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I. RESUMEN

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, cuando presenta una
pérdida de continuidad se le conoce como herida; inmediatamente después

de la creacion de ésta ocurre el proceso de cicatrizacion.

Actualmente, existen diferentes alternativas utilizadas para el tratamiento de
heridas agudas y crdnicas, como el uso de apdsitos. Un apdsito es un producto
que cubre, protege y aisla la herida de factores externos. Algunas de
las caracteristicas que debe presentar un aposito ideal, son: promover la
regeneracién y el crecimiento de tejido nuevo, ser flexible, presentar
porosidad que permita el intercambio gaseoso, proteger a la herida de agentes
externos, ser translicido, permitiendo observar el proceso de cicatrizacion y

ser facil de retirar para no interferir con el cierre de la herida.

El objetivo del presente trabajo es crear apdsitos de bajo costo, que cumplan
con las caracteristicas antes mencionadas, a partir de membranas de alginato
combinadas con productos naturales que promueven la cicatrizacion, en este
caso, la corteza del Palo Mulato (Bursera morelensis) y la Curcumina

(Curcuma longa Linn).

Para la fabricacion de las membranas se utilizé el método de Solvent casting,
gue consiste en verter el gel en un recipiente para posteriormente secarlo en
la estufa de laboratorio, dando como resultado la obtencion de una membrana
porosa. Inicialmente se realizaron trece formulaciones diferentes de
membranas de alginato de sodio con diferentes polimeros sintéticos vy
plastificantes. Después de realizar una prueba de desintegracién en agua y de
gelificacion con iones de calcio, se eligieron cuatro formulaciones, a las cuales
se les incorpord extracto acuoso de Palo Mulato. Posteriormente se llevd a

cabo la caracterizacién y evaluacién sensorial de las membranas.
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Con los resultados obtenidos se eligio la formulaciédn que presentd las
caracteristicas 6ptimas. A esta formulacion se le incorporaron nanoparticulas
de policaprolactona con curcumina encapsulada (CNp), sintetizadas mediante
el método de la Dra. Maria Luisa del Prado Audelo (Vinculacion con FES
Cuautitlan). Con el objetivo de determinar la capacidad de permeacion de las
CNp a través del estrato corneo se llevaron a cabo pruebas in vivo,
utilizandose la técnica de Tape stripping, (pegar y despegar tiras adhesivas
consecutivamente de la piel) y ex vivo utilizando piel de cerdo mediante la
técnica de celdas de Franz, en ambos ensayos se cuantificd la curcumina

absorbida mediante espectrofotometria UV.

Los resultados obtenidos demuestran que la membrana elegida es flexible, se
adhiere facilmente a la piel, presenta poros en su estructura, tiene alta
capacidad de absorcidn y libera nanoparticulas con curcumina. Debido a esto,
las membranas presentan una potencial aplicacion como apdsitos cutaneos

para favorecer la cicatrizacion de heridas.
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II. INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, en adultos cubre un area
de alrededor de 2 m2. Es responsable de funciones vitales como: proteccién
fisica, quimica y bioldgica; contribuye a la regulacion de la temperatura
corporal y sintesis de vitamina D [1]. Cuando la piel presenta una pérdida de
continuidad o mucosa producida por algun agente fisico o quimico se le conoce
como herida [2] e inmediatamente después de la creacién de ésta ocurre el
proceso de cicatrizacion, a veces es largo, costoso y dindmico sobre el que

influyen muchos factores.

Las heridas agudas y cronicas son un problema de salud publica que impacta
en la calidad de vida de los pacientes que las presentan, lo que da lugar a que
el Sistema Nacional de Salud se vea afectado econdmicamente. Los gastos de
la atencion de las heridas implican una importante inversién econdmica
relacionada con la formacidn y contratacién de recursos humanos
especializados en el cuidado de heridas, la adquisicién de insumos de alta
tecnologia, el incremento en los dias de estancia hospitalaria de los pacientes
(con lo que aumenta la probabilidad de desarrollar lesiones por presion), el

numero de reingresos, asi como el aumento de las tasas de infeccidon [3].

En un estudio realizado en el 2016 en México, conformado por 36,022
pacientes con heridas agudas y crénicas atendidas en unidades médicas de la
Secretaria de Salud, se obtuvo que las heridas traumaticas son las que

representan mayor incidencia (Figura 1) [3].
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Figura 1. Distribucién de pacientes con heridas agudas y crénicas, imagen modificada de [3]

Por otro lado, el costo de la atencidn hospitalaria de las heridas incrementa

notablemente comparado con la atencion ambulatoria, pues en esta ultima,

las heridas traumaticas son las mas costosas al superar los 16 millones de

pesos al mes. Mientras que, en la atencidén hospitalaria las lesiones por presion

superan los 700 millones de pesos, siendo las mas costosas (Figura 2).
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Actualmente, existen diferentes tipos de apdsitos que se utilizan en el
tratamiento de heridas agudas y crénicas para favorecer la cicatrizaciéon; sin
embargo, la mayoria son importados y de costo elevado. Las membranas de
alginato son un tipo de apdsito bioactivo que interactian con la herida
teniendo como finalidad proteger, mantener la humedad fisioldgica y absorber
el exudado. Sin embargo, un apdsito ideal ademas de tener las caracteristicas
antes mencionadas, debe ser flexible para poder ser colocado en cualquier
parte del cuerpo, transparente para observar el proceso de cicatrizacidn sin
necesidad de retirarlo de la herida, debe permitir el intercambio gaseoso,
tener actividad antibacteriana, promover la regeneraciéon de tejido, ademas

de poder removerse facilmente de la herida.

Debido a las razones antes mencionadas, surge la necesidad de desarrollar
nuevos materiales que tengan las caracteristicas de un apodsito ideal y sean

de bajo costo.
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III. ANTECEDENTES

1. Anatomia y fisiologia de la piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, en adultos cubre un area
de alrededor de 2 m? y pesa cerca del 15 % del peso total del cuerpo. Es
responsable de funciones vitales como: proteccidén fisica, quimica y bioldgica;
contribuye a la regulacién de la temperatura corporal y sintesis de vitamina D [1].
Histolégicamente, la piel estd compuesta por tres capas: Epidermis con un
espesor de 0.4 mm a 1.6 mm, dermis de 0.6 mm a 3 mm e hipodermis cuyo

espesor varia segun su localizacion y es de 0.6 mm a 30 mm (Figura 3).
1.1 Epidermis

Esta constituida de epitelio escamoso estratificado y queratinizado, cerca del
90 % de las células epidérmicas son queratinocitos, los cuales producen
queratina y estan distribuidos en cuatro o cinco capas, llamadas estratos

(Figura 3): basal, espinoso, granuloso, lucido y cérneo [4]. Asi mismo, la

queratina es una proteina fibrosa y dura que protege la piel y el tejido

subyacente del calor, microorganismos y sustancias quimicas externas.
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Figura 3. Estructura anatémica de la piel. Modificada de [5,6]
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El estrato basal es la capa mas profunda de la epidermis, estd compuesto de
una fila de queratinocitos con forma de cubo o cilindro, poseen un gran nucleo
oval, donde destaca una gran cantidad de cromatina. Estan unidos por
desmosomas, que también se observan en las células de las capas superiores,
donde se insertan los filamentos de queratina; mientras que en su base, que
reposa sobre la membrana basal, sélo se observan hemidesmosomas, que

sirven de union dermoepidérmica [7].

Algunas células del estrato basal son células madre, que continuamente se
dividen por mitosis para producir nuevos queratinocitos, aumentando por la
noche [7]. En esta capa también se encuentran los melanocitos, los cuales
producen melanina y son el 8 % de las células de la epidermis. La melanina
es un pigmento amarillo-rojo (feomelanina) o negro-café (eumelanina) que
contribuye al color de la piel y absorbe la luz ultravioleta (UV) [4], es
transferida a través de las proyecciones dendriticas de los melanocitos vecinos

al citoplasma de los queratinocitos basales.

Las células formadas en el estrato basal ascienden lentamente a la superficie
modificando su morfologia, paulatinamente pierden su ndcleo y muestran
numerosos granulos de queratohialina, se aplanan hasta constituir un
“mosaico”. Este proceso se conoce como queratinizacién y tiene una duracién
de cuatro semanas; después de esto, ocurre la apoptosis y estas células son

remplazadas en el estrato basal [4].

El estrato espinoso se encuentra en la parte superficial del estrato basal,
consta de 8 a 10 capas de queratinocitos de forma irregular y diferentes
tamafos. En esta capa también se encuentran las células de Langerhans, las
cuales surgen de la médula dsea roja y migran a la epidermis; participan en
la respuesta inmune al reconocer y procesar antigenos solubles que se

encuentran en el tejido epidérmico [4].

——
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La siguiente capa se conoce como estrato granuloso, esta compuesto de 3 a
5 capas de queratinocitos aplanados. El nucleo y organelo de estas células se
empiezan a degenerar en esta capa. Los queratinocitos contienen granulos de

gueratohialina de forma irregular y tamano variable [8].

El estrato lUcido sdélo esta presente en la piel mas gruesa del cuerpo humano,
como las huellas dactilares, palmas de las manos y las plantas de los pies.
Consiste en tres a cinco capas de queratinocitos muertos y planos que

contienen gran cantidad de queratina.

La capa mas superficial es el estrato corneo (EC), estd compuesto de 25 a 30

capas de queratinocitos muertos y aplanados [4].
1.2 Dermis

Es tejido conectivo denso que provee sostén mecanico, resistencia, elasticidad
y espesor a la piel [8]. Esta compuesta principalmente por matriz extracelular
que contiene una elevada proporcidon de fibras no muy compactadas, de

colagena (>75 %) y elastina, que proveen fuerza de tensidn a la piel [9].

Las células del tejido conectivo son escasas y comprenden los fibroblastos,
macrofagos, mastocitos o células cebadas, linfocitos, células plasmaticas,
eosinodfilos y monocitos. Los fibroblastos moviles se diferencian en fibrocitos,
que se enlazan mediante elongacion y forman un entramado tridimensional.
Los fibroblastos sintetizan y liberan los precursores de colagena, elastina y

proteoglicanos para construir la matriz extracelular [9].

Histoldgicamente, la dermis se divide en dos capas: dermis papilar y dermis
reticular (Figura 4). La dermis papilar consiste de tejido conjuntivo laxo
ubicado debajo de la epidermis [8], presenta proyecciones hacia el interior de
la epidermis conocida como papilas dérmicas. En las papilas dérmicas se

encuentran las asas capilares que proporcionan los nutrientes a la epidermis
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avascular. Esta constituida por una red irregular de haces de fibras filiformes
de alrededor de 75 a 85 % de colagena tipo I y aproximadamente 15 % de
colagena tipo III [8]. También contiene numerosas terminaciones nerviosas,

receptores sensoriales y vasos linfaticos [9].

La dermis reticular es mas gruesa que la papilar, y recibe ese nombre por el
entramado o reticula de las fibras de coldagena que forman gruesos haces
entrelazados con haces de fibras elasticas. Esta estructura es la que
proporciona elasticidad y capacidad de adaptacion a movimientos y cambios

de volumen [9].
1.3 Hipodermis

Debajo de la dermis reticular hay una capa de tejido adiposo, llamado paniculo
adiposo o hipodermis, cumple con funciones importantes como almacenar
energia, es aislante térmico y protector mecanico frente a golpes [9]. Esta
constituido por células grasas o adipocitos, que estan encargadas de fabricar
y almacenar grasas; se disponen en lobulos separados por tejido conectivo

llamados septos o tabiques interlobulillares [10].
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Cuando la piel sufre una disrupcidn en su estructura y en los tejidos

subyacentes, se le conoce como herida [2].

2. Heridas

Las heridas estan relacionadas con diversas etiologias, como traumatismos,

cirugias, ulceras de pie diabético, Ulceras por presién, etc [2].

Las heridas se pueden clasificar en: agudas y cronicas. Las heridas agudas se
caracterizan por tener un proceso de cicatrizacidn sin interrupciones; mientras
que las heridas crénicas se quedan estancadas en alguna etapa de la
cicatrizacion por mas de 21 dias y, como resultado, no ocurre la reepitelizacion,

lo que afecta la integridad anatdmica y funcional de la piel [11].

3. Proceso de cicatrizacion de las heridas

Inmediatamente después de una herida ocurre el proceso de cicatrizacion, el

cual consta de tres fases (Figura 5):
3.1 Fase inflamatoria
3.1.1 Hemostasia

Su principal funcidn es evitar la exanguinacién; para ello, el primer fenédmeno
que ocurre es la vasoconstriccion. Al estar expuesta la matriz subendotelial,
las plaguetas se pegan a esta, mediante un proceso denominado adhesion
plaquetaria; para la cual, las plaquetas tienen receptores de superficie como:
glicoproteinas Ib, V y IX. Ademas, la coldgena de la membrana basal
endotelial, fibronectina I y lamininas; también estan implicadas en el
fendmeno de adhesidon plaquetaria. Posteriormente, ocurre la agregacién
plaquetaria, en donde las plaquetas modifican su morfologia, formando

prolongaciones de su citoplasma vy liberan granulos que favorecen la unién de
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las membranas plaquetarias entre si, ademas liberan mediadores quimicos
como: adenosin difosfato (ADP), catecolaminas, iones de calcio [12]. Después,
se induce una cascada de sefalizacion para realizar la conversion de
fibrindgeno en fibrina, la cual se entrecruza con las plaquetas acumuladas en

la herida, formando un tapdn plaquetario.
3.1.2 Inflamacioén

Tras la hemostasia, sigue la inflamacién, cuyo objetivo es eliminar los
microorganismos que pudieron haber ingresado al organismo. En la clinica se
manifiesta con eritema, hinchazén y dolor; consecuencia de la vasodilatacién
y el aumento de la permeabilidad de los capilares que disminuyeron su
didametro para evitar la pérdida de sangre. Las células endoteliales liberan
interleucina-1-alfa (IL-1a); las células de Langerhans en la epidermis liberan
mediadores de la inflamacion; y las células mastoides liberan histamina y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) [13]. Estos mediadores incrementan
el flujo de la sangre al sitio de la herida e inducen la expresion de moléculas
de adhesion sobre las células endoteliales y la liberacién de quimiocinas de

varias células inmunes.

Los neutréfilos son las primeras células inflamatorias que llegan al lugar de la
herida mediante diapédesis; son atraidos por diversos factores de crecimiento
y citocinas como: factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
interleucina 8 (IL-8), oncogén relacionado con el crecimiento (GRO)-a/CXCL1,
quimiocina, factor de crecimiento transformante B1 (TGF-B1), péptidos
producidos por bacterias y los productos de las plaquetas [12]. Una vez que
llegan a la herida, los neutrofilos liberan enzimas proteoliticas (elastasa vy
colagenasa) y especies reactivas de oxigeno (ROS); también producen
citocinas proinflamatorias que participan en la atraccidon y produccién de los

fibroblastos [14]. Sin embargo, el tiempo de vida media de los neutréfilos es
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de 1 dia; por lo que los monocitos llegan a la herida, en donde se activan y se

transforman en macréfagos [12].

Los macréfagos eliminan detritus, particulas extrafas y bacterias, alcanzando
el pico maximo de poblacion de las 48 a 72 h. Ademas, liberan citocinas
proinflamatorias (IL-1a, IL-1B, IL-6,TNF-a), factores de crecimiento que
influyen en el proceso de epitelizacion [TGF-a, factor de crecimiento de
fibroblastos-2 (FGF-2), factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1)];
y estimulan la angiogénesis a través de FGF-2, factor de crecimiento endotelial
vascular-A (VEGF-A) y TGF-B [12].

3.2 Fase proliferativa

Esta fase empieza aproximadamente a partir del tercer dia después de la
lesion y termina dos semanas después [15]. Da lugar a la formacion de un
tejido de granulacién y el restablecimiento de la epidermis. En la produccién
del tejido de granulacion intervienen la migracion y la proliferacion de
fibroblastos hacia la herida, la produccion de una matriz extracelular y la
angiogénesis; que en conjunto reestablecen la dermis. Asi mismo, el tejido de
granulacién contiene macréfagos que, como se menciond, ayudan al proceso

de cicatrizacion [12].

3.2.1 Migracion

La migracién y proliferaciéon de fibroblastos a la herida es estimulada por
diferentes citocinas y factores de crecimiento producidos en la fase
inflamatoria [PDGF, factor de crecimiento nervioso (NGF), TGF-B, CTGF,
proteina rica en cisteina 61 (Cyr61) y fibronectina]. Los fibroblastos que
migran a la herida derivan de células diferenciadas que se encuentran cerca
de la lesion, y de células mesenquimales indiferenciadas que son estimuladas

por diferentes productos liberados por macréfagos, para convertirse en
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fibroblastos. Este proceso ocurre de forma ordenada y dirigida; para ello, los
fibroblastos son dirigidos por integrinas que se expresan en su superficie
celular, las cuales interaccionan con diversos componentes de la matriz
(fibrina, fibronectina y acido hialurénico). Por otra parte, las
metaloproteinasas (MMP), especificamente MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-19,
eliminan componentes de la matriz extracelular para que la migracion de los

fibroblastos sea ordenada [12].

3.2.2 Produccion de la matriz extracelular

La sintesis de colagena inicia del tercer al quinto dia después de haberse hecho
la lesidn. Empieza por la estimulacién de diferentes factores de crecimiento
[PDGF, TGF-B, factor de crecimiento epidérmico (EGF), IGF-1, FGF-2, factor
de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), Cyr61 y esfingosina-1-fosfato
(S1p)]; dando lugar a la formacién de cadenas de polipéptidos (procolagena)
en el interior de los fibroblastos, que son liberados a la matriz extracelular, en
donde se agregan para formar fibrillas de coldagena. En una herida reciente la
proporcién de colagena tipo III es de 40 a 50 %. Mientras que en la dermis
normal y en las cicatrices maduras la proporcién de colagena tipo I (80-90 %)

es mayor que la de colagena tipo III (10-20 %) [12].

Por otra parte, los fibroblastos también sintetizan proteoglicanos, los cuales
son cadenas de polipéptidos que se unen a los glicosaminoglicanos (acido
hialurénico, dermatan sulfato, condroitin sulfato y heparin sulfato). Asi mismo,
la expresion de los glicosaminoglicanos es un proceso, al inicio predomina la
expresion de acido hialurdnico, que rompe las interacciones adhesivas entre
las células y la matriz de coldgena con el fin de facilitar la migracion de
diferentes células. Después, aumenta la expresion de condroitin sulfato y
dermatan sulfato, que sirven para polimerizar las moléculas de colagena en

fibrillas maduras [12].
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La elastina que es un componente habitual de la dermis, no se produce
durante la cicatrizacion de una herida. Lo que podria explicar la firmeza y falta

de elasticidad de las cicatrices [12].

3.2.3 Angiogénesis

La angiogénesis inicia el sequndo dia tras la herida, es el proceso por el que
Se generan nuevos vasos sanguineos con el objetivo de nutrir el tejido de
granulacién. Es estimulada por los cambios locales que se producen en el
tejido danado, como el incremento en lactato, la disminucién del pH y de la
presion de oxigeno, por las diversas citocinas y los factores de crecimiento
gue se liberan durante la fase inflamatoria (VEGF, FGF, angiopoyetina, TGF-
B). Cabe destacar que el TGF-B no solo estimula la migracidén endotelial, su

diferenciacién y la formacion de tubulos; sino que, amplifica el proceso [12].

3.2.4 Epitelizacion

El objetivo del proceso de epitelizacion es restablecer la epidermis sobre el
tejido de granulacién. Para ello, los queratinocitos que se encuentran cerca de
la herida y del bulbo piloso, modifican su morfologia, dando lugar a la
retraccion de los tonofilamentos intracelulares, la disolucién de los
desmosomas y hemidesmosomas y, la formacién de filamentos de actina que
permiten el movimiento de las células. Los queratinocitos se desplazan
atravesando el tejido de granulacion y contindan hasta que los extremos

opuestos de la herida restablecen el contacto [12].

En este proceso se involucran numerosas citocinas y factores de crecimiento,
los cuales favorecen la migracion y proliferacion de los queratinocitos.
Ademas, los queratinocitos expresan en su superficie integrinas (a5B1, a5pB5,
a5B6), que permiten la interaccion con algunos elementos de la matriz

extracelular (fibrina, fibronectina); aunado a ello, para pasar a través de la
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matriz extracelular, liberan enzimas (activador plasmindégeno tipo uroquinasa

y MMP) que degradan diversos componentes [12].

3.3 Fase de remodelacion o de maduracion

Este proceso puede durar desde semanas hasta anos, inicia junto con la
formacion del tejido de granulacién en la fase proliferativa. En esta fase ocurre
la contraccion de la cicatriz, al mismo tiempo que disminuye el enrojecimiento,

el grosor y la induracion de ésta; ademas de incrementar su resistencia [12].

La contraccién de la herida inicia el dia 4 o 5 después de haberse formado la
lesion. Los fibroblastos se transforman en miofibroblastos, que empieza por la
accion de dos factores de crecimiento, PDGF y TGF-B. La sintesis de colagena
disminuye con el tiempo, dando como resultado la disminucién del grosor y el

aumento de la resistencia de la cicatriz.

En una cicatriz reciente, hay gran cantidad de coldgena y las fibrillas se
encuentran desordenadas; con el tiempo, las fibrillas aumentan su grosor. En
el proceso de remodelacion, la colagena formada es escindida, se incrementan
las uniones interfibrilares y se ordenan, lo que aumenta su resistencia. En este
proceso participan determinadas metaloproteinasas con sus correspondientes
inhibidores. Esto ocurre de forma mas activa durante los primeros 6 meses.

Con el tiempo, los vasos sanguineos formados para nutrir el tejido de
granulaciéon se desintegran. Dando como resultado la disminucién de la
coloracidn en la cicatriz. Ademas, la densidad de fibroblastos disminuye, lo

cual es una caracteristica de la ausencia de apéndices cutaneos [12].
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Figura 5. Proceso de cicatrizacion a) Fase inflamatoria, b) Fase proliferativa, c) Fase de remodelacién.
Modificado de [16]

4. pH

El pH es uno de los parametros de interés en las heridas cronicas. En una
persona sana varia entre cada individuo, tipicamente oscila en un pH
ligeramente acido en un rango entre 4 y 6, lo cual ayuda a controlar la
proliferacién bacteriana. Sin embargo, cuando existe una herida en la piel
expone el tejido subyacente, que se regula normalmente a 7.4; esto produce
un aumento de pH a un rango débilmente alcalino entre 7 y 8, pudiendo
estimular la adhesién y proliferacion bacteriana, lo que aumenta Ila

susceptibilidad a la infeccién [17].

La cicatrizacién de heridas estd regulada por procesos quimicos complejos
mediados por varias enzimas y hormonas. Por lo tanto, varios factores
intrinsecos y extrinsecos pueden influir en el pH del entorno de la herida, lo

que lleva a alteraciones en el proceso de cicatrizacidon. El utilizar cubiertas
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cutaneas con un pH ligeramente acido ayudara a cambiar el pH de la superficie
corporal [17], manteniendo las condiciones oOptimas en el proceso de

cicatrizacion sin irritar la piel por un cambio drastico de pH.

5. Apodsitos

Para promover los procesos que conllevan a la cicatrizacién de una herida, al
tiempo que ésta es protegida, se ha hecho uso de apdsitos, que son productos
sanitarios empleados como material de curacion, los cuales aislan, protegen y
optimizan el proceso de cierre de una herida.

Actualmente existen diversos tipos de apésitos, lo cuales son elegidos
dependiendo del tipo de tejido en donde se encuentra la herida, su

localizacion, la profundidad y la cantidad de exudado de la misma.
Los apdsitos se pueden clasificar:
5.1 Segun su permeabilidad

Se encuentran los apdsitos oclusivos y semioclusivos. Los primeros inhiben la
transmision de vapor de agua, fluidos de la superficie de la herida a la
atmosfera y la entrada de bacterias, mientras que los semioclusivos son
permeables al oxigeno, al mondxido de carbono y al vapor de agua, siendo

impermeables al agua y a bacterias.
5.2 Segun su localizacion

Se dividen en: primario, que va en contacto directo con la herida; y

secundario, que se coloca sobre el primario para protegerlo y sostenerlo.
5.3 Segun su complejidad

Se dividen en: apodsitos pasivos, interactivos, bioactivos, apdsitos de plata e

implantes de colagena.
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5.3.1 Apdsitos pasivos

Protegen, aislan, absorben y actian como un tapdn. Estos apdsitos se

clasifican como: de gasa, aposito tradicional y de espuma.

Tabla 1. Clasificacidon de los apdsitos pasivos. Modificada de [18]

Apoésitos Pasivos

. o o Ejemplos
Clasificacion Composicion Indicaciones .
Comerciales
Gasa tejida Algodon Desbridar y rellenar Cranberry®
- Poliéster + rayon o Exudado escaso a ,
Gasa no tejida Aposan, alfaSAFE
celulosa moderado
o o Gasa no tejida + PROTEC MR Apdésitos
Aposito tradicional . Proteger S
algodédn quirurgicos,
L _ Gasa no tejida + _ Cuticell® Epigraft
Aposito especial Aislar
celulosa Gasa de Celulosa

Taponar, exudado
Espuma Poliuretano moderado a Skin Foam

abundante

5.3.2 Apdsitos interactivos

No se adhieren a la herida y mantienen un ambiente himedo, ayudan a
estimular enzimas cataliticas que favorecen la autolisis, con lo que el
desbridamiento no tendra dolor. Existen tres tipos: tul, espuma hidrofilica y

apositos transparentes adhesivos y no adhesivos [18].
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Tabla 2. Clasificacidon de los apdsitos interactivos, modificada de [18]

Apésitos Interactivos

L L L. . . Ejemplos
Clasificacion Composicion Indicaciones .
Comerciales
Gasa tejida + Linitul® apdsito
Ul antimicrobiano y/o Favorece impregnado,
u
emulsion de cicatrizacion Hydrotul de
petrolato Hartmann

3M™ Tegaderm™
Foam Adhesive,

Exudado moderado  Apdsito adhesivo de

Espuma hidrofilica Poliuretano
a abundante espuma adherente,
Luofucon® PU Foam
dressing
Desbridamiento
Transparente ) autolitico, proteger,
) Poliuretano 3M™ Tegaderm™
adhesivo favorecer
] S Roll
cicatrizacion
Transparente no Favorece
) Nylon o celulosa ] o,
adhesivo cicatrizacién

5.3.3 Apdsitos de plata

Poseen efecto antibacteriano debido a los iones de plata. Algunos ejemplos

comerciales son AQUACEL® Ag Extra™ y Atrauman Ag de Hartmann.

5.3.4 Implante de colagena-apdsito

La colagena funciona como una estructura sobre la cual podra desarrollarse el

nuevo tejido de granulacion.

