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1. RESUMEN

La atencion de las heridas agudas y cronicas representa diversos desafios tanto
para las personas que las desarrollan como para los sistemas de salud de todo el
mundo. Una de las complicaciones durante el proceso de curacion de la herida es
la infeccion por diferentes microorganismos, asi como la formacién de biopelicula,
lo que ocasiona que la lesién se convierta en una herida cronica. Actualmente,
existen varios tratamientos para promover la cicatrizacion de heridas y prevenir
infecciones; como apositos y nuevos medicamentos, principalmente antibiéticos y

analgésicos.

El quitosano es un polimero natural, biodegradable y no toxico con propiedades
antimicrobianas que pueden ser Utiles en el tratamiento de la cicatrizacién de
heridas. Algunas propiedades, como el peso molecular y el grado de desacetilacién,
cambian cuando se someten a modificacion por radiacion gamma y pueden mejorar

la actividad antimicrobiana contra algunos microorganismos.

En este proyecto de tesis, se desarroll6 una formulacion basada en quitosano
irradiado, ademdas, se incorporaron aceite de canela 'y &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) disédico como agente antimicrobiano vy
antibiopelicula, respectivamente, con el fin de combinar los mecanismos de accién
antimicrobianos y crear un nuevo tratamiento alternativo para heridas crénicas, en

especifico para la resistencia bacteriana.

La formulacion obtenida se caracteriz6 por Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC), Analisis Termogravimétrico (TGA) y Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR). También se demostro la actividad antimicrobiana
a través de la prueba microbiolégica de difusion en agar (método Kirby-Bauer) para
Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus), Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) y Candida albicans (C. albicans); ademas de la actividad
antibiopelicula para P. aeruginosa. Dicha formulacion podria ser una opcion cuando
se presenta resistencia a los antibidticos o para combinar con los mismos, por lo

tanto, representa una alternativa para el tratamiento de heridas crénicas.
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2. INTRODUCCION

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, su integridad juega un papel
importante para el mantenimiento de la homeostasis fisioldgica. Entre las funciones
gue desempefia, destaca la proteccion contra fuerzas mecanicas e infecciones, asi

como regulacion térmica [1].

Una herida se define como la alteracion a la integridad de la piel y su tratamiento
tiene por objetivo una cicatriz funcional y estéticamente satisfactoria [2]. Existen dos
tipos de heridas: agudas y crénicas; la primera pasa por las etapas del proceso de
cicatrizacion de manera ininterrumpida, secuencial y en un periodo de tiempo
predecible, lo cual conduce al cierre espontdaneo de la lesion. No obstante, de
permanecer estancada en alguna de estas etapas durante un periodo de tiempo

que exceda los tres meses, la herida se considera crénica [3,4]

La atencion de las heridas agudas y crénicas representa diversos desafios tanto
para las personas que las desarrollan como para los sistemas de salud de todo el
mundo. En lo que se refiere a los pacientes, tener una herida crénica incide de
manera negativa en todos los niveles de vida de la persona. En cuanto a los
sistemas de salud, la atencion de las heridas implica una importante inversion
econdémica, relacionada con la formacion y contratacion de recursos humanos
especializados en el cuidado de heridas, la adquisicibn de insumos de alta
tecnologia, el aumento de las tasas de infeccion, entre otras [3].

En la actualidad, existen diversos materiales llamados apoésitos disefiados para
evitar que la herida se deshidrate y favorecer su cicatrizacion; uno de ellos es el
denominado apdésito bioactivo, producido a partir de biomateriales que desempefian
un papel importante en el proceso de curacion. Estos apdsitos son conocidos por
su biocompatibilidad, biodegradabilidad y naturaleza no toxica y se derivan
generalmente de tejidos naturales o fuentes artificiales como colageno, acido
hialurénico, quitosano, alginato y elastina. Los polimeros de estos materiales se

utilizan solos 0 en combinacién segun la naturaleza y el tipo de herida [5].
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Los apésitos a base de quitosano poseen un conjunto de propiedades Unicas,
incluidas hemostaticas, biodegradables y antibacterianas, las cuales son utiles para
la curacion de heridas. Es ampliamente usado en areas meédicas y veterinarias por

su actividad antimicrobiana contra E. coliy S. aureus [6].

El presente trabajo busca desarrollar una formulaciéon a base de quitosano
modificado mediante irradiacion gamma, aceite de canela y EDTA disddico con la
finalidad de ser una alternativa para el tratamiento de resistencia bacteriana en

heridas.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Lapiel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano [7], un individuo de peso y

estatura medios esta cubierto de 1.85 m? de piel, que equivale a aproximadamente

4 Kg, un volumen de 4000 cm?y 2.2 mm de espesor; lo que representa el 6 % del

peso corporal. Su composicion quimica es: agua (70%), minerales como sodio,

potasio, calcio, magnesio y cloro; carbohidratos como glucosa; lipidos y proteinas

[8].

3.2. Histologia

La piel esta constituida por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis (Figura 1),

ademas de contar con anexos, los cuales son: los foliculos pilosebaceos con la

glandula apocrina, las glandulas ecrinas y las ufias [7].

EpidermiSA[
(tejido L P

epitelial)

Dermis
(tejido
conjuntivo)

Hipodermis — *

Tejido adiposo

Bulbo del pelo

Figura 1. Estructura de la piel [9].

A Estrato corneo

(tejido nervioso) Nervio

—— Estrato granuloso
|
~— Estrato espinoso
23) d

Estrato basal

Musculo
erector del pelo
(tejido muscular)

Glandula sudoripara

Arteriola

Vénula
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La capa mas externa de la piel, la epidermis, es un epitelio de tipo plano
estratificado, constituida por cuarto tipos de células: queratinocitos (mas abundante,
sintetiza queratina y lleva a cabo el proceso de cornificacion), melanocitos, células
de Langerhans y células de Merkel [7]. Esta formado, del interior hacia la superficie,

por cinco estratos:

- Basal o germinativo: Constituido por una hilera de queratinocitos, su
proliferacion comienza en este estrato. Las células de Langerhans son
células presentadoras de antigenos provenientes de la médula Osea,
pertenecen al sistema de macréfagos-mononucleares. Las células de Merkel
forman parte del sistema celular endocrino difuso y funcionan como
mecanorreceptores, también se relacionan con terminaciones nerviosas
sensitivas.

- Espinoso o de Malpighi. Se compone por varias capas de células poliédricas
unidas entre si por puentes intercelulares o desmosomas.

