitosano

El quitosano es producto de la desacetilacion de la quitina, una sustancia presente en
forma abundante en la corteza protectora de algunos insectos hongos y “principalmente”
crustaceos, presenta una conformacion lineal la cual puede ser variable dependiendo del
grado de desacetilacién que presente, lo cual se traduce en un producto de alto o bajo

peso molecular.
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Imagen 2. Estructura de la quitina. Elaboracion propia en ACD/ChemSketch.

Esta de desacetilacion es llevada a cabo mediante un élcali fuerte, en la cual se
sustituyen grupos acetamido por grupos amino. Algunas de las propiedades, que
muestran al quitosano como un polimero de interés es la linealidad de su estructura,
conformada por unidades repetitivas de N-acetil glucosamina y glucosamina, lo que
transfiere resistencia al producto donde se utilice, es biodegradable, de facil aplicacion, y
si bien su solubilidad, posterior al tratamiento, podria significar un problema, se compensa

mediante el uso de diferentes plastificantes como sorbitol, glicerol o etilenglicol.
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Imagen 3. Reaccion de desacetilacion de quitina. En circulos rojos se representa la pérdida del
grupo acetilo. Elaboracion propia con ACD/ChemSketch.

El quitosano, ademas, presenta actividad antibacteriana mediante 3 vias (61) :

e La superficie ionica desestabiliza, de la pared celular, entre los grupos de
protonados NHz* del quitosano y los residuos negativos de la bacteria.

e Lainhibicién de la sintesis de ARNm y proteinas.

e El recubrimiento de superficie de los microorganismos y quelar provocando la

supresion de nutrientes esenciales.

El uso de apésitos para heridas es una de las aplicaciones médicas mas prometedoras
para el quitosano, debido a su naturaleza adhesiva en conjunto con su caracter
bactericida y antifingico, y su permeabilidad al oxigeno, propiedades asociadas al

tratamiento de heridas y quemaduras (62,63).

2.12. Alginato

Es un biopolimero que se extrae generalmente de algas cafés, con una alta solubilidad en
agua. Su uso es tanto alimentario como cosmético y en la industria farmacéutica se utiliza
para la formulacion de hidrogeles como buen emulsificante, en apdsitos para heridas y
guemaduras, quelante de metales pesados, andamiaje en ingenieria tisular y liberacion
controlada, entre otras propiedades (64). Como actividad biologica, el alginato puede
mejorar la cicatrizacion de heridas al estimular a los monocitos para que produzcan
niveles elevados de citoquinas como la interleuquina-6 y el factor de necrosis tumoral-a
(63). La produccion de estas citoquinas, en los sitios de las heridas, da como resultado

factores proinflamatorios que son ventajosos para la cicatrizacién de heridas.
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Estructuralmente, el alginato estd compuesto por bloques de [(-D-manurénico y a-L-

gulurédnico, distribuidos de una forma no homogénea a lo largo del polimero (65).

Alginato de Sodio

Imagen 4. Estructura general del alginato de sodio. En rojo (A) se presentan los bloques a-L-
gulurénico y en azul, se presentan los bloques de B-D-manurénico (B). Elaboracién propia con
ACD/ChemSketch.

Las caracteristicas de las cadenas poliméricas del alginato también dependen de la zona
donde se extraigan las algas y el método de su extraccion y purificacion, lo cual hace que
la variabilidad en propiedades fisicas de este polimero sea muy diversa (66). Al modelo,
donde el alginato forma una estructura cerrada en conjunto con el cation, se le conoce
como modelo de “caja de huevo”, y es de gran utilidad, ya que es una forma de modificar

la solubilidad del alginato y mejorar su resistencia (67).

2.13. Insulina en heridas

Es una hormona que regula los niveles de glucosa en la sangre, es secretada por las
células beta en el pancreas, tiene un peso de cerca de 5.8 KDa, también se encarga de
regular el metabolismo de lipidos y proteinas (68).

Actualmente, la insulina comercial se puede clasificar en:
e Convencionales: regular o rapida

e Premezclada: mezcla entre rapida y de accién intermedia

e Andlogos de insulina: analogos de accién rapida y lenta

e Lispro
e Aspart
e Glulisina
e Glargina

28



Es importante considerar los tipos de insulina existentes, ya que la actividad varia
dependiendo del tipo seleccionado. En la literatura, se ha reportado el uso de insulina
mejora la capacidad de cicatrizacion en modelos in vivo e in vitro, no solo promoviendo un
cierre en menor tiempo, ademas promueve la proliferacion de las células de dicho
proceso, propiciando un cierre de mejor calidad (69-71). En algunos estudios se ha
comparado el efecto de solucidén salina contra una solucién de insulina, con resultados
significativos, demostrando una recuperacion mayor, en el mismo tiempo de aplicacion,
incluso un 40% mayor (72). Generalmente la via de uso es la tépica, mediante soluciones
o directamente del vial, sin embargo, actualmente existen propuestas de administracion
via nanoparticulas de PLGA inyectadas en la zona, demostrando efectividad (73). Si bien
algunos de los multiples tratamientos de heridas incluyen apdsitos con sales de plata o
zinc, se ha demostrado que incluso ante este tipo de tratamientos tiene mayor efectividad

si se complementa con insulina (74)

El mecanismo de la insulina en las heridas no es totalmente claro, sin embargo, la ruta
mas aceptada es la siguiente: al interaccionar con los receptores de factores de
crecimiento ubicados en las células, se desenvuelve como si fuera el factor de crecimiento
insulinico, de tal manera que ocurre una serie de reacciones donde, se activa la via
Ras/Raf, activando la MEK y la EPK (via de las proteina cinasas activadas por
mitdgenos), vias encargadas de sefializar e iniciar la proliferacion de fibroblastos y
gueratinocitos; ademas de que, a razén de esta activacion, se hacen presentes factores
como el VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), el IGF-1 e IGF-II (factores de
crecimiento similares a la insulina) y el TGF-a (factor de crecimiento transformante alfa)
(75).

Los métodos que estudian el efecto de la insulina abarcan técnicas donde se cuantifica
expresion de genes o proteinas, y también, técnicas donde visualmente es apreciable el
efecto, ya sea en vivo, directamente en heridas tanto en humanos como en animales, o0 in
vitro, directamente sobre lineas celulares (62). De manera general, conocer los puntos
criticos que participan en una herida, de manera directa e indirecta, permite visualizar la
magnitud del problema, por lo que recabar informacion acerca de la fisiopatologia de las
heridas, la epidemiologia de un area determinada, los puntos de impacto econémico y
social y las propiedades que transferiran los componentes a nuestra membrana

polimérica, permitird plantear una estrategia para los objetivos planteados.
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3. Objetivo

3.1. Objetivo General

Elaborar una membrana conformada con biopolimeros, aceite esencial de romero e
insulina, y probar su posible actividad antibacteriana contra algunas de las principales

bacterias que infectan heridas.