Puede usarse en quemaduras de todo tipo, incluso ha sido usada como relleno
después de intervenciones de cirugia plastica mal cicatrizadas. También brinda

proteccion a la piel en operaciones cercanas a los huesos.
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Algunos ejemplos comerciales son CONDRESS Colageno y Suprasorb® C

Apdsito de colagena.

5.3.5 Apoésitos bioactivos

Estos apodsitos interactian con la herida manteniendo su humedad, lo cual

permite la oxigenacion. Existen 3 tipos: hidrocoloides, hidrogel y alginatos.

e Hidrocoloide

Se adhieren a la zona afectada y absorben moderadamente los exudados para
mantener las condiciones fisioldgicas que permitan la cicatrizacién. En general
son elaborados de carboximetilcelulosa, gelatina y pectina en una base

adhesiva.

Funcionan como barrera ante las bacterias, favoreciendo la granulacién y
epitelizacidon en heridas y ulceras, son moldeables y protegen de la friccién.
Estan indicados en heridas sin infeccion. Su propiedad de retener la humedad

permite el desbridamiento autolitico [19].

e Hidrogel

Es una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de polimeros que
absorben cantidades considerables de agua [20]. Debido a que contienen agua
proporcionan un ambiente humedo a la herida, suavizando y rehidratando al

tejido necrético, lo que promueve el desbridamiento autolitico [19].

e Alginatos

Los apdsitos hechos a base de alginato generalmente se encuentran en forma
de gel, mantienen un ambiente hiumedo en la herida, siendo ideales para
aquellas con abundante exudado debido a que pueden absorber cantidades
grandes del mismo, por otro lado, debido a su alta capacidad de absorcion, no

se recomienda en heridas con exudado escaso [21].
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Tabla 3. Clasificacién de apdsitos bioactivos, modificada de [18]

Apdésitos Bioactivos

. L L. . . Ejemplos
Clasificacion Composicion Indicaciones .
Comerciales
Apésito Duo DERM®
Favorece Extra Thin, 3M®
_ _ Carboximetilcelulosa cicatrizacion, Tegaderm® Apésito
Hidrocoloides _ ) ) ) _ _
+ pectina + gelatina desbridamiento Hidrocoloide,
autolitico Tiritas® Effect de
Hartmann
Favorece

Agua + propilenglicol + _ S
cicatrizacion,

Hidrogel agentes absorbentes Hydrosorb® de
] desbridamiento
como polimeros o Hartmann
autolitico
Polimero constituido por Absorber exudado Biatain® Alginate,
Alginato acido D-manurdnico y L- de moderado a NU-DERM™ Alginate
gulurénico abundante Wound Dressing

6. Membrana

Una membrana se define como “un sistema sélido, cuyo espesor es muy
pequeno comparado con su superficie y separa dos fases macroscopicas
(liquidos, gases o sodlidos), experimentando un control selectivo de la

transferencia de materia y energia entre ellas” [22].

En los ultimos afios, la tecnologia de las membranas ha cobrado importancia
en aplicaciones médicas, como: liberacién de farmacos, érganos artificiales,
ingenieria de tejidos, servicios de diagndstico, cubiertas para servicios

médicos y bioseparaciones [23].

Las membranas poliméricas son un tipo de reservorio que consisten en una
capa delgada y uniforme de polimeros. Para su elaboracién se utilizan

diferentes métodos (Freeze-casting, freeze drying, solvent casting). El método
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de Solvent casting es el mas sencillo y consiste en la preparacion de una
disoluciéon o un gel de polimeros, el cual se vierte en un recipiente para
posteriormente secarlo en la estufa de laboratorio, dando como resultado la

obtencion de una membrana.

Las membranas son una alternativa usada como cubierta cutdanea o apdsito
para promover la cicatrizacién de las heridas agudas y cronicas. Entre las
propiedades que deben presentar para promover la formacion del tejido de

granulacidén, la epitelizacidn y cicatrizacion [24], se encuentran:

e Ser flexibles y adherentes, para ser aplicadas con facilidad en la lesion,

ademas de proporcionar soporte para la formacién de tejido [24].

e Ser porosas y biocompatibles, permitiendo la produccidon de su propia
matriz extracelular al adherirse y migrar las células a través de las redes
tridimensionales. Asi mismo, al presentar una estructura porosa

permitira la transpiracion de la herida [24].

e Absorber el exudado de la herida, convirtiendo la membrana en gel, esto
le permitira suministrar agua a una herida seca, manteniendo un

microambiente fisiolégicamente hiumedo [24].

Actualmente, existen membranas disponibles en el mercado como: Polimem®,
Apdsitos AQUACEL®, Cutimed® Alginate, Tiritas® MEDICAL, 3M® Tegaderm®
MR Film.

7. Polimeros

Los polimeros han sido empleados en diferentes aplicaciones biomédicas; se
pueden clasificar por su origen en: naturales y sintéticos. Los polimeros
sintéticos son muy utilizados, generalmente presentan caracteristicas

reproducibles en el peso molecular, la degradacién y propiedades mecanicas.
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Sin embargo, no todos los polimeros sintéticos son biocompatibles ni

bioactivos, por lo que su uso en aplicaciones médicas es restringido [25].

A pesar de ello, en los Ultimos afios se ha investigado en el area de ingenieria
de tejidos, el uso de polimeros sintéticos que sean biocompatibles para el
tratamiento de diferentes enfermedades, entre las que destacan aquellas
relacionadas con los huesos [26], aplicaciones dentales, hidrogeles vy
materiales de curacién para la atencién de heridas. En donde el alcohol
polivinilico y la polivinilpirrolidona son utilizados en la elaboracién de peliculas
o0 membranas, ya que les proporcionan transparencia, resistencia mecanica y
elasticidad [25,26].

Por su parte, los polimeros naturales al presentar una estructura similar a los
componentes presentes en la matriz extracelular, también pueden ser o no
biodegradables y biocompatibles. Ademas, la mayoria evita la estimulacion de
reacciones inmunoldgicas cronicas y tienen baja toxicidad; por lo tanto, son
facilmente aceptados por el cuerpo [25]. Por ello, son altamente utilizados en
el drea de ingenieria de tejidos para la elaboracién de cubiertas cutaneas para
heridas [26].

Los polimeros naturales se derivan del reino animal y vegetal. Se pueden
dividir en tres clases de acuerdo con su estructura quimica: polisacaridos,

proteinas y poliésteres [25].

Los polisacaridos consisten en monosacaridos unidos entre si por enlaces O-
glucosidicos. Las caracteristicas fisicas de los polimeros (solubilidad,
viscosidad, potencial de gelificacion) son atribuidas a las diferencias en la
composicion de los monosacaridos, los tipos y patrones de enlace, las formas
de las cadenas y el peso molecular. Se obtienen de plantas, animales y
microorganismos; y por lo tanto estan ampliamente distribuidos en la

naturaleza [25]. Algunos ejemplos de muestran en la Tabla 4.
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Sin embargo, a pesar de las ventajas mencionadas anteriormente, existen
algunas desventajas en el uso de los polimeros naturales, tales como, alto
costo de produccion (en algunos casos), variacion entre lotes principalmente
debido a la complejidad de su estructura y la composicion quimica, y limitacidon

de recursos.

Tabla 4. Ejemplos de la clasificacion de polimeros biodegradables utilizados en la ingenieria de tejidos.

Origen Clasificaciéon Ejemplos Referencia
Polisacaridos Alginatos, agarosa, carragenina, pectina, [26]
goma, glicosaminoglicanos
Naturales
Polipéptidos Coladgena, gelatina, fibrina, enzimas [26]
. Policaprolactona (PCL), acido polilactico
Poliésteres , " [27]
ester (PLA), acido poliglicolico (PGA)
Sintéticos

Diisocianatos derivados de aminoacidos y [27]

Poli n ’ . . .
oliuretanos diisocianato 4, 4 "-metilendifenil

Actualmente, los polimeros naturales y sintéticos se combinan para obtener
biomateriales con caracteristicas deseadas de ambos polimeros. Uno de los
polimeros naturales mas utilizados en la ingenieria de tejidos para la

elaboracion de apdsitos es el alginato de sodio.
7.1 Alginato de sodio (AS)

El AS es la sal del &cido alginico [28], es un polimero aniénico, compuesto de
copolimeros lineales (Figura 6) que contienen bloques de B-D-manuronato (M)

y a-L-guluronato (G).
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El contenido de M y G depende de la fuente de la cual se extrae el AS,

pudiéndose obtener de dos maneras:

a) Tipicamente extraido de las algas pardas (Phaeophyceae), incluyendo:
Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japdnica,
Ascophyllum nodosum, y Macrocystis pyrifera [28].

b) Mediante biosintesis bacteriana, en donde se utiliza Azotobacter

vinelandii o Pseudomonas aeruginosa [29].

En la Figura 6 se observa la estructura del AS, que esta distribuido en bloques
sucesivos de residuos G (GGGGGG), seguidos de residuos M (MMMMM); vy
residuos G y M (GMGMGMGMG) alternados [30].

a) caor
O. OH 0
coo \¢H
OH O OH O
o} o)

b)
"00C OH ooc HO 5 "00C
S OH OmC HO 5 OH
0 HO -
/%&0\2;"\ ﬁ?\ 0 0
OH  00C = N
G G M M G

Figura 6. Estructura del alginato de sodio a) monosacaridos del AS, (1,4)-B-D-manuronato (M) y a-L-
guluronato (G), b) bloques G y M, unidos mediante enlaces O-glucosidicos.
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Asi mismo, al alinearse dos cadenas del bloque G, se forman sitios de
coordinacién (Figura 7). Estas cadenas presentan forma de bucles,
permitiendo formar cavidades entre ellas con el tamafio adecuado para que
agentes idnicos, como Ca2* se coloquen en ese espacio. La carga negativa de
los grupos carboxilos del bloque G interactian con la carga positiva de Ca?*,

lo que produce la formacién de la estructura conocida como “caja de huevo”
[31].

\ { )
S
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(@] !
o) 0,
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Figura 7. Bloques G al formar la estructura de “caja de huevo” mediante interacciones idnicas con Ca?*.

7.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas

Tabla 5. Propiedades fisicas y quimicas del AS.

Propiedad Parametro Referencia
Aspecto fisico Polvo
Color Crema [32]

Viscosidad (1 % p/v, RV a

581 cPs
20 rpm, 25 °C)
pH (1 % p/v) 7.2
Solubilidad Agua

Derivados de acridina,
. violeta cristal, acetato y [28]
Incompatibilidades
nitrato de fenilmercurio,

metales pesados
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Algunas caracteristicas fisicoquimicas del AS se muestran en la Tabla 5. La
viscosidad de las disoluciones de AS depende de la longitud de las cadenas
del polimero, lo que a su vez, depende de la fuente de extraccién. La
viscosidad aumenta al disminuir el pH y alcanza un valor maximo
aproximadamente en 3.5. Esto es debido a que los grupos carboxilicos de los
monomeros se protonan, favoreciendo la formacion de enlaces de los bloques

G [31]. En contraste, la viscosidad disminuye a un pH mayor a 10 [28].

Las caracteristicas de flexibilidad o rigidez dependen de la cantidad de bloques
G y M, la distribucion de los mondmeros de la cadena polimérica, la carga y el
volumen de los grupos carboxilicos. Si hay mayor cantidad de bloques G, el
gel sera duro y fragil; mientras que el gel sera suave y elastico al aumentar
la proporcién de blogues M. Los bloques de secuencias MM y MG, se
encuentran unidos mediante enlaces glucosidicos B(1-4) y los bloques GG vy

GM, unidos por enlaces glucosidicos a(1-4) [31].

El AS es utilizado en formulaciones tdpicas como agente viscosante,
dispersante y estabilizante [28]. Ademas, es empleado en la liberacion
controlada de farmacos de bajo peso molecular [26]. En ingenieria de tejidos
es de gran importancia, por ser un material biocompatible, presentar baja
toxicidad, ser de bajo costo y gelificar al adicionar cationes divalentes como
Ca?*. Los apésitos de alginato se han utilizado por ser un material
hemostatico, adhesivo, promover la proliferacién celular y absorber el

exudado de la herida para volver a gelificar [33].

Algunos ejemplos de membranas hechas de alginato son Algicell™ (Derma
Sciences), AlgiSite M™ (Smith & Nephew), Comfeel Plus™(Coloplast),
Kaltostat™ (ConvaTec), Sorbsan™ (UDL Laboratories) y Tegaderm™ (3M®

Salud), las cuales se encuentran disponibles en el mercado.

Sin embargo, para aplicaciones de andamiaje tisular, los materiales de

alginato puro tienen una pobre integridad estructural, propiedades de manejo
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y estabilidad inadecuadas. Para superar estos inconvenientes, se mezcla con
uno o mas plastificantes, lo que reduce las fuerzas de atraccion intermolecular
entre las cadenas de polimeros, pudiendo aumentar el manejo y la estabilidad

de los materiales basados en alginato [34].

Ademas, para elaborar las membranas de alginato, generalmente se combina
con otros polimeros sintéticos para proporcionarle una estructura mas

resistente. Algunos de ellos son la polivinilpirrolidona y el alcohol polivinilico.

7.2 Polivinilpirrolidona (PVP)

La PVP K30 (Figura 8) tiene amplio uso farmacéutico

debido a las multiples funciones que posee, puede ser &

utilizada como aglutinante en la granulacion humeda, N O

como solubilizante en formulaciones orales y parenterales, HM H

ademas de favorecer la solubilidad de algunos farmacos _ n

también favorece la dispersion de formulaciones liquidas, Elsstllrl:fc;\l;z'a quimica
e la .

ademas posee propiedades humectantes y es capaz de

formar peliculas.

La PVP K30 también es utilizada para aumentar la viscosidad de soluciones y
suspensiones topicas y orales. La PVP K30, es un polimero que consiste de
monomeros lineales de 1-vinil-2-pirrolidona. Esta poliamida es clasificada de
acuerdo a su viscosidad segun su valor de K de prensa (valor K de
Fikentscher): K-15, K-30, K-60, K-90, con un peso molecular promedio de
8,000, 50,000, 400,000, y 1,000,000, respectivamente. Este valor es
importante porque determina qué propiedades tendra [28]. Algunas

propiedades fisicas y quimicas de PVP K30 se muestran en la Tabla 6.
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https://en.wikipedia.org/wiki/Polymer
https://en.wikipedia.org/wiki/N-Vinylpyrrolidone

Tabla 6. Propiedades fisicas y quimicas de PVP K30.

Propiedad Parametro Referencia
Aspecto fisico Polvo
Color Blanco
Férmula Molecular (CsH9NO)n 28]
Peso molecular 50,000
Temperatura de fusién ~150 °C
Densidad 1.18 g/cm?3
Viscosidad
(Soluciones al 10 % a 5.5-8.5 mPa-S [35]
20 °C)
Agua (100 mg/mL), etanol,
amina, nitro-parafina,
cloroformo y acidos grasos
Solubilidad
de bajo peso molecular,
[28]

sales inorganicas y resinas

Incompatibilidades

Sulfatiazol, acido salicilico,

sodio salicilato, fenobarbital,

taninos, timerosal.

La PVP K30 es fisioldgicamente inerte, tiene una toxicidad oral aguda de

LD50> 100 g/kg en rata. No irrita ojos ni piel, posee un pH 3.0-5.0 y no causa

reacciones alérgicas.

7.2.1 Reactividad

En su estado de polvo seco no reacciona quimicamente, es estable

térmicamente, sin embargo, es higroscdpica, absorbiendo hasta un 40 % de

Su peso en agua [36].
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7.3 Alcohol polivinilico (PVA)

Debido a sus propiedades quimicas vy fisicas, asi como a

su bajo costo, el PVA se utiliza en aplicaciones médicas,

alimentarias e industriales (Figura 9). En medicina es

usado para la sintesis de hidrogeles, hilos quirargicos, OH

organos artificiales, preparacion de membranas, Figura 9. Estructura
quimica del PVA.

dispositivos de administracion de farmacos como parches

transdérmicos y apdsitos para heridas [38,39].

El PVA tiene gran uso en el area farmacéutica debido a su biocompatibilidad,
naturaleza no téxica, pH, resistencia y estabilidad térmica [39]; es por ello,
que su uso como biomaterial para la sintesis de hidrogeles ha ganado
importancia [40]. En la Tabla 7 se muestran algunas propiedades fisicas y

quimicas del PVA.

Tabla 7. Propiedades fisicas y quimicas del PVA

Propiedad Parametro Referencia
Aspecto fisico Granulado
Color Incoloro
Férmula Molecular (C4H602)n
Peso molecular 20,000-200,000 g/mol
(Depende de la longitud de [28]
la cadena)
Temperatura de fusion
228 °C
(muestra hidrolizada)
Densidad relativa 1.19 g/cm3
Viscosidad (4 % en agua a
3.5-4.5 mPa:s [41]

20 °C)

Soluble en agua. Depende
del grado de polimerizacién
. [28]
- y del porcentaje de
Solubilidad L [42]
hidrolisis, es mayor entre

menor peso molecular,
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insoluble en disolventes

organicos

En alta concentracién con
sales inorganicas como
Incompatibilidades fosfatos y sulfatos. Puede [28]
gelificarse una solucién de

PVA en presencia de bdérax

El PVA es un polimero de origen sintético, de caracter hidrofilico. Tiene lugar
tras la hidrélisis del acetato de polivinilo pues no es viable polimerizar
unidades de alcohol vinilico debido a la pureza del mismo (Figura 10). Cuando
el acetato de polivinilo se hidroliza, el grupo éster es intercambiado por un

grupo OH del metanol en presencia de hidréxido de sodio acuoso [44,38].

H
i | NaOH e
—HL—C—1- ! ——CH; i|:|--|—}:
'8 metanol 0
GC—=0 H
CHq
acetato de polivinilo PVA

Figura 10. Reaccion para la sintesis del PVA.

7.3.1 Caracteristicas fisicoguimicas

Debido a sus grupos hidroxilo, el PVA puede formar puentes de hidrégeno, lo
cual le brinda hidrofilicidad. Es usado con frecuencia en la fabricacién de
membranas comerciales por su buena, estabilidad térmica, quimica y
mecanica; también posee propiedades emulsionantes y adhesivas que le

permiten formar peliculas, ademas de ser biocompatible con tejidos [46,47].

Muchas propiedades fisicas del PVA dependen de su masa molecular. La

longitud del acetato de vinilo a hidrolizar, el grado y las condiciones de
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hidrdlisis, ya sean acidas o alcalinas afectaran los productos de PVA y se
obtendran diferentes pesos moleculares (20,000-400,000), solubilidad,
flexibilidad, adhesividad y resistencia a la traccion. El PVA se puede clasificar
como parcialmente hidrolizado (87-89 %) y totalmente hidrolizado (>98 %)
[40,44].

La solubilidad en agua depende del grado de polimerizacidn y el porcentaje de
hidrélisis, asi como de la temperatura. Los grupos OH a través de puentes de
hidrogeno interactuan intra e intermolecularmente reduciendo la solubilidad
en agua del PVA [43].

El PVA al ser hidrofilico retiene el agua, entre mayor sea su porcentaje en peso
dentro de una formulacién, el hinchamiento de la misma se vera aumentado
[39]. Algunas otras caracteristicas del PVA son baja resistencia a la ruptura,
baja temperatura de descomposicion y alta temperatura de transicion vitrea
[38].

El PVA no es considerado un material peligroso, se ha reportado que su
toxicidad oral aguda es baja 15-20 g/kg, ademas de ser completamente
biodegradable [38].

Debido a que la mayoria de los polimeros no les proporcionan buenas
propiedades mecdnicas a las membranas o peliculas, es recomendable
mezclarlos con plastificantes, los cuales mejoran considerablemente esta

caracteristica.

8. Plastificantes

Los plastificantes son sustancias que al agregarse a un material plastico
mejoran sus propiedades, ya que aumentan la flexibilidad en las cadenas
poliméricas; asi como la elasticidad, resistencia a la traccién y al impacto.

También disminuye la viscosidad de las soluciones de polimero; lo cual afecta
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su reactividad quimica, disminuye la temperatura de fusién, gelificacion y de

transicion vitrea del polimero, asi como la tensién de deformacion.

Los plastificantes en general son liquidos de alto punto de ebullicién y tienen
bajo tamano molecular, por lo que pueden intercalarse entre las cadenas de
los polimeros cambiando su organizacién tridimensional. Al intercalarse
provocan una disminucidn en sus fuerzas intermoleculares y en las
interacciones polimero-polimero. Es importante que el plastificante sea
compatible con el polimero para que el material final sea efectivo, para lo cual
es importante tomar en cuenta la polaridad y solubilidad, asi como la
solvatacidn, pues si la solubilidad del plastificante es cercana a la del polimero

serd necesaria menos energia para solvatarlo [45].

Algunos plastificantes utilizados en ingenieria de tejidos, debido a que son

biocompatibles y no téxicos, se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Plastificantes usados en ingenieria de tejidos

Plastificante Cantidad usada (%) Referencia
Polietilenglicol (PEG) 40 [34]
Glicerina 1-40 [46]
Poli(L-acido lactico) (PLLA-3-Arm) 10-30 [47]
Sorbitol 1-8 [48]

Por su parte, la glicerina es una sustancia que tiene un amplio uso como
plastificante. Se ha reportado su uso junto con el alginato para mejorar las
propiedades mecanicas en la formacién de peliculas, pues tiene un alto
impacto en el grosor de la pelicula resultante, ademas de que brinda
propiedades de elongacién y resistencia a la traccion que dependen del
porcentaje que se tenga en la formulacion. Otras caracteristicas que presenta
son: es transparente, es miscible en agua y ayuda a incrementar la viscosidad

de la solucion [49].
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8.1 Glicerina

La glicerina o glicerol (Figura 11) tiene amplio uso en

el drea farmacéutica como excipiente en

formulaciones tdpicas, oticas y oftalmicas. Puede

funcionar como disolvente vy cosolvente en

soluciones orales, preparaciones parenterales y

HO OH

OH

Figura 11. Estructura quimica
de la glicerina

emulsiones. Puede utilizarse también como edulcorante, antimicrobiano (<20

%) y como viscosante, ademas es muy usada en productos cosméticos debido

a sus propiedades emolientes y humectantes. Algunas propiedades fisicas y

quimicas de la glicerina se muestran en la Tabla 9. Como plastificante suele

adicionarse en la elaboracién de capsulas blandas y recubrimientos de

pelicula, pues proporciona mayor elasticidad a los materiales [28].

Tabla 9. Propiedades fisicas y quimicas de la glicerina

Propiedad Parametro Referencia
Aspecto fisico Liquido
Color Incoloro [36]
Férmula Molecular C3Hs03 [28]
Peso molecular 92.09 g/mol [36]
Temperatura de fusion 17.8 °C
Temperatura de ebullicidon 290 °C
Densidad 1.2636 g/cm3 [28]
Viscosidad

(5-50 % p/p a 20 oc) 1.143 a 6.05 mPa-S

Incompatibilidades Agentes oxidantes fuertes

La glicerina es un hidrocarburo y también es clasificada como un alcohol

alifatico aciclico, ya que tiene un grupo hidroxilo en cada uno de sus carbonos.

Es un material higroscépico pues se une facilmente a las moléculas de agua,

lo que la hace muy soluble [29,50,51].
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8.1.1 Toxicidad

La glicerina se encuentra en grasas vegetales y animales, asi como en aceites
que son parte de la dieta normal, por lo que no es considerada un material
toxico [28].

8.2 Propilenglicol

El propilenglicol es un excipiente liquido incoloro

utilizado como disolvente, cosolvente, humectante, HO/\/
agente estabilizante y conservador en una gran variedad OH
de formulaciones farmacéuticas parenterales y N0 gigura 12. Estructura

imica del il licol.
parenterales [28]. quimica del propilenglico

Es un compuesto organico, cuya estructura presenta dos grupos OH (diol)
(Figura 12). Algunas propiedades fisicas y quimicas del propilenglicol se
muestran en la Tabla 10. Industrialmente, se obtiene mediante la hidrdlisis

del 6xido de propileno [28].

Tabla 10. Propiedades fisicas y quimicas del propilenglicol

Propiedad Parametro Referencia
Aspecto fisico Ligquido
Color Incoloro
Féormula molecular CsHsO2
Peso molecular 76.1 g/mol
Temperatura de ebullicion 188 °C [28]
Densidad 1.038 g/mL (20 °C)
Viscosidad 58.1 cP (20 °C)
Miscibilidad Agua, acetona, etanol
(95 %), glicerina
Incompatibilidades Agentes oxidantes

Ademas, presenta bajo peso molecular, lo que le permite formar enlaces tipo

puente de hidrégeno con otras moléculas, con el objetivo de mejorar la
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estructura de las peliculas plasticas, ademas de conferir mejores propiedades

mecanicas.

Por otra parte, se puede incorporar en la formulacion de una membrana o
pelicula algun farmaco, el cual puede ser algun producto de origen natural.
Sin embargo, algunos productos de origen natural son labiles, por lo que
requieren un medio que los proteja tanto de las condiciones climatoldgicas

como de los procesos que sufren en el cuerpo antes de llegar al sitio de accion.

9. Productos naturales con potencial uso en la cicatrizacion de

heridas

El proceso de cicatrizacion de la herida es una secuencia de fendmenos
bioquimicos y celulares para restaurar la integridad de la piel y el tejido
subcutaneo. Existen varios extractos de plantas que son conocidos como
alternativa prometedora para la curacién de heridas debido a la presencia de
diversos componentes activos como: flavonoides, aceites esenciales,

alcaloides, compuestos fendlicos, terpenoides, acidos grasos.

Diferentes dianas farmacoldgicas estan involucradas en los efectos de curacion
de heridas, incluida la supresién de la produccién de citoquinas inflamatorias
y cascadas de transduccion inflamatorias, reduciendo los factores oxidativos,
mejorando las enzimas antioxidantes, y promoviendo la sintesis de colagena,
asi como la neovascularizacion y las vias angiogénicas mediante el aumento
de la expresidon del factor de crecimiento endotelial vascular, factor de

crecimiento de fibroblastos y factor de crecimiento derivado de plaquetas.

Entre los compuestos naturales mas conocidos por sus propiedades
cicatrizantes se encuentran: Emodina (1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona),
extracto encontrado en plantas como Polygonum y Aloe vera; curcumina, un
polifenol obtenido de Curcuma longa Linn [52],; Copaifera paupera oleo [53];

quitosano, derivado de la quitina de exoesqueletos de artropodos como el
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camaron, cangrejo e insectos; la sericina, proteina extraida de los capullos de
seda de Bombyx mori [54], extracto de Stichopus hermanni mejor conocido
como pepino de mar [55], extracto de la corteza de Palo Mulato (Bursera
morelensis); aceite esencial de las hojas de Eugenia dysenterica, fruta

originaria de Brasil [56].
9.1 Palo mulato (PM)

El Palo mulato (Bursera morelensis) es un arbol endémico de México.
Comunmente se utiliza su corteza para elaborar infusiones para el tratamiento

de heridas e infecciones en la piel (Figura 13).