- Granuloso. Consta de células con granulaciones de queratohialina (precursor
de la queratina).

- Lucido. Esta formado por eleidina, se presenta en la piel mas gruesa (palmas
y planta de los pies).

- Corneo. Esta integrado por células muertas aplanadas y sin ndcleo, que

contiene una proteina fibrilar, la queratina [8].

La siguiente capa, la dermis, es de 10 a 30 veces mayor que la epidermis [7], se
clasifica en: superficial o papilar media o reticular y profunda. Se compone de tejido
conjuntivo, vasos, nervios y anexos cutaneos. Estan presentes tres clases de fibras
proteinicas: de colagena, reticulares y elasticas; una sustancia fundamental
formada por mucopolisacéaridos y varios tipos de células: fibroblastos (producen
colagena, sustancia fundamental y colagenasa), histiocitos, mastocitos,

polimorfonucleares, eosinofilos y plasmocitos [8].

La hipodermis o tejido celular subcutaneo esta formado por adipocitos, los cuales
sirven como reserva energeética y aislantes de calor. El complejo pilosebaceo conta

del foliculo piloso, el pelo, el musculo erector y la glandula sebacea [8].

Pagina | 5



En la piel también existen multiples érganos sensitivos: los corpusculos de Meissner

(mecanorreceptores), corpusculos de Pacini (sensibles a la presion), los de Krause

(sensibles al frio) y las terminaciones nerviosas libres (que transmiten el dolor y el

prurito) se sitian mas profundamente hacia la zona reticular [7].

3.2.1. Funciones de la piel

La piel tiene complejas funciones, las cuales van desde las relativas a su anatomia,

su estructura y su bioquimica, hasta el &rea emocional y como elemento estético;

entre ellas descantan:

Funcion de proteccién. Se deben a su constitucién, a sus propiedades de
elasticidad y de resistencia, lo que impide la entrada de microorganismos, es
decir, actta como una barrera mecanica. Las sustancias hidrosolubles
presentes en el sudor y los acidos grasos que se encuentran en la secrecion
sebacea y apocrina protegen de la humedad excesiva y de la desecacion;
ademas de salvaguardar contra la microbiota micoética y bacteriana. Es
probable que el estrato corneo sea el elemento de mayor resistencia contra
la entrada de microorganismos, debido a esto, la piel impide la entrada de

agentes toxicos.

Funcion de termorregulacion. La piel es un érgano en donde se pueden
observar reacciones de los tejidos vascularizados, tales como inflamacion,
hiperemia reactiva y otras respuestas vasculares generalizadas, como las

gue se originan por el frio, el calor y el dolor.

Funcion metabdlica. La piel actia como un filtro para la eliminacion de agua,
ya que permite que se elimine por medio de la sudoracion y de la
transpiracion continua. Los compuestos minerales se encuentran en forma
de sales, los carbohidratos en forma de glucosa, los lipidos estan presentes

de manera intra y extracelular; el mas abundante es el colesterol. Las
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proteinas, constituyentes basicos de la piel se encuentran en ufias y cabello,

las principales son la colagena y queratina [7].

3.3. Heridas

El término “herida” hace referencia a la disrupcion de una estructura anatomica
normal y de su funcion, que puede incluir, s6lo de modo parcial o total la piel e
incluso comprometer con mayor profundidad otras estructuras. Asi pues, la herida
se puede definir como una lesion (accidental o intencional) que involucra la pérdida
de la solucion de continuidad de un tejido o la separacion de la piel, fascia, musculo,
hueso, tendones, vasos sanguineos o parénquima de érganos, se trata de un estado
patolégico en el que los tejidos estan separados entre si o destruidos, que se asocia
con una pérdida de sustancia y deterioro de la funcion. Debido a que la piel es el
organo que mantiene la proteccién del organismo contra el ambiente, cualquier
disrupcion genera la necesidad critica de su reparacion de manera rapida y eficiente
[10].

3.3.1. Cicatrizaciéon de heridas

Los procesos de regeneracion y reparacion de tejidos consisten en una secuencia
de eventos moleculares y celulares los cuales se llevan a cabo después del inicio
de una lesion tisular con la finalidad de restaurar el tejido dafiado [11]. Dichos
procesos ocurren simultaneamente y por lo general se dividen en tres fases
principales: inflamacion, proliferacion y remodelacion [12], cada fase resulta ser
critica para el éxito del cierre de la herida, y cualquier desviacién al proceso se

asocia a una curacion anormal o atrasada [13].

e Inflamacion.
La lesion ocasiona alteracion del endotelio vascular y a la exposicion de la
lamina basal lo que conduce a la extravasacion de los componentes
sanguineos y, de manera simultanea, a la activacion de plaquetas [13]. Los

vasos sanguineos se contraen y la sangre comienza a coagular, éste proceso
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consiste en la agregacion de trombocitos y plaquetas en una red de fibrina;
dicha red se encarga de restablecer la homeostasis y de organizar la matriz
temporal necesaria para la migracién celular, que a su vez restaura la funcién
de la piel como barrera protectora para mantener la integridad de la piel,
ademas de formar una barrera contra la invasidon de microorganismo, la
respuesta inflamatoria es muy rapida y se revela por la aparicion de edema
y eritema en el lugar de la herida [11].

Esta etapa se caracteriza por la llegada de leucocitos en el &rea de la lesion,
por lo general, la respuesta celular se establece dentro de las primeras 24
horas y puede extenderse hasta dos dias [11]. La presencia de neutrofilos es
seguida por la de monocitos, que se activan rapidamente en macrofagos
tisulares. Estas células son responsables de un mayor desbridamiento de los
tejidos, secretan citocinas adicionales y factores de crecimiento que
promueven la proliferacion de fibroblastos, la angiogénesis y la migracion de
queratinocitos [13].