3.2. Objetivos particulares

e Estandarizar la fabricacion de una membrana polimérica con aceite esencial de
romero e insulina incorporados.
e Caracterizar fisica y mecanicamente la membrana obtenida.

e Evaluar su posible potencial antibacteriano sobre bacterias de interés clinico.

4. Hipotesis

La membrana fabricada a base de polimeros contendra incorporados aceites de romero e
insulina, presentara propiedades adecuadas para el tratamiento de heridas en piel y

efectos sobre el control de crecimiento bacteriano.

5. Metodologia

En este capitulo, se presentan los diferentes métodos mediante los cuales se elaboraron
las disoluciones y mezclas necesarias para obtener la membrana polimérica, y el
planteamiento de diferentes pruebas fisicas, mecanicas y bacteriolégicas, asi como las
respectivas metodologias, bajo las cuales seran sometidas las formulaciones

seleccionadas.

Estos resultados permitiran determinar la posibilidad de obtener una membrana de

caracteristicas adecuadas, con componentes oleoso y proteinico como la insulina.
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5.1. Solucion de quitosano

Como medio de disolucion se utilizé &cido acético al 1 % v/v. El quitosano utilizado fue de
bajo peso molecular marca ALDRICH Lot #BCCC6268, el cual se disolvio mediante una

parrilla de agitacion magnética a 40°C, durante 2 horas aproximadamente.

5.2. Obtencion de gel base.

Para la obtencion de las membranas base, se utilizo la técnica de solvent-casting, con las
siguientes proporciones de los componentes: alginato 2% m/v, polivinilpirrolidona K-30
0.3% m/v, y quitosano 5.6% v/v; como plastificantes se selecciond: propilenglicol 7% m/v y
sorbitol 14% m/v. Como agente entrecruzante, se utilizé cloruro de calcio 0.03 % m/v. En

forma molécula activa contra el crecimiento bacteriano, se utilizé aceite de romero 4%.

5.3. Elaboracién de mezcla Pluronic 127 hidrogel e insulina

Se prepard una solucion de Pluronic F-127 marca, SIGMA Lot # BCBV8048 al 16% plv,
en condiciones de temperatura entre 5-6 °C. Una vez solubilizado, se adicion6 1 ml de
poloxdmero por cada ml de insulina marca AURAX (insulina humana recombinante de
accion intermedia), en concentracion teérica de 50 Ul / mL. En todo momento, la mezcla

se conservo en un cuarto frio hasta su uso.

5.4.Fabricacion de membranas

Se evaluaron diferentes concentraciones de cada componente, hasta obtener las
proporciones adecuadas, analizando las caracteristicas cualitativas del producto final.
Para la fabricacion de las membranas, se pes6 una masa de 15 gramos de gel base y se
les adicion6 20 mL de agua destilada, para facilitar el moldeado. Se vertio la mezcla sobre
cajas petri de vidrio y se dej6 secar durante 2 dias, a temperatura ambiente. Una vez
obtenida la membrana seca, se midié el volumen necesario de la mezcla poloxamero-
insulina, para obtener un total de 50 Ul en la membrana, se aplic6 sobre la membrana y

se dejo secar por aproximadamente 15 min. En este punto obtendriamos el producto final.
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5.5. Infrarrojo

Se realizé la evaluacion por infrarrojo de las diferentes materias que se utilizaron en la
formulacion, para verificar su composicion. Se prepararon 10 mL de disolucion por cada

componente a la concentracion establecida.

5.6. Pruebas fisicas y mecanicas
5.6.1. Apariencia

La apariencia se evalué cualitativamente a través de una inspeccion visual y una
manipulacién directa, contemplando si la membrana presentaba transparencia, resistencia

a la manipulacion manual, adherencia y presencia o no de burbujas, asi como de grumos.

5.6.2. Cuantificacion de insulina

La cuantificacion de insulina se realizé mediante el método espectrofotometria UV. Se
verific6 la posibilidad de discriminar las sefiales obtenidas entre una membrana con
insulina y una membrana sin insulina. Como medio de disolucion, se utilizé buffer de
fosfato de sodio con pH aproximado de 7.4. El volumen de disolucion fue de 50 mL, donde
se solubilizaron las membranas completas, por 40 minutos. La disolucion se sometio a
vortex por 1 minuto. Posteriormente, se tomo un volumen de 8 mL y se centrifugé a 10
000 RPM (revoluciones por minuto) por 5 minutos. En el tubo de centrifugado se tomé una
muestra de 3 ml de la parte intermedia del tubo, ya que fue la parte mas traslucida y sin
gel en el tubo. Las lecturas efectuaron en un intervalo de 500-200 nm, en donde la
insulina, segun la literatura, presentaria sefial a los 270 nm, aproximadamente. El calculo
de la concentracion se realiz6 mediante una curva de calibracion con valores de 0.8-3.2
Ul/ml.

5.6.3. Espesor y peso promedio

El espesor se determind con un calibrador digital, mediante el cual se realizaron 5
mediciones en diferentes puntos aleatorios de las membranas completas. Para el peso
promedio, se pesaron 5 membranas completas en una balanza analitica por cada

variante, se calcularon promedio y desviacion estandar.
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5.6.4. Ensayos mecéanicos

Para esta prueba, se utilizaron membranas de 4 cm x 4 cm de lado, utilizando el equipo

MultiTes-1-i, bajo las siguientes condiciones: carga maxima 45 N, desplazamiento maximo

1000 mm, velocidad maxima 50 mm / min, velocidad de dial 1mm / min. Los calculos

fueron realizados con las siguientes ecuaciones.

(0) RT (Resistencia a la tensién) = letax
(%E) (porcentaje de elongacion) = LfL_iLi x 100
ME (médulo de elasticidad) = = x -

FMax: Fuerza maxima en el punto de Fractura (Mpa)
At = Area transversal de la muestra (mm?2)

Lf = Longitud final (mm)

Li = Longitud inicial mm

F = Fuerza correspondiente al esfuerzo

€ = Elongacién correspondiente al esfuerzo

5.6.5. pH superficial

Se evaluo el pH de la membrana terminada, sometiéndola a 2 tratamientos diferentes:

agua destilada y solucion PBS pH 7.4, durante 1 minuto, en un volumen de 5 mL de cada

uno, por separado. Posterior al tratamiento, se decanto el excedente de medio y mediante

tira reactiva de pH, se realiz6 la evaluacion.