La familia Burseraceae ha demostrado
tener actividad antiinflamatoria,
antibacteriana y citotdxica. Ademas, se
ha obtenido el perfil quimico del género
Bursera, que incluye aceites esenciales,
triterpenos, esteroides, bilignanos,

lignanos y flavonoides [57].

9.1.1 Actividad antibacteriana

El aceite esencial de B. morelensis

presenta actividad antibacteriana contra

S. aureus, V. cholerae, S. pneumoniae y

. . . .. Figura 13. Palo mulato
E. coli. Debido a su naturaleza lipofilica,

el aceite pasa a través de la membrana citoplasmatica y pared celular de las
bacterias, desestabilizando su estructura; ademas, dana los lipidos y proteinas
[58].
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]
50 |



9.1.2 Actividad antiinflamatoria

El aceite esencial de B. morelensis es capaz de producir efecto antiinflamatorio
al ser aplicado topicamente, este efecto es similar al producido por
dexametasona administrada subcutaneamente. La actividad antiinflamatoria
podria ser relacionada a su contenido de a-pineno, p-cimeno, B-pineno,

germacreno D y 6xido cariofileno [59].

9.1.3 Actividad antioxidante y efecto analgésico

Se han realizado estudios con el extracto metandlico de la corteza de B.
morelensis, en donde se ha observado que presenta capacidad antioxidante
al eliminar los radicales DPPH. Ademas, la CEso fue de 3.05 ug/mL y no mostré
diferencias significativas con la quercetina, la cual es un antioxidante (ECso =
4.45 pg/mL) [57].

9.2 Curcumina

La curcumina (Figura 14) es un
producto natural que se encuentra

en los tallos subterraneos de la

Curcuma (Curcuma longa L.), la cual OCHs HaCO
proviene del sur y sudeste de Asia Figura 14. Estructura quimica de la curcumina.
[60].

Ha sido empleada en modelos animales observandose su efecto promotor de
la cicatrizacidén en heridas de la piel, proceso que se observa acelerado debido
a que la reepitelizacidon ocurre tempranamente, pues ayuda a aumentar la
sintesis de colagena, la cual es requerida para regular el nivel de TGF-B1,
aumentar el tejido de granulacion y los vasos sanguineos, asi como la
neovascularizacion; también mejora la migracién vy proliferacion de

fibroblastos ademas de proteger a las células del estrés oxidante [61].
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Se ha demostrado que la curcumina aplicada topicamente en una herida de la
piel disminuye el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Por otro lado,
disminuye la produccion de ROS y aumenta la proliferacion celular para
acelerar la cicatrizacion de heridas. Su aplicacidon en la piel herida mostro
niveles elevados de citoquinas antiinflamatorias que incluyen interleucina-10
(IL-10) y enzimas antioxidantes, es decir, superdxido dismutasa (SOD),

catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx) [62].

9.2.1 Propiedades fisicas y guimicas

La curcumina 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, en
su esqueleto hidroxicarbonado contiene dos cetonas y varios grupos
funcionales que le brindan muchas de sus propiedades [63]. Algunas

propiedades fisicas y quimicas de la curcumina se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Propiedades fisicas y quimicas de la curcumina

Propiedad Parametro Referencia
Polvo formado por finas

Aspecto fisico

agujas
Color Amarillo, ligeramente
fluorescente
Férmula Molecular C21H2006
Peso molecular 368.385 g/mol [63]
Temperatura de fusién 183 °C
Densidad 1.28 g/cm3
Solubilidad Poco soluble en agua

Fotosensible, se degrada

Incompatibilidades .
por peroxidacion

9.2.2 Solubilidad y tautomeria ceto-endlica

Es una molécula anfipatica siendo parcialmente soluble en agua y en
disolventes organicos, sin embargo, su parte hidroéfila se encuentra al centro
de la molécula (puente diaceténico a,B-insaturado). La curcumina posee
tautomeria ceto-endlica, tanto en disoluciones polares como no polares

(Figura 15). En medios no polares, se encuentra como un tautémero cis-enol
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de conformacion cerrada, mientras que en medios polares adopta una
conformacion abierta, y es asi como se encuentra en el medio fisioldgico, por

lo que es capaz de interactuar con grupos polares [63].

OCHs HsCO

Figura 15. Tautomeria ceto-endlica de la curcumina [64]

9.2.3 Efecto del pH

La curcumina es estable a pH acido pero inestable a pH alcalino y neutro, esto
se debe a que en medio acido mantiene la estructura de dieno conjugado pero

en medio alcalino o neutro el OH del fenol se desprotona [63].

9.2.4 Aplicaciones terapéuticas

Como se ha mencionado, al tener la curcumina varios grupos funcionales,
posee diversas dianas moleculares, con multiples actividades farmacoldgicas.
Entre las que destacan su actividad contra muchos tipos de cancer, como
cancer de piel, cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pancreas; su
actividad antiinflamatoria es util en enfermedades como pancreatitis, artritis,
gastritis y colitis; también tiene actividad antibacteriana, antifingica vy
antiviral. Ademas, tiene actividad contra algunas enfermedades autoinmunes
incluidas esclerodermia, psoriasis, esclerosis multiple y diabetes. La
curcumina exhibe actividad antioxidante, propiedad a la que se atribuyen sus
caracteristicas terapéuticas, entre ellas problemas de la piel como eczema,
dermatitis, pigmentacién, acné, lesiones debidas a psoriasis y las

enfermedades exfoliativas (Figura 16) [64,65].
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9.2.5 Actividad antioxidante

La peroxidacidn mediada por radicales libres de los lipidos de membrana y el
dafio oxidativo del ADN vy las proteinas estan asociados con una variedad de
complicaciones patoldgicas cronicas. Enfermedades como el cancer, la
aterosclerosis y las enfermedades neurodegenerativas se encuentran
asociadas al dafo del ADN y de las membranas celulares debido a la
peroxidaciéon por radicales libres generados por proteinas y lipidos de

membrana, que reaccionan en cadena.

La funcidén de la curcumina se atribuye a la eliminacién de los radicales libres
involucrados. Esto lo logra gracias a grupos funcionales como el B-diceto,
doble carbono-carbono y anillos de fenilo que contienen sustituyentes

hidroxilo y metoxi que tienen capacidad antioxidante.

9.2.6 Actividad antiinflamatoria

La curcumina actla como antiinflamatorio porque es capaz de suprimir la
activacién del factor de transcripcion NF-B, el cual regula la expresion de
productos proinflamatorios. Ademas, inhibe enzimas como la ciclooxigenasa-
2 (COX-2), la lipoxigenasa (LOX) y éxido nitrico sintasa inducible (NOSi).

La COX-2, LOX y NOSi se encargan de mediar procesos inflamatorios. La
incorrecta regulacién de COX-2 y/o NOSi ha sido asociada con ciertos tipos de
cancer humano y trastornos inflamatorios, pues la aparicion de tumores tiene

gran influencia al haber procesos inflamatorios [66].
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Figura 16. Mecanismo de la actividad cicatrizante de la curcumina. Modificado de [64].

9.2.7 Degradacion

La curcumina tiene grupos cromoforos y es fotosensible. La principal forma en
la que se degrada es a través de especies reactivas de oxigeno (ROS).

También puede degradarse mediante ataques de NO y radicales dinitrégeno.

La curcumina es estable a temperaturas bajas y moderadas (<80-100 °C),

pero susceptible a altas temperaturas generando su descomposicién.

Algunos de sus compuestos de degradacidn son trans-6-(40-hidroxi-30-

metoxifenil)-2,4-dioxo-5-hexanal, acido ferulico, feruloilmetano y vainillina [63].
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Si la curcumina se aplicara por si sola sobre la piel, se degradaria debido a su
fotosensibilidad, ademas tendria que afrontar el proceso de queratinizacion
para poder permanecer en la piel. Por esta razén se requiere de un sistema
que la proteja y le permita ejercer su efecto terapéutico de manera prolongada
[62].

La formulacidon de curcumina en nanoparticulas ofrece multiples ventajas que
le permitiran ejercer su efecto con mayor efectividad. Ademas de protegerla
de agentes externos, puede mejorar su solubilidad acuosa y promover una

liberaracién prolongada [62].

10. Nanoparticulas

En los ultimos anos, el desarrollo de la nanotecnologia ha aumentado, dando
lugar a nuevos sistemas utilizados para la liberacién de fadrmacos, asi como en

la ingenieria de tejidos [67].

Las nanoparticulas (Nps) son pequefas particulas cuyo tamafo varia de 1 a
1000 nm [68]. Son sistemas coloidales, que pueden ser clasificados basados
en sus propiedades, formas o tamanos. Los diferentes grupos incluyen
nanoparticulas de metal, cerdmica y poliméricas. Las nanoparticulas
poliméricas generalmente presentan forma de nanoesferas o nanocapsulas.
En donde, las nanoesferas tienen el agente activo disperso en una matriz
polimérica homogénea, mientras que en las nanocapsulas el farmaco se
encuentra dentro de una cubierta polimérica (Figura 17), ambos sistemas

controlan la liberacién del farmaco dependiendo de su naturaleza [67].
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Farmaco

Matriz
polimérica

Membrana
polimérica

Nucleo central

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 17. Representacion esquematica de las estructuras de nanoparticulas poliméricas:
nanocapsulas y nanoesferas. Modificado de [69]

Su tamafio nanométrico les permite tener ventajas en la liberacién de un
farmaco; ya que presentan una mayor area superficial, facilitando la liberacidon
por erosidon y por difusién, la permeacién a través de barreras fisioldgicas,

interaccion de membranas celulares y el efecto terapéutico [70].

Para la sintesis de Nps se utilizan diferentes métodos como: emulsidn-
evaporacion, doble o multiple emulsiéon, emulsificacién-difusion,

nanoprecipitacion [67].

El método de emulsificacion-difusion es una de las técnicas que presenta
grandes ventajas como: un mayor porcentaje de eficiencia de encapsulacion
(>70 %), tamafo de distribucién reducido, alta reproducibilidad de lote a lote

y facilidad en su elaboracion con procesos sencillos [68].

El método de emulsificacién-difusién (Figura 18) consiste en disolver el
polimero en un disolvente orgdnico, el cual debe estar previamente saturado
con agua para asegurar el equilibrio termodinamico de ambos liquidos. Ya que
para producir la precipitacion del polimero y en consecuencia la formacion de
Nps, cuando el disolvente organico es parcialmente miscible con agua o con
otro disolvente organico es necesario promover la difusién del disolvente de

la fase dispersa por la dilucion en exceso de agua. Inmediatamente después,
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se realiza una emulsién con el polimero disuelto en la fase organica saturada
y la fase acuosa con el estabilizante disuelto en ella; permitiendo la difusion
del disolvente a la fase externa y la formacidon de nanoesferas o nanocapsulas.
Por ultimo, el disolvente se elimina mediante evaporacién o filtracion,

dependiendo de su punto de ebullicién [68].
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Figura 18. Esquema de la técnica de emulsificacién-difusion. Modificado de [68]

Para que las nanoparticulas permanezcan dispersas en el medio se utilizan
estabilizantes, como moléculas anfifilicas o agentes protectores de coloides.
Algunos ejemplos son PVA y poloxameros. Los poloxameros se adsorben en
la superficie de las nanoparticulas y mediante repulsion estérica le confieren
estabilidad a las Nps [71].

10.1 Nanoparticulas con curcumina

Ofrecer un medicamento con curcumina que permita alta eficacia en el
tratamiento de heridas para promover su cierre, ha sido un reto debido a su
baja solubilidad acuosa, degradacién fotoquimica, rapida degradacion en

solucién acuosa y rapido metabolismo [74,75,76].

Una tecnologia reciente para transportar y distribuir farmacos en el organismo
es el uso de nanotransportadores, siendo de gran relevancia aquellos capaces
de conducir farmacos de caracter lipofilico hasta su sitio de accién. Las

nanoparticulas poliméricas son capaces de aumentar la solubilidad acuosa y
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la biodisponibilidad de estas moléculas, pues al encapsularlas, las protegen de
la degradacién, ademas de promover la llegada del fdrmaco a su sitio de

accién y controlar la liberacién [74,75,76].

Por tanto, la encapsulacion de curcumina en nanoparticulas busca mejorar su
estabilidad fotoquimica, una liberacion prolongada, mejorar la solubilidad en

agua y evitar su oxidaciéon [76].

Debido a la naturaleza poco soluble de la curcumina en agua, para la sintesis
de nanoparticulas, ésta puede ser disuelta en una fase organica, en donde
para lograr la incorporacidon dentro de un medio acuoso se crea una emulsion,
la cual puede ser estabilizada con ayuda de polimeros compuestos de tres
bloques, una estructura hidrofébica central y dos estructuras hidrofilicas en

los extremos, también conocidos como poloxameros.

10.1.1 Poloxamero 188

Los poloxameros, también conocidos como Pluronics®, son copolimeros de
bloque de poli(éxido de etileno) (PEQO) y poli(éxido de propileno) (PPO), que
tienen un caracter anfifilico y propiedades de asociacién y adsorcidon. Los
bloques se encuentran en el orden (PEO-PPO-PEQO) en el que PPO es el
segmento hidrofébico y contribuye con el 30 % del copolimero de bloque,
mientras que PEO es un segmento hidrofilico que aporta el 70 % del
copolimero de blogue. Los poloxameros se utilizan para solubilizar o estabilizar

compuestos, ademas presentan baja toxicidad [77].

El comportamiento de la fase (micelas, hidrogeles, cristales liquidos
liotrdpicos, etc.) de los poloxameros los hace susceptibles a multiples tipos de
procesamiento y diversas formas de productos. Los parametros importantes,
como la velocidad de liberacion del farmaco y la estabilidad de la formulacidn
estan directamente relacionados con las propiedades asociativas y de

adsorcién del poloxamero [77].
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El proceso de micelizacion del poloxdmero comienza cuando la concentracion
de copolimero de blogue PEO-PPO en disolucion alcanza una cierta
concentracion micelar critica (cmc) a una temperatura fija. Ademas, al
aumentar la temperatura de micelizacién critica (cmt) a una concentracion de
copolimero de bloque fijo también induce la micelizacion. El efecto de la
temperatura surge de la solubilidad reducida del PEO, y especialmente del
PPO, al calentar en agua. Esta caracteristica termosensible del
autoensamblaje de poloxamero se ha usado con un efecto significativo en la

administracion de farmacos [77].

La parte PPO hidréfoba de la molécula facilita el anclaje del modificador de
superficie a la PCL, mientras que las cadenas PEO forman una capa externa

capaz de estabilizar las Nps debido a un mecanismo estérico [75].

El Poloxdmero 188 es un surfactante no idnico frecuentemente usado en la
industria farmacéutica debido a su compatibilidad con los farmacos vy
excipientes. Se incorpora a las Nps como estabilizante, ya que es adsorbido
en la superficie de las nanoparticulas impidiendo que éstas se acerquen entre
si cuando interactian las cadenas de PEO, las cuales se “aplastan”, lo que
provoca también la pérdida de grados de libertad del polimero, la rotacién en

los enlaces se ve impedida y la entropia disminuye [62,80].

Ademas se ha utilizado en el tratamiento de heridas, en un estudio hecho con
mas de 1000 pacientes con lesiones dérmicas se demostrd que la aplicacion
del Poloxdmero 188 en heridas no causa reacciones adversas, ademas de

prevenir posibles infecciones [79].

Existen diferentes métodos utilizados en la caracterizacion de nanoparticulas,

en donde se evalla su estructura, tamafo y estabilidad.
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IV.

OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar y evaluar membranas de alginato con productos naturales que

tengan potencial aplicacion en heridas agudas y crdénicas de la piel.

Objetivos particulares

Sintetizar nanoparticulas de PCL cargadas con curcumina (CNp) vy
caracterizarlas fisicoquimicamente.
Elaborar membranas de alginato con diferentes polimeros (PVP o PVA),
plastificantes (propilenglicol y glicerina) y extracto acuoso de palo
mulato o nanoparticulas de PCL cargadas con curcumina.
Realizar las siguientes pruebas para elegir una formulacién de
membrana:

o Hinchamiento

o Determinacion de pH

o Ensayo mecanico

o Evaluacion sensorial
Evaluar el grosor, transparencia, nimero y tamafio de poro de la
membrana elegida.
Evaluar la liberacion de curcumina in vitro, desde la membrana con CNp
y compararla con la liberacion de curcumina desde una dispersion de
nanoparticulas de PCL.
Evaluar el paso de curcumina a través de la piel mediante pruebas in
vivo para determinar la permeacién de curcumina en el estrato cérneo
y ex vivo, para determinar la permeacion de curcumina a través de las

diferentes capas de la piel.
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V. HIPOTESIS

Al formar una red polimérica entre el alginato de sodio, polimeros sintéticos y
plastificantes, se obtendran membranas con buenas propiedades mecanicas,
de hinchamiento, de adhesién y transparencia. Las nanoparticulas de PCL
permitiran la incorporacién de curcumina a la formulacién y mejoraran su

permeacion en las diferentes capas de la piel.

VI. METODOLOGIA Y PARTE EXPERIMENTAL

11. Lista de equipos, materiales y reactivos empleados

11.1 Equipos

Balanza analitica (Solinteli)

Estufa de laboratorio (OAKTON StableTemp, Illinois, EUA)
Centrifugadora (BIOBASE, BKC-TH18II, Shandong, China)
Rotavapor (Heidolph® Hei-VAP Value, Schwabach, Alemania)
Parrilla de agitacidon (IKA C MAG HS7, Staufen, Alemania)
Microscopio 6ptico (BioBlue, euromex, Arnhem, Paises Bajos)
Camara para microscopio éptico (Am Scope 3.7 Digital Camera, EUA)
Espectrofotdmetro (DLAB SP-UV 1000, Beijing, China)
Multiparrilla (DLAB MS-M-S16, CA, EUA)

Ultra turrax (IKA modelo T18 digital, Staufen, Alemania)
Equipo de pruebas mecanicas (Sintech Y2, MTS, EUA)
Micropipetas (Dragon Lab Top Pette Pipettor)

Zetasizer (Malvern Instrument ZS90; Malvern, Reino Unido)
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Microscopio de Fuerza de Atomica (Scanning Probe Microscope JSPM-4210,
JEOL®, Tokio, Japodn)

Analizador termogravimétrico (Hi-Res TGA 2950, New Castle, EUA)

Analizador DSC 2910 (Modulated TA Instruments, New Castle, EUA)
11.2 Materiales de laboratorio

Vasos de precipitado de 50 mL

Espatula acanalada

Pinzas de punta roma

Matraces de 20 mL

Matraces aforados de 10 mL

Matraces aforados de 50 mL

Matraces Erlenmeyer de 25 mL

Matraces Erlenmeyer de 150 mL

Moldes de teflon de 12 cm de didmetro

Cinta Scotch 3M®

Frascos color ambar con tapa de 30 mL

Tubos coénicos para centrifuga Falcon™ de 15 mL
Tubos cénicos para centrifuga Falcon™ de 50 mL

Tubos de microcentrifuga
11.3 Reactivos

Acetato de etilo QP al 99 % de pureza. Distribuidora Quimica Alvi, Estado de

México, México.

Acetona (Sigma-Aldrich®)
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Alcohol polivinilico. (PVA, por sus siglas en inglés) Sigma-Aldrich® No. de
lote STBG2469

Alginato de sodio. [(AS) (300-700 Cps 1.0 %, RV, 20 rpm, 25°C)] Drogueria
Cosmopolita, Ciudad de México, México. No. de lote 38067

Carbonato de calcio. Farmacia Paris, Ciudad de México, México. No de lote
7254

Curcumina. Spectrum® Spectrum Laboratory Products, CA, EUA

Dihidrato de trehalosa. Sigma Aldrich® Merck KGaA, Darmstadt, Alemania.
No de lote 5LBV5487

Metanol. Fermont, Nuevo Ledn, México

Glicerol USP. Drogueria Cosmopolita, Ciudad de México, México. No. de lote
200108118101

Polivinilpirrolidona K30 (PVP K30) Kollidon® 30. BASF, EUA. No. de lote
643476550

Propilenglicol USP. Drogueria Cosmopolita, Ciudad de México, México. No. de
lote D357I17CW91

Poloxamero 188. Sigma Aldrich® Merck KGaA, Darmstadt Alemania. No. de
lote SLMB3614V

Policaprolactona (PCL) Sigma-Aldrich® Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)
No. de lote MKCB4025

Solucidén amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) Sigma
Aldrich® Merck KGaA, Darmstadt, Alemania

Tween 80. Drogueria Cosmopolita, Ciudad de México, México. No. de lote
42043917
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Figura 19. Diagrama de la metodologia utilizada.




12. Primera etapa

Con la finalidad de obtener una membrana de alginato que presente las
caracteristicas antes mencionadas, como primera parte se elaboraron
membranas con diferentes formulaciones (Tabla 12), posteriormente, se
evalud la desintegracién de las membranas en agua y la gelificacion de las

membranas en una disolucion de CaCO:s.
12.1 Preparacion del gel de polimeros y de las membranas

Para la elaboracién de las membranas se utilizé el método Solvent casting
[24]. Primero se elabord el gel de polimeros, para ello, se pesaron los
excipientes de acuerdo con el porcentaje indicado en la Tabla 12. El alginato
y el polimero se disolvieron por separado en agua inyectable utilizando
agitaciéon mecanica a 35 °C. Una vez disueltos, se incorporaron entre si y se
afadieron los plastificantes, mezclandose hasta observarse un gel
homogéneo. Posteriormente, el gel fue centrifugado a 636 g durante 20

minutos, para eliminar las burbujas.

Para obtener las membranas, se vertieron aproximadamente 10 g de cada gel
en un molde de tefldn, y éstos fueron colocados en el horno de secado a 75.0
+ 0.5 °C durante 3 h.

Tabla 12. Formulaciones utilizadas para la elaboracidn de membranas de alginato.

Polimero Plastificante
Formulacién AS PVA PVP K 30 Prop Gli
(% p/v) (% p/v) (% p/v) (% v/v) (% p/v)
M1 4.0 2.0 -—-- -—-- 10.0
M2 4.0 2.0 - 12.0 10.0
M3 4.0 -—-- 2.0 - 10.0
M4 4.0 -—-- 2.0 12.0 10.0
M5 4.0 -—-- 4.0 - 10.0
M6 4.0 4.0 - - 10.0
M7 4.0 ---- 8.0 10.0
M8 4.0 8.0 -—-- -—-- 10.0
([ =)



M9 4.0 10.0

M10 4.5 O 7.0
M11 1.0 1.0
M12 1.0 1.0 1.0 10.0
M13 0.5 2.0

En donde AS: Alginato de sodio; PVA: alcohol polivinilico; PVP K30: polivinilpirrolidona K30;
Prop: propilenglicol y Gli: glicerina.

Con la finalidad de elegir las formulaciones que tardan mas tiempo en
desintegrarse al estar en medio acuoso, las membranas se sumergieron en
agua, ademas para observar la gelificacién de las membranas al afiadir Ca2*

se sumergieron en una disolucion de Ca?*.

12.2 Prueba de desintegracion en H20 y gelificacion con iones de

calcio

Las membranas se cortaron en forma de cuadrado de 1 cm?, se colocaron en
un recipiente de plastico con 1 mL de agua destilada o disolucion de CaCOs
0.014 M. Después de 1 hora se observaron los cambios en la estructura de las

membranas.

12.2.1 Preparacion de la disolucion de CaC0Os0.014 M

Se pesaron 140 mg de CaCOs y se colocaron en un vaso de precipitado, se le
anadieron 20 mL de agua destilada y 450 L de HCI concentrado para disolver
el CaCOs, éste se vertido en un matraz aforado de 100.0 mL y se llevé al aforo

con agua destilada.

De acuerdo con los resultados obtenidos se eligieron las formulaciones M1,

M2, M3 y M4 para incorporarles extracto acuoso de Palo Mulato.
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12.3 Elaboracion de las membranas con extracto acuoso de Palo
Mulato

12.3.1 Preparacion del extracto acuoso de Palo Mulato

Se enjuagaron 3.4 kg de corteza de PM con agua y se incorporaron a 2.7 L de
agua hirviendo, dejandose en ebullicién durante 20 minutos. Se dejé enfriar
a temperatura ambiente y por ultimo se filtré utilizando papel filtro de tamafo

de poro pequeno.

12.3.2 Preparacion de las membranas

Las membranas se elaboraron utilizando el método de Solvent Casting, antes
descrito; utilizando como vehiculo extracto acuoso de Palo mulato en lugar de

agua inyectable.

Con el objetivo de seleccionar la mejor formulacion para incorporarle
nanoparticulas con curcumina (CNp), las membranas se caracterizaron fisica,
fisicoquimica y mecanicamente; ademas se realizé una evaluacién sensorial a

las ocho formulaciones (membranas vehiculo y con PM).
12.4 Caracterizacion de las membranas

12.4.1 Determinacion de pH

El pH del gel se evalud utilizando un potenciémetro. Para ello se prepararon
los geles de las formulaciones M1, M2, M3, M4 y CNp-M4; el potenciometro se
calibré con soluciones estandar y las muestras se pusieron en contacto con el
electrodo hasta obtener un valor constante. Este procedimiento se realizé 3

veces por cada muestra, para obtener el promedio y la desviacion estandar.

12.4.2 Prueba de hinchamiento

Se cortaron quince muestras de cada formulacién (M1, M2, M3, M4, Pa-M1,

Pa-M2, Pa-M3, Pa-M4 y CNp-M4) en forma de cuadrado de 1 cm?, las cuales
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se pesaron sobre charolas de papel aluminio en forma de rectdangulo de 3x4

cm previamente pesadas.

Las muestras se dividieron en 5 bloques, cada uno correspondiente a un
tiempo distinto: 5, 10, 20, 30 y 60 minutos. Cada bloque contenia tres

muestras de cada formulacién.
Para cada tiempo, se llevd a cabo la siguiente metodologia:

Las membranas sobre las charolas se dispusieron sobre una superficie plana
y se agregaron 750 uL de PBS 1X sobre cada muestra, al caer la primera gota

se inicid la cuenta del tiempo.

Una vez cumplido el tiempo establecido, las charolas se voltearon de forma
vertical por dos minutos sobre papel absorbente permitiendo escurrir y
absorber el exceso de PBS, transcurrido este tiempo se pesaron nuevamente

las charolas con las membranas.

12.4.3 Ensayo mecanico

La resistencia a la traccién (RT) y el porcentaje de elongacion (% o
E) de las membranas de alginato (M1, M2, M3, M4, Pa-M1, Pa-M2,
Pa-M3, Pa-M4 y CNp-M4), se evaluaron con un equipo de pruebas
mecanicas (Sintech 1/S marca MTS, EUA) equipado con una celda 4cm
de carga nominal de 100 N y ajustado a una velocidad de 2.4
mm/s.

Figura 20.