Durante el proceso, puede ocurrir una rapida activacion de las células
inmunes en el tejido, como son, mastocitos, células Y& y células de
Langerhans, que se encargan de secretar quimiocinas y citocinas. Las
células inflamatorias contribuyen a la liberacién de enzimas lisosomales y
especies reactivas de oxigeno, ademas de facilitar la limpieza de diversos
restos celulares [11]. Como respuesta a la activaciéon del sistema del
complemento y de los productos de degradacién bacteriana, la respuesta
inflamatoria continta con el reclutamiento activo de los neutréfilos, que son
células primarias activadas y reclutadas que desempefian un papel en la
limpieza del tejido, ademas de contribuir a la muerte de agentes invasores.
Los neutréfilos migran a través de las células endoteliales que estan
presentes en las paredes capilares que son activadas por citocinas
proinflamatorias, como Interleucina 1 beta (IL-1 @), Factor de Necrosis
Tumoral Alfa (TNF-a), e Interferon Gamma (IFN-y), en la ubicacion de la
lesion; estas citocinas son importantes ya que promueven la expresion de

moléculas de adhesion como selectinas e integrinas las cuales son un factor
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determinante para la diapédesis de los neutrofilos. Una vez completada la
actividad de los neutrdfilos, que es eliminar bacterias contaminantes, se
deben eliminar de la herida antes de avanzar a la siguiente fase de curacion
de manera que no se dafie el tejido o se potencie la respuesta inflamatoria.
Las células se eliminan por extrusion a la superficie de la herida por apoptosis
[14].

Aproximadamente 48 horas después de la lesion, se intensifica la migracion
de los monocitos por los vasos sanguineos y se comienzan a diferenciar los
macrofagos mediante la generacion de nuevos perfiles de expresion génica.
Dichos macréfagos se clasifican como M1 proinflamatorios y M2
antiinflamatorios y proangiogénicos, y son necesarios para desencadenar y
propagar tejido nuevo en el rea de la lesion ya que se encargan de liberar
factores de crecimiento como Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
(PDGF) y Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), ademas de
fagocitar desechos, asi como la produccion y liberacién de citocinas y
factores inflamatorios y fibrogénicos, y de radicales libres. Por otra parte, los
macrofagos atraen otras células inflamatorias y producen prostaglandinas
gue funcionan como potentes vasodilatadores [11].

Una disminucion en la cantidad de monocitos y macréfagos en la herida
ocasiona el desbridamiento deficiente de la herida, proliferacién, maduracion
de fibroblastos y angiogénesis retrasada lo que conduce a una inadecuada
fibrosis y una herida débilmente reparada.

Los linfocitos son las Ultimas células en ingresar al sitio de la lesion,
aproximadamente 72 h después del dafio, son atraidos por accion de la
interleucina-1 (IL-1), los componentes del complemento y los productos de
descomposicion de la Inmunoglobulina G (IgG) y son importantes debido a
gue participan en la regulacién de la colagenasa, la cual es util para la
remodelacion del colagena produccion de componentes de la matriz

extracelular y su degradacion [14].
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Proliferacion.

La reparacion del tejido comienza cuando se ha logrado la hemostasia y se
ha establecido la respuesta inmune con éxito, tiene lugar dentro de las
primeras 48 horas y pueden desarrollarse hasta el dia 14 después del inicio
de la lesion. Esta etapa se caracteriza por la migracion de fibroblastos y la
deposicion de matriz extracelular recién sintetizada, macroscopicamente se
puede ver como una formacion abundante de tejido de granulacion. Ademas,
se encarga del cierre de la lesion en si, que incluye angiogénesis, fibroplasia
y reepitelizacion.

La angiogénesis implica la proliferacion celular endotelial, la ruptura y el
reordenamiento de la membrana basal, la migraciébn y asociacion en
estructuras tubulares y el reclutamiento de células perivasculares [11,14].
Los fibroblastos requieren un suministro de oxigeno adecuado para la
produccion de colagena, también se encargan de la produccién de elastina 'y
la organizacion de la matriz extracelular [13].

Después de 4 dias de la lesidon se comienza a formar el tejido de granulacién
a través de los siguientes mecanismos: aumento de la proliferacion
fibroblastica; biosintesis coldgena y elastina, que crea una red extracelular
tridimensional de tejido conectivo; y la produccion de factores quimiotacticos
e Interferén beta (IFN-B) por los fibroblastos.

La fibroplasia comienza con la formacion de tejido de granulacion, que se
caracteriza por la proliferacion de fibroblastos los cuales son los agentes
responsables del depédsito de la nueva matriz. La colagena, que es
sintetizada por los fibroblastos, es el componente principal que conforma una
cicatriz madura; durante esta etapa inicial de reparacion, predomina la
colagena tipo lll, sintetizado por fibroblastos en el tejido de granulacién. Los
miofibroblastos se encargan de contraer hacia el centro los bordes de la
herida [11].

De manera paralela, ocurre la reepitelizacion, que consiste en que las células
de revestimiento epitelial proliferan y migran desde los bordes de la herida

con la finalidad de cerrar la lesion. La reepitelizacion por queratinocitos se
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realiza mediante la combinacion de la etapa proliferativa con la migracion de

células cerca de la lesion [11].

Remodelacion.

La fase de remodelacion es responsable del desarrollo del nuevo epitelio y la
formacion final del tejido cicatricial. Esta fase tiene lugar dos o tres semanas
después del inicio de la lesion, puede durar un afio o mas y tiene como
objetivo lograr la maxima resistencia a la traccion a través de la
reorganizacion, degradacion y resintesis de la matriz extracelular. Junto con
la maduracién de la matriz intracelular, los haces de colagena aumentan de
diametro y el acido hialurénico y la fibronectina se degradan [11,14]. La
colagena tipo Il se degrada y aumenta la sintesis de colagena tipo I, también
hay una reduccion de acido hialurénico y fibronectico (fribronectina), los
cuales son degradados por metaloproteinasas celulares y plasmaticas [11].
La etapa de resolucion es esencial para la restauracion de la funcionalidad y
la apariencia "normal” del tejido lesionado, esto es debido a que las citocinas
antiinflamatorias como Interleucina 10 (IL-10) o Factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1) reducen la produccion de quimiocinas; por
otro lado, factores de crecimiento como TGF-B1 y factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) influyen en la expresién génica de colageno, de manera
qgue regulan dicha proteina. Durante la maduracién y remodelacion de la
herida, ocurren fenédmenos de emigracién, apoptosis y otros mecanismos de
muerte celular lo que produce que vasos sanguineos, fibroblastos y celular
inflamatorias desaparezcan del area de la lesion. Los miofibroblastos son los
principales productores de matriz extracelular durante el proceso de fibrosis,
se acercan a los bordes de la herida y la contraen [11].

Como resultado de la ultima etapa del proceso, se obtiene una cicatriz
apenas visible y una adecuada remodelacién de la herida, mientras que la
prolongacion o las desviaciones de esta fase pueden causar cicatrices

hipertréficas o queloides o heridas cronicas que no cicatrizan [13].
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3.3.2. Clasificacion de heridas

A las heridas que cicatrizan en forma y tiempo predecibles se les llama agudas,
mientras que, cuando no prosigue el proceso ordenado que conduce la integridad
anatomica y funcional satisfactoria o que continGan por el proceso de reparacion sin
producir resultados anatdmicos y funcionales adecuados, se le denomina heridas
cronicas. Por lo general, a las heridas que no cicatrizan en tres meses se les

consideran cronicas [4].