5.6.6. Angulo de contacto

Se utilizé una pipeta montada en soportes, con un volumen por gota aproximado de 24.5

+ 0.632 uL de agua y una separacion de 0.5 cm, entre la membrana y la boca de la pipeta.

El diametro de la salida en la pipeta fue de 1.2 mm. El analisis de las imagenes se realizo

mediante el software ImageJ.
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5.6.7. Capacidad de absorcion de agua

Se pesaron por triplicado muestras de diferentes membranas y se colocaron en un
recipiente con 5 ml de PBS, posteriormente, se incubaron a 37 °C por 30 min y, durante 1,
3, 6, 12 y 24 horas. Transcurrido la membrana se colocé sobre un tubo ependorf y se
pes6 de nueva cuenta por triplicado.

La capacidad de Absorcion se calcul6 de la siguiente forma:

CAA = (pf-pi) /pf

pf= peso final de la pelicula hiumeda

pi= peso inicial seco de la pelicula

5.6.8. Disolucion

Se obtuvieron cuadros de 1 x 1 cm de membranas con y sin insulina, se incubaron a 37
°C por 30 min, y, durante 1,3, 6, 12y 24 horas en 5 mL de PBS medio pH 7.4. Después
del tiempo, el agua se elimind y se secaron las membranas en un horno a 60 °C a peso
constante. Se obtuvo el peso final de la membrana y por diferencia de peso se determiné

la integridad de la membrana.

El célculo se realizé con la siguiente equiparacion:
% de degradacion = (Wt (mg)-Wo (mg)) / (Wo (mg)) x 100
Wt es el peso de la membrana seca después de la inmersion en el tiempo seleccionado

Wo es el peso de la membrana inicial seca.

5.6.9. Permeabilidad al vapor

Se evalud la difusion del vapor de agua a través de la membrana. En tubos falcon de 15
mL, se pesd una masa de agua equivalente a 10 mL. La boquilla se cubrié con Parafiim y
circulos cortados de 2 cm de diametro de las membranas. Al final del tiempo, se pesoé
nuevamente y por diferencia de pesos se obtuvo el % de permeabilidad, utilizando la
siguiente ecuacion:

% de permeabilidad: (vial M) / (M C) x 100

M vial corresponde a la masa de agua al final de la prueba, con respecto a la vez anterior

M C corresponde a la masa de agua para el control positivo para cada momento
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5.7.Ensayos sobre microorganismos

Las membranas fueron sometidas a 2 bacterias de interés clinico, una Gram (+) y una
Gram (-), para evaluar su posible efecto sobre el control bacteriano, en cepas de interés

clinico mostradas en el cuadro 7.

Cuadro 7. Microorganismos para prueba microbiolégica

Clasificacion Microorganismo
Gram (+) Staphylococcus aureus ATCC 25923
Gram (-) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Se elaboraron membranas conformadas como se presenta en el cuadro 8.

Cuadro 8. Controles para la prueba microbiolégica

Membrana Quitosano Aceite Poloxdmero F-127+Insulina
1 X - -
2 - X -
3 - - X
4 - - -
5 X X X

(X): Componente presente en la membrana a prueba

(-): Componente ausente en la membrana a prueba

A partir de cada membrana, se pesé una masa de 30 mg de cada formulaciéon y se
esterilizo por 20 min, bajo luz UV. Finalmente se, colocaron en un tubo ependorf con 2 mL
de agua estéril, durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas, en una placa de 96 pozos se colocaron 100 uL de medio de cultivo
Mueller Hinton en cada pozo. La primera columna fue el control positivo, por lo tanto, no
se agregd muestra.

A la segunda columna le fue agregado 100 pL del stock de cada tratamiento, y se
traspas0 100 pL mas a cada pozo hacia la derecha, descartando 100 pL del final.
Finalmente, a cada pozo le fue agregado 100 pL de cultivo bacteriano de las cepas de
interés, el cual fue cultivado 24 horas previas. La concentracion fue de 0.3 McFarland, y

se dejo en tratamiento 24 y 48 horas mas.
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La concentracion bacteriana se determind por densidad o6ptica (1I=620 nm). Como

controles se utilizé clindamicina y ciprofloxacino tépicas.

Columna sin muestra
Control positivo

l 100 pL100 L

—A A A A A A A A A A A
1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 1"

Fila sin bacterias
Control negativo > A O

Muestra 1

12

Fila sin bacterias
Control negativo="" &

Muestra 2

Imagen 5. Esquema para prueba microbioldgica.
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6. Resultados

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de las pruebas fisicas, mecanicas
y del control de crecimiento bacteriano, a las cuales se sometié la membrana final. En
ellas podemos encontrar pruebas que permiten canalizar su posible comportamiento
sobre una herida desde su aplicacion, al entrar en contacto con un exudado ligero o
intenso, asi como en la actividad sobre algunas de las bacterias, que comunmente
infectan una herida y complican la recuperacion de la piel.

Las membranas fueron denominadas como: membranas sin insulina (MB) y membranas

con insulina (MINS).

6.1. Fabricacion de membranas

Se obtuvieron membranas transparentes, sin burbujas, con buena adhesividad,
adherencia, flexibilidad y elasticidad al tacto.

Como plastificante, el propilenglicol aportd a las membranas una mayor estructura y
resistencia, ademas de que, en conjunto con el alginato, se obtenian membranas flexibles
y faciles de manejar, y el sorbitol propiciaba flexibilidad y elasticidad, al combinarse con
propilenglicol. Al evaluar las proporciones de los componentes podemos observar los
siguientes fendmenos: al incorporar una concentracion superior al 30 % total de
plastificantes, se propiciaba que las interacciones intermoleculares de las cadenas
poliméricas fueran muy altas, obteniendo membranas totalmente secas y rigidas al tacto,

sin flexibilidad ni adherencia.
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Imagen 6. Membranas con alta concentracion de plastificante. En las figuras anteriores, podemos
observar las membranas totalmente plastificadas debido al plastificante en exceso.

La concentracion de cloruro de calcio no debia superar un 0.1 % ya que de hacerlo el
entrecruzamiento con el alginato provocaba un efecto de rigidez en las membranas,

ademas de una apariencia totalmente blanca, porosa y con burbujas.

Imagen 7. Membranas con calcio en concentracion superior al 0.1 %. Al ser un agente
entrecruzante, el calcio permite la resistencia del alginato a la solubilidad, pero genera membranas
con mayor rigidez y dureza.

Se sugiere que la concentracion sea menor al 8 %, debido a que la formulacién no
lograba incorporar mas aceite después de ese porcentaje, también se apreciaba al dejar
el gel en reposo por unos segundos, donde era perceptible la separacion del aceite de la
formulacién. El quitosano debia ser incorporado lentamente y mezclado lentamente en

calentamiento.