Antes de iniciar la prueba, se midid el grosor de las membranas pimensiones de

. . la  membrana
con ayuda de un Vernier. Posteriormente, tres muestras de cada en forma de

., . mancuerna.
formulacion se cortaron en forma de mancuerna (Figura 20) de

acuerdo a lo reportado por Sivalingam Udhayakumar [80], con una longitud
de 40 mm y 10 mm de ancho. Para realizar la prueba, cada muestra se colocd

en las mordazas superior e inferior del equipo. Finalmente, se activo el equipo

——

69}



de pruebas mecdanicas, utilizando los parametros antes mencionados. Se
registrd la carga (Lb) y el desplazamiento (mm) de cada membrana. Para
calcular RT y % E se utilizaron las siguientes ecuaciones de acuerdo a lo

publicado por Sandeep Karki [24]:

RT—F
A

D
WE = z* 100

En donde RT estd reportado en MPa, F: fuerza de ruptura (N); A: area
transversal (mm?2). D: desplazamiento al punto de ruptura (mm), L: longitud

inicial de la membrana (mm).

12.4.4 Evaluacién sensorial

Se cortaron veinte muestras en forma de cuadrado de 1 cm? de cada
formulacién (M1, M2, M3, M4, Pa-M1, Pa-M2, Pa-M3 y Pa-M4) con las cuales
se realizd la evaluacidn sensorial en 20 voluntarios bajo los siguientes

criterios:
% Criterios de inclusion

Voluntarios de sexo masculino y femenino entre 22 y 36 afos de edad, que
no hubieran utilizado productos cosméticos en los antebrazos 24 horas antes
de realizar la prueba. Sin ninguna patologia especifica, ni en estado de ayuno

y con su consentimiento.
% Criterios de exclusion

Personas con alguna enfermedad cutdnea o sensibilidad en la piel, que
hubieran utilizado productos cosméticos en los antebrazos 24 horas antes de
realizar la prueba y que no presentaran su consentimiento. Personas que

presentaran cicatrices, tatuajes o lunares en los antebrazos.
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% Procedimiento

A cada voluntario se le limpiaron ambos antebrazos con una gasa impregnada
de agua destilada y se le hizo entrega de una charola de plastico conteniendo
una muestra de membrana de cada una de las formulaciones, designadas por
claves de acuerdo a la Tabla 12, ademas de un cuestionario (Anexo 1), el cual

respondieron, de acuerdo con lo que percibieron al tacto.

13. Segunda etapa

Tras los resultados obtenidos en las pruebas realizadas, se eligid la
formulacién M4 como la optima para funcionar como un apdsito ideal de
acuerdo a sus caracteristicas de capacidad de absorcién, determinada a través
de la prueba de hinchamiento; elasticidad y resistencia a la traccion,
determinadas con la prueba mecanica y capacidad de adhesion a la piel,

determinada mediante la evaluacion sensorial.

Para poder determinar la capacidad de liberacion de un principio activo desde
la membrana M4, asi como la permeacidn del mismo en la piel se incorporaron
a la formulacidon nanoparticulas con curcumina (CNp). La curcumina ademas
de ser un compuesto facilmente cuantificable mediante espectroscopia UV-vis,
posee propiedades cicatrizantes, antiinflamatorias, antioxidantes vy

antibacterianas que son ideales para la curacion de heridas.

13.1 Preparacion de nanoparticulas de PCL con curcumina

encapsulada (CNp)

Para la elaboracién de CNp se utilizé el método de emulsificacion-difusion
[81]. Como primera parte, se saturaron la fase organica y acuosa. Para ello,
se vertieron 100 mL de agua destilada (Fase acuosa) y 100 mL de acetato de
etilo (Fase organica) en un embudo de separacién de 1 L, ésta mezcla se agitd

vigorosamente, dejando escapar la presion, hasta observar la separacion de
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ambas sustancias. Después se prepararon las soluciones A y B, como se indica

a continuacion.
Solucién A

Se pesaron 400 mg de PCL, la cual se disolvio en 20 mL de fase organica
(acetato de etilo) con ayuda de agitacidon mecdanica y temperatura de 35 °C,
una vez disuelta se dejo enfriar hasta temperatura ambiente para agregar 100

mg de curcumina y se continud la agitacion hasta su disolucién.
Solucién B

Se pesaron 5 gramos de Poloxamero 188 y se disolvieron en 100 mL de fase

acuosa sumergida en un bafo de hielo.

Posteriormente, se cubrié con plastico film la boquilla de un recipiente
cilindrico de cristal colocado bajo el aspa del Ultra turrax, con la finalidad de
evitar exceso de espuma. Luego se afadieron 40 mL de la Soluciéon B con
ayuda de un embudo de vidrio, se encendio el turrax a la minima velocidad y
se vertid la solucidon A. Una vez afadidas las soluciones, se aumento la
velocidad a 14,000 rpm durante 10 minutos. Después, se agregaron 160 mL
de agua destilada y nuevamente se colocé la agitacion a 14,000 rpm durante
10 minutos mas. Al finalizar el tiempo, el exceso de fase organica se evaporo
utilizando un Rotavapor a 50 rpm, con el bafo de agua previamente calentado
a 40 °C.

La dispersion de CNp se contuvo en un vaso de precipitado cubierto con papel
aluminio y se dejé en una parrilla de agitacién dentro de la campana de

extraccion durante 48 h, permitiendo evaporar el remanente de disolvente.

Posterior a ello, se centrifugé la dispersion a 15,557 g durante 30 minutos y

por cada 10 mL de la misma, el botdn obtenido se resuspendié con 1 mL de
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agua inyectable. Finalmente, el precipitado resuspendido se reunié en un tubo

conico para centrifuga Falcon™, el cual se conservo a 4 °C hasta su uso [52].

Con el objetivo de evaluar las propiedades y estabilidad térmica de las CNp,
se congeld y liofilizé una muestra a -49 °C, 0.05 mBar durante 24 h, utilizando

5 % p/v de D-(+)-trehalosa como crioprotector.

13.2 Caracterizacion de CNp

13.2.1 Evaluacion del tamano de particula y potencial zeta

Para evaluar el tamano de particula y la distribucion de CNp, se utilizd
dispersion dinamica de luz. Mediante Velocimetria Laser Doppler (VLD) se
determind el potencial zeta de CNp. Las dispersiones de CNp fueron evaluadas

cinco veces a 25 °C en un Zetasizer (Malvern Instrument Z590; Malvern, UK).

13.2.2 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

El tamafo y la geometria de CNp se analizaron mediante AFM, utilizando
modalidad de barrido (JSPM-4210, JEOL®, Tokio, Japon). Para ello, a partir de
la dispersién de CNp obtenida después de resuspender el sedimento, se realiz
una dilucion 1:100 con agua destilada. De esta dilucidon se colocé una gota
sobre un cubreobjetos y se dejd secar a temperatura ambiente. Para evaluar
la muestra, el cubreobjetos se colocd en cinta de carbon a temperatura

ambiente.

13.2.3 Eficiencia de entrampamiento y porcentaje de carga

Para calcular la eficiencia de entrampamiento (EE) y la cantidad de curcumina
cargada dentro de las nanoparticulas (CN), la dispersién de CNp se centrifugd

a 15,557 g durante 40 minutos.

Para obtener la EE, el sedimento se resuspendid en acetato de etilo y la

absorbancia se midid6 mediante espectrofotometria UV-visible a 420 nm
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(DLAB®, SP-UV1000, Beijing, China). La concentracién de curcumina se

determiné utilizando una curva de calibracion (coeficiente de R? = 0.99985).

Para determinar la CN, el sedimento se secdé a temperatura ambiente.
Después, se peso y se disolvié en acetato de etilo. Finalmente, la absorbancia
se midid mediante espectrofotometria UV-visible. La cantidad de curcumina
se calculd usando la misma curva de calibracion. Las ecuaciones utilizadas
para realizar los calculos son las siguientes:

C
% EE = a* 100

C
% CN = N*lOO

en donde, C: Cantidad de curcumina encapsulada en las nanoparticulas, CI:

Cantidad inicial de curcumina y N: Cantidad de las nanoparticulas.

13.3 Elaboracion de membranas de alginato con CNp (CNp-M4)

Las membranas se elaboraron de acuerdo con el método antes descrito; sin
embargo, como vehiculo se utilizé una dispersién de CNp al 0.01 % de

curcumina en agua inyectable.

13.3.1 Preparacion de la dispersion de nanoparticulas de PCL cargadas con

curcumina al 0.01 % p/v

Se colocaron 4.160 mL (equivalente a 1 mg de curcumina) de dispersion de
nanoparticulas de PCL con curcumina en un matraz aforado de 10.0 mL y se

llevd al aforo con agua inyectable.

13.4 Caracterizacion fisicoquimica

Las membranas CNp-M4 también fueron evaluadas con pruebas mecanicas,
de hinchamiento y pH, utilizando los mismos procedimientos que en las
formulaciones M1, M2, M3 y M4.
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13.4.1 Analisis termogravimétrico (TGA) de curcumina, CNp, M4 v CNp-M4

Para evaluar la estabilidad térmica se utilizd el analizador termogravimétrico
(Hi-Res TGA 2950, New Castle, EUA). Se analizaron 5 mg de cada muestra de
membrana, en un rango de temperatura ambiente a 500 °C, con una rampa

de calentamiento de 10 °C/min, bajo una atmdsfera de nitrégeno.

13.4.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) de curcumina, CNp, M4 vy
CNp-M4

Las propiedades térmicas fueron determinadas con un analizador de
calorimetria diferencial de barrido (DSC 2910 Modulated TA Instruments). Las
muestras se colocaron en celdas de aluminio herméticas y se evaluaron desde
temperatura ambiente hasta 250 °C con una rampa de calentamiento de 10

°C/min, bajo una atmdsfera de nitréogeno.

13.4.3 Estructura y morfologia de M4, Pa-M4 y CNp-M4

La estructura y morfologia de las membranas se analiz6 mediante microscopia
Optica. Las membranas fueron cortadas en una seccion longitudinal y en forma
circular con 1 cm de diametro; se utiliz6 un microscopio 6ptico (BioBlue,
euromex, Arnhem, Netherlands) a 10x para observar todas las muestras. Las
imagenes fueron tomadas en cuatro campos diferentes. El didametro de poro
y el grosor de las membranas fue calculado usando un software (Am Scope
3.7 For Digital Camera, EUA). Ademas, los poros fueron contados en cada

campo, y se determiné el promedio.

Asi mismo, las muestras se colocaron a 5.2 cm de distancia del microscopio
digital (Dino-Lite Premier, Taiwan) a 9.4x y se tomaron fotografias para

observar la superficie de las muestras.

Por otra parte, con el objetivo de observar la transparencia, las membranas

se cortaron en forma circular de 3 cm de didmetro. Después se colocaron

——

75}



sobre una imagen (Antes de hinchamiento), se observaron y se tomaron
fotografias. Después de ello, a cada muestra se le anadié 1 mL de solucién
PBS y después de 2 minutos (Durante el hinchamiento) se tomaron fotografias

a las muestras.
13.5 Ensayo de liberacion

13.5.1 Estudio de liberacion in vitro

Para evaluar los perfiles de liberacién de curcumina desde las CNp y
membrana CNp-M4, se utilizd el método de dispersion directa. Las membranas
CNp-M4 (1 cm de didmetro) y la dispersion de CNp se colocaron por separado
en viales con 5 mL de una solucion de PBS (pH 7.4, 2 % p/v de Pluronic® F-
127) en un bafo de agua con agitacion a 37 °C. A diferentes tiempos (0, 0.25,
0.5, 1, 2, 4, 6, 24 y 48 h) 3 viales se retiraron de la agitacién y se
centrifugaron a 18,512 g durante 30 minutos. La curcumina liberada en el
sobrenadante se cuantifico mediante espectrofotometria UV-visible a 420 nm.
Con la finalidad de predecir el mecanismo de liberacién, los resultados se
analizaron mediante diferentes modelos matematicos como: orden cero,

primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas.
13. 6 Ensayos de permeacion

13.6.1 Estudio de permeacién ex vivo

> Muestras de piel porcina

La piel porcina se obtuvo de la parte posterior de orejas de cerdo compradas
en el mercado de San Juan (Ciudad de México) dentro de las 12 h posteriores
al sacrificio [82]. Las orejas de cerdo se lavaron con solucion salina;
posteriormente, se realizaron 12 cortes de piel en forma circular de 5 cm de
diametro. Se elimind el exceso de tejido adiposo [83] con ayuda de un bisturi

y tijeras quirudrgicas.
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> Montaje de las celdas de Franz

Las muestras se dividieron en cinco grupos:
Grupo 1: Membrana CNp-M4 de 3 cm de diametro (n= 3).

Grupo 2: Dispersién de CNp al 0.01 % (p/v) de curcumina (control positivo, 2
mL, n= 3)

Grupo 3: Membrana M4 de 3 cm de diametro (Control negativo, n= 1)
Grupo 4: Solucién salina (Control negativo, n = 2)
Grupo 5: Dispersion de curcumina en agua al 0.01 % (p/v) de curcumina (n= 3)

Se utilizaron celdas de difusién de Franz de vidrio con un area de difusion
disponible de 7.07 cm?. La piel recién cortada se montd en las celdas de Franz
con el EC hacia el compartimento donador y la dermis hacia el compartimento

receptor.

El compartimento receptor se llené con 30 mL de solucién de PBS 0.1 M con
2.5 % de Tween 80 (pH 7.4), éste ultimo se adiciond para permitir la
disolucion de curcumina en el medio. Se mantuvo en agitacion constante a
400 rpm durante el experimento. Se sumergieron 12 celdas de Franz en un

bafio de agua a una temperatura constante de 37.0 £ 0.5 °C [84].
> Aplicacion del tratamiento

En cada estudio, se utilizaron 3 celdas de Franz para colocar el tratamiento y
una para el blanco. Una vez instalado el sistema, se colocaron 2 mL de
dispersion de CNp al 0.01 % (p/v) de curcumina sobre la piel de cerdo (control
positivo). Como blanco se colocaron 2 mL de solucién salina isotdnica sobre la

piel de cerdo.
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En el ensayo con dispersién de curcumina en agua al 0.01 % (p/v) de
curcumina, se colocaron 2 mL de la dispersién sobre la piel de cerdo. Como

blanco se colocaron 2 mL de solucidn salina isotdnica sobre la piel de cerdo.

Para el ensayo con las membranas CNp-M4, éstas se colocaron sobre la piel
de cerdo con ayuda de pinzas punta roma y luego se ajustaron ambos
compartimentos con unas pinzas. Posteriormente, se colocé 1 mL de agua
destilada sobre las membranas. Como blanco se utilizé la membrana vehiculo,

posteriormente, se afiadié 1 mL de agua destilada sobre cada membrana.

En todos los ensayos, tanto el compartimento donador de las celdas como el
orificio para la toma de muestra fueron cubiertos con plastico film para evitar
la evaporacion de la solucion de tratamiento y de la solucion de PBS [85], el
recipiente de plastico también se tapd para evitar la pérdida de agua del

sistema.
» Toma de muestras

Para cada analisis se tomé 1 mL de muestra con la reposicion simultanea del
mismo volumen de PBS 0.1 M con 2.5 % de Tween 80 en el compartimento

receptor.

Las muestras se tomaron en los siguientes intervalos de tiempo: 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,22,24, 26,28 y 30 h.

Al terminar la prueba, se desmontd el sistema y la piel fue removida

cuidadosamente de las celdas de Franz para realizarle Tape stripping.
» Tape stripping en piel de cerdo

Se cortaron 15 tiras de 3x3 cm de cinta Scotch 3M®, inmediatamente después
se colocé una por una en la superficie de la piel en donde se aplicd el
tratamiento, se presiond deslizando uniformemente una espatula sobre la

superficie de la cinta cinco veces, luego se retird jaldandola con unas pinzas de
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acero inoxidable con punta roma desde el extremo inferior derecho hacia el

extremo superior izquierdo. Este procedimiento se repitido 14 veces mas.

Posteriormente, todas las cintas de cada muestra fueron colocadas en un
matraz Erlenmeyer de 150 mL, se afadieron 40 mL de acetona, se sell6 con

plastico film y se mantuvo en agitacion mecdanica durante 15 h a 4 °C.
> Extraccion de curcumina de dermis y epidermis

Por ultimo, cada muestra de piel fue cortada en pedazos pequefos con ayuda
de una tijera, la curcumina se extrajo con 25 mL de acetato de etilo: metanol

9:1. El extracto fue centrifugado a 7,602 g durante 10 minutos [86].

» Cuantificacion de curcumina

En todos los procedimientos, se realizd la cuantificacion de curcumina

mediante espectrofotometria UV-visible a una longitud de onda de 420 nm [52].

13.6.2 Estudio de permeacidn in vivo

Para evaluar la permeacion in vivo de CNp a través del estrato corneo se

utilizé la técnica de Tape Stripping.
> Criterios de inclusion

Voluntarios de sexo masculino entre 22 y 36 afios de edad, que no hubieran
utilizado productos cosméticos en los antebrazos 24 h antes de realizar la
prueba. Sin ninguna patologia especifica, ni en estado de ayuno y con su

consentimiento.
» Criterios de exclusion

Personas de sexo femenino, con alguna enfermedad cutanea o sensibilidad en

la piel, que hubieran utilizado productos cosmeéticos en los antebrazos 24
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horas antes de realizar la prueba y que no presentaran su consentimiento.

Personas con cicatrices, tatuajes o lunares en los antebrazos.
» Tamano de la muestra y tratamientos

Cuatro personas de sexo masculino. A cada uno se les aplicaron 3
tratamientos: Dispersion de CNp al 0.01 % (p/v) de curcumina en agua,
dispersién de curcumina al 0.01 % (p/v) en agua y CNp-M4 al 0.01 % (p/v)

de curcumina. Y en todos los voluntarios se analizdé un blanco de piel.
> Aplicacion del tratamiento

Antes de aplicar el tratamiento, a cada voluntario se le limpidé la zona del
antebrazo con un algodén impregnado con agua y se dejé secar,
inmediatamente después se colocd el tratamiento, el cual permanecié en

contacto con la piel durante 6 h.
e Membranas de alginato con CNp (CNp-M4)

Se cortaron membranas de 3 cm de didmetro, a cada voluntario se le colocd
una de ellas sobre el antebrazo limpio (Figura 21). Sobre cada membrana se
agregaron 1.75 mL de agua destilada, una vez finalizado el tiempo se retird

con ayuda de unas pinzas de acero inoxidable con punta roma.

Figura 21. CNp-M4 aplicada sobre el antebrazo.
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e Dispersion de curcumina en agua y dispersion de CNp

Al antebrazo de cada voluntario se le agregaron 2 mL de la dispersion, la cual
fue contenida con ayuda de un cilindro de vidrio de 3 cm de didmetro (Figura
22). Una vez finalizado el tiempo se retird el tratamiento, dejandose caer la
solucion excedente sobre papel absorbente, la piel se dejé secar antes de

continuar con la prueba de Tape Stripping (Figura 23).

Figura 22. A. Aplicacion de la dispersion de CNp sobre el antebrazo. B. Brazo de un voluntario
después de la aplicacién de dispersion de curcumina.

Figura 23. Antebrazo después de 6 horas de tratamiento con dispersion de CNp.

> Tape stripping

Se cortaron y etiquetaron 15 tiras de 3x3 cm de cinta Scotch 3M®,
inmediatamente después, se colocd una por una en el sitio en donde se aplicé
el tratamiento, se presiond deslizando uniformemente una espatula sobre la

superficie de la cinta cinco veces, luego se retird jalandola con unas pinzas de
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acero inoxidable con punta roma desde el extremo inferior derecho hacia el
extremo superior izquierdo. Este procedimiento se repiti6 14 veces mas
(Figura 24).

Figura 24. Cinta Scotch 3M® después de realizar tape striping sobre el sitio de tratamiento.

» Extraccion de curcumina

Cada una de las cintas se colocd en un frasco color ambar con tapa de 30 mL
y se afiadieron 15 mL de acetona. Todos los frascos se colocaron en agitacion
mecanica durante 15 h, posteriormente las muestras fueron filtradas para

eliminar las particulas de pegamento.
> Cuantificacion de curcumina

Se realizd la cuantificacion de curcumina mediante espectrofotometria UV-
visible a una longitud de onda de 420 nm. Cada muestra se analiz6 por

triplicado.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

14. Primera etapa

14.1 Prueba de desintegracion en H>O y gelificacion con iones de

calcio

De acuerdo con la Tabla 13 se observa que las formulaciones que tienen baja
concentracion de polimeros y/o plastificantes se desintegran casi
inmediatamente al estar en contacto con el agua. Esto se debe a que al tener
baja proporcién de excipientes hay una menor interaccion entre las cadenas
de polimeros para darle mayor resistencia a la estructura de la membrana,

por lo que al interactuar con el agua facilmente regresan a su estado anterior
(gel).

En contraste, se observa que, al aumentar el nimero de excipientes y la
concentracion de éstos, las membranas son mas resistentes al agua. Debido
a que se forman mayor numero de interacciones entre las cadenas de
polimeros, como puentes de hidrdégeno, lo que proporciona una estructura
mas resistente. A pesar de que los puentes de hidrégeno son mas débiles que
los covalentes, al tomar en consideracion un elevado numero de ellos entre
las cadenas poliméricas, resultan en mayores fuerzas de atraccion en los

polimeros que los presentan [87].

Por otro lado, todas las formulaciones, excepto M13, se hincharon y formaron
una estructura gelatinosa al estar en contacto con la disolucién de CaCOs. Ya
que el AS forma una estructura conocida como “caja de huevo”, al estar en
contacto con Ca2*[31]. En la formulacién M13 no se observd que la membrana
se hinchara, esto podria deberse a que la concentracién de AS no era la

suficiente para poder formar dicha estructura.
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Tabla 13. Observaciones de las 13 formulaciones de membranas de alginato. En donde a) Se deshace
después de cierto tiempo, b) No se deshace, c) Se hincha, d) Estructura gelatinosa y e) Se deshace al
tocarla. En la presencia de burbujas, + es poco y +++++ es gran cantidad de burbujas.

Presencia de

Formulacion H2.0 CaCO3(ac) burbujas en el gel
M1 a (45 s) b, c d +++
M2 a (3 min) b,c d +++
M3 a (305s) b, c d ++
M4 a (1.5 min) b, c d ++
M5 a (3 min) b,c d ++++
M6 a (1 min) b, c d ++++
M7 a (3 min) b, c d +++++
M8 a (70 5s) b, c d ++++
M9 a(225s) c,d, e +
M10 a (20 s) b, c d +
M11 a(5s) b,c d +
M12 a (10 5s) c,d, e +
M13 a(5s) a (10 5s) +

Las membranas se desintegraron en el agua en diferentes tiempos (Tabla 13),
sin embargo, es necesario que éstas no se desintegren inmediatamente al
estar en contacto con un medio acuoso, ya que una de las caracteristicas
deseadas es que las membranas absorban el exudado de las heridas. A su
vez, se espera que se puedan desintegrar con agua después de cierto tiempo,

para que se puedan retirar facilmente de una herida y sin causar dolor.

Por esas razones, las membranas que se eligieron para continuar con las
pruebas fueron M1, M2, M3 y M4, ya que de las formulaciones que tardan mas
en desintegrarse con el agua, éstas son las que presentan menor cantidad de
burbujas al preparar el gel de polimeros, esto facilita el proceso de elaboracion

de las membranas.

Las formulaciones M1, M2, M3 y M4 se eligieron para continuar con las pruebas
mecanicas, de hinchamiento y evaluacién sensorial. Ademas, se les incorporé

extracto acuoso de Palo mulato.
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14.2 Caracterizacion de las membranas

14.2.1 Determinacion de pH

El pH de las formulaciones tépicas es muy importante. Los apdsitos deben
tener un pH entre 5 y 6, ya que si el apdsito presenta un pH acido al aplicarse
en la herida puede ser doloroso para los pacientes; mientras que si el pH es

mayor a 6 podria facilitar una infeccion en la herida [17].

Los valores de pH de los geles de las formulaciones fueron 5.78 + 0.06, 5.76
+ 0.03, 5.65 £ 0.01, 5.97 £ 0.05 y 5.68 + 0.03 para M1, M2, M3, M4 y CNp-
M4, respectivamente. El pH natural de la piel estd dentro de un rango de 5 a
6, dependiendo de la persona, mientras que el pH de una herida crénica oscila
en un rango alcalino entre pH 7 y 8, lo que aumenta la susceptibilidad a la
infeccion de la herida. Estos resultados demostraron que todas las
formulaciones son adecuadas para cubrir una herida y favorecer el proceso de

cicatrizacion.

14.2.2 Prueba de hinchamiento

Las membranas deben absorber el exudado de la herida, brindandole al mismo
tiempo un ambiente hiumedo que promueva la cicatrizacién. Por esta razén se
determind mediante diferencia de peso el porcentaje de hinchamiento de 9

formulaciones diferentes (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de hinchamiento de membranas en funcién del tiempo. A y B Formulaciones de
membranas elaboradas con PVA y PVP, respectivamente (media £ EE, n=3).

Se realizd un analisis de varianza para determinar las diferencias en el
porcentaje de hinchamiento de acuerdo a cada formulacién en funcién del
tiempo, en donde se demostré que tanto la formulacién como el tiempo en
que las membranas fueron expuestas a PBS, tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre el hinchamiento, con un 95.0 % de nivel

de confianza (ver Anexo II, Tabla 17).

Se encontrd que existe diferencia significativa al utilizar un polimero u otro en
formulaciones sin PM ni propilenglicol (M1 y M3) a los 10, 20 y 60 min. La
diferencia de polimeros también influye en membranas con propilenglicol pero
sin PM (M2 y M4) a los 20, 30 y 60 min, asi como en formulaciones sin
propilenglicol que contienen PM (Pa-M1 y Pa-M3) en todos los tiempos, sin
embargo, en las formulaciones Pa-M2 y Pa-M4, las cuales contienen tanto
propilenglicol como PM, sdlo hay diferencia a los 60 min, es decir no influye el
uso de PVA o de PVP.

No existe diferencia significativa al agregar propilenglicol a la formulacién que
contiene PM y PVA (Pa-M2 y Pa-M1) en ningun tiempo, pero si la hay al
agregarlo a la formulacion que contiene PM y PVP (Pa-M4 y Pa-M3) a los 5,
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20, 30 y 60 min. De acuerdo a la Figura 25, se observa que Pa-M3 es la
membrana que representa el mayor porcentaje de hinchamiento de las nueve

formulaciones.

Existe diferencia significativa en el porcentaje de hinchamiento al agregar PM
a formulaciones con propilenglicol y PVA a los 5, 20, 30 y 60 minutos (M2 y
Pa-M2) y sin propilenglicol en todos los tiempos (M1/Pa-M1). También existe
diferencia al agregar PM a membranas sin propilenglicol con PVP a los 5, 10,
20 y 60 minutos (M3 y Pa-M3) pero no la hay cuando el propilenglicol se
encuentra presente en formulaciones con PVP (M4 y Pa-M4), con excepcidn

de los 60 minutos.