La interaccién de varios factores pueden ocasionar que el cierre de la lesiéon no se
lleve de manera ordenada, por ejemplo, el estado nutricional del paciente, el nivel
de oxigenacioén de los tejidos, elevada carga bacteriana, exceso de humedad, estrés

fisico y emocional, ademas de presencia de patologias concomitantes [3].

3.3.3. Factores que afectan la cicatrizacién de heridas

Las heridas con una cicatrizacion afectada debido a que no han progresado a través
de las etapas normales de curacion, tanto crénicas como agudas retardadas,
generalmente presentan inflamacién patoldgica. La mayoria de las heridas cronicas
corresponden a Ulceras asociadas con isquemia, diabetes mellitus o estasis venosa
[15].

Los factores que influyen en la reparacion de heridas pueden ser locales y
sistémicos (Tabla 1), los cuales pueden estar relacionados entre si. Los factores
locales influyen de manera directa en las caracteristicas de la lesiébn, mientras que
los factores sistémicos se relacionan con el estado general de salud o enfermedad
del paciente, éstos factores actlan a través de efectos locales que afectan la
cicatrizacion [15].
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Tabla 1. Factores que afectan la cicatrizacién de heridas [15].

Factores locales Factores sistémicos
Oxigenacion Edad y género
Infecciones Hormonas sexuales
Cuerpos extraios Estrés
Insuficiencia venosa Isquemia

Enfermedades (Diabetes, queloides,
fibrosis, trastornos de curacion
hereditarios, ictericia, uremia)
Obesidad
Medicamentos (glucocorticoides
esteroideos, antiinflamatorios no
esteroideos, quimioterapia)
Alcoholismo y tabaquismo
Condiciones inmunocomprometidas
(cancer, radioterapia, SIDA)

Nutricion

Factores locales

- Oxigenacion. El oxigeno induce la angiogénesis, aumenta la diferenciacién
de queratinocitos, la migracion y reepitelizacion, promueve la proliferacién de
fibroblastos y la sintesis de colagena ademas de favorecer la contraccion de
la herida. A causa de la alteracion vascular y alta demanda de oxigeno por
las células metabdlicamente activas el microambiente de la herida entra en
un estado de hipoxia. Varias afecciones sistémicas, como edad avanzada y
diabetes, pueden ocasionar problemas en el flujo vascular, lo que lleva a una
pobre oxigenacion de los tejidos. Por lo anterior, para que se logre una

cicatrizacion optima el nivel de oxigeno debe ser el adecuado [15].
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- Infecciones. El dafio causado al presentarse una herida brinda la oportunidad
de que los microorganismos presentes en la superficie de la piel tengan
acceso a tejidos subyacentes. La herida se puede clasificar como:
colonizada, infeccién local o colonizacion critica y/o propagacion de infeccion
invasiva; los estados de infeccién y replicaciébn de los microorganismos
determinan el tipo de infeccidn. La contaminacion consiste en la presencia
de organismos no replicantes, a diferencia de la colonizacién, en la que
existen microorganismos replicantes en la herida sin dafo tisular. La etapa
intermedia es la infeccién local o colonizacion critica en donde hay replicacion
de microorganismos y marca el comienzo de las respuestas locales del tejido.
Por ultimo, la infeccidn invasiva involucra la presencia de microorganismos
replicantes dentro una herida con lesion posterior del huésped. Cuando no
hay una correcta eliminacion de los microorganismos contaminantes, se
prolonga la fase de inflamacién y puede causar que la herida entre en un
estado cronico y no sane de manera adecuada. P. aeruginosa es uno de los
microorganismos causantes de infecciones en heridas, debido a que forma
biopeliculas que impiden la actividad de los neutrofilos polimorfonucleares
sobre las bacterias, lo que puede relacionarse con la poca efectividad de los

antibioticos como tratamiento para heridas crénicas [15-17].

Factores sistémicos

- Edad. En adultos mayores sanos, el efecto del envejecimiento causa un
retraso temporal en la cicatrizacion de la herida, sin embargo, no ocasiona
un deterioro real en términos de la calidad de la curacion. La cicatrizacion
tardia de la herida en los ancianos se asocia con una respuesta inflamatoria
alterada, como la infiltracion tardia de células T en el area de la herida con
alteraciones en la produccion de quimiocinas y capacidad fagocitica de
macroéfagos reducida [15].
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Hormonas sexuales. El estrégeno interviene en el proceso de cicatrizacion
ya que regula una variedad de genes asociados con la regeneracion,
produccion de matriz, inhibicion de la proteasa, funcion epidérmica y genes
asociados principalmente con la inflamacion. También se ha demostrado que

los androgenos regulan de manera negativa la cicatrizacion [15].

Estrés. El estrés da como resultado la desregulacion del sistema inmune lo
gue provoca un retraso en la curacion de heridas al disminuir los niveles de
citocinas proinflamatorias IL-18, IL-6 y TNF-a en el sitio de la herida, también
reduce la expresion de IL-1a e IL-8 que funcionan como quimioatrayentes

necesarios en la fase inflamatoria [15].

Diabetes. Aproximadamente el 15 % de las personas diabéticas son
propensas a desarrollar Ulceras de pie diabético (DFU) que en el 84 % de los
casos conduce a amputaciones de pierna. Las DFU siempre van
acompanadas de hipoxia, lo cual altera el procedimiento normal de
cicatrizacion de heridas al aumentar la respuesta inflamatoria temprana,
prolongando asi la lesiébn al aumentar los niveles de radicales de oxigeno
[15].

Medicamentos. Muchos medicamentos que interfieren con la formacion de
coagulos, la funcién plaquetaria, las respuestas inflamatorias y/o la
proliferacion celular tienen la capacidad de afectar la cicatrizacion de heridas
[15].

Obesidad. La obesidad puede aumentar el riesgo de desarrollar un mal
proceso de cicatrizacién al incrementar el riesgo de infecciones, formacién
de hematoma, Ulceras venosas y Ulceras por presion. Muchas de estas
complicaciones pueden ser el resultado de una relativa hipoperfusion e

isquemia que ocurre en el tejido adiposo subcutaneo, también, la obesidad

Pagina | 15



puede relacionarse con estrés, ansiedad y depresion lo que va de la mano

con dafo en la respuesta inmune [15].