38



Imagen 8. Membranas con diferente orden de adicién respecto al quitosano En la imagen 8b,
enmarcado en rojo, se muestran el tipo de grumos que se forman, al incrementar las
concentraciones de componentes como el quitosano.

El estudio realizado, para definir las proporciones adecuadas de cada componente,
permitié identificar los puntos criticos del proceso de fabricacion de membranas,
permitiendo corregir el producto final, obteniendo membranas cualitativamente
adecuadas, mediante un método reproducible. Posterior a la evaluacion de todos los

componentes, a diferentes concentraciones, la formulacion sin insulina fue la siguiente:

2% m/v de alginato

7 % m/v de propilenglicol

14 % m/v de sorbitol

0.3 % m/v de PVP k-30

0.03 % m/v de cloruro de calcio
4 % vlv aceite de romero

5.6 % v/v quitosano en una concentracion del 1 % m/v

La insulina, se incorporé en forma de recubrimiento, de tal forma que se impregna en la
membrana terminada. El volumen ocupado del stock, de insulina-poloxamero, es de 2 mL,
volumen que contiene 44 Ul de insulina. Las concentraciones anteriores fueron definidas
posterior al estudio del comportamiento integral en las membranas. Modificar las
concentraciones establecidas, interviene directamente en la reproducibilidad de la

membrana final.
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6.1. Infrarrojo

Se realiz0, la caracterizacién de cada componente mediante el analisis de infrarrojo, con
la finalidad de tener una referencia de los componentes que fueron utilizados y el
comportamiento de los componentes mezclados.
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Imagen 9. Espectros de infrarrojo de los componentes: a) quitosano, b) polivinilpirrolidona K30, ¢)
aceite de romero , d) poloxdmero F-127, e) insulina, f) alginato, g) propilenglicol, h)sorbitol
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Imagen 10. Espectros de infrarrojo para geles sin insulina y con insulina. En negro se observa la
membrana blanca y en rojo la membrana con insulina.

6.2. Apariencia

Se obtuvieron membranas elasticas a la manipulacion, transparentes visualmente,
flexibles y adhesivas al tacto con diferentes superficies en primer contacto. Su
manipulacién y desmoldeo no requirié ningan equipo o herramienta especifica, olor
caracteristico a romero y ligeramente al &cido acético presente en el quitosano. La
membrana con insulina era ligeramente mas opaca que la que no la contenia. Ambas
formulaciones (sin insulina y con insulina) eran cualitativamente similares.

Obtener productos visualmente con propiedades adecuadas, permite establecer un
antecedente sobre la funcionalidad de la formula establecida, dando pie a pruebas
cuantitativas que evallen dichas propiedades y algunas otras denominadas como 6ptimas

para este tipo de sistemas.
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Imagen 11. Membranas poliméricas. 11ay 11b son membranas libres de insulina (MB); 11c y 11d
son membranas de insulina. La flecha verde muestra la flexibilidad y la adherencia. La flecha roja
muestra la transparencia de las membranas.

6.3. Cuantificacion de insulina

Para la cuantificacion de insulina, de manera inicial se evalu6 la sefial obtenida por una
membrana sin insulina (MB) y una membrana con insulina (MINS), donde pudo ser
discriminada, entre una y otra, mediante la longitud donde se presenta la insulina. Se
establecio una curva de calibracidn en la cual se plantearon concentraciones de 0.8 Ul/ ml
a 3 Ul/ml. Se evalud la precision del sistema obteniendo un CV% de 0.75 y desviaciones
de 0.003. Para la prueba de linealidad del sistema se obtuvo una r? = 0.9963 y un IC(B1) =
-0.02 + 0.923, con un limite de deteccion de 0.211 Ul/ml y un limite de cuantificacion de
0.272 Ul/ml. En la parte de reproducibilidad, se obtuvo un Error < 1%. Se obtuvo una
gréfica de diferentes concentraciones, como se muestra en la imagen 8, estableciendo las
concentraciones que permitieran obtener linealidad en los resultados y un espectro amplio

de lectura.
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Imagen 12. ldentificacion de sefial de insulina. Se analizaron diferentes concentraciones de

insulina mediante UV.
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Imagen 13. Curva de calibracién de insulina.

Finalmente, se realiz6 una lectura por triplicado de las membranas, obteniendo los

siguientes resultados:
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Imagen 14. Sefial de insulina obtenida a partir de membranas en disolucién.

La concentracion final por membrana y en el volumen de disolucion, se muestra en el

cuadro 9.

Cuadro 9: Concentracion de insulina en membrana completa.

Insulina por mL 0.879 £ 0.052
Insulina total por 43.964 + 2.578
membrana

6.4. Espesor y peso promedio

Al evaluar su espesor y peso, para la membrana blanco se obtuvieron valores de 0.400 +

0.040 mm y 3.065 = 0.237 g; para las membranas con insulina, se obtuvo un valor de

0.493 £ 0.012 mm y un valor de 3.007 £ 0.043 g.

6.5. Ensayos mecénicos

Para las formulaciones se encontré que, en el caso de no haber incorporado el complejo
de insulina con poloxamero F-127, se tiene un valor de TS igual a 0.073 + 0.021 MPa, con
un %E igual a 19.413 £ 2.365 y un Mdédulo de Young igual a 0.0373+ 0.08217 Mpa.
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Para la formulacién que contiene el complejo, se obtuvo un valor de TS igual a 0.103 +

0.0193 MPa, un %E de 22.793 £+ 2.541 y un Mddulo de Young igual a 0.0454 + 0.073

MPa.
0.015-

— MB
< — MINS
£
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<
o]

p
§ 0.0054
w
wl
0.000 ,' ) ) 1

| |
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Imagen 15. Gréfica de Esfuerzo (N/mm?) vs deformacion.

Imagen 16. Ensayo mecanico. Se puede observar el proceso mediante el cual se miden los
valores para la determinacién de TS y %E, en la caracterizacién fisico-mecanica de las
membranas. En 16a (corchete azul) se aprecia la posicion inicial de la prueba; en 16b el
movimiento mediante el cual se somete a estrés la membrana estirandola (flecha amarilla), hasta

el punto de ruptura ejemplificado en 16c (flecha roja).

Los ensayos mecanicos evalian el comportamiento ante un estrés fisico-mecanico,

permitiendo prever el desempefio que tendran al momento de la aplicacion en la herida.
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6.6. pH superficial

Después del tratamiento establecido, la mayor parte del medio (agua y PBS cada uno por
aparte), en el que fueron sometidas ambas membranas, fue decantado cuidando la
integridad de la membrana, colocando la tira reactiva sobre la membrana permitiéndole

detectar el pH de la superficie. El resultado fue para ambos medios, un pH igual a 7.

b
\ R\ \
44 ta . § 7 9 11 11

Imagen 17. Evaluacién de pH superficial. En 17a, se encuentra el resultado ante agua destilada y
en 17b ante soluciéon PBS pH 7.4.