El tiempo que las membranas son expuestas a PBS, el tipo de polimero
sintético y la adicion de PM o CNp-M4 influyen en el porcentaje de
hinchamiento. En la figura 25A se observa que el porcentaje maximo se
alcanza entre los 10 y 30 minutos, después de este tiempo se observa un
porcentaje menor. En la Figura 25B se observa que las formulaciones
realizadas con PVP alcanzan el porcentaje maximo de hinchamiento entre los
20 y 60 minutos. Esto es debido a que las membranas comienzan a disolverse
después de estar mas de este tiempo expuestas a PBS, ya que todos los

componentes son solubles en agua.

La diferencia en el porcentaje de hinchamiento entre PVP y PVA puede
explicarse porque la PVP es mas hidrofila que el PVA [39], lo cual se observéd
al ser disueltos en agua al momento de preparar las formulaciones. La
naturaleza amorfa de la PVP y su alta afinidad por el agua crea una red

polimérica que causa un mayor hinchamiento [40].

Cuando el agua penetra en la matriz del polimero las cadenas empiezan a
relajarse, lo cual promueve la permeacién de mas agua, sin embargo, en las

Ultimas etapas de hinchamiento el coeficiente de difusiéon se ve disminuido,
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las cadenas estan completamente relajadas y se alcanza un punto de

equilibrio, en otras palabras, ya no es posible absorber mas agua [39].

Los polimeros experimentan procesos de degradacion y erosién. Cuando un
polimero se degrada, las cadenas son escindidas formando oligémeros y
posteriormente mondmeros. La pérdida continua de mondmeros conducira
finalmente al fendmeno de erosion. La degradacion progresiva cambia la
microestructura de la membrana a través de la formacidon de poros, a través

de los cuales se liberan los oligdmeros y los mondémeros [88].

En cuanto al efecto del propilenglicol en el % de hinchamiento, en general no
se observa una tendencia definida, sin embargo, es visible que cuando a la
formulacién M1, se agrega propilenglicol, el % de hinchamiento se abate (M2).
Lo cual puede deberse a que entre el PVA y el propilenglicol se genera una
interaccion fuerte, y al soltar los enlaces que anteriormente tenia el PVA con
el alginato, este Ultimo se vuelve mas susceptible a disolverse, por lo que la
formulacidn no puede retener el agua. Pero cuando las formulaciones
contienen PM, éste mantiene los enlaces de ambos polimeros. Por el contrario,
el propilenglicol afecta drasticamente el % de hinchamiento de Pa-M4 en
comparacion con Pa-M3, lo que puede ser debido a que en este caso el PM

desestabiliza la formulacion con PVP.

El extracto de PM contiene diversas moléculas, en su mayoria terpenos y
lignanos, estas son moléculas grandes que se intercalan en la red uniéndose
a los polimeros principalmente a través de sus grupos OH por puentes de
hidrogeno [57,89].

Cuando a la formulacién M2 se agrega PM (Pa-M2) el hinchamiento aumenta,
del mismo modo, PM causa un mayor hinchamiento cuando se adiciona a M3.
Lo cual puede deberse a que el extracto de palo mulato contiene lignanos
(polifenoles) que debido a la interaccion de sus grupos OH con el agua

promueven la expansion de las redes poliméricas.
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En cuanto a las membranas CNp-M4, se observa que al agregarse las CNp a
la formulacién M4 hay un menor porcentaje de hinchamiento, esto puede
deberse al bloqueo de sitios de unidén en la red polimérica por parte de las
nanoparticulas, razéon por la cual la formulacion ya no es capaz de absorber
tanta agua como en M4, sin embargo, un valor de hinchamiento de 430.35 %

resulta ideal para ser aplicado como apdsito.

El nivel de exudado de una herida es variable, pudiendo ser desde ausente
(herida seca), una herida minimamente exudativa (<5 mL de fluido en 24 h),
moderadamente exudativa (5 a 10 mL de fluido en 24 h) o altamente
exudativa (>10 mL de fluido en 24 h) [90]. De esta manera, la medicién de
la capacidad de hinchamiento de un apdsito hecho de alginato podria
clasificarse de la siguiente manera: apdsitos de baja absorbencia (apdsito de
alginato que absorbe menos de 6 g de liquido por g de apdsito, o menos de
12 g/100 cm?) y apdsitos de alta absorbencia (aposito de alginato que absorbe
6 g o0 mas de liguido por g de apdsito, o bien, mas de 12 g/100 cm?) [91].
Con esta consideracién, la membrana CNp-M4 posee un valor de 17.48 g/100
cm?2, correspondiente a una alta absorbencia, siendo similar a varios productos

comerciales.

14.2.3 Ensayo mecanico

Para aplicar facilmente las membranas en una lesién, éstas deben ser flexibles
y resistentes a la ruptura, para elegir las formulaciones con las mejores

propiedades mecanicas se realizé la prueba mecanica.

En las Figuras 26 y 27 se observan los resultados del ensayo mecanico. Al
comparar las membranas vehiculo (sin PM), se observa en la Figura 27 que la
resistencia a la traccion de M1, M2 y M3 fue de 1.32 + 0.02 MPa, 1.34 + 0.01
MPa y 1.96 = 0.05 MPa, respectivamente. Asi mismo, las membranas que
tienen PVA en su formulacién (M1 y M2) no mostraron diferencia significativa
en el porcentaje de elongacién con 73.54 + 0.87 % y 74.90 = 1.67 %,
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respectivamente. Ademas, se observé que la resistencia a la ruptura y el
porcentaje de elongacién de las membranas M1 y M2 es menor que la
membrana M4. Esto se puede atribuir a que el PVA es un polimero

caracterizado por tener pobre elasticidad [92].

Sin embargo, el porcentaje de elongacién y resistencia a la traccion de M3 fue
de 68.63 £ 6.75 % y 1.18 £ 0.07 MPa respectivamente, aumentando
significativamente al adicionarle propilenglicol (M4) a 120.01 £ 5.97 % vy 1.96
+ 0.05 MPa. Esto se podria explicar debido a que el propilenglicol es un
plastificante con bajo peso molecular, capaz de crear multiples puentes de
hidrogeno con las cadenas de PVP y AS, dando como resultado una membrana

mas elastica y resistente.

En general, se observa que al incorporar el extracto acuoso de palo mulato en
las diferentes formulaciones produce la disminucién del porcentaje de
elongacion de las membranas; excepto en la formulacion M1, en donde, por
el contrario, aumenta. De la misma manera, al incorporar el extracto de PM a
la formulacion, disminuye la resistencia a la traccidon de todas las membranas.
Esto se podria deber a que el extracto acuoso del palo mulato contiene gran
nimero de compuestos organicos como polifenoles y flavonoides [57], los
cuales interactian con la red polimérica de las membranas, disminuyendo el
numero de puentes de hidrégeno entre el AS, PVP, glicerina y/o propilenglicol
de la estructura de la membrana dando como resultado la disminucion de la

resistencia a la traccidén y el porcentaje de elongacion.

Por otra parte, se observa en la Figura 26 que al incorporar la dispersion de
CNp en la formulacién M4, el % E aumenta, obteniendo un valor de 144.39 +
14.52 %; lo que se podria deber al efecto del Poloxamero 188, que al ser un
surfactante produce la disminucién del nUmero de poro, proporcionando una
estructura mas homogénea a la membrana, y por ende mas resistente a la

ruptura. Por el contrario, la RT disminuye al obtenerse un valor de 1.52 £ 0.16
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MPa (Figura 27). Lo cual se podria deber a que al incorporar la dispersidon de
CNp a la formulacién, el nimero de puentes de hidrogeno entre las cadenas
de polimero disminuyen, por lo que se necesita menor fuerza para romper la

membrana.
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Figura 26. Efecto de los plastificantes, PM y CNp en el porcentaje de elongacién de las membranas de
alginato. * Indica diferencia significativa entre las muestras (valor de p < 0.05)
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Figura 27. Efecto de los plastificantes y PM en la resistencia a la traccién de las membranas de
alginato. * Indica diferencia significativa entre las muestras (valor de p< 0.05)

14.2.4 Evaluacién sensorial

El cierre de una herida puede llegar a ser prolongado, por lo que se busca que
el aposito que promueva la cicatrizacion sea comodo y duradero, evitando que
sea necesario cambiarlo continuamente. Las membranas desarrolladas seran
manipuladas en muchos de los casos por los propios pacientes, por lo que es
necesario que éstas tengan caracteristicas que les permitan una facil
manipulacién y colocacidon. Por lo antes mencionado se llevdo a cabo una
evaluacién en donde fue asignado un puntaje de acuerdo a la caracteristica

percibida por 20 voluntarios, Tabla 14.
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Tabla 14. Puntuacion de los atributos de evaluacion sensorial

Atributo Valor Caracteristica
4 Rugosa

Textura

Lisa
Muy facil de despegarla
Facil de despegarla
Dificil de despegarla

Adherencia

Muy dificil de despegarla

Muy pegajosa
Pegajosa
Poco pegajosa
nada pegajosa
Adhiere en seco en vertical
No adhiere en seco en vertical

Pegajosa

Adhesion en seco

Adhiere con agua en vertical
No adhiere con agua en vertical

Adhesion con agua

No desliza
Desliza

Deslizamiento

R R|DIR|DRR]IN WAL N]W] D

Segun los atributos percibidos se observa en las Figuras 28 y 29 que en
general, todas las membranas tienen una textura lisa, excepto Pa-M1, esto
puede ser debido a que el PVA genera mas burbujas en las membranas, por
lo que en su superficie puede sentirse el efecto de estos poros, aunado a que
no se tiene el efecto plastificante del propilenglicol y a la presencia de extracto
de PM.

Ninguna de las membranas presentd dificultades a la hora de ser manipulada,

pues en general si ésta se adhiere a si misma es facil de despegar.

Las membranas M3, M4, Pa-M3 y Pa-M4 son percibidas como pegajosas, las
membranas M1 y Pa-M2 como poco pegajosas. Se observa que esta
caracteristica es atribuida principalmente al tipo de polimero utilizado y no al

efecto del propilenglicol ni del PM.
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Figura 28. Evaluacion sensorial de la textura de diferentes formulaciones de membranas.
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Figura 29. Evaluacién sensorial de la adhesion de diferentes formulaciones de membranas.
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De acuerdo con las Figuras 28 y 29, las membranas con puntaje mas alto para
adhesion en seco son M3 y M4 (4 y 3.7, respectivamente), ambas contienen
PVP y ninguna contiene extracto de PM. Por el contrario, M1 y M2 tienen los
puntajes mas bajos (1.65 y 2.5, respectivamente) ambas membranas estan
hechas con PVA y tampoco contienen PM. Esto indica que las membranas con
PVP son mas adherentes que las elaboradas con PVA, aun cuando no cuentan
con un medio humedo en la piel. Al incorporar PM a las membranas M1 y M2
se observa que aumenta la adhesion en seco (Pa-M1 y Pa-M2); en contraste
la adhesién de M3 y M4 disminuye al incorporar PM en la formulacién, todas
estas membranas con PM se mantienen dentro de valores cercanos de

adhesion.

Una vez que se agrega agua se observa que aumenta la adhesidn de todas las
membranas, tanto asi, que aun manteniendo el brazo de forma vertical, el

aposito no se desliza sobre la piel.

De las ocho formulaciones evaluadas se eligieron Pa-M4 y M4, a esta ultima
se le incorporé curcumina encapsulada en nanoparticulas de policaprolactona
(PCL). Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de
PCL cargadas con curcumina. Y las membranas (M4, Pa-M4y CNp-M4) fueron
evaluadas con: microscopia Optica, transparencia y pruebas de permeacion ex

vivo e in vivo.
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15. Segunda etapa

15.1 Caracterizacion de CNp

15.1.1 Evaluacion del tamano de particula y potencial zeta

El promedio del tamafo de particula y PDI de las nanoparticulas de PCL
cargadas con curcumina fue de 148.3 £ 1.9 nm y 0.044 = 0.020,
respectivamente. Con estos valores se espera mejorar la permeacién dérmica
de CNp, ya que se ha reportado que nanoparticulas con un tamano menor a
500 nm tienen una mayor area superficial, lo que asegura el contacto directo
con el EC y los surcos de la piel [66,112]. Ademas, el valor de PDI es menor

a 0.1, indicando un tamafio de distribucidn pequefio en la muestra [93].

Por otra parte, el potencial zeta se utilizé para medir la carga y/o repulsidn
electrostatica de las nanoparticulas [81]. El valor obtenido fue de -7.32 = 0.03
mV. La literatura indica que las nanoparticulas son estables en suspensién con
un potencial zeta por encima de £ 30 mV [94]. A pesar de que el resultado
obtenido no esta dentro de los valores establecidos en la literatura, se espera
que las nanoparticulas sean estables [71]. Debido a que se utilizé Poloxamero
188 como estabilizante, el cual provee estabilidad a las nanoparticulas
mediante repulsién estérica. Ademas, la carga negativa de CNp se debe al
grupo carboxilico de la PCL [95], lo que podria favorecer la permeacion de las

nanoparticulas en la piel [96].

15.1.2 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La morfologia y tamafio de CNp fue evaluado mediante AFM. En este ensayo
se corroboraron los resultados en la evaluacién del tamafio de particula y del
potencial zeta (Figura 30), las nanoparticulas obtenidas mostraron forma
esférica de aproximadamente 200 nm sin aglomeracion. Esto corrobora la idea
de que las CNp obtenidas, al tener un tamano nanométrico, podran mejorar

la permeacion dérmica de la curcumina [66,116].
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Figura 30. Topografia de CNp por AFM en 3D

15.1.3 Eficiencia de entrampamiento y porcentaje de carga

La eficiencia de entrampamiento (EE) y el porcentaje de carga (CN) fueron
determinados con la finalidad de conocer la cantidad de curcumina
entrampada dentro de las nanoparticulas de PCL. Las CNp fueron obtenidas
siguiendo el método de Del Prado Audelo [52], obteniéndose valores de 4.9 +
0.7 % y 96.01 £ 0.95 %, respectivamente. Estos resultados son los
esperados, ya que en la literatura se sabe que el método de emulsificacion-
difusién presenta alta eficiencia de encapsulacion (generalmente >70 %)
[68]. Por otra parte, CN depende de la estructura de las nanoparticulas y de
la metodologia. Y, tanto CN como EE dependen de las interacciones entre el

farmaco, la matriz y el medio [98].
15.2 Caracterizacion fisicoquimica

15.2.1 Analisis termogravimétrico (TGA) de curcumina, CNp, M4 y CNp-M4

Es importante determinar las propiedades térmicas de una sustancia porque
nos dan informacidn para la identificacion y caracterizacion de materiales. En
la Figura 31, se presentan los termogramas de curcumina, CNp, M4 y CNp-
M4. En donde la pérdida de peso de curcumina se observa a 173 °C, ésta se

atribuye a la degradacion del polvo turmérico; ademas, no se observo pérdida
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de agua en la muestra, esto es debido al caracter hidrofébico de la curcumina.
Con respecto a CNp, la pérdida de peso inicid aproximadamente en 90 °C, lo
cual corresponde a la pérdida de agua de la muestra; una segunda meseta se
observa de 280-350 °C demostrando mayor estabilidad en la curcumina al
estar dentro de las nanoparticulas de PCL que al estar sola. Sin embargo, CNp

perdié mas peso que la curcumina en un menor rango de temperatura.

Pérdida de peso (%)

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Figura 31. Propiedades térmicas de M4, CNp-M4, CNp y curcumina, representadas como a, b, cy d
respectivamente, analizadas mediante TGA.

En general, se observa que CNp-M4 pierde ligeramente mas peso que M4. En
M4, la primera pérdida de peso ocurre entre 90-240 °C; mientras que para
CNp-M4 fue entre 100-240 °C. Esto podria deberse a la evaporacién de agua
en las muestras, la degradacién del propilenglicol, PVP, glicerina (150-220 °C)
y del polvo turmérico [99]. La segunda pérdida de peso de M4 y CNp-M4 fue
alrededor de 270-425 °C, en esta etapa se presenta la degradacidon de grupos
funcionales del AS. Finalmente, la Ultima meseta en M4 y CNp-M4 inicia en

425 °C, que corresponde a la degradacién del esqueleto de AS [100]. Ademas,

——

98}



se observa que CNp-M4 pierde mas peso que CNp, ya que la membrana tiene

mayor numero de excipientes en su formulacion que CNp.

15.2.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) de curcumina, CNp, M4 vy
CNp-M4

La DSC es una técnica utilizada para determinar la cantidad de calor absorbido
o liberado cuando las sustancias presentan cambios fisicos o quimicos [101].
En la Figura 32, se observan los termogramas de curcumina, CNp, membrana
M4 (vehiculo) y CNp-M4. El punto de fusidén de la curcumina se observa a 174
°C (Tabla 15), el cual coincide con la literatura [86]. En CNp se observan tres
eventos térmicos, a 63.5, 101 y 212 °C. El primer evento térmico podria
corresponder al punto de fusion de PCL (61 °C) [102]. Mientras que 101y 212
°C indican la presencia de D-(+)-trehalosa en la muestra, la cual es utilizada
como crioprotector para liofilizar CNp [103]. Sin embargo, el punto de fusidn
de la curcumina no se detecta en la muestra de CNp, lo que podria deberse a
la alta eficiencia de entrampamiento de curcumina dentro de las

nanoparticulas de PCL.
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Figura 32. Propiedades térmicas de M4, CNp-M4, CNp y curcumina, representadas como a, b, cy d
respectivamente, analizadas mediante DSC.

Por otra parte, M4 y CNp-M4 mostraron dos eventos endotérmicos, el primer
pico para ambas muestras fue alrededor de 87 °C. El segundo pico fue
alrededor de 233 y 249 °C para M4 y CNp-M4, respectivamente. El Gltimo pico
indica la presencia de AS en la formulacion. Ademas, ambas muestras
presentaron un pico endotérmico antes de 100 °C lo que podria indicar la

presencia de agua en las membranas.

Tabla 15. Eventos térmicos de curcumina, CNp y membranas de alginato mediante DSC

Muestra T1(°C) T2(°C) T3 (°C)
Curcumina 174 —— -
CNp 63.5 101 212
Vehiculo 87 249 ——-
CNp-M4 87 233 o
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15.2.3 Estructura y morfologia de M4, Pa-M4, CNp-M4

Se espera que un andamio presente poros en su estructura para que
transporte nutrientes, células, metabolitos y moléculas sefializadoras [104].
En la microscopia se observa que las membranas solo presentan poros en la
superficie (Figura 33). Sin embargo, se espera que al interaccionar con el
exudado de la herida se promueva la formacion de poros que atraviesen la
membrana. Esto podria permitir la transpiracion, con la finalidad de crear un

ambiente 6ptimo para la cicatrizacion de la herida.

Por otra parte, el promedio del nimero de poro por cada 0.234 mm? de
superficie en M4, Pa-M4 y CNp-M4 fue 4, 3 y 2 respectivamente. Mientras que
el diametro de poro fue de 100.65 = 20.56, 108.40 + 36.98 y 57.23 + 27.99
MM para M4, Pa-M4 y CNp-M4, respectivamente (Figura 34). Ademas, se
observa que el diametro de poro de CNp-M4 es significativamente mas
pequefio que M4 y Pa-M4. Asi mismo, todas son significativamente diferentes
entre si con respecto al grosor y CNp-M4 presenta mayor grosor. Aunado a

eso, Pa-M4 y CNp-M4 son mas homogéneas en su estructura (Figura 33).

En el caso de CNp-M4 se puede atribuir a que en la formulacion se utilizé como
vehiculo una dispersién de CNp, la cual contiene Poloxamero 188, que es un
tensoactivo no idnico utilizado como estabilizante en las nanoparticulas. Sin
embargo, al ser un tensoactivo, disminuye la tensidon superficial, dando como

resultado la disminucidn significativa en el nimero y didmetro de poro [105].
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Figura 33. Fotografias de microscopia Optica de membranas de alginato. A, B y C muestran una
membrana de alginato sin principio activo (vehiculo), cortes transversal, longitudinal y transversal
respectivamente. D, E y F muestran una membrana de alginato con extracto de Palo mulato, cortes
transversal, longitudinal y transversal respectivamente. G, H e I muestran una membrana de alginato
con CNp, cortes transversal, longitudinal y transversal respectivamente.
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Figura 34. Diametro de poro y grosor de membranas de alginato con respecto a la formulacién

utilizada.
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De igual manera, es importante que las membranas permitan la observacién
de la herida a través de ellas, ya que asi se evitara retirar la membrana para
llevar el registro del proceso de cicatrizacidon. En la Figura 35 se observa que
las membranas M4 y Pa-M4 son transparentes antes y durante el proceso de
hinchamiento, mientras que CNp-M4 se observa translicida. A pesar de ello, es
posible observar a través de las tres formulaciones de membranas, lo que

podra permitir el monitoreo de la lesion.

M4 Pa-M4 CNp-M4
A C _ad
sh&z 5N
Antes del %‘,\’ﬁ
hinchamiento - W
gy
Duranteel
hinchamiento

sy

Figura 35. Membranas de alginato (M4) antes y durante el proceso de hinchamiento por la adicidén de
PBS (A y B, respectivamente), membranas de alginato con Palo Mulato (Pa-M4) antes y durante el
proceso de hinchamiento por la adicién de PBS (C y D, respectivamente) y membranas de alginato con
nanoparticulas con curcumina (CNp-M4) antes y durante el proceso de hinchamiento (E y F,
respectivamente). La escala de todas las imagenes se encuentra en centimetros.
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15.3 Ensayos de liberacion

Debido a que la corteza de Palo mulato contiene diversas moléculas que en
conjunto ejercen su actividad terapéutica, no se realizé el seguimiento de cada
una de éstas. En su lugar, se introdujo curcumina encapsulada en
nanoparticulas (CNp) a la formulacion seleccionada para evaluar que el

principio activo llegue al sitio de accién desde las membranas.

15.3.1 Estudio de liberacion in vitro

Para analizar el mecanismo de liberacion del farmaco encapsulado en las
nanoparticulas y a su vez, cuando estas se encuentran dentro de la
membrana, se llevd a cabo un estudio de liberacidon in vitro mediante el
método de dispersién. En la Figura 36, se observa que CNp muestra un efecto
burst (liberacion rapida del principio activo) a las 2 h, este comportamiento
se debe tanto a la presencia de curcumina que se libera de las nanoparticulas,
como a los residuos de curcumina en la parte externa de las nanoparticulas,
esto es, entre el polimero y el estabilizante. El perfil mostré un

comportamiento lineal, liberando casi el 60 % de curcumina después de 48 h.

Por el contrario, la membrana CNp-M4 no muestra el efecto burst y se observa
una liberacion mas rapida, 80 % a las 48 h. Este comportamiento se debe a
la interaccién entre los excipientes de la membrana, disolventes vy
nanoparticulas. Ademas, en la elaboracion de las membranas CNp-M4, las
nanoparticulas estdn en contacto con agua y por tanto, la hidrdlisis de CNp
podria ser estimulada, dando como resultado la liberacidn de curcumina de
las nanoparticulas de PCL. También, algunos excipientes, como glicerina y
propilenglicol al ser liposolubles pueden mejorar la solubilidad de la
curcumina. Como se puede observar, la liberacién de curcumina de la
membrana CNp-M4 fue lenta, y fue ain mas lenta para CNp, comparandolos

con la dispersion de curcumina.
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Figura 36. Perfil de liberacion de curcumina desde una dispersion del farmaco en agua, nanoparticulas
cargadas de curcumina (CNp) y una membrana de alginato con nanoparticulas cargadas de curcumina

(CNp-M4) en PBS pH 7.4 (0.1 M, Pluronic® F-127 2 % p/v) a 37 °C. Cada punto representa la media +
EE, n = 3.

Con el objetivo de investigar el mecanismo de liberacién de la curcumina
desde CNp y la membrana CNp-M4, se aplicaron diferentes modelos
matematicos (Tabla 16). Los datos obtenidos de la liberacion de CNp se
ajustaron al modelo Higuchi (A=0.0852, B=-0.0459, R?=0.9551), de acuerdo
con lo reportado anteriormente. Este modelo describe la liberacion de la
curcumina mediante la difusion del centro de las nanoparticulas hacia la
solucion. Por otra parte, la liberacién de curcumina desde la membrana CNp-
M4 podria ser explicado con el modelo Korsmeyer-Peppas, ya que el
coeficiente de correlacion al cuadrado mas alto se obtuvo al ajustarlo a ese
modelo (A=0.3119, B=-0.5609, R2=0.9536). Este modelo combina el
mecanismo de difusidon y erosién de las nanoparticulas para explicar la
liberacién del farmaco.
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Tabla 16. Coeficientes de correlacidon al cuadrado (R2?) y coeficientes obtenidos después de la regresion
lineal de los datos de liberacion de CNp y de la membrana CNp-M4 utilizando cuatro modelos
matematicos.

Modelo Ecuacién CNp CNp—-M4
Matematico R? A B R? A B
Orden cero ¢ = Qo + Kyt

0.8420 0.5264 4.7385 | 0.7358 | 1.2362 31.432

Primerorden | | , _ 0 k¢ | 0.8436 | -0.0066 | -2.3991 | 0.8453 | -0.0303 | -3.1975

H H — 1/2

Higuchi Qe = Kyt 0.9551 | 0.0852 | -0.0459 | 0.8939 | 0.1017 | 0.194
Korsmeyer- Qc Kotm

Peppas 0. [k 0.9037 | 0.5422 | -1.2655 | 0.9536 | 0.3119 | -0.5609

En donde Q:t: cantidad de farmaco liberada a un tiempo determinado; Qo:
cantidad inicial de farmaco en la forma farmacéutica; Qw: cantidad total de
farmaco disuelto cuando la forma farmacéutica ha sido desintegrada; Ko, Ki,
Kn, Kk: constantes de velocidad de liberacion; R2: coeficiente de correlacién al
cuadrado. y = ax = b es la ecuacion obtenida después de la regresion: a,

pendiente y b, coeficiente lineal.
15.4 Ensayos de permeacion

15.4.1 Estudio de permeacion ex vivo

Para lograr que un principio activo ejerza su efecto sobre su diana terapéutica,
es necesario que sea liberado de la forma farmacéutica y llegue a su sitio de

accion.

Un sistema ideal para su potencial uso en enfermedades crénicas como
heridas o psoriasis con un proceso de curacion lento, debe permitir la
liberacidn sostenida para que el fadrmaco penetre a través de la piel [4].
Cuando existe un dafio en la piel, la barrera cutdnea es mas susceptible a la
permeacién de farmacos por sistemas de liberacion tales como las

nanoparticulas [106].

Se realiz6 un estudio ex vivo para determinar la permeacion de las CNp en el

estrato cérneo, la epidermis y la dermis. Ademas de verificar si estas son
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capaces de atravesar la piel y llegar a la circulacion sanguinea desde la
membrana CNp-M4, la dispersién de CNp vy la dispersién de curcumina en agua
al 0.01 %, permitiéndonos ademas controlar las condiciones del experimento
[107].