- Nutricién. Los pacientes con heridas crénicas que experimentan deficiencia
nutricional a menudo requieren nutrientes especiales. La energia, los
carbohidratos, las proteinas, las grasas, las vitaminas y el metabolismo

mineral pueden afectar el proceso de curacion [15].

3.3.4. Infecciones en heridas

Los eventos fisioldgicos que se llevan a cabo durante el proceso de cicatrizacion
ocurren generalmente de una manera ordenada en individuos sanos y/o en
condiciones normales. Cuando estos eventos se retrasan por diversos factores
(retorno venoso insuficiente, afecciones fisiolégicas o metabdlicas, etc.) el
resultado es una herida dificil de curar o crénica. En la mayoria de los casos
éstas heridas suelen estar infectadas lo que hace que se retrase la curacion [18].

De acuerdo con Bjarnsholt, et. al, las heridas crénicas parecen estar en la fase
de inflamacion, caracterizada por una afluencia continua de neutréfilos los
cuales liberan enzimas citotoxicas, radicales libres de oxigeno y mediadores
inflamatorios que causan dafio colateral al tejido del paciente, esto ocasiona que

los procesos curativos y destructivos no se encuentren en un balance [17].

En la piel existe una microbiota que no representa un problema clinico, sin
embargo, cuando los microorganismos proliferan, invaden los tejidos y provocan
una respuesta inflamatoria que puede retrasar la cicatrizacion. Desde el punto
de vista microbioldgico, una infeccion en heridas se refiere a la presencia de
microorganismos replicantes en el sitio de la lesion que abruman el sistema
inmune del huésped, también existe una liberacién de toxinas que retrasa la

curacion [12,18].

Generalmente las heridas se encuentran infectadas por mas de un tipo de

microorganismos patdgenos, los cuales se encuentran en la piel adyacente. En
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las primeras etapas de una herida crénica predomina la presencia de bacterias
Gram positivo, como Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En las etapas
posteriores predominan bacterias Gram negativo, principalmente Pseudomonas
las cuales invaden las capas méas profundas de la herida causando dafios

significativos en los tejidos [18].

Las heridas crénicas tienen diversos origenes, sin embargo, se pueden dividir
en varios grupos, principalmente Ulceras venosas en piernas, Ulceras en pie

diabético y ulceras por presion [17].

3.3.5. Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la resistencia de los
microorganismos a un antimicrobiano contra el cual fueron originalmente
sensibles. Esta respuesta es un fendbmeno evolutivo natural, el cual se puede
acelerar por el mal uso de los medicamentos antimicrobianos y las malas
practicas de control de infecciones [19]. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) reconoce la problemética y declara que la RAM pone en peligro la eficacia
de la prevencion y el tratamiento de una serie cada vez mayor de infecciones
por virus, bacterias, hongos y parasitos, ademas de ser una amenaza cada vez
mayor para la salud publica mundial y requiere medidas por parte de todos los
sectores del gobierno y la sociedad [20]. Actualmente, la RAM amenaza la
prevencion y el tratamiento efectivo de una gama de infecciones que cada vez
es mayor. Es una amenaza cada vez mas grave para la salud publica a nivel

mundial que requiere una accion inmediata [21].
La resistencia presentada por el microorganismo se puede dividir en dos niveles:
- Resistencia a nivel celular

Incluye mecanismos clasicos como: inactivacion de farmacos por hidrolisis o
modificacion; alteracion de los blancos del farmaco dentro de las células,
haciéndolos irreconocibles para el farmaco, evitando el acceso de

medicamentos al blanco; y el flujo de salida activo de farmacos fuera de la célula
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a través de transportadores de flujo de salida unidos a la membrana. El
desarrollo de resistencia celular ocurre como resultado de mutaciones en genes
enddgenos, y a través de la transferencia lateral de genes de determinantes de

resistencia de otros microorganismos
- Resistencia a nivel comunitario

Se refiere a que las comunidades bacterianas pueden exhibir tolerancia al estrés
ambiental que las células individuales no pueden; dicha tolerancia puede
extenderse para incluir una mayor resistencia a los antibioticos. La resistencia a
nivel comunitario se suma a la de nivel celular, mejorando asi en gran medida la
resistencia a los antibioticos de la comunidad microbiana. En sus habitats
naturales, los microorganismos viven predominantemente en comunidades:
biopeliculas compuestas de agregados celulares fuertemente empaquetados
encerrados dentro de una matriz secretada que incluye polisacéaridos, fibras
amiloides y ADN extracelular.

La biopelicula, ademas de proporcionar resistencia a nivel comunitario, también
puede promover la resistencia a nivel celular debido a que tienen una tasa de
mutacion mejorada, lo que conduce a un desarrollo mas rapido de células
mutantes resistentes a los antibidticos. Ademas, la proximidad de varios
organismos microbianos dentro de los agregados de biopelicula y la abundancia
de ADN extracelular podrian facilitar la transferencia horizontal de genes [21].

3.3.6. Biopelicula

Se le denomina biopelicula al agregado organizado de microorganismos que se
encuentran dentro de una matriz polimérica extracelular y estan adheridos a
superficies naturales, artificiales 0 a si mismas; las biopeliculas pueden estar
formadas por una 0 mas especies bacterianas [22—-24]. La matriz, en la que estan
embebidos los microorganismos se conforma de diferentes tipos de
biopolimeros conocidos como sustancias poliméricas extracelulares (EPS) los

cuales se encargan de dar la forma tridimensional a la biopelicula, también son
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responsables de la adhesion a las superficies. Las EPS inmovilizan y mantienen
cerca las células de la biopelicula entre si, lo que permite una mayor

comunicacion célula-célula [25].

Se sabe que cuando las células existen en una biopelicula, pueden volverse
hasta 1000 veces mas resistentes a los efectos de los agentes antimicrobianos.
Los mecanismos de tolerancia a los antibiéticos incluyen la falla de estos para
penetrar la biopelicula, la tasa de crecimiento lenta, metabolismo alterado,
células persistentes, gradientes de oxigeno y la matriz extracelular de las
biopeliculas. Ademas, después del desbridamiento o limpieza de la herida, la
biopelicula puede reformarse debido al crecimiento de fragmentos que quedan,
la propagacion de bacterias liberadas de la biopelicula restante y el crecimiento
de ésta por nuevos microorganismos. Por lo anterior las biopeliculas tienen un
impacto en la medicina ya que se pueden formar en muchos dispositivos
médicos como catéteres, lentes de contacto y caderas artificiales; también se
relacionan con enfermedades como colitis, vaginitis y uretritis [23,24,26].