La prueba de pH superficial es de importancia ya que se busca causar el menor dafio

adicional a la herida al interactuar con la membrana.

6.7. Angulo de contacto

Para las membranas sin el complejo de insulina con poloxamero F-127, se determiné un
angulo de 12.690 + 1.611°; para las membranas con poloxamero F-127 con insulina, se
obtuvo un valor de 28.523 £+ 0.625 °.

-

Imagen 18. Evaluacién en angulo de contacto, marcado entre lineas amarillas, se observa el
angulo de contacto, formado entre la horizontal de contacto y la tangente a la curva. En color rojo
se marca el arco que forma este angulo.

Materiales hidrofilicos permiten el control sobre el exudado de la herida, por lo que el valor

del angulo de contacto provee un indicio de dicho control.
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6.8. Capacidad de absorcion de agua

Para esta prueba, la membrana sin insulina presentd una absorcion de 23.427+ 2.198 g
de medio/ 100 cm? y para la membrana con insulina y poloxamero F-127, de 22.773 +

1.757 g de medio/ 100 cm?.

Imagen 19. Prueba absorcién de agua: 19a en el circulo verde, se aprecia la membrana en
condiciones de la prueba; en 19b circulo amarillo, se ejemplifica el proceso de decantacion de
medio; en 19c circulo rojo, se representa la membrana al finalizar la prueba.

Se determiné un hinchamiento maximo a los 360 minutos, para ambas formulaciones,
presentando 434.318 £ 25.942 % para la formulacion sin insulina, y un 464.428 + 16.514
% para la formulacion con insulina. EI comportamiento a través del tiempo se puede

visualizar a mayor detalle en la imagen 20.

600+
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-+ MB

409 = MINS

% Hinchamiento
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0 T T T T T
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Imagen 20. Grafica de %Hinchamiento vs Tiempo (min)
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Cuadro 10. Capacidad maxima de hinchamiento y volumen por cm?.

Tipo de membrana %Hinchamiento gramos de liquido
maximo (360 min) (9) / 100 cm?

Membrana sin 434.318 + 25.942 23.427 £ 2.198

insulina (MB)

Membrana con 464.428 + 16.514 22.773 +1.757

insulina (MINS)

Un alto grado de absorcion de liquido, permite identificar una buena interaccion con el

posible exudado presente en las heridas.

6.9. Disolucién

En esta prueba, la tendencia de disolucion es diferente para cada formulacion. La
formulacién MB pierde aproximadamente el 50% de su integridad después de 30 minutos,
permaneciendo entre 40-50% hasta 360 minutos, donde comienza a degradarse hasta un
60%, en el punto donde termin6é la prueba. En el caso de la formulacién MINS,
aproximadamente el 40% se pierde en los primeros 30 minutos, manteniéndose estable
en ese punto hasta finalizar la prueba. El seguimiento de la disolucién puede visualizarse

en la imagen 21.

100+
- MB

804 = MINS

% Disolucion

T T T T T
0 300 600 900 1200 1500

Tiempo (min)

Imagen 21. Gréfica % Disolucién vs Tiempo (min)
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6.10. Permeabilidad al vapor

En esta evaluacion, se determin6 que la membrana presenta un caracter semipermeable,

ya que los resultados muestran un comportamiento frente al tiempo, donde hay una
pérdida de masa de agua en el tubo. La permeacion de MINS (1220.807 g/mz)
ligeramente menor con respecto a MB (1254.777 g/m?), sin embargo, se preserva la

permeabilidad al vapor a través del tiempo para ambas formulaciones. La permeabilidad

al vapor con respecto al tiempo puede ser visualizada en imagen 22.
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Imagen 22. Gréfica de Permeabilidad (g/m?) al vapor vs Tiempo (min)

Una membrana no oclusiva permite el natural funcionamiento de la piel, controlando

algunas de las condiciones donde podrian generarse bacterias y provocar una infeccion.

6.11. Ensayos bioldgicos con microorganismos

En esta prueba, se evalu6 el efecto sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, a las 24 y 48 horas, donde se observd una
disminuciéon en la densidad de poblacién de microorganismos. A las 24 horas, la
disminucion del crecimiento es mayor, debido a la alta concentracion de los componentes,

lo que puede deberse a un efecto de difusion de los diferentes componentes del aceite de
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romero al medio, y el efecto de acidificacion probablemente debido al quitosano. Los
controles fueron denominados: (MB) membrana sin insulina; (MB+Q) membrana sin
insulina y quitosano incorporado; (MB + INS) membrana con insulina y poloxamero
incorporado; (MB+AcR) membrana con aceite de romero; (MINS) membrana con todos los
componentes incorporados. El efecto sobre el crecimiento bacteriano con respecto a la

concentracion para cada control seleccionado se muestra en las imagenes 23y 24.

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

ATCC 25923 ATCC 27853
107 o VB 1001 o VB
0 80 = MB+Q 80 = MB+Q
© 5 + MB+INS 6 + MB+INS
o S 60+ S 604
] U * MB+AcR =} N * MB+AcR
T £ a0l b v + MINS E 40 o + MINS
g F= " = e ——s
20+
D T T 1
0 5 10 15
Concentracion (mg/mL) Concentracion (mg/mL)
- 100+
100 * MB * MB
" = MB+Q 80+ = MB+Q
o S . MBHNS & MB+INS
o 3 * MB+AcR 3 * MB+AcR
L £ + MINS £ 40 + MINS
204 ——
0
0 5 10 15

Concentracion (mg/mL)

Concentracion (mg/mL)

Imagen 23. Grafica % Inhibicion vs Concentracion de membrana. En la primer columna, se
muestra el seguimiento para Staphylococcus aureus ATCC 25923; en la segunda columna, se
evidencia el comportamiento para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Imagen 24. Graficas dé % Inhibicion vs Concentracion con controles a 24 horas. En la primera
columna, se muestra el monitoreo para Staphylococcus aureus ATCC 25923; en la segunda
columna, el comportamiento para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Controles de
comparacion: Ciprofloxacino en presentacion topica y Clindamicina en presentacion topica.
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7. Discusion

En este apartado se comparan los diferentes resultados obtenidos con lo que se ha
reportado en la literatura. Durante las diferentes pruebas la membrana se sometiéo a
evaluaciones fisicas, mecanicas y sobre agentes microbiolégicos de interés, con la
finalidad de constatar si contaba con propiedades que le permitiesen interaccionar de
manera adecuada en una herida. Algunos de los estudios se realizaron en condiciones de
estrés para la membrana y condiciones similares a una herida. El identificar los puntos
fuertes y débiles del sistema, permiten obtener una vision mas amplia de la membrana,

asi como, la participacién de cada componente en la misma.