Mediante un analisis de varianza se determino la diferencia en la concentracion
de curcumina entre la dispersion de CNp y la membrana CNp-M4, después de
colocar cada tratamiento durante 30 h en piel de cerdo. La mayor diferencia
en la concentracion de curcumina se registré para EC, p = 0.0009. De acuerdo
a la Figura 37 se muestra que en las tres evaluaciones existe diferencia
significativa en la concentracion de curcumina entre la dispersion de CNp vy la
membrana CNp-M4. El tratamiento conla membrana CNp-M4 mostré la
mayor cantidad de curcumina retenida en la epidermis + dermis, 5.7
hMg/cm? (1.620 + 0.051 % de la concentracion total de curcumina), una menor
concentracion de curcumina se encontré6 en el estrato corneo 0.65
Mg/cm? (0.140 £+ 0.006 %). Por el contrario, en el tratamiento de dispersidn
de CNp, la curcumina se extrajo principalmente del estrato cérneo 14.8
Mg/cm? (2.62 £ 0.49 %) [96], sitio en donde se encontré la mayor
concentracion de todo el ensayo, mientras que en epidermis + dermis se
retuvo el 1.97 + 0.16 %.

También existe diferencia en la cantidad de curcumina que atraviesa la piel
(que en un modelo in vivo significa la llegada a circulacién sistémica), en
donde se observa que la concentracidon proveniente de la membrana CNp-M4
es significativamente menor que en la dispersion de CNp (0.12 % y 2.04
% respectivamente), resultado esperado para el fin de un medicamento tépico

de liberacién prolongada.

Con respecto a la dispersién acuosa de curcumina (Figura 37), debido al alto

caracter lipofilo del farmaco, se observa una alta acumulacién en las capas
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superficiales del EC (10.04 £+ 1.73 pg/cm?). De manera interesante, la
permeacion comprende una cantidad considerable, aun cuando la curcumina
puede encontrarse aglomerada en particulas sélidas al estar en dispersién
acuosa. Esto significa que las particulas de farmaco se involucran en un
proceso de disolucidon con los componentes oleosos del estrato corneo, para
dar paso a su breve permeacién en la regién superficial. Aunque los valores
son altos, hay una mayor eficiencia de permeacion con las CNp. En la regién
de la dermis y epidermis (de caracter hidrofilo), la cantidad permeada de la
dispersién del farmaco disminuye considerablemente debido a su limitada
solubilidad en medios acuosos (2.40 + 0.46 pg/cm?), casi un tercio en relacién
con el valor de las CNp (6.99 + 0.27 pg/cm?). En cuanto al nivel sistémico
dentro del ensayo, no se detecté curcumina proveniente de la dispersion del

farmaco en agua.
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Figura 37. Permeacién ex vivo de curcumina después de 30 h de tratamiento desde una dispersidn
de curcumina en agua, dispersién de CNp o membrana CNp-M4. Estrato cérneo: particulas ligadas al
estrato corneo obtenidas a partir de 15 tiras de cinta. Epidermis + dermis: superficie sobre la cual se
dosificé el tratamiento durante 30 h. Sistémico: compartimiento receptor. (Media £ EE, n = 4), **
indica p <0.01, *** p <0,001, estadisticamente significativo.
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El sistema acuoso de la dispersion de CNp permitidé que la curcumina permeara
a través de la dermis y cruzara por completo la piel. Ademas, la carga negativa
de las CNp favorece su permeacion a través de la piel, ya que el estrato cérneo
presenta carga negativa también; por ello, la difusidn es favorecida en
comparacién con particulas que presenten carga positiva [96]. Por el
contrario, la curcumina de la membrana CNp-M4 difunde lentamente, esto
puede explicarse debido a que en la dispersiéon de CNp, el agua se utiliza como
medio de difusién. El agua afecta la velocidad de absorcién de diferentes
sustancias a través del EC, ya que éste estd en un estado constante de
hidratacion parcial bajo condiciones normales. Cuando la piel se sumerge en
agua, los queratinocitos muertos absorben rapidamente el agua, resultando
el pruning effect (la piel se arruga como pasa). Ademas, se crea un gradiente
de flujo hacia las capas internas de la piel ya que estas se encuentran mas

hidratadas que la superficie del EC [108].

A

Figura 38. Piel de cerdo después de 30 horas de tratamiento con dispersion de CNp. A. Parte superior
de la piel de cerdo y B. Parte inferior de la piel de cerdo.

——

109 }



Por otra parte, la piel tiene surcos en donde se retiene una cantidad
considerable de curcumina, que no fue extraida con la aplicacidon de cintas
adhesivas (Figura 38) [109]. Esta curcumina se cuantifico0 hasta Ila
disgregacién mecanica, como parte de la curcumina absorbida en el interior
de la epidermis y la dermis. La membrana CNp-M4 no tiene un medio liquido
en la interfaz que permita que las nanoparticulas fluyan facilmente hacia las
capas profundas, como el agua en caso de dispersion de CNp. Ademas de la
presencia de surcos de la piel explica por qué la epidermis y la dermis tienen
la mayor concentracidon de farmaco. Incluso, para la membrana CNp-M4 se
espera una liberacién modulada debido al hinchamiento de la membrana a
causa de la presencia de exudado. La hinchazén permitiria la relajacién de las
cadenas de polimero, y la liberacion de las CNp. De lo contrario, se esperaria
una difusidén de un estado sélido (CNp-M4) a un estado semisodlido (la piel).
Por estas razones, la membrana CNp-M4 representa un sistema de liberacién

prolongada.

Es importante que las nanoparticulas tengan un tamafio pequefio, ya que de
esta manera pueden penetrar a través de las barreras fisioldgicas, debido
también a que su mayor area de superficie favorece la liberacion del
medicamento. Lo anterior hace que el tamafo de particula sea un factor
importante para obtener el efecto terapéutico [70]. Las nanoparticulas
poliméricas como CNp con su tamafo pequefo (148.3 nm) y el efecto
surfactante del Poloxamero 188 pueden penetrar intercelularmente y a través
de los foliculos pilosos, lo que favorece la acumulacién durante varias horas.
Del mismo modo, debido al contacto de las nanoparticulas con los corneocitos
de la piel, asi como a la liberacidn prolongada de las mismas, se encontré una
gran cantidad de curcumina retenida en la dermis [66,125]. Al final de las 30
h, la mayoria de la curcumina permanecido en el EC cuando se aplicé la
dispersion de CNp, el monitoreo de la permeacion en tiempos mas

prolongados permitiria observar un sistema de liberacion prolongada. Por lo

——

110 }



tanto, la membrana CNp-M4 se propone como un sistema funcional de
liberacidn prolongada para la administracion de farmacos en enfermedades

cronicas.

15.4.2 Estudio de permeacioén in vivo

Para que la curcumina ejerza su efecto, es importante asegurarse que permee
a través de la piel. El presente estudio se llevd a cabo para evaluar la
permeacion in vivo de curcumina al utilizar una membrana CNp-M4, dispersidn
de CNp y dispersion de curcumina al 0.01 % en agua. Para ello, se cuantifico
la curcumina depositada en el EC. En donde se observa que después de 6 h
de mantener el tratamiento en la piel, la concentracidon de curcumina fue de
9.82 + 4.23 ug/cm?,18.96 + 1.25pug/cm? y 33.09 + 2.57 ug/cm?,
considerando su EE, al utilizar CNp-M4, la dispersién de CNp y la dispersién

de curcumina al 0.01 % en agua respectivamente.

Los resultados mostrados en la Figura 39 se presentan de acuerdo a lo
reportado por Goto Norio, 2016 [110]. Se observaron valores de permeacién
mas altos para la dispersién del farmaco en agua en comparacion con la
dispersién CNp y la membrana CNp-M4, al menos en las capas superficiales
del estrato cérneo, donde se aplica la técnica de Tape Stripping. Los valores
mas altos de permeacion del farmaco podrian corresponder al bajo peso
molecular y sobre todo a la alta lipofilicidad de la curcumina; ya que al ser
insoluble en agua, ésta sedimentd durante la aplicacion del tratamiento,
depositandose en el EC. Estos valores coinciden con la Figura 38, a mayor
deposicion del farmaco en la superficie del estrato cérneo habrd una menor
proporcidon en la dermis y epidermis debido a un equilibrio hidrofilico-lipofilico

inadecuado.

Se registrdé una mayor cantidad de curcumina en el estrato corneo cuando se

aplicé el tratamiento de dispersién de CNp, en comparacion con la membrana
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CNp-M4. Esto se debe a que en el caso de la membrana CNp-M4, las
nanoparticulas deben liberarse de la matriz polimérica. Este resultado sugiere
a nuestra formulaciéon como un sistema de liberacién prolongada que puede
ser util para tratamientos largos, como el de una herida (por ejemplo, durante
7 a 14 dias de aplicacion hasta el cierre de la lesidén). Es de destacar que la
variacibn mas pequefia observada en los valores de permeacion con
el tratamiento de la membrana CNp-M4 revela un sistema que permite una

mejor liberacion controlada que ademas es gradual.

Las nanoparticulas poseen un estabilizante en la parte exterior, Poloxamero
188, el cual interactla mediante puentes de hidrégeno con los grupos OH de
los plastificantes y polimeros utilizados en la formulacion y al agregar agua a
la membrana, las regiones externas del polimero comienzan a hincharse
permitiendo que Ilas CNp se desplacen hacia afuera, promoviendo

su liberacion [111].
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Figura 39. Concentracion acumulada de curcumina en el estrato cérneo de voluntarios sanos extraida
de 15 cintas adhesivas aplicadas sobre el sitio de tratamiento después colocar membrana CNp-M4, una
dispersidon de CNp y una dispersién de curcumina al 0.01 % en agua por 6 h (media + EE, n=4).
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Ademas, en la dispersion de CNp, las nanoparticulas se encuentran libres en

el medio, por lo que interactian con mayor facilidad con el estrato EC.

La curcumina esta encapsulada y uniformemente distribuida en nanoparticulas
de PCL, formando nanoesferas [67], la liberacion de ésta depende de la
solubilidad del farmaco, la desorcion de la curcumina con la PCL, la difusién
del fadrmaco a través de la matriz de las nanoparticulas, la erosion de la matriz
de las nanoparticulas o degradacidon y la combinacidon de los procesos de

erosion vy difusidon [94].

En condiciones fisioldgicas ocurre la escision aleatoria de enlaces éster de PCL,
lo que produce la desestabilizacién de la matriz polimérica de las CNp, dentro
de las cuales se encuentra la curcumina, induciendo su liberacion (Figura 40)
[95].
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Figura 40. Esquema de la liberacion de nanoparticulas de PCL cargadas con curcumina desde la
membrana CNp-M4 hacia el estrato cérneo y la liberacidon de curcumina mediante la erosion de las
nanoparticulas de PCL.
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Diversos estudios publicados en la literatura han demostrado una acumulacién
de nanoparticulas en los foliculos pilosos y las glandulas pilosebaceas en
ensayos ex vivo [106]. De la misma manera, se ha informado que hay una
mejor permeacion del farmaco en la piel, asi como una mayor absorcidén en
areas con alta densidad de foliculos pilosos. El foliculo piloso puede convertirse
en un depdsito de sustancias, siendo comparable con el EC [112]. Lo anterior
significa que los farmacos permearan mejor a través de la piel de las personas
con mayor cantidad de foliculo piloso. Esto explica los resultados obtenidos,
junto con la variabilidad entre individuos (edad, masa corporal, color y

humectacion de la piel).

El uso de nanoparticulas mejora el transporte de fadrmacos a través de la piel,
asegurando el contacto directo con el estrato corneo y los pliegues de la piel,
ademas de controlar la liberacidn del farmaco y protegerlo de inestabilidades

quimicas vy fisicas [113].

VIII. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvieron membranas de alginato con productos
naturales. La membrana M4 presentd buenas propiedades mecanicas, asi
como adhesion en piel humana, lo que favorece su manipulacién. Ademas, se
observé un porcentaje de hinchamiento adecuado, demostrando su capacidad
para absorber el exudado de una herida manteniendo al mismo tiempo la

humedad. Por lo que fue seleccionada para la incorporacién de CNp.

Las CNp se sintetizaron de manera eficaz, obteniéndose nanoparticulas de

forma esférica y un tamano inferior a 200 nm.

Las membranas M4, Pa-M4 y CNp-M4 presentaron poros en su estructura, por

lo que permitirian la transpiracion de la herida; ademas se demostré que son
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translucidas aun al hincharse, por lo que se puede revisar el proceso de

cicatrizacion sin necesidad de retirarlas.

De acuerdo con el ensayo de liberacion in vitro, la curcumina proveniente de
la membrana CNp-M4 se libera por un proceso de difusion y erosién de las
nanoparticulas. Asi mismo, con los ensayos de permeacion in vivo y ex vivo
se demostré que las CNp permean la piel y liberan de manera prolongada la
curcumina. Por lo que, al ser colocadas sobre una herida, se espera que la

curcumina ejerza su actividad cicatrizante, antiinflamatoria y antioxidante.

En conjunto estas caracteristicas hacen que las membranas elegidas tengan

potencial uso como apdsitos en el tratamiento de heridas agudas y crénicas.
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X. ANEXOS
ANEXO I. Métodos de caracterizacion
Métodos de caracterizacion de nanoparticulas

Evaluacion del tamaio de particula y potencial zeta

El tamafio y PDI de las particulas pueden ser determinados mediante la técnica
de dispersion dinamica de luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering), la
cual permite determinar el tamafio promedio y la distribucidon de tamafo de
particulas que se encuentren suspendidas o disueltas en un medio liquido. Es
posible determinar el tamano de particulas menor a 1 nm hasta varios

micrones.

Su principio se basa en la incidencia de un laser sobre la muestra, la
fluctuacion de luz que se dispersa es detectada por un detector de fotones
dentro de un angulo conocido, esto es posible porque las particulas dispersan
la luz. La frecuencia de luz dispersada otorga informacion sobre su
movimiento, pues éste depende de la velocidad de la particula, la cual esta
directamente relacionada con su tamafio. Entre menor sea una particula
tendra mayor movimiento. Este principio obedece al movimiento browniano,
que consiste en el movimiento aleatorio de particulas, el cual es causado por

el choque de moléculas del fluido en el que se encuentran.

Del andlisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad del
movimiento browniano, que esta definida por una propiedad conocida como
coeficiente de difusidn traslacional, el cual puede ser convertido en tamafo de

particula utilizando la Ecuacién de Stokes-Einstein.

La carga o potencial zeta de las particulas se puede determinar al medir su
velocidad cuando éstas se encuentran en movimiento, pues existe una

proporcidon entre la velocidad a la que se mueven, su campo de fuerza y su
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potencial zeta. Al conocer su velocidad puede determinarse su campo de
fuerza [114-117].

La Velocimetria Laser Doppler (LDV, por sus siglas en inglés) es la técnica de
medicidn que utiliza el equipo Zetasizer para determinar el potencial zeta de
particulas que se encuentran en un fluido. La técnica involucra un rayo laser
monocromatico, que pasa a través de la muestra y recoge la radiacién
reflejada, en donde el cambio de longitud de onda de esta radiacion es funcion
de la velocidad relativa de la muestra (de acuerdo al efecto Doppler). Al
analizar la frecuencia de la luz laser que dispersan las particulas que se
encuentran dentro del flujo, es posible que la velocidad local del fluido pueda
ser determinada [129,130].

Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

A través de la AFM se puede obtener informacidon morfoldgica en 3D, a partir
de la topografia de superficies sélidas y semisdlidas; medir las dimensiones
de nanoparticulas, coloides o agregados supramoleculares; asi como
parametros superficiales tales como valores en Z, rugosidad y limites de
grano, distribucion (homogeneidad) de particulas o dureza de peliculas
delgadas, entre otras. Las imagenes son tomadas con una sonda fisica que

barre la muestra y logra resoluciones subnanomeétricas.

Mientras que la muestra es analizada, se detecta la fuerza atdmica generada
cuando una punta o sonda en forma piramidal se aproxima a la superficie de
la muestra, esta punta va acoplada a un listdn de aproximadamente 200 pm
gue se flexiona como efecto de las fuerzas. Esta flexidén es registrada a través
de un haz laser que se refleja en la parte posterior de la micropalanca y

finalmente llega a un fotodetector [118,119].

Ademas de caracterizar a las nanoparticulas, es de gran importancia realizar

la caracterizacion fisicoquimica de las membranas, de esta manera podra
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comprobarse si poseen las caracteristicas ideales de un apdsito para promover

la cicatrizacion de heridas.

Métodos de caracterizacion de membranas

Algunas de las técnicas utilizadas para la caracterizacion de materiales en
ingenieria de tejidos son: microscopia optica, microscopia de fuerza atdmica,
calorimetria diferencial de barrido, andlisis termogravimétrico y pruebas

mecanicas.
Microscopia optica

La microscopia es una técnica que permite observar imagenes de estructuras
pequefas, que no son percibidas a simple vista. Para ello, se utiliza el
microscopio, un instrumento que nos permite visualizar estructuras con un

tamafio menor a 250 um [120].

El mecanismo del microscopio 6ptico o fotdnico, se basa en que la luz visible
y no visible es transmitida a través de un sistema Optico de lentes, prismas o

espejos [120].

El microscopio compuesto es el mas utilizado, ya que el microscopio simple es
una lupa, que esta formada por un soporte y una lente biconvexa, que produce
pocos aumentos e insuficiente poder de resolucion. En contraste, el
microscopio compuesto permite aumentos del orden de 1.500 a 2.000 vy tiene

un poder de resolucion de 0.2 pm.
Ensayos mecanicos

Para determinar las propiedades mecanicas (dureza, elasticidad, fragilidad y
resistencia) de los materiales se utilizan las pruebas mecdnicas, que son
pruebas destructivas en donde a los materiales se les aplica una fuerza

externa hasta lograr su deformacién o ruptura. Se pueden estudiar diferentes
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materiales como: ceramicos, polimeros, metales de baja dureza, productos
farmacéuticos y alimenticios [121]. En la Figura 41 se observa un ejemplo del
perfil mecanico de un material, en donde se puede observar que el material
se estira al aumentar la carga, hasta llegar a la carga maxima en donde el

material se rompe.

En el presente trabajo se evaluaron la resistencia a la traccion y el porcentaje

de elongacion de las membranas.

La resistencia a la traccidon (RT), es la resistencia de un material a romperse
bajo tensidén, es decir, es la maxima cantidad de tensidn que un material
puede soportar antes de romperse [121]. Su calculo se realiza de acuerdo con

la siguiente ecuacion,

en donde RT estd reportado en MPa, F: fuerza de ruptura (N); A: area

transversal (mm?2).

El porcentaje de elongacién (% E), es la habilidad de un material de
deformarse hasta romperse, lo que indica la capacidad de estiramiento del

material [122]. Para determinarlo se utiliza la siguiente ecuacion,

D
WE = T* 100

en donde D: desplazamiento al punto de ruptura (mm), L: longitud inicial de

la membrana (mm).
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Figura 41. Ejemplo grafico del perfil mecanico de un material.

Para evaluar estas propiedades se utilizd un instrumento Ilamado equipo de

pruebas mecanicas o texturémetro.

El equipo consta basicamente de dos secciones: un marco de carga o aparato
de permeacidn equipado con una mordaza y una computadora para el registro
de datos y control del equipo (Figura 42). La muestra se coloca en las
mordazas superior e inferior, las cuales se desplazan hacia arriba o hacia abajo
para comprimir o estirar las muestras. El cabezal se desplaza hacia la muestra
para transmitir una fuerza al espécimen en estudio y evaluar la resistencia del
material a esfuerzos de elongacion y/o compresion. Por ultimo, la celda de
carga mide la fuerza de traccién o de compresidn que se ejerce en una
muestra de ensayo; en una prueba se pueden recopilar la distancia de

desplazamiento y la fuerza necesaria para que la muestra se rompa [74].
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Celda de Carga

A
Probeta
Mordazas ~
\\
N
Cabezal

Figura 42. Esquema de la estructura del texturometro o equipo de pruebas mecanicas. Modificado de [122]

Los ensayos mecanicos de las diferentes formulaciones de membranas
creadas son importantes para determinar su resistencia, asi como la capacidad
que tienen para estirarse y comparar el efecto de diferentes polimeros vy el
uso de plastificantes; sin embargo, también es de gran interés observar como
el fdrmaco puede llegar a modificar la estructura entre los componentes de la

membrana y con ello modificar sus propiedades térmicas.

Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC)

El Analisis Termogravimétrico y la Calorimetria Diferencial de Barrido son
técnicas utilizadas para analizar los cambios fisicos en las propiedades

térmicas de un compuesto en funcién de la temperatura.

El TGA registra el porcentaje de la pérdida de peso de un compuesto dentro
de un rango determinado de temperatura, esta pérdida se debe a la
descomposicién del mismo, a su deshidratacidon, pérdida de disolvente o

pérdida de plastificante.

Por otra parte, al analizar un compuesto mediante DSC, se intenta mantener

la muestra y una referencia a la misma temperatura, conforme la temperatura
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del medio incrementa, el equipo registra las entalpias asociadas a las
transiciones. El calor necesario para este fin es registrado como picos
endotérmicos, en donde tienen lugar la temperatura de fusién, de ebullicidon y
de transicion vitrea o picos exotérmicos al haber cristalizacion. Mediante este
analisis también pueden obtenerse la capacidad calorifica, el porcentaje de
pureza, el porcentaje de cristalinidad y la compatibilidad entre el principio

activo y excipientes en formulaciones.

Ambas técnicas tienen uso en la industria farmacéutica, de polimeros,
cosmeéticos, alimentos, construccion, ceramicos, de metalurgia, entre otras.

Las muestras pueden emplearse sdlidas o liquidas.

Por otro lado, la cuantificacién de la permeacion de un farmaco a través de la
piel es de gran importancia para asegurarse que el farmaco llega a su sitio de
accion con la finalidad de ejercer su efecto terapéutico. Para ello, existen
diferentes métodos utilizados tanto in vivo como ex vivo, como lo son tape

stripping y celdas de difusidn, respectivamente.

Ensayos para cuantificar la permeacion de farmaco en la piel

Tape stripping

Es una técnica de invasidon minima que consiste en adherir y retirar
secuencialmente tiras adhesivas en la superficie de la piel. Cada cinta adhesiva
retira una capa de corneocitos que se encuentran embebidos en la matriz
extracelular (Figura 43). La cantidad de EC removido no es directamente
proporcional al nUmero de cintas adhesivas. Esta técnica es simple y facil de
llevar a cabo, sin embargo, existen diferentes parametros que pueden influir
en la cantidad de EC removido en cada cinta, en donde se incluyen la
hidratacién de la piel, la cohesion entre las células (la cual incrementa con la

profundidad del EC), el sitio anatémico en que se lleva a cabo, asi como las
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diferencias entre cada individuo. Otros parametros que pueden influir son el
tipo y marca de cinta que se utiliza en cuanto a su composicion y propiedades
adhesivas, la presién que se ejerce al pegar la cinta, asi como el tiempo que

se mantiene presionada y la manera en que es removida [93,94].

Mediante esta técnica podemos evaluar la biodisponibilidad local de sustancias

cuya diana terapéutica es el mismo EC, como en el caso de los antifungicos.

Ademas de que con esta técnica puede conocerse la concentracion de farmaco
en el EC, también es utilizada para generar susceptibilidad en la piel antes de
colocar algun farmaco o material irritante y para inducir la disrupcién de la
barrera de agua y evaluar como ésta es restaurada por la aplicacién de
determinado producto o tratamiento. De igual manera, es utilizada para

evaluar la biodisponibilidad y bioequivalencia de medicamentos tdopicos [124].

Tira adhesiva

Corneocitos

Estrato corneo

Epidermis

Figura 43. Tape stripping, se observa como los corneocitos son retirados con la tira adhesiva.
Modificado de [125].

Celdas de difusion

Para determinar si un medicamento topico se libera y pasa a través de la piel

de una forma eficiente es necesario evaluar el proceso de permeacion.

Las celdas de Franz son una metodologia ampliamente utilizada para evaluar

la permeacion in vitro del farmaco en tiempo real. Al ser in vitro podemos

——

135 }



manipular el sistema y los tiempos de muestreo, permitiéndonos realizar una
cinética de permeacién mas completa, con la suficiente informacién para

predecir el comportamiento del farmaco [97,98].

La celda de Franz se compone de un compartimento donador y un
compartimento receptor, los cuales estan separados por una membrana
sintética o de piel, ya sea humana o animal (Figura 44). El tratamiento se
coloca en el compartimento donador, que permea a través de la membrana o
piel hacia el compartimento receptor, el cual es llenado con el medio de
solucion. Ademas, el compartimento receptor tiene un acceso para muestreo,

en donde las muestras son retiradas [127].

Figura 44. Representacion esquematica de una celda de Franz. A) Compartimento donador, B)
Compartimento receptor, C) Piel, D) Bafio de agua, E) Acceso para muestreo. Imagen modificada de
[127].

La piel porcina se ha utilizado como modelo animal convencional en estudios
de permeacién, ya que ha demostrado que su permeabilidad es similar a la
piel humana [82]. Esto se ha atribuido por presentar lipidos similares en el
estrato corneo, ademas de que el grosor y los aspectos morfoldgicos son
comparables con la piel humana [128], tales como: capa de pelo extra, una
epidermis gruesa, una dermis con cuerpo papilar bien diferenciado y gran

contenido de tejido elastico [82].
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Las condiciones experimentales para la evaluacién de la permeacion de piel
incluyen un medio receptor en constante agitacion mecanica y con control de
la temperatura [127]. El volumen del medio debe ser de 5 a 10 veces el de
saturacion del farmaco, siendo importante asegurarse que el farmaco sea

soluble en el medio receptor.

Los medios receptores recomendados son amortiguadores acuosos
relacionados al ambiente fisioldgico. El uso de aditivos en el medio receptor
es necesario en algunos casos para aumentar la solubilidad del farmaco, pero
estos aditivos no deben de comprometer la integridad de la membrana o
alterar la permeabilidad del farmaco. Algunos aditivos que se suelen
incorporar al medio son surfactantes no idénicos como Tween 80,
polietilenglicol y etanol. Para prevenir el crecimiento microbidlogico en el
medio se anaden conservadores, como gentamicina, azida de sodio y
formaldehido [127].
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ANEXO II. Pruebas estadisticas en la caracterizacion de las

membranas

Tabla 17. Diferencia estadisticamente significativa de las membranas en la prueba de hinchamiento,
realizado mediante un ANOVA a 95 % de confianza.