3.3.6.1. Biopelicula de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa de naturaleza anaerobia
facultativa. Es el principal microorganismo que causa infecciones en el tracto
urinario, y su biopelicula se asocia a las infecciones en dispositivos médicos
como sondas uretrales e intravasculares, proétesis articulares y con infecciones
intestinales. La formacion de biopeliculas por E. coli contribuye al desarrollo de

infecciones, ademas de que dificulta su erradicacion [27].

3.3.6.2. Biopelicula de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, una bacteria Gram negativa, es un patégeno
oportunista para los seres humanos, es capaz de infectar tractor pulmonares y
urinarios, heridas y quemaduras [28]. La capacidad de P. aeruginosa para formar

biopeliculas encapsuladas en EPS es una de las principales estrategias para
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sobrevivir en ambientes hostiles. Las EPS pueden contener polisacéaridos,
alginato, DNA extracelular, proteinas y lipidos; el alginato mejora la estructura
tridimensional de la biopelicula, elimina los radicales libres de oxigeno y previene
la fagocitosis [17]. Las biopeliculas de P. aeruginosa influyen en la curacion de
heridas cronicas, entre las que destacan las Ulceras en pie diabético las cuales,
debido a la mala circulacion y pérdida, ocasiona que la respuesta inmune se

minimice y la curacion se retrase [29].

Esta bacteria presenta una alta resistencia a los antibidticos, lo que hace que su

tratamiento se dificulte [30].

3.3.6.3. Biopelicula de Candida albicans

Las especies de Candida se encuentran en la microbiota normal, en el tracto
gastrointestinal, cavidad oral, mucosa vaginal y piel; es la especie fungica mas
comunmente asociada a la formacion de biopeliculas [31]. Las infecciones por
Candida spp suelen ser el primer sintoma clinico del estado prediabético o
diabético y debe ser seguido por diagndsticos adicionales por parte del médico.
Las infecciones por hongos en pies y ufias de los pies crean un portal de entrada
por medio de las fisuras para una infeccién bacteria, ademas, si no se tratan a
tiempo puede aumentar el riesgo de desarrollar Ulceras en el pie. Candida spp
son las levaduras que mas comunmente se aislan de las Ulceras de pie diabético
(DFU) [32].

La formacion de biopeliculas de Candida genera repercusiones clinicas debido
a su mayor resistencia a la terapia antimicética y a la capacidad de los
microorganismos, que, al estar dentro de la biopelicula, pueden resistir la

respuesta inmune del huésped [31].
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3.3.6.4. Biopelicula de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positivo [33]. Este microorganismo
es conocido por causar infecciones cronicas debido a su capacidad para resistir
el tratamiento terapéutico mediante la formacion de biopeliculas, principalmente
en dispositivos médicos [34]. Este microorganismo es el mas comunmente
aislado de infecciones de heridas crénicas y su biopelicula se asocian a los
casos como Ulceras del pie diabético, Ulceras por estasis venosa y Ulceras por
presion, lo que retrasa la reepitelizacion y la cicatrizacion [33]. Puede expresar
factores bacterianos y proteinas que afectan la respuesta inmune del huésped

al adherirse a los tejidos [30].

3.3.7. Tratamiento de heridas

La atencion de heridas agudas y crénicas representa diversos desafios para los
sistemas de salud a nivel mundial y para los propios pacientes. Vivir con una herida
cronica repercute de manera negativa en la vida de los pacientes, conlleva la
presencia de dolor constante, incomodidad, limitaciones de la movilidad, etc.,
ademas de que se pueden manifestar sentimientos de ansiedad, depresion,
frustracion y alteraciones en la imagen corporal [4].

Se han desarrollado varios enfoques no quirtrgicos (Tabla 2), asi como nuevos
farmacos para ayudar al tratamiento de heridas. Algunos medicamentos mas
usados son:

- Pentoxifilina. Es una metilxantina que mejora la perfusion de los lechos
vasculares, se usa para el tratamiento de Ulceras. Disminuye la viscosidad
de la sangre por lo que mejora la microcirculacion capilar y reduce la
agregacion plaquetaria.

- Antimicrobianos. Incluyen preparaciones a base de yodo y plata que se
utilizan para tratar heridas infectadas. Los agentes antimicrobianos atacan a
las bacterias en varios niveles (membrana celular, organelo citoplasmico y
acido nucleico), minimizando asi la resistencia bacteriana. Se pueden usar

solos 0 en combinacidon con antibioticos sistémicos. Ademas del efecto
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bactericida de la plata sobre los contaminantes comunes de las heridas, la
plata también puede ser eficaz contra el resistente a la meticilina (MRSA).
- Analgésicos. Pueden ir desde analgésicos simples hasta opidceos, son

ampliamente usados para el tratamiento de Ulceras [35].

Tabla 2. Efecto de algunos farmacos de uso comuan para curacion de heridas [35].

Clasificacion y Efecto

medicamento

Antiinflamatorios no Actla en la fase inflamatoria al inhibir la produccion
esteroideos de ciclooxigenasa.
Ibuprofeno
Colchicina Actla en la fase proliferativa al disminuir la

proliferacion de fibroblastos; degrada la matriz
extracelular recién formada en la fase de

remodelacion.

Corticosteroides Disminuye la adhesién plaquetaria en la fase de
Prednisolona hemostasia y en la fase de remodelacion reduce la

actividad de los fibroblastos e inhibe la sintesis de

colageno.
Antiplaquetarios Inhibir la agregacion plaquetaria en la fase de
Aspirina hemostasia e inhibe la inflamacién mediada por

metabolitos del acido araquiddnico.

Anticoagulantes Actla en la fase de hemostasia por su efecto sobre la
Heparina formacién de fibrina
Warfarina Actla en la fase de hemostasia por su efecto sobre la

formacion de fibrina
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3.4. Apdositos

El principal objetivo de los apdsitos es proporcionar el ambiente ideal para la
cicatrizacion de la herida, estos deben facilitar los principales cambios que ocurren
durante el proceso de curacién a fin de producir una cicatrizacion optima. El apésito,
al recubrir el sitio de la lesion, simula la funcién de barrera del epitelio y evita un
dafio mayor. La oclusion que brinda el material ayuda a la cicatrizacion al controlar
el grado de hidratacion y oxigenacion, también ayuda a la sintesis de colageno
dérmico y la migracion de células epiteliales, y limita la desecacion del tejido. La
compresion proporciona hemostasia y limita el edema, asimismo, permite la

transferencia de gases y vapor de agua de la superficie de la herida a la atmdésfera
[4].