7.1. Fabricacion de membranas

De forma inicial se estipularon los puntos criticos en el desarrollo del sistema, siendo uno
de estos la forma de secado. Se establecieron tres formas de secado: horno, parrilla y
temperatura ambiente. Se eligi6 el secado a temperatura ambiente, obteniendo un
proceso lento y homogéneo, evitando burbujas, lo que permitié obtener un producto
homogéneo y reproducible. Las soluciones y mezcla final, no genero complicaciones en
su elaboracién ni incorporacién, lo que reduce el uso de tecnologia especializada. De
manera general, fue posible establecer un método por el cual se logré incorporar todos los
componentes, obteniendo membranas con potencial para ser utilizadas en heridas

mediante un proceso reproducible (76).

7.2. Infrarrojo

La técnica de infrarrojo permite la caracterizacion e identificacion mediante la excitacion
de las moléculas, para obtener un gréafico bajo cierta longitud, permitiendo identificar las
moléculas presentes (77). En los gréficos obtenidos, se logré apreciar las bandas
caracteristicas para cada reactivo. De manera particular, estas bandas se siguen
apreciando en ambas formulaciones ( con y sin insulina); se precia un incremento de las
sefiales en el porcentaje de transmitancia en las bandas propias de la insulina en la
membrana que la contiene, por lo que se infiere que, dichos desplazamientos e
incrementos, son el resultado de la adicidon del poloxamero F-127 con la insulina. Con esta
caracterizacion se establece que los componentes interaccionan entre si y la membrana

al final del proceso si contiene insulina.
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7.3. Apariencia

La apariencia de las membranas poliméricas debe ser de acabado liso y sin grumos, que
permita la visualizacion a través de estas (78). Promover la visibilidad de la herida a
permite monitorear la condicién de la herida y su proceso de recuperacion, reduciendo el
ndamero de procedimientos invasivos en el paciente, ademas, evita el dafio por remocion,
como es el caso de gasas o apositos de tela (43). Las membranas obtenidas en el
presente trabajo mostraron transparencia, adhesividad, flexibilidad, asi una nula cantidad

de burbujas y grumos, propiedades adecuadas para sistemas de esta naturaleza.

7.4. Cuantificacion de insulina

Si bien durante el proceso de aplicacion, puede perderse unidades de insulina, las que
son cuantificables resultan suficientes para promover un posible efecto en la recuperacion
de una herida. La literatura refleja que, a una concentracién de 10-50 Ul de insulina, es
posible observar una mejoria en el cierre de la herida. En el cuadro 11, se presenta un
resumen de algunos articulos que permiten dimensionar el reposicionamiento de la

insulina para el tratamiento de tratamiento para heridas

53



Cuadro 11. Estudios referentes a insulina aplicada en heridas.

Autor Dosis de Forma Dias de Resultados Pruebas realizadas
insulina farmacéutica duracién de principales
cutaneo (Ul) tratamiento
Estudios clinicos
SR Van 10 Ul/dia Tépica 5 dias Hay evidencia de Evaluacién del cierre
Ort, RM seguridadenelusode de la herida vy
Gerber insulina, y eficacia en monitoreo de glucosa
Ulceras de cubito. sistémica.
Omiid et 10 UI/10 cm2 Aerosol Varios dias Mayor taza de Evaluacion del cierre
al., 2009 dependiendo recuperacion de la completo de herida y
del paciente herida tratada con monitoreo de glucosa
insulina, respecto a la sistémica.
que no.
Enas et 10 Ul/aplicacién Suspension en Varios dias La insulina regular fue Se evalué la
al., 2014 solucion salina dependiendo la mejor en las funcionalidad de Ia
la herida y pruebas, conunatasa herida, el dolor
tamafio mas alta de cierre la producido por el dafio,
herida. tamafo y velocidad de
cierre.
Brillar et 1 U/cm2 de Vendaje con 7dias Disminucion en el Evaluacién del cierre
al., 2017 area de la insulina rociada area de la herida por en la herida vy
herida, dos parte del tratamiento monitoreo de la
veces al dia con insulina, sin  glucosa sistémica
afectar la glucosa durante el estudio.
sistémica.
Chen 1 mlde Insulina  Andamiaje de 14 dias Reduccion del Evaluacion del cierre
Hung et (200 UI) PLGA colageno tipo l invitro, de la herida 'y
al., 2020 aumento del factor de evaluacién en modelo
crecimiento celular del cierre de la
transformante beta in herida.
vivo y promovié la
curacién de heridas
diabéticas.
Aurelio et 10 unidades Tépica 14 dias Incremento de vasos Evaluacion del cierre
al., 2013 /lcm2 sanguineos en el sito de la herida vy
tratado con insulina., monitoreo de la
sin eventos adversos.  glucosa sistémica en
durante la prueba.
ZHANG et 1 mldeinsulina Inyeccion 12 dias Efecto significativo  Evaluacion de glucosa,
al., 2016 humana is6fona subcutanea sobre la  glucosa evaluacién de tejido de
por aplicacion, sistémica y promover granulacion.
2 veces al dia. la cicatrizacion.
Mehreen 30 Ul/en el Tépica/vendaje 14 dias Disminucion Evaluacién del
et al., vendaje significativa del diametro del cierre de

2020

diametro de la herida.

la herida.




Dawoud Toépica _  gel 2 meses Mejor6 la tasa de Cierre de la herida.
et al., liposomal curaciéon sin causar
2019 hipoglucemia y redujo
el eritema y el area de
la herida.
Estudios preclinicos
Zhang et 0.25 Ul Inyectable Hasta el Aceleré la Cierre de la herida,
al., 2007 cierra herida cicatrizacién de concentracion de
heridas cutdneas sin glucosa en sangre.
efectos secundarios.
Zagon et 15U Topica 7 dias La insulina tdépica La insulina tépica
al., 2007 redujo el tamafio de la normaliza la
herida al mejorar la reepitelizacion corneal
epitelizacion sin riesgo  en ratas diabéticas.
de hipoglucemia.
Negrini et 5 Ul/ dia/l1 Topica 28 dias Es util en heridas de Recuento celular vy
al., 2017 semana Trachemys scripta. proliferacién hasta el
cierre de la herida
Estae et 1 Ul/ mi Microparticulas de 15 dias Normalizé el volumen Reestructuracion de
al., 2019 cargado en quitosano con del liquido lagrimal, el caracteristicas del
particulas insulina  humana espesor de la cérneay tejido
recombinante la morfologia de las
células corneales
protegidas
Apikoglu- 20 uL de Tépica 15 dias La insulina tépica Se evalu6 la tasa de
Rabus et solucion acelero la cicatrizacion  contraccion de la
al., 2009 de heridas en ratas herida, el tiempo de
cony sin diabetes. epitelizacion completa
y los resultados
histolégicos.
Xuelian et 0,03V Tépica 7 dias La insulina topica Concentracion de
al., 2012 mejoré la epitelizacion  células, andlisis
y la remodelacién del histoldgico, estudio de
colageno. quimiotaxis ELISA.
Lima et 0.5 U/ 100 Topica 8 dias La insulina tépica Andlisis histolégico,
al., 2012 gramos/ dia redujo el tiempo de expresion de factores

curacion de las
heridas de ratas

diabéticas.