Tienen diferencia significativa No tienen diferencia significativa
M1y M2 M2 y Pa-M2 M3y M4
M1y M3 M3y Pa-M3 M4 y Pa-M4
M2 y M4 CNp-M4 y M3 Pa-M1 y Pa-M2
Pa-M1 y Pa-M3 CNp-M4 y M4 Pa-M2 y Pa-M4
Pa-M3 y Pa-M4 CNp-M4 y Pa-M3 CNp-M4 y Pa-M4
M1y Pa-M1

Tabla 18. Diferencia estadisticamente significativa de las membranas en el porcentaje de elongacion,
realizado mediante un ANOVA a 95 % de confianza.

Tienen diferencia significativa No tienen diferencia significativa
M4 y Pa-M4 CNp-M4 y M3 Pa-M2 y M2
M1-Pa-M1 CNp-M4 y M4 M3y Pa-M1
M3y M4 M2 y M4 M1y M2
M3y M1 M3y M4 M2 y M3
M2 y M4 CNp-M4 y Pa-M3
CNp-M4 y M1 M1y M4
CNp-M4 y M2
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Tabla 19. Diferencia estadisticamente significativa de las membranas en la resistencia a la traccion,
realizado mediante un ANOVA a 95 % de confianza.

Tienen diferencia significativa No tienen diferencia significativa
Pa-M2 y Pa-M4 M1y M4 Pa-M4 y Pa-M1
Pa-M2 y M1 Pa-M1y M2 M1y M2
Pa-M2 y Pa-M1 Pa-M1 y M3 M1y M3
Pa-M2 y M2 Pa-M1 vy Pa-M3 M3 y Pa-M3
Pa-M2 y M3 Pa-M1y M3 M2y M3
PA-M2 y Pa-M3 Pa-M1 y M4
Pa-M2 y M4 M2 y M3
Pa-M4 y M1 M2 y Pa-M3
Pa-M4 y Pa-M1 M2 y M4
Pa-M4 y Pa-M3 M3y M4
Pa-M4 y M4 Pa-M3 y M4
M1y Pa-M1 M1y Pa-M3
CNp-M4 y M1 CNp-M4 y M3
CNp-M4 y M2 CNp-M4 y M4
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ANEXO III. Cuestionario utilizado en la evaluacion sensorial de las
membranas

G M W iy

Universidad Nacional Autdnoma de México

Facultad de Quimica

Nombre Edad Género

Si padece alguna enfermedad favor de indicarlo.
Diabetes O Psoriasis O Dermatitis O Sensibilidad de lapiel O Otra O

Instrucciones generales. Antes de responder, lea el siguiente cuestionario. En caso de
presentar alguna duda, consulte al responsable de esta prueba. Indique con una x en las

escalas, la respuesta de su preferencia.

Ante usted se presenta una muestra de membrana de alginato. A continuaciéon, debera tomarla

con las yemas de los dedos.
Al tomar la membrana con la yema de los dedos

1. ¢Qué textura tiene?

M1 M2 M3 M4

1 Lisa

2 Rugosa

2. En caso de que la membrana se haya pegado entre si misma, é¢qué tan facil fue
despegarla?

M1 M2 M3 M4

Muy facil

Facil

Dificil

A W|IN|F

Muy dificil

——

140 }



3. ¢Qué tan pegajosa se siente?

M1 M2 M3 M4

Muy pegajosa

Pegajosa

Poco pegajosa

A IWIN|-

Nada Pegajosa

Durante la aplicacion

4. Coloque las membranas sobre el antebrazo derecho y responda. ¢{La membrana se
adhiere a la piel al colocar la zona de aplicacién en vertical?

M1 M2 M3 M4

Si

No

5. ¢éCon qué facilidad se adhirié la membrana a la piel?

M1 M2 M3 M4

Muy facil

Facil

Dificil

A W|IN|F

Muy dificil

Deseche las 4 membranas al finalizar la pregunta 5. Avise al responsable de esta prueba para

gue le sean colocadas nuevas membranas sobre el antebrazo izquierdo y responda.

Esperar 5 minutos tras la aplicacién antes de responder la siguiente pregunta.
6. Al humedecer la membrana con agua, ¢ésta se adhiere a la piel después de colocarla en
la zona de aplicaciéon de manera vertical?:

M1 M2 M3 M4

1 Si

2 No

Una vez colocada cada membrana sobre la piel, responda lo siguiente:

7. ¢la membrana se deslizd sobre la piel? Si la respuesta es si, indique la distancia en
milimetros.

M1 M2 M3 M4

No
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ANEXO IV. Validacion de los métodos analiticos
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Figura 45. Espectro de a) curcumina, b) cinta con corneocitos y curcumina y c) cinta con corneocitos,
en acetona.
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Figura 46. Curva de calibracién de curcumina, utilizando como disolvente acetato-metanol 9:1
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Tabla 20. Exactitud de la curva de calibracion de curcumina, utilizando como disolvente acetato-

metanol 9:1

EXACTITUD
Niveles Bajo (nug/mL) Intermedio (ug/mL) Alto (nug/mL)
Concentracion tedrica 1.0000 3.0000 7.0000
Concentracion calculada 0.9653 3.0654 6.9346
Recobro (%) 96.5327 102.1802 99.0656

Tabla 21. Parametros evaluados en la validacién del método analitico para la cuantificacién de
curcumina utilizando como disolvente acetato-metanol 9:1

Parametro Criterio Resultado Cumple
Linealidad r> 0.98 r2 = 0.9988 Si
. s 1 pg/mLCV =4.70 % Si
Precision .
- CV<5% 3 ug/mL CV = 4.94 % Si
(repetibilidad) ,
7 ug/mL CV = 3.09 % Si
1 mL CV = 96.53 % No
) % de recobro: Ha/ ° ,
Exactitud 97-103 % 3 ug/mL CV = 102.18 % Si
° 7 ug/mL CV = 99.07 % si
Limite de
-—-- 0.1484 mL Si
deteccion Ha/
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Figura 47. Curva de calibracién de curcumina, utilizando como medio PBS 1x.

Tabla 22. Exactitud de la curva de calibracidon de curcumina, utilizando como medio PBS 1x.

EXACTITUD
Niveles Bajo (nug/mL) Intermedio (ug/mL) Alto (pg/mL)
Concentracion teérica 1.5000 3.5000 5.5000
Concentracion calculada 1.6141 3.5758 5.6071
Recobro (%) 107.6048 102.1645 101.9474
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Tabla 23. Parametros evaluados en la validacion del método analitico para la cuantificacion de
curcumina, utilizando PBS 1x.

Parametro Criterio Resultado Cumple
Linealidad r2> 0.98 r2 = 0.9999 Si
Precisién 1.5 yg/mL CV = 1.39 % Si
(repetibilidad) CV<5% 3.5 yg/mL CV = 4.20 % Si
P 5.5 pg/mL CV = 0.92 % si
1.5 uyg/mL CV = 107.60 % No
o, .

Exactitud Yo 9d7e_1rg;°5r°' 3.5 pg/mL CV = 102.16 % Si
° 5.5 pug/mL CV = 101.95 % Si
Limite de ‘
deteccidén T 0.1 ng/mL Si
Limite de .
cuantificacion T 0.6 hg/mL Si
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Figura 48. Curva de calibracién de curcumina en acetona.
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Tabla 24. Exactitud de la curva de calibracidon de curcumina, utilizando como disolvente acetona.

EXACTITUD
Niveles Bajo (pg/mL) Intermedio (pg/mL) Alto (pg/mL)
Concentracion teodrica 1.500 4.500 7.000
Concentracion calculada 1.457 4.132 7.106
Recobro (%) 97.130 91.820 101.510

Tabla 25. Parametros evaluados en la validacion del método analitico para la cuantificacion de
curcumina, utilizando como disolvente acetona.

Parametro Criterio Resultado Cumple
Linealidad r2> 0.98 r2=0.9933 Si
Precisién 1.5 yg/mL CV = 2.64 % Si
(repetibilidad) CV<5% 4.5 yg/mL CV = 2.16 % Si
P 7.0 pug/mL CV = 1.98 % si
1.5 pg/mL CV = 97.13 % Si
0, .

Exactitud A °9d7e_1rg‘;°3r°' 4.5 ug/mL CV = 91.82 % No
° 7.0 ug/mL CV = 101.51 % Si
Limite de p
deteccion o 0.1 ng/mL St
Limite de p
cuantificacion T 0.6 ng/mL Si
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Abstract: Non-biodegradable materials with a low swelling capacity and which are opaque and
occlusive are the main problems associated with the clinical performance of some commercially
available wound dressings. In this work, a novel biodegradable wound dressing was developed
by means of alginate membrane and polycaprolactone nanoparticles loaded with curcumin for
potential use in wound healing. Curcumin was employed as a model drug due to its important
properties in wound healing, including antimicrobial, antifungal, and anti-inflammatory effects.
To determine the potential use of wound dressing, in vitro, ex vivo, and in vivo studies were carried
out. The novel membrane exhibited the diverse functional characteristics required to perform as a
substitute for synthetic skin, such as a high capacity for swelling and adherence to the skin, evidence
of pores to regulate the loss of transepidermal water, transparency for monitoring the wound, and
drug-controlled release by the incorporation of nanoparticles. The incorporation of the nanocarriers
aids the drug in permeating into different skin layers, solving the solubility problems of curcumin.
The clinical application of this system would cover extensive areas of mixed first- and second-degree
wounds, without the need for removal, thus decreasing the patient’s discomfort and the risk of
altering the formation of the new epithelium.
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1. Introduction

Human skin exerts a pivotal function as a protection barrier against diverse exogenous noxious
factors; however, it is exposed and undergoes diverse types of injuries, including burns, ulcers, trauma,
lacerations, and acute or chronic wounds, which may compromise its integrity [1].

In this regard, when skin is damaged, a specialized and highly regulated dynamic process
immediately takes place: wound healing [2]. The main goal of wound healing is to restore tissue
integrity and to achieve homeostasis; however, this process may be complicated by distinct intrinsic
and extrinsic factors [2]. Thus, in order to accelerate wound healing, a variety of wound dressings
have been designed.

Irrespective of the type of wound, the main function of dressings is to aid in the repair of the
wound through the reduction of pain and inflammation, to protect the damaged tissue from pathogenic
agents, and to enhance cell differentiation and proliferation [3]. Although there several types of
dressings which are commercially available, many of these present some drawbacks, such as an
inefficient absorption of exudates, poor protection against infections by microbes, the lack of ability to
maintain humidity, and the triggering of allergic effects [4]. In addition, several dressings may adhere
to the wound and require constant changes, which may interfere with the granulation process and
delay the healing course.

Therefore, in recent years, there has been increasing interest in asymmetric membranes as an
alternative for designing wound dressings [5]. These types of membranes possess multiple advantages,
such as structural similarity with the skin, an ability to absorb exudates due to their porous structure,
and improved cell adhesion and proliferation [6,7]. Different polymers have been employed for their
development, including chitosan, hyaluronic acid, collagen, poly vinyl alcohol (PVA), polycaprolactone
(PCL), and alginate [8]. In particular, alginate is a biopolymer extracted from seaweed and has shown
several unique properties, such as biodegradability, good hydrophilicity, and good biocompatibility [4].
Alginate has exhibited potential for improving wound healing due to its hemostatic properties;
moreover, it may reduce microbial infections, enhance the absorption of exudates, and decrease allergic
reactions [9]. These features render alginate an interesting option for wound dressings. In addition,
alginate membranes possess the advantage that they may be functionalized with bioactive compounds
that enhance their healing properties.

In this regard, curcumin is a natural compound that possesses a plethora of biological activities,
including antimicrobial, antifungal, anti-inflammatory, and antioxidant effects [10-12]. In addition,
curcumin improves wound healing, enhances epithelial regeneration, and increases the proliferation
of fibroblasts [13,14]. Thus, curcumin could be a suitable pharmacological agent for the elaboration
of wound dressings. However, curcumin exhibits low bioavailability and is unstable in neutral and
alkaline aqueous solutions, as well as in hydrophilic topical preparations [12,15]. These drawbacks
could be overcome by a nanoparticle formulation that permits the controlled and gradual release of
the compound.

Therefore, the objective of this study was to design and develop a novel wound dressing comprising
an alginate membrane and PCL nanoparticles loaded with curcumin and stabilized with Pluronic®
F-68 (CNp) for possible application in wound healing. The wound dressing was physicochemically
characterized, and in vivo and ex vivo permeation assays were performed.
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2. Materials and Methods

2.1. Materials

For CNp fabrication, we used PCL (Mn 80,000 g/mol), Pluronic® F-68, and trehalose dihydrate,
which were purchased from Sigma—Aldrich® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), whereas methanol,
ethyl acetate, and curcumin were supplied by Spectrum® (Spectrum Laboratory Products, CA,
USA). For membrane elaboration and characterization, we employed sodium alginate [(SA) (300-700
cps 1.0%, RV, 20 rpm, 25 °C], glycerol (Gly), propylene glycol (Prop), and Tween 80, which were
purchased from Drogueria Cosmopolita (Mexico City, Mexico). PVA, Pluronic® F-127, acetone, and
phosphate buffered saline (PBS) solution were supplied by Sigma-Aldrich® (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany). Kollidon® 30 [Polyvinylpyrrolidone k 30; (PVP k30)] was obtained from BASF (USA).
Ethyl acetate was acquired from Distribuidora Quimica Alvi (State of Mexico, Mexico). Methanol was
purchased from Fermont (Nuevo Ledn, Mexico). All other chemicals and reagents were of at least
analytical-grade quality.

2.2. Preparation of PCL Nanoparticles Loaded with Curcumin (CNp)

CNp were prepared by the emulsification—diffusion method, as previously described by
Quintanar-Guerrero, et al. [16]. Briefly, the organic saturated phase and aqueous saturated phase were
obtained by the saturation of an ethyl acetate and distilled water mixture at a 1:1 ratio. After that, 2%
(w/v) solution of PCL was prepared by dissolving 400 mg of PCL in 20 mL of the organic saturated phase;
once PCL was dissolved, 100 mg of curcumin was added. At the same time, 5% (w/v) of Pluronic® F-68
solution was prepared using an aqueous saturated phase as solvent. In order to obtain an emulsion,
both solutions were mixed at a 1:2 ratio with a high-speed homogenizer (Ultra Turrax T18; IKA®) at
14,000 rpm for 10 min at room temperature. Then, 160 mL of water was added to the emulsion to
generate polymer aggregation, and the system was maintained under the same conditions for 10 min.
The organic solvent was evaporated by a rotary vacuum (Heidolph®, Schwabach, Germany), and
the nanoparticle suspension obtained was centrifuged at 15,557 g for 30 min at 25 °C. Finally, the
pellet was dissolved in distilled water. In order to assess the thermal stability and the properties of
the nanoparticles, CNp were frozen and lyophilized at —49 °C, 0.05 mBar for 24 h, employing 5% w/v
trehalose dihydrate as a cryoprotectant.

2.3. Physicochemical Characterization of CNp

2.3.1. Particle Size and Zeta Potential Assessment

The particle size and distribution (polydispersity index, PDI) of the CNp were evaluated by
dynamic light scattering. On the other hand, to determine the Zeta potential of CNp, laser Doppler
velocimetry was employed. CNp dispersions were assessed five times at 25 °C in a Zetasizer (Malvern
Instrument ZS90; Malvern, UK).

2.3.2. Atomic Force Microscopy (AFM)

CNp size and geometry were analyzed by atomic force microscopy (AFM) with a scanning probe
microscope (JSPM-4210, JEOL®, Tokyo, Japan). In brief, the CNp dispersion was obtained after
centrifugation, and the pellet resuspension was diluted to 1:100 with distilled water. A drop was
placed on a coverslip, allowing it to dry at room temperature. The coverslip with the drop was held in
place with carbon tape, and room-temperature conditions were utilized to assess the samples.

2.3.3. Drug Loading and Entrapment Efficiency of CNp

To calculate entrapment efficiency (EE) and drug loading (DL), the CNp dispersion was centrifuged
at 15,557 g for 40 min; then, the sediment was resuspended in ethyl acetate and the absorbance was
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measured by UV-Vis spectrophotometry at 420 nm (DLAB®, SP-UV1000, Beijing, China). The amount
of curcumin was obtained by interpolation in a calibration curve (R? coefficient = 0.99985).
The percentages of EE and DL were calculated from the equations below:

. CN

%o EE = c x 100 (1)
CN

%DL= — x1 2

7 NI 00 ()

where CN = the amount of curcumin in nanoparticles, IC = the initial amount of curcumin, and N =
the number of nanoparticles.

2.4. Preparation of Polymer Gels and Membranes

Four membrane formulations based on SA (M1, M2, M3, and M4) (See Table 1) were prepared
using the solvent casting method as published by Karki et al. [17]. First, SA and the polymer were
dissolved separately in injectable water by stirring at 35 °C. After dissolution, they were mixed with
each other by mechanical stirring. Then, the plasticizer (or a plasticizer mixture) was added by stirring
at room temperature until a homogeneous gel was obtained. In order to eliminate bubbles from the gel,
it was centrifuged at 636 g for 20 min at room temperature (BIOBASE, BKC-TH18II, Shandong, China).

Table 1. Formulation of alginate membranes with different polymers as plasticizers. PVA: poly vinyl
alcohol; PVP: polyvinylpyrrolidone; CNp: polycaprolactone (PCL) nanoparticles loaded with curcumin.

Formulation Code SA (% w/o) Polymer Plasticizer
PVA (%w/v) PVP (%w/v) Gly (%w/v) Prop (%v/v)
4 2 — 10 —
M2 4 2 — 10 12
M3 4 — 2 10 —
M4 4 — 2 10 12
CNp-M4 4 — 2 10 12

In order to obtain the membranes, 10 g of each gel, prepared with the previously mentioned
methodology, was poured into a Teflon cast 12 cm in diameter and left to dry into an oven (OAKTON
Stable Temp, IL, USA) at 75.0 + 0.5 °C for 3 h.

2.4.1. Preparation of Nanoparticle-Coated Alginate Membranes (CNp-M4)

The methodology described previously was followed to prepare our nanoparticle-coated alginate
membrane (CNp-M4), but the vehicle utilized was a dispersion of CNp to obtain 0.01% w/v of curcumin
instead of injectable water. In order to prepare the membranes, the gel obtained was poured into a
Teflon cast and left to dry in an oven at 40.0 + 0.5 °C for 4 h.

2.5. Physicochemical Characterization of Membranes

2.5.1. Swelling Test

Samples of M1, M2, M3, M4, and CNp-M4 membranes were cut to a size of 1 X 1 cm and weighed
on pre-weighed aluminum trays. The samples were divided into five blocks, corresponding to different
times as follows: 5, 10, 20, 30, and 60 min. The membranes on the trays were placed on a flat surface,
and 750 pL of PBS 1X pH 7.4 was added to each sample.

Once the established time had elapsed, the trays were turned vertically for 2 min on absorbent
paper, allowing the draining and absorbption of the excess of PBS. After that time, the membranes
in the trays were weighed again [18]. The assessment was performed in triplicate for each of the
different times.
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The swelling percentage (%S) was calculated using the following formula [19]:

M — My
%S = ————=x1
oS My x 100 3)

where Mg and My are the weight of the swollen membrane and dried membrane, respectively.

2.5.2. Mechanical Test

Tensile strength (TS) and the elongation at a break (%E) of M1, M2, M3, M4, and CNp-M4 were
determined using a Sintech % testing machine (MTS, USA), which was equipped with a 100-N load
cell at a crosshead speed of 2.4 mm s~!. Three samples of each formulation were cut into a dumbbell
shape with a width of 10 mm and an effective length of 40 mm between the clamps at the beginning
of the measurement. The thickness of each sample was measured using a Vernier at five different
points before testing, and the average of these was employed for TS calculation. The load (Lb) and
displacement (mm) of each film were recorded during the stretching. TS and %E were calculated by
Equations (4) and (5), as published by Karki et al. [17]:

F

%E = b x 100 ®)
L
where TS is reported in MPa, F is the maximum load (N) required to break the film, and A is the initial
cross-sectional area in mm?. In Equation (5), D is the displacement of the film elongation at the rupture
and L is the initial length.

2.5.3. Thermogravimetric Analysis (TGA)

The thermal stability of the membranes (M4, CNp-M4), CNp, and curcumin was evaluated through
TGA, employing a Hi-Res TGA 2950 Thermogravimetric Analyzer (Modulated TA Instruments, New
Castle, DE, USA). In brief, 5 mg of each sample was analyzed starting at room temperature and
increasing to 500 °C at a heating rate of 10 °C/min under a nitrogen atmosphere.

2.5.4. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The thermal properties of the membranes (M4, CNp-M4), CNp, and curcumin were determined
with the DSC 2910 (Modulated TA Instruments, DE, USA). Lyophilized samples were placed in
hermetic aluminum cells and evaluated starting at room temperature and increasing to 250 °C at a
heating rate of 10 °C/min under a nitrogen atmosphere.

2.5.5. pH Values

The pH values of M1, M2, M3, M4, and CNp-M4 polymer gels was measured through a pH meter.
The samples were put into contact with the electrode until a constant value was obtained. The pH
meter was previously calibrated against standard solutions to ensure the highest level of accuracy.

2.5.6. Structure and Morphology of M4 and CNp-M4 Membranes

In order to analyze the structure and morphology of the membranes, samples were cut in a circular
shape 1 cm in diameter and in a longitudinal section and were analyzed using a scanning electron
microscope (Jeol-JCM 6000, MA, USA) at 100x and 220x magnification; then, photographs were taken
in four different fields.

The pore diameter and membrane width were measured using a software package (ImageJ, MD,
USA), and the average was calculated. Pore number was counted field-by-field, and the average
was determined.
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In order to evaluate the transparency of M4 and CNp-M4 membranes, samples were cut into a
circular shape 3 cm in diameter and these were placed over an image (before swelling); then, they were
observed and photographed. Afterward, 1 mL of PBS 1X was added to the samples, and after 20 min
(swelling process), photographs were taken of the samples.

2.5.7. In Vitro Release Study of Drug Dispersion, CNp and CNp-M4 Membrane

To evaluate the curcumin release profile from the CNp and CNp-M4 membrane, the direct
dispersion method was applied. For the drug and CNp dispersion, a certain amount of curcumin
(and the equivalent in nanoparticles) was dissolved into PBS solution (pH 7.4, Pluronic® F-127 2%
w/v), divided into sets of three tubes each, and placed in a shaker incubator, maintaining this at 37 °C.
For the CNp-M4 membrane, disks 1 cm in diameter were placed in tubes with the PBS solution under
the conditions previously described. At the defined times of 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 24, and 48 h, one set
of tubes was removed from shaking and centrifuged at 18,514 g for 30 min. The curcumin released in
the supernatant was quantified by UV-Vis spectrophotometry at 420 nm.

The results of the release tests of CNp and CNp-M4 membrane were analyzed by mathematical
models such as zero-order, first-order, the Higuchi model, and the Korsmeyer—Peppas model to predict
the drug release mechanism.

2.6. Permeation Assays

2.6.1. Ex Vivo Permeation Assay

Porcine skin was obtained from the back of pig ears within 12 h after slaughter. The pig ears were
cut into circular sections 3 cm in diameter. The excess of fat was removed with surgical scissors, and
the samples were washed with saline solution. The samples were divided into three groups: drug
dispersion with 0.01% w/v of curcumin (2 mL; n = 3), CNp dispersion with 0.01% w/v of curcumin
(2 mL; n = 3), and CNp-M4 membranes (3 cm in diameter; n = 3).

The experiments were conducted in 12 independent Franz cells with a diffusion area of 7.07 cm?.
The freshly excised skin was placed into Franz cells, and the stratum corneum remained in contact with
the donor compartment, with the dermis facing the receptor compartment. This was filled with 30 mL of
0.1 M PBS solution (pH 7.4) with 2.5% of Tween 80 and maintained under constant stirring at 400 rpm.

Franz cells were immersed in a water bath at a constant temperature of 37.0 + 0.5 °C. At
predetermined times (1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 22, 24, 26, 28, and 30 h), 1000 uL of medium was removed
from the receptor compartment and replaced with 1000 pL of fresh receptor medium.

At the end of the test, the skin samples were carefully removed from the Franz cells to conduct the
tape-stripping test, following the in vivo permeation assay methodology (described in Section 2.6.2).
All tapes were placed in a flask with 40 mL of acetone and mechanically stirred for 15 h. Subsequently,
each skin sample was fragmented into small pieces using surgical scissors. The curcumin was extracted
with 25 mL of ethyl acetate:methanol at a ratio of 9:1. The extract was centrifuged at 10,174 g for 10 min.
All samples were analyzed by UV-visible spectrophotometry at a wavelength of 420 nm.

2.6.2. In Vivo Permeation Assay

To evaluate the in vivo permeation of the CNp-M4 membrane through the stratum corneum, the
tape-stripping technique was employed. Four healthy Mexican males aged 22-36 years were recruited
as volunteers. The individuals had neither a history of skin disorders nor had used cosmetic products
on their forearms 24 h prior to the test. Written informed consent was obtained from each volunteer
before each study.

Four sites (3 x 3 cm) were demarcated: two on the right forearm and two on the left forearm.
Before administering the treatment, the sites were cleaned with cotton impregnated with water.
Three treatments were administered to each volunteer. The CNp dispersion with 0.01% of curcumin
(2 mL) and the drug dispersion at the same concentration were contained within a glass cylinder on
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the left forearm. The CNp-M4 membrane (3 cm in diameter) was put on the right forearm, and 1.75 mL
of distilled water was added onto the surface of the membrane. The last site on the right forearm was
used for the blank. The treatments were in contact with the skin for 6 h [20]. Once the time had elapsed,
the membrane was removed with steel nippers. The skin was subjected to 15 successive tape strips
(Scotch® 3M®), previously cut into 3 x 3 cm squares. In each case, the site was pressed uniformly
by sliding a spatula over the surface of the tape five times; then, it was removed by pulling it with
steel nippers from the lower right to the upper left end. The blank site was subjected to the same
procedure. Each tape was immersed in 15 mL of acetone in a different amber glass bottle with a lid.
All of the bottles were placed under mechanical agitation for 15 h; subsequently, the samples were
filtered to remove the glue particles. The quantification of curcumin was performed by UV-visible
spectrophotometry at a wavelength of 420 nm. Each sample was analyzed in triplicate.

3. Results and Discussion
3.1. Physicochemical Characterization of CNp

3.1.1. Particle Size and Zeta Potential Assessment

CNps were obtained, and their mean particle size and PDI were 148.3 + 1.9 nm and 0.044 + 0.020,
respectively. These values were expected to improve dermal permeation [21], since nanoparticles
below 500 nm have a larger surface area-to-volume ratio, which ensures direct contact with the stratum
corneum and skin appendages [6,7]. Moreover, the PDI value was below 0.1, which indicates that the
small size measured in the sample is reliable and monodisperse [22].