Los apésitos se clasifican en primarios y secundarios, el primero se coloca
directamente en la herida y puede absorber liquidos y evitar desecacion, infecciéon
y adherencia de un apésito secundario. El apésito secundario es el que se coloca
sobre el apdsito primario para mayor proteccion, absorcién, compresion y oclusion
[4]. Existen otras clasificaciones de apoésitos dependiendo de la funcion que
desempeiien en la herida (desbridamiento, antibacteriano, oclusivo, absorbente,
adherencia), el tipo de material empleado para producir el apésito (por ejemplo,
hidrocoloide, alginato, colagena) y la forma fisica del apdsito (unguento, pelicula,

espuma, gel) [36].

3.4.1. Caracteristicas de un aposito ideal para heridas

En funcién del tipo de herida, se debe utilizar un apdsito adecuado. La seleccién del

aposito debe basarse en su capacidad para:

Proporcionar o mantener un ambiente humedo.

Mejorar la migracion epidérmica.

- Promover la angiogénesis y la sintesis de tejido conectivo.

Permitir el intercambio de gases entre el tejido herido y el medio ambiente.
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- Mantener la temperatura apropiada del tejido para mejorar el flujo de sangre
al lecho de la herida y mejora la migracion epidérmica.

- Proporcionar proteccion contra la infeccion bacteriana.

- No adherirse a la herida y ser facil de extraer después de la cicatrizacion.

- Debe proporcionar una accién de desbridamiento para mejorar la migracion
de los leucocitos y apoyar la acumulacion de enzima.

- Debe ser no toxico y no causar alergias [5].

3.4.2. Apadsitos tradicionales

Los apositos tradicionales incluyen algodoén, vendajes y gasas, sin embargo, estos
tratamientos no proporcionan un ambiente humedo para la herida; pueden ser
primarios, secundarios o formar parte de un compuesto de varios apositos en el que
cada uno realiza una funcién especifica. Las gasas pueden proporcionar cierta
proteccion bacteriana, pero dicha funcién se pierde cuando la superficie externa del
aposito se humedece, ya sea por exudado de la herida o por fluidos externos.
Ademas, los vendajes de gasa tienden a volverse mas adherentes a las heridas a
medida que disminuye la produccion de liquido y son dolorosos al momento de
retirarlos, también proporcionan poca oclusién y permiten la evaporacion de la
humedad, lo que resulta que el sitio de la lesion se deshidrate. Se ha sugerido que
los apdsitos tradicionales deben emplearse solo para heridas limpias y secas o

usarse como apésito secundario para absorber exudados y proteger la herida [36].

3.4.3. Apdsitos modernos

Han sido disefiados para favorecer el proceso de cicatrizacion y no solo para cubrir
la herida, estan enfocados en evitar que la herida se deshidrate. Por lo general se
basan en polimeros sintéticos y se clasifican como productos pasivos, interactivos
y bioactivos. Los apdsitos pasivos no son oclusivos y se usan para cubrir la herida
y restaurar su funcién por debajo. Los apdsitos interactivos son semi oclusivos u

oclusivos, disponibles en forma de peliculas, espuma, hidrogel e hidrocoloides.
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Estos apositos actian como una barrera contra la penetracion de bacterias en el
entorno de la herida. El apdsito bioactivo se produce a partir de biomateriales que
desempefian un papel importante en el proceso de curacion de heridas, son
conocidos por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y naturaleza no toxica y se
derivan generalmente de tejidos naturales o fuentes artificiales como colagena,
acido hialuronico, quitosano, alginato y elastina. Los polimeros de estos materiales
se utilizan solos o en combinacion segun la naturaleza y el tipo de herida. Los
apositos biolégicos a veces se incorporan con factores de crecimiento y
antimicrobianos para mejorar el proceso de curacion de heridas. Los apositos estan
disponibles en forma de peliculas, espuma, hidrogel, membranas, espumas, fibras,
entre otros. Estos apdsitos actian como una barrera contra la penetracion de

bacterias en el ambiente de la herida [5,37].

Existen diferentes materiales que pueden ser utilizados como apdsitos modernos,
entre ellos se encuentra el quitosano, el cual ha sido ampliamente estudiado y se
ha reportado que puede favorecer la cicatrizacion de heridas, ya que mejora la
actividad de las células inflamatorias como leucocitos polimorfonucleares,
macréfagos y fibroblastos; ademas de que puede aumentar la resistencia a la
traccion de las heridas [38]. También se ha reportado la actividad del quitosano y

sus derivados contra bacterias y hongos [39].

3.5. Quitosano
3.5.1. Origen y obtencion del quitosano

El quitosano es un copolimero de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina unidos
mediante enlaces B(1—4) [40]. Fue descubierto en los hongos por el quimico
francés Henri Braconnot en 1811 [6], afios mas tarde se encontré quitina en
crustaceos y en el esqueleto externo de insectos. Desde su descubrimiento el
estudio y aplicacion del polimero ha tomado diversas formas, descubriendo nuevos

usos para la quitina y quitosano [38].
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El quitosano se obtiene mediante la desacetilacion de la quitina (Figura 2) el cual es
el segundo biopolimero mas abundante, después de la celulosa y el principal
componente del exoesqueleto de crustaceos marinos como camarones y cangrejos.
La quitina es un biopolimero que se encuentra como microfibrillas cristalinas

ordenadas y brinda uniformidad en la estructura y proteccion [40—-42].

O

OH
O *
oHO o o
\ /—
HO NH NH
O 0O n
- \ Quitina

Desacetilacion

_oa _ )

Quitosano

pH=5.5

*NH3
.0 Lo
#ﬁ )
*NH;

Forma protonada del quitosano

Figura 2. Desacetilacién de la quitina y forma protonada del quitosano. Modificado de

Sahariah y Masson [41].
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Para comerciarlo, se obtiene por medio del aislamiento de la quitina presente en

desechos de mariscos el cual consiste en desproteinizacion (extraccion y/o

eliminacién de proteinas), desmineralizacion y despigmentacion [43].

3.5.2. Propiedades fisicoquimicas y bioldgicas

En la tabla 3 se resumen las principales propiedades del quitosano, las cuales son

Gtiles para la creacion de un apasito.

Tabla 3. Propiedades del quitosano [44].