ELISA: enzimoinmunoanalisis de adsorcion; PLGA: poliacido lactico-co-glicélico

de crecimiento.
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Si trasladamos el costo del factor de crecimiento, comparado al uso de la insulina,
podriamos obtener un efecto similar a un costo mas accesible.

De la informacién anterior (cuadro 11), se infiere que la membrana obtenida en el
presente trabajo cuenta con insulina suficiente para desencadenar las respuestas
celulares que aceleren la recuperacion de una herida, sin alterar la glucosa sistémica del

individuo.

7.5. Espesor y peso promedio

En el presente estudio, los valores del sistema formulado (en promedio 3 gramos de peso
y 0.45 mm de espesor) se encuentran por arriba de algunos reportes con valores de entre
0.1-0.2 mm de espesor (79). Dicho valor, no es un punto negativo, ya que el espesor se
relaciona con la degradacion, y en el caso del sistema obtenido, dichas propiedades se
encuentran en pardmetros adecuados. De obtener membranas mas pesadas y espesas,
se podria alterar natural funcionamiento de la herida, generando un ambiente de oclusion

sin permeabilidad al vapor (80).

7.6. Ensayo mecanico

Las membranas poliméricas de alginato y quitosano pueden presentar interaccion entre
sus grupos (COO-y OH) (79), lo cual genera productos con ciertas caracteristicas, como
una mayor o menor resistencia, y una mayor o menor rigidez.

Con respecto al contacto con la piel, donde se reporta un valor 4-20 Mpa, para Mdodulo de
Young (81), se observa que ambas membranas se encuentran por debajo del reportado.
Este resultado quizas se deba al porcentaje de los polimeros, que es bajo, y que, al ser
polimeros de origen natural en su mayoria, tengan menor resistencia, elasticidad y rigidez
en comparacién con algunos de origen sintético, ademas de la homogeneidad en las
cadenas poliméricas de dichos polimeros (79). Por otro lado, el porcentaje de elongacion,
resulto 6ptimo segun la literatura (76), esto nos permite deducir que la membrana podra
ser manipulada y estirada sin complicaciones. En general, los valores son inferiores a los
reportados, sin embargo, se adaptan al objetivo buscado, el cual es un sistema
manipulable, biodegradable y biocompatible. La aplicacion y funcionalidad del sistema, es

posible debido a los datos en las propiedades mecanicas obtenidas.
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7.7.pH Superficial

En las heridas, el pH es un punto crucial que dictamina el estado de esta e incluso el
comportamiento natural de la piel no dafada. De manera natural, el pH de la piel sana
oscila entre 4.5-5.3 dependiendo de la hidratacién y la zona donde se registre el muestreo
(82). El pH en una herida puede verse modificado si se estd en un estado de infeccion
(83).

Si el sistema presenta un pH neutro, no se favorece la proliferacion de microorganismos
alojados en la zona, ademas, no causaria un dafio o irritacion adicional a la zona dafiada.
Al mantener un pH neutro, se reduce la posibilidad de que la insulina adicionada precipite,
la literatura reporta dicho fendmeno en el intervalo de 4.5-6.5 (84). El pH del sistema
fabricado en este trabajo es 6ptimo para su posible aplicacion en una herida, ya que no

causara un dafio mayor en la zona ni propiciara la alteracion de la insulina incorporada.

7.8.Angulo de contacto

El &ngulo de contacto entre un material y una superficie, nos ofrece informacién acerca
del comportamiento hidrofébico o hidrofilico de dicho material, que puede variar
dependiendo de la naturaleza de ambos componentes, ya sea como: el liquido que se
utilice para la prueba (acuoso, oleoso), el tipo de superficie (porosas, lisas) y la
homogeneidad en la conformacién de la superficie (homogénea o heterogénea).

Cuando el angulo de contacto es mayor a 90°, el material es hidrofobicos, y cuando el
angulo es menor 90°, tenemos materiales hidrofilicos (85). En el caso de ambas
formulaciones, se obtuvieron angulos menores a 90° por lo que se consideran
hidrofilicas. Si bien existe una diferencia minima en los valores obtenidos respecto a la
formulacién que tiene insulina y la que no contiene, ambas preservan el caracter buscado,
es decir, un tipo de sistemas capaces de incorporar liquido, siendo una preliminar para
dicho comportamiento. La capacidad hidrofilica del sistema obtenido tendra un efecto

positivo en el control de exudado de la herida.
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7.9. Capacidad de absorcion de agua

La literatura clasifica los apdsitos de alginato segun su capacidad de absorcién en baja o
alta absorbencia: si absorben menos de 12 g/100 cm?, se clasifican como apésitos de
baja absorcién, y los apoésitos que absorben 12 g o mas/100 cm?, se clasifican como
apésitos de alta absorcion (86).

Ambas formulaciones de membranas (sin insulina y con insulina) reflejaron valores por
arriba de 20 g/100 cm?, que concuerda con el resultado obtenido del angulo de contacto,
de tal manera que podemos confirmar la obtencion de una membrana hidrofilica y con una
alta capacidad de absorcién de liquido. La formulacion presentada llega a un punto
maximo superando el 450 %, comparado con otras reportadas en la literatura (78).

Un comportamiento hidrofilico, complementado con una alta capacidad de absorcion,
representaria un control de la humedad en la herida, incluso en ambientes de un

porcentaje alto de exudado.

7.10. Disolucién

Para la membrana fabricada, los resultados muestran una degradacion estable a partir de
los 360 min, en donde podemos observar una mayor resistencia a la disolucién para la
membrana con insulina, en comparacion a la membrana sin insulina.