On the other hand, CNp exhibited a zeta potential value of —7.32 + 0.03 mV. In this regard,
zeta potential is commonly employed to measure the charge in the nanoparticles and/or electrostatic
repulsion [1], and the literature indicates that nanoparticles are stable in suspension with a zeta potential
above +30 mV [23]. Despite the CNp zeta potential value not being in this range, it should be considered
that Pluronic® F-68 was added as a stabilizer of nanoparticles, which provides them with stability by
means of a repulsion effect through a steric mechanism [24]. Likewise, CNp possesses a negative charge,
which is related to the carboxylic end group of PCL [25]; thus, negatively charged nanoparticles could
permeate adequately in conjunction with the negative charges existing on the skin [26].

3.1.2. Atomic Force Microscopy (AFM)

The morphology and size of CNp were evaluated by AFM. In agreement with the particle-size
and zeta-potential assessments, the nanoparticles demonstrated a spherical shape and a size of
approximately 200 nm with no agglomeration (Figure 1) [27]. These results support the idea that
the small size of CNp could improve the dermal permeation of curcumin, which would increase its
anti-inflammatory, antimicrobial, and wound-healing activities [6,12].
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Figure 1. Atomic force microscopy (AFM) topography images of the CNp. The size bar is 1 pm.
3.1.3. Drug Loading and Entrapment Efficiency of Nanoparticles

In order to determine the amount of curcumin entrapped inside the CNp, the DL and EE were
determined. The CNp showed DL and EE values of 4.9 + 0.7% and 96.01 + 0.95%, respectively. It is
known that the emulsification diffusion method ensures high encapsulation efficiencies (generally
>70%) [28]. On the other hand, DL depends on nanoparticle structure and methodology [29], whereas
both DL and EE depend on the interactions between the drug, the matrix, and the medium [29].

3.2. Physicochemical and Mechanical Characterization of Nanoparticle-Coated Alginate Membranes as
Wound Dressings

3.2.1. Swelling Test

From a practical point of view, the membranes should absorb the exudate from the wound and at
the same time provide a moist environment that promotes healing. For this reason, the percentage of
swelling of five different formulations was determined by weight difference (Figure 2).

1000
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Figure 2. Percentage of swelling in alginate membranes as a function of time. Effect on swelling
capacity by the addition of PVA + glycerin (M1), PVA + glycerin + propylene glycol (M2), PVP +
glycerin (M3), PVP + glycerin + propylene glycol (M4), and CNp + PVP + glycerin + propylene glycol
(CNp-M4) (mean =+ SE; n = 3). There were significant differences when ANOVA was applied at 5, 20,
30, and 60 min (p < 0.05).
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Figure 2 depicts a difference at a time of 20 min, when propylene glycol is added to the formulation
with PVA (M2) in comparison to M1; however, there is no significant difference between using or not
using propylene glycol in the formulation combined with PVP (M3 and M4, respectively). In order to
determine the differences in the percentage of swelling according to each formulation as a function of
time, an ANOVA was performed. It was demonstrated that both the formulation and the time during
which the membrane was exposed to PBS exerted a statistically significant effect on swelling with a
95% confidence level.

The formulation with the highest swelling value was M1, at 30 min (802.8 + 76.0%), while the
addition of propylene glycol (M2) decreased the swelling percentage after 10 min. On the other hand,
M2 showed the lowest value in the swelling test before dissolving. The addition of propylene glycol to
the polyvinyl alcohol mixture could increase the intermolecular interactions between both excipients
via hydrogen bonds in the -OH groups, favored by a wide steric disposition, but could decrease the
entry capacity of water molecules and their interaction with alginate by saturation, decreasing the
swelling ability. In the case of the interaction of propylene glycol and PVP, the situation could be the
opposite. The interaction of both excipients is lower, resulting in a lower swelling capacity of the
alginate; i.e., the excipient that determines the majority of the response. This phenomenon is confirmed
with the profile observed for CNp-M4 in relation to M4.

Namely, when water enters the polymer matrix, the chains begin to relax, giving rise to the
opening of the polymer networks. This promotes the penetration of more water; however, in the last
stages of swelling, the diffusion coefficient is diminished because the chains are completely relaxed
and near equilibrium [30].

The membranes began to dissolve after being exposed to PBS for a longer period of time. According
to the composition of the medium, polymers undergo degradation and erosion processes. When a
polymer degrades, the chains are cleaved into oligomers and subsequently monomers. The continuous
loss of monomers will eventually lead to the phenomenon of erosion, which progressively changes
the microstructure of the membrane through the formation of pores [31]. The combination of these
processes could favor the possible application of our M4 and CNp-M4 membranes as wound dressings,
because it would not be necessary to remove them from the application site, avoiding harm through
injury and discomfort to the patient.

Moreover, the level of exudate from a wound (for example, an ulcer) can vary from absent (dry
ulcer) to minimally exuding (<5 mL fluid per 24 h), to moderately exuding (5 to 10 mL fluid per 24 h),
and finally to highly exuding (>10 mL fluid per 24 h) [32]. In this regard, the measurement of the
swelling capacity of a wound dressing developed with alginate could be classified as dressings of low
absorbance (alginate wound dressing that absorbs less than 6 g of liquid per g of dressing, or less than
12 g/100 cm?), and dressings of high absorbency (an alginate wound dressing that absorbs 6 g or more
liquid per g of dressing, or 12 g or more/100 cm?) [33]. With this consideration, CNp-M4 possesses a
value of 17.48 g/100 cm?, corresponding to high absorbency and similar to several commercial products.

3.2.2. Mechanical Test

Wound dressings must be resistant and flexible for ease of handling [17]. Thus, the mechanical
properties of the membranes are depicted in Figure 3. Formulations with PVA (M1 and M2) did not
demonstrate a significant difference in %E with 73.54 + 0.87% and 74.90 + 1.67%, respectively. TS was
similar for M1, M2, and M3 samples with 1.32 + 0.02, 1.34 + 0.01, and 1.96 + 0.05 MPa, respectively.
By way of comparison, M1 and M2 membranes exhibited a lower TS and %E than the remaining
formulations, probably due to PVA being a polymer that has been characterized as possessing poor
elasticity, a rigid membrane, and low hydrophilic characteristics [34].
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Figure 3. Effect of plasticizers on the mechanical properties of alginate membranes. Effect on mechanical
properties by the addition of PVA + glycerin (M1), PVA + glycerin + propylene glycol (M2), PVP +
glycerin (M3), PVP + glycerin + propylene glycol (M4), and CNp + PVP + glycerin + propylene glycol
(CNp-M4), respectively. (a) Elongation at break; (b) tensile stress, (mean + SD; n = 3). * indicates p <
0.05 as statistically significant.

The %E and TS of M3 were 68.63 + 6.75% and 1.18 + 0.07 MPa, respectively; these values significantly
increased with the addition of propylene glycol (M4), to 120.01 + 5.97% and 1.96 + 0.05 MPa, respectively.
M4 exhibited the highest values in the assay and showed a significant difference with respect to the
remaining formulations without CNp. This may be explained, at least in part, by the properties of
propylene glycol, which is a plasticizer with a small molecular weight that is able to create multiple
H-bonds with PVP and SA chains into a package and, consequently, aid in the formation of cross-linked
networks [35].

Therefore, because of its greater swelling capacity and better mechanical properties, the M4
membrane (a mixture of sodium alginate, PVP, and propylene glycol) was chosen for the incorporation
of CNp.

On the other hand, the mechanical properties of M4 were modified when CNp dispersion was
added to the formulation. The %E of CNp-M4 showed the highest value, with 144.39 + 14.52%; in
contrast, TS decreased to 1.52 + 0.16 MPa. This could be due to the addition of CNp dispersion to the
formulation decreasing the number of hydrogen bonds between the polymer molecular chains; as a
result, less strength is necessary to break the membrane [36]. In comparison, CNp-M4 showed the
highest %E, which could be due to the effect of Pluronic® F-68. The latter is a surfactant that decreases
the pore number, providing a membrane with a homogeneous structure; thus, it is more resistant to
changes, rendering higher elasticity properties.

3.2.3. Thermogravimetric Analysis (TGA)

It is important to determine the thermal properties of a substance, because these provide useful
information for their identification and the characterization of materials. In Figure 4, thermograms of
curcumin, CNp, M4, and CNp-M4 membranes are presented. For curcumin, mass loss was observed
at 173 °C by TGA (Figure 4a); due to the degradation of turmeric powder, water loss was not observed,
possibly due to its high hydrophobicity [37]. The weight loss of CNp started at approximately 90 °C,
corresponding to dehydration, and there was a second plateau from 280 to 350 °C, suggesting a better
thermal stability for curcumin when it is inside PCL nanoparticles than when alone. However, CNp
lost more weight in a smaller temperature range.
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Figure 4. Thermal analysis of nanoparticle-coated alginate membrane using (a) thermogravimetric

analysis (TGA) and (b) differential scanning calorimetry (DSC). The thermal properties of the M4

membrane, CNp-M4 membrane, CNp, and curcumin are represented as a, b, ¢, and d, respectively.

On the other hand, in the M4 membrane, the first mass loss occurred between 90 and 240 °C,
whereas for the CNp-M4 sample, weight loss began between 100 and 240 °C. This could be due to
the evaporation of water traces, the degradation of propylene glycol, PVP, glycerin (150-220 °C), and
turmeric powder [38]. In the case of the CNp-M4 membrane, it presented a slighter weight loss
compared to the M4 membrane. The second mass loss of both samples was between 270 and 425 °C; in
this stage, the decomposition of the functional groups of SA polymer chains is presented. Finally, the
last plateau in M4 and CNp-M4 membranes started at 425 °C, which corresponds to the degradation
of the SA backbone [19]. In the same manner, the CNp-M4 membrane thermogram revealed a lower
weight-loss temperature compared with that of CNp; this is probably because membrane formulation
is a mixture that contains more substances than CNp. This is similar to the thermal behavior exhibited
by curcumin and CNp.

3.2.4. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

DSC is a technique used to determine the quantity of heat either absorbed or released when
substances undergo physical or chemical changes [39]. In Figure 4b, DSC thermograms of curcumin,
CNp, M4 membrane as vehicle, and CNp-M4 membrane are presented. The melting point of curcumin
was found to be 174 °C (Table 2), which was expected with regard to the literature [40]. Furthermore,
three thermal events were observed in the CNp: at 63.5; 101, and 212 °C. The first thermal event could
correspond to the melting point of PCL (61 °C) [41], while events at 101 and 212 °C may indicate the
presence of trehalose, which was employed as a cryoprotectant to lyophilize the CNp [42]. Interestingly,
the melting point of curcumin was not detected in the CNp sample; this could be due to the high EE of
curcumin inside PCL nanoparticles as a molecular dispersion.

Table 2. Thermal events of curcumin, CNp, and alginate membranes by DSC.

Sample Ty (°C) Tm2 (°C) T3 (°C)
Curcumin 174 — —
CNp 63.5 101 212
M4 87 249 —
CNp-M4 87 233 —

On the other hand, both M4 and CNp-M4 membranes revealed two thermal events. The first
peak was around 87 °C for both formulations, whereas the second peak was around 233 °C for the M4
membrane and 249 °C for the CNp-M4 membrane. The latter peaks were due to the presence of SA in
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the formulation. A thermal peak prior to 100 °C was observed for both samples, possibly due to the
presence of water in the membranes.

3.2.5. pH Determination

The pH values of all the polymer gels were 5.78 + 0.06, 5.76 + 0.03, 5.65 + 0.01, 5.97 + 0.05 and
5.68 + 0.03 for M1, M2, M3, M4, and CNp-M4, respectively. All of these values are acceptable because
pH wound dressings must be neither acid nor alkaline in order to avoid skin irritation. Moreover,
membrane pH is important to regulate the wound-healing process. The natural pH of the skin is within
a range of 5-6, depending on the person, while the pH of the chronic wound oscillates in an alkaline
range between pH 7 and 8, which increases susceptibility to wound infection.

3.2.6. Structure and Morphology of M4 and CNp-M4 Membranes

An ideal scaffold is expected to have a suitable microstructure (number of pores and pore size
controlled) in order to transport nutrients, cells, metabolites, gases, and signaling molecules [43]. In this
respect, pores were observed in the top of the membrane structure, which did not span the membrane
(Figure 5a). However, it should be expected that the addition of water to the membranes (for example,
from the wound exudate) promotes the total formation of pores through these. This would allow skin
transpiration and an optimal environment for the wound.

a) M4 CNp-M4 b)
A

[T Pore diameter
5] Membrane thickness
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Figure 5. Morphology and porosity of alginate membranes. (a) Micrographs by scanning electronic
microscopy of the alginate membrane surface (A, B, D, and E) and membrane thickness (C and F).
Magnification of 100x for A, D; 220x in B, C, E and F; the scale bar is 100 pm; (b) pore diameter and
membrane thickness of M4 and CNp-M4 membranes, mean + SE, n = 3. * indicates that p < 0.05 is
statistically significant.

On the other hand, the mean pore numbers in M4 and CNp-M4 membranes found in each
0.199 mm? were 4 and 2, respectively. The pore diameter in the M4 membrane was 162.25 + 40.75 um,
while for CNp-M4 membranes, this was 73.43 + 11.04 pm (Figure 5b). Moreover, M4 membranes were
significantly thicker and more homogenous in structure than CNp-M4 membranes. These features
could be due to the fact that CNp-M4 membranes have CNp dispersion in their formulation, which
contains Pluronic® F-68, a nonionic surfactant used as a nanoparticle coating that decreases tensile
surface in the polymer gel, thus reducing the number and size of the pores formed in the membranes [43].

Finally, transparency is an expected feature in our alginate membranes used as wound dressings,
in order to observe the possible wound-healing process without removing the dressing. M4 and
CNp-M4 membranes revealed a transparent feature prior to swelling, while CNp-M4 membranes
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demonstrated a translucent feature during the swelling process (Figure 6). Although the latter was not
completely transparent, it was possible to see through it.

M4 CNp-M4

C
%Tui. 2
Before S M j
swelling R,

i 4 wﬂ[nmﬁﬂimu!ml

Swelling a%&
process “"',L ':.':
42 Lt M','“-I“'ﬁ””l‘"gl'

Figure 6. Alginate membranes (M4) before swelling and during the swelling process in PBS medium
(A,B, respectively), and alginate membranes with curcumin nanoparticles (CNp-M4) before swelling
and during the swelling process in PBS medium (C,D, respectively). Scale in centimeters.

3.2.7. In Vitro Release Study of Drug Dispersion, CNp and CNp-M4

To analyze the mechanism of drug release from the nanoparticles (CNp) and from the nanoparticles
inside the membrane (CNp-M4), an in vitro release study was performed via the dispersion method
and is presented in Figure 7. The curcumin release from CNp (red line, circle symbol) showed
a low burst effect at 2 h; this behavior could be related to the presence of the curcumin released
from the nanoparticles, as well as to the curcumin outside the nanoparticle, inside the border-zone
matrix-stabilizer. After that, the release profile exhibited a linear behavior, with nearly 60% of the
curcumin released after 48 h of study. Interestingly, in the release profile for CNp-M4 (blue line,
triangle symbol), the burst effect was not evident, and a faster release than CNp (80% of curcumin
released at 48 h) was found. These behaviors may be due to the interaction among the membrane
excipients, the solvents, and the nanoparticles. To elaborate the CNp-M4 membrane (Section 2.4.1), the
nanoparticles are in contact with water, and the hydrolysis of CNp could be stimulated. In addition,
some excipients, such as glycerin and propylene glycol, are co-solvents that could improve the prior
solubilization of curcumin. As can be observed, the release from both the CNp and CNp-M4 membrane
was considerably slower than the drug dispersion release (black line, square symbol).

In order to investigate the mechanism of curcumin release from CNp and CNp-M4, different
mathematical models were applied (Table 3). The CNp data were fixed with the Higuchi model
(A = 0.0852, B =—0.0459, R? = 0.9551), according to those previously reported [44]. This model describes
the release of the drug by diffusion from the nanoparticle core into the external solution. On the other
hand, the release from CNp-M4 could be explained with the Korsmeyer—Peppas model, due to the
highest squared-correlation-coefficient value being obtained with this method (A = 0.3119, B = —0.5609,
R? = 0.9536). This model combines the diffusion and erosion mechanisms of the nanoparticles as the
explanation for drug release.
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Figure 7. Release profile of curcumin from the drug dispersion, CNp and CNp-M4 membrane in PBS
pH74(01M, Pluronic® F-127 2% w/v) at 37 °C. Each point represents the mean + SE, n = 3.

Table 3. Squared of the correlation coefficient (R?) and coefficients obtained after the linear regression
of release data from CNp and CNP-M4 utilizing four mathematical models.

Mathematical Equation CNp CNp-M4
Model R? A B R? A B
Zero-order Qr = Qp + Kot 0.842 0.5264 47385  0.7358  1.2362  31.432
First-order InQ; = 10Qy + Kt 0.8436  —0.0066 —-2.3991 0.8453 —0.0303 —3.1975
Higuchi Q; = Kyt!/2 09551  0.0852 —0.0459 0.8939  0.1017 0.194
Korsmeyer-Peppas 8—; = Kgt" 0.9037 05422 -1.2655 09536  0.3119 -0.5609

Qi: amount of drug released in time t; Qp: initial amount of drug in the dosage form; Qo total amount of drug
dissolved when the dosage form is exhausted; Ky, K;, Ky, Ki: release rate constants; RZ: squared correlation
coefficient. y = ax + b is an equation obtained after regression: a, slope and b, linear coefficient.

3.3. Curcumin Permeation Assays

3.3.1. Ex Vivo Permeation

An ideal system for potential use in chronic diseases with a slow healing process, such as wounds
or psoriasis, should exhibit sustained drug release in order to allow permeation through the skin [20,45].
In this regard, the alginate membranes developed in our study possess polymeric networks as a
structure, as well as the curcumin encapsulated in PCL nanoparticles dispersed within these networks.
These features will allow the slow release of curcumin.

An ex vivo permeation study was conducted to determine the distribution of the drug and CNp
throughout the stratum corneum, epidermis, and dermis, and to verify whether curcumin can pass
through the skin and reach blood circulation after the administration of CNp-M4 and CNp formulations.
With respect to the aqueous dispersion of curcumin (Figure 8), due to the high lipophilic character
of the drug, a high accumulation was observed in some superficial layers of the stratum corneum
(10.04 + 1.73 pg/cm?). Interestingly, permeation comprises a considerable amount, even from the
application of a curcumin dispersion in water, which involves solid particle clusters. This means that
the drug particles engage in a dissolution process with the oily components of the stratum corneum,
leading to their brief permeation in the superficial region. Although the values are high, there is a
higher efficiency of permeation with CNp (14.80 + 1.61 pg/cm?). In the region of the dermis, with a
hydrophilic character, the permeated amount of the drug dispersion decreases considerably due to its
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highly limited solubility in aqueous media (2.40 + 0.46 pg/cm?); this is nearly one third in relation to the
CNp value (6.99 + 0.27 pg/cm?). No detection was recorded for the dispersion of the drug that could
completely permeate the skin. According to Figure 8, a significant difference was observed between
CNp dispersion and CNp-M4 membrane treatments, with the highest permeation values observed for
CNp. The CNp-M4 membrane treatment revealed the highest amount of curcumin retained in the
epidermis and dermis—that is, 5.7 pg/cm? (1.620 + 0.051% of the total concentration of curcumin)—and
the lowest concentration was found in the stratum corneum (SC), at 0.65 pg/cm? (0.140 + 0.006%).
On the other hand, in the CNp dispersion treatment, curcumin was found mostly in the SC; that is,
14.8 ug/cm2 (2.62 + 0.49%) [26], the highest curcumin value in the entire assay.

*

Tl B Drug dispersion
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Figure 8. Ex vivo permeation of curcumin after 30 h of treatment with drug dispersion, CNp dispersion,
or CNp-M4 membrane. Stratum corneum-bound particles (obtained from 15 tape strips), epidermis +
dermis (surface on which dosed skin was handled after 30 h), and systemic (receptor compartment),
mean + SE, n = 4; ** indicates p < 0.01 and *** indicates p < 0.001 as statistically significant.

There was also a significant difference in the amount of curcumin that crossed through the skin
(which, in an in vivo model, means reaching the systemic circulation), since the concentration derived
from the CNp-M4 membrane was significantly lower than CNp (0.32% and 2.04% respectively; p-value
= 0.0019).

The aqueous system of CNp dispersion permitted the curcumin to permeate through the dermis and
completely cross the skin. Moreover, CNps have a negative charge; negatively charged nanoparticles
permeate the skin more rapidly than positively charged nanoparticles. The skin is predominately
negatively charged, and the electrostatic interaction of positive particles with the negatively charged
molecules in the skin matrix slows particle diffusion [26]. However, curcumin from CNp-M4 membranes
diffuses more slowly through the skin than that from CNp. These observations may be due to the
fact that, in the CNp dispersion, water was used as the medium. Water affects the absorption rates of
different substances through the stratum corneum, which is in a constant state of partial hydration
under normal conditions. Thus, when immersed in water, dead keratinocytes quickly absorb it,
resulting in the pruning effect of the skin [45]. Furthermore, water in contact with skin creates a flow
gradient toward the skin’s inner layers, since the inside of the stratum corneum is more hydrated than
the surface [46]. On the other hand, the CNp-M4 membrane does not have a liquid medium in the
interface that allows the nanoparticles to flow easily into the deep layers, such as water in the case of
the CNp dispersion. Despite this, for the CNp-M4 membrane, a modulated release is expected because
of the degree of swelling of the membrane in response to the presence of exudate. The swelling would
permit the relaxation of the polymer chains and the release from the CNp. Otherwise, diffusion from a
solid state (CNp-M4) into a semi-solid state (the skin) would be expected. Therefore, the CNp-M4
membrane represents a prolonged release system.
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In addition, the skin possesses furrows, in which a considerable amount of curcumin is retained,
which could not be extracted with the application of adhesive tapes [47]. This curcumin was quantified
until mechanical disaggregation. This could explain why the epidermis and dermis had the highest
concentration of the drug.

On the other hand, particle size is an important factor in obtaining the desired therapeutic effect,
because nanoparticles with a small size can more easily permeate the physiological barriers; moreover,
due to their greater surface, release of the drug is favored [48]. Thus, it should be expected that CNps,
with their small size (148.3 nm), and the surfactant effect of Pluronic® F-68 can permeate intercellularly
and through hair follicles, favoring accumulation for several hours. In the same way, due to the contact
of nanoparticles with the corneocytes of the skin, as well as the prolonged release thereof, a large
amount of curcumin was found to be retained in the dermis [24,27]. Although after 30 h the majority of
curcumin remained in the stratum corneum when CNp dispersion was applied, the monitoring of the
permeation at longer times could allow the observation of a prolonged release system [49]. Therefore,
the CNp-M4 membrane is proposed as a functional prolonged release system for drug delivery in
chronic diseases; however, it would be necessary to perform a more prolonged test to observe the
diffusion of the drug at a greater proportion.

3.3.2. Permeation Assay in Vivo

In order to evaluate the in vivo skin permeation of curcumin from the CNp-M4 membrane, CNp
dispersion [20], and drug dispersion, a quantification of the curcumin deposited in the stratum corneum
by UV-Vis spectrophotometry was performed. The results are presented in Figure 9, according to the
work of Goto et al. [50].
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Figure 9. Cumulative concentration of curcumin quantified in the stratum corneum of healthy
volunteers. Drug extraction from 15 adhesive tapes applied to the treatment site after placing a CNp-M4
membrane, CNp dispersion, or drug dispersion for 6 h (mean + SE; n = 4).

Higher permeation values were observed for the drug dispersion in water compared to the CNp
and CNp-M4 membrane, at least in the superficial layers of the stratum corneum, where the tape
stripping technique is applied. The higher values of drug permeation could correspond to the high
lipophilicity value of the drug, structural symmetry, and low molecular weight. These values coincide
with Figure 8: greater drug deposition on the stratum corneum surface, a lower proportion in the
dermis due to an inadequate hydrophilic-lipophilic balance, and no recorded quantity that completely
permeates the skin. At 6 h after the application of the drug dispersion, CNp-M4 membrane, and
CNp dispersion, the curcumin measured in the stratum corneum reached 33.08 + 2.57, 9.82 + 4.23,
and 18.96 + 1.25 ug/cm?, respectively [25]. CNp-M4 remained well adhered during the study, even
up to 48 h in other volunteers (data not shown). As can be noted, a greater amount of curcumin was
observed in the stratum corneum when the CNp dispersion treatment was applied, compared with the
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CNp-M4 membrane. This is because, in the CNp-M4 membrane, the nanoparticles must be released
from the polymeric matrix. This result suggests our formulation as a system of prolonged release that
may be useful for long treatments, such as that for a wound (for example, for 7-14 days of application
until closure of the lesion). It is noteworthy that the smallest variation observed in permeation values
with the CNp-M4 treatment reveals a system that allows better gradual control release. Moreover,
these nanoparticles also possess a stabilizer on the outside, Pluronic® F-68, which interacts through
hydrogen bonds with the -OH groups of plasticizers and polymers used in the formulation. Thus,
when the water makes contact with the membrane, the external part of the polymers swells and
promotes the drug—in this case, CNp—to flow outward, permitting its release [51].

With respect to the CNp dispersion, the nanoparticles are free in the medium; thus, they interact
more easily with the stratum corneum. Curcumin is encapsulated and uniformly distributed in the PCL
nanoparticles, forming nanospheres [52]. The release of curcumin from these latter will depend on the
solubility of the drug, the diffusion of curcumin through the matrix of the nanoparticles, thedesorption
of curcumin from PCL, the erosion or degradation of the matrix of the nanoparticles, and on the
combination of the erosion and diffusion processes [23]. It is also known that, under physiological
conditions, a random cleavage of PCL ester bonds occurs, which produces a destabilization of the
polymer matrix of the CNp, inducing the release of curcumin [25].

Finally, many studies have reported an accumulation of nanoparticles in hair follicles and the
pilosebaceous glands in ex vivo skin experiments [49]. In the same manner, it has been reported that
there is better permeation of the drug into the skin, as well as greater absorption in areas with high
hair-follicle density. The hair follicle can become a reservoir of substances comparable to the stratum
corneum [53]. This means that drugs will penetrate better through the skin of a person with greater
amounts of hair follicles. This may explain slight variations in the results obtained, together with
variability among individuals (age, body mass, color, and skin moisturization).

4. Conclusions

In this study, the development of a new wound dressing for possible application in wound healing
was demonstrated. The wound dressing comprises an alginate membrane and PCL nanoparticles
stabilized with Pluronic® F-68 with curcumin inside. This new system was designed with a mixture
of aqueous plasticizers to confer high-strength mechanical properties. The characterization of the
formulation exhibited that it possesses a high absorbency capacity for the removal of possible exudates,
transparency for monitoring the wound bed, the presence of pores with controlled dimensions that
could facilitate the transpiration of the wound as a synthetic skin substitute, and the gradual release of
the drug according to the ex vivo and in vivo studies. In addition, the high adherence of the wound
dressing should be noted even in dry skin, as well as its degradation at later times. Therefore, all of
these advantages reveal our wound dressing as a good option for wound healing without the need for
its removal from the patient.
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