Este comportamiento podria deberse al proceso para su elaboracion, ya que, a diferencia
de la membrana blanca, la elaboracion de la membrana cargada de insulina podria
retardar la generacién de poros, ya que al aplicarse el complejo de insulina con
poloxamero, se forma un recubrimiento sobre una de las caras de la membrana, lo que
reduce el tiempo de inicio de la degradacion y permite absorber ligeramente una mayor
cantidad de agua (87).

Otra razoén por la cual el sistema se mantiene estable, hasta cierto punto a lo largo de la
prueba, es que, al integrarse calcio a la formulacién, ocurre un entrecruzamiento con el
alginato, obteniéndose alginato de calcio, el cual como estructura presenta mayor
resistencia a la degradacion con respecto a cuando no hay calcio en el medio, aunado a
la interaccidon que tengan con el quitosano con otra parte del alginato, transfiriéndole
resistencia al medio de igual manera (86). Ademas, el quitosano y el cloruro de calcio
incorporados en la membrana, brindan cierta fortaleza estructural, debido a las
interacciones que establecerian con el alginato, presentando una mayor resistencia en

medios de exudado medio-alto (88).
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Si se consideran heridas con gran cantidad de exudado como las heridas generadas por
pie diabético, podriamos esperar un comportamiento adecuado y larga duracién sobre la
herida (76). Obtener una membrana capaz de resistir el estrés generado por el exudado
de la herida, significaria una posible mayor duracion en el sitio, de tal manera existird una
permeacion controlada de los agentes cargados (insulina y aceite de romero) en el

sistema fabricado.

7.11. Permeabilidad al vapor

En la actualidad, el tratamiento de las heridas es muy diverso, siempre orientado a buscar
las condiciones mas favorables para su reparacién. El hecho de que la membrana
presente permeabilidad al vapor ayudaria a mantener un equilibrio en la humedad y
porcentaje de exudado presente en la herida, que es importante para no generar un
ambiente propicio a una infeccion (89) (90). La permeabilidad, permite que el exudado no
se acumule entre la herida y el sistema, situacion que, si puede ocurrir con los apésitos
oclusivos, los cuales alteran el contenido de agua debido a una hiperhidratacién, con

aumento de citoquinas proinflamatorias (91).

7.12. Ensayos biol6gicos con microorganismos

Staphylococcus aureus ATCC 25923, es un aislado clinico que se utiliza como cepa de
control de pruebas, sensible a una variedad de antibioticos, incluida la meticilina, que
carece tanto de recombinasas como de mecA (92). Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 se ha utilizado ampliamente como cepa modelo para estudiar la susceptibilidad a
los antibidticos, el desarrollo de biopeliculas y las actividades metabdlicas de
Pseudomonas spp (93). Ambas cepas fueron seleccionadas, dadas a las caracteristicas

antes descritas y a la relevancia clinica.

Se logra inferir que, si bien no existe un sinergismo del conjunto de los componentes. la
formulacién completa mantiene estable el comportamiento durante las 24 y 48 horas. Para
Staphylococcus aureus, el efecto fue consistente, disminuyendo la poblacién en las
primeras 24 horas y continuando hasta las 48 horas. Tal comportamiento puede deberse
a algunos de los mecanismos atribuidos para el aceite de romero, que inhibe la formacién
de la biocapa, ademas, de la accion de flavonoides, terpenoides, polifenoles, cuyo

mecanismo de accion degrada la membrana citoplasmética de las bacterias propiciando la
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pérdida de iones y la autolisis; afecta la comunicacidon entre las bacterias, aumenta la
permeabilidad de la membrana, haciéndolas susceptibles al ataque inmunol6gico y de
antibioticos (51).

En el caso de Pseudomonas aeruginosa, la formulacion completa, presentd la mayor
reduccion del crecimiento bacteriano hasta las 48 horas, que puede ser debido a las
membranas (fabricada y la plasmatica microbiana). Ademas, las bacterias Gram negativas
presentan alteraciones estructurales en porinas, por las cuales es posible el ingreso de
moléculas pequeiias presentes en el aceite de romero (94).

Se identifico, ademas, que el efecto del complejo de insulina-poloxamero, presentd un
caracter bacteriostatico alto, reduciendo el crecimiento a las 24 horas por debajo del 70 %
a muy baja concentracion, conforme esta se aumentaba se obtuvo una disminucién hasta
del 30% de densidad bacteriana. Sin embargo, recientemente la literatura reporta que el
efecto del poloxamero por si solo a diferentes concentraciones, no tiene un control
efectivo sobre algunos microorganismos, situacion que cambia al cargar componentes
activos en las redes poliméricas del poloxdmero (como la insulina en la formulaciéon
obtenida), se infiere que el complejo entre el poloxamero y la insulina el responsable de la
disminucion del crecimiento bacteriano observado en la figura 23 (57,65).

La determinacion de 1Csp (concentracion inhibitoria 50) no fue calculable efectivamente
para la mayoria de las concentraciones, pero el efecto sobre el control de la densidad
bacteriana en ambas cepas, es notorio y apreciable. Al comparar contra los controles
(clindamicina y ciprofloxacino) se visualiza el efecto de ambos antibiéticos sobre los
microorganismos, que, si bien es superior al de la membrana obtenida, nos da una idea
del potencial del sistema obtenido, ya que, a pesar de no tener antibiéticos incorporados,
logran controlar en cierta medida el crecimiento bacteriano. El control ejercido por la
membrana fabricada sobre el crecimiento bacteriano de cepas de interés clinico

representa el potencial en la prevenciéon y control de infecciones en heridas.

Cada una de estas propiedades que presenta la membrana, se resumen la imagen 25.
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Imagen 25. Resumen de las propiedades en la membrana obtenida. Elaboracién propia con
BioRender.
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8. Conclusiones

Se elabord y estandarizé el proceso de fabricacion, de una membrana polimérica ,con
alginato de sodio, quitosano, polivinilpirrolidona K-30, poloxamero 407, aceite esencial de
romero e insulina, mediante la técnica de solvent-casting.

La membrana obtenida mostré propiedades fisicas y mecanicas adecuadas para su
posible aplicacion en heridas, tales como: transparencia, adhesividad, flexibilidad,
ausencia de burbujas y grumos, pH neutro, alta grado absorcion e hidrofilicidad, portando
43.964 = 2.578 Ul de insulina que, de acuerdo con la literatura, muestra efecto si se
administra topicamente sobre el cierre de una herida, sin alterar la glucosa sistémica del
individuo.

La membrana presentd inhibicion bacteriana de entre 30-50% sobre Staphylococcus

aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, cepas de interés clinico.

9. Perspectivas

Evaluar la citotoxicidad de la formulacién, determinar el posible comportamiento al ser
aplicada en una herida.
Evaluar el potencial de la membrana fabricada sobre el cierre de heridas, en pruebas in

vitro mediante un ensayo de rayadura.
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