Propiedades
quimicas y

fisicas

Polielectrolito (a
pH acido)

Amino polisacérido lineal con alto contenido de nitrégeno.
Estructura rigida de D-glucosamina

Base débil; el grupo amino desprotonado actia como un
potente nucledfilo (pKa 6.3)

Puede formar puentes de hidrogeno

Consta de grupos reactivos Utiles la reticulacion y la
activacién quimica

Insoluble en agua y solventes organicos; soluble en
soluciones acuosas &cidas

Forma sales con acidos organicos e inorganicos
Propiedades quelantes y complejantes

Conductividad ionica

Biopolimero catiénico con alta densidad de carga (una carga
positiva por residuo de glucosamina)

Agente floculante; interactiia con moléculas cargadas
negativamente

Propiedades de atrapamiento, adsorcion, filtracion y

separacion
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Capacidad de formacion de pelicula; adhesividad

Propiedades Biocompatible
biolégicas No toxico
Biodegradable
Bioactivo

Actividad antimicrobiana (bacterias, hongos y virus)
Antiacido, antiulceroso y antitumoral
Anticoagulante

Actividad hipolipidémica

El quitosano es una base débil soluble en soluciones acidas (pH 6.5) e insoluble en
agua y solventes organicos. Tiene tres tipos de grupos funcionales nucleofilicos:
NH2 en el carbono secundario 2, OH en el carbono secundario 3 y en el carbono
primario 6 otro grupo OH (Figura 3). Los derivados del quitosano se han modificado
guimicamente en alguno de sus grupos funcionales con la finalidad de producir
compuestos mas hidrofilicos o hidrofébicos [41]. En ambientes fisioldgicos, varias

enzimas, como la quitosanasa y la lisozima, degradan el quitosano.

Grupo OH, C-6
i} / ) )

OH OH

NH
Q HO o
e L
‘O O O ‘O,
177 ™~ 0 A
HO NH,
OH /.NHz

-/ .
Grupo OH, C-3 Grupo NH,, C-2

Figura 3. Estructura quimica del quitosano. Modificado de Sahariah y Masson [41].
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Los principales factores que influyen en las propiedades fisicoquimicas del
quitosano son peso molecular y el grado de desacetilacion, que representan la
proporcién de unidades desacetiladas [45], el aumento esta propiedad mejora la
biocompatibilidad del quitosano [46]. La solubilidad, biodegradabilidad y reactividad
del quitosano dependen de la extension de los grupos amino protonados en la

cadena del polimero [43].

El quitosano es conocido por ser biocompatible, lo que permite su uso en diversas
aplicaciones médicas como la aplicacion ocular, tépica, implantes o inyecciones. Es
metabolizado por ciertas enzimas presentes en el cuerpo humano, especialmente
la lisozima, por lo que se considera biodegradable. También promueve la curacién
de heridas y tiene efectos bacteriostaticos, es muy abundante en la naturaleza, y su
produccion es de bajo costo [45]. Se ha investigado ampliamente el quitosano como
material de apésito para heridas porque puede funcionar como promotor de la
proliferacion, agente antibacteriano y activador de macréfagos. El quitosano
despolimeriza gradualmente a N-acetil-D-glucosamina, lo que inicia la proliferacién
de fibroblastos, ayuda en la deposicion ordenada de colageno y estimula el aumento
de la sintesis de &cido hialuronico natural en el sitio de la herida. Es un agente
hemostatico, que ayuda a promover la coagulacién natural de la sangre y blogquea
las terminaciones nerviosas para reducir el dolor. Recientemente, los materiales
basados en quitosano se han preparado como fibras, hidrogeles, membranas,

esponjas y andamios para aplicaciones de vendajes para heridas [47].

3.5.3. Aplicaciones del quitosano

El quitosano ha sido utilizado en una amplia variedad de campos industriales como
biomedicina, cosmetologia, fabricacién de papel, tratamiento de aguas residuales,
agricultura, farmacéuticas, entre otros [48]. Se ha empleado como vehiculo para
formulaciones de liberacion sostenida de farmacos por via oral y como matriz en
sistemas de liberacién de farmacos en forma de perlas o granulos. Las diversas
aplicaciones del quitosano como biomaterial se basan en sus propiedades de

bioactividad, actividad antimicrobiana, inmunoestimulacién, accién quimiotactica,
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mucoadhesion, biodegradabilidad enzimatica y permeabilidad epitelial, que
refuerzan la adhesion y proliferacion de diferentes tipos de células. Ha sido
ampliamente estudiado principalmente en dos campos biomédicos; el primero, se
ha empleado simultaneamente con quitina en el tratamiento de heridas, Ulceras y
guemaduras, debido a sus caracteristicas hemostaticas y su acelerando el efecto
de curaciéon de heridas. En segundo lugar, debido a su afinidad celular y
biodegradabilidad, se ha empleado en la regeneracion y restauracién de tejidos,
incluida su utilizacion en perspectiva como material estructural en la ingenieria de
tejidos [42].

En el &rea de tratamiento de heridas, el quitosano, como apdésito bioldgico
semipermeable, mantiene un exudado de herida estéril debajo de una costra seca,
evitando asi la deshidratacion y contaminacion de la herida para optimizar las
condiciones de curacion. Se ha descubierto que los apositos de quitosano provocan
reacciones adversas minimas. Ademas, es un polimero con varios grupos amino
bésicos y, por lo tanto, posee una carga catidénica general, especialmente a pH
acido. Esto se debe a la presencia de aminas primarias en la molécula que se unen

a los protones de acuerdo con la ecuacion 1 [6,38].

Chit — NH, + H;0% © Chit — NHS + H,0

Ecuacién 1. Protonacion del quitosano [38].

El quitosano interactla en varias etapas del proceso de cicatrizacién de heridas, en
la primera fase de cicatrizacién promueve la infiltracién y migracion de neutréfilos y
macrofagos, ademas de funcionar como agente hemostatico, esto permite limpiar la
herida de cuerpos extrafios y permite la formacion de tejido fibroso y reepitelizacion.
También induce la proliferacion de fibroblastos y por lo tanto promueve la migracion
de neutrofilos polimorfonucleares y la granulacion. En la fase de remodelacion,
cuando hay una produccion excesiva de colagena en la herida, el quitosano puede

disminuir el tejido cicatricial y permitir que se lleve a cabo un buen proceso de
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reepitelizacion. El quitosano influye en la expresion de factores de crecimiento para

favorecer la cicatrizacion de la lesion [6].

La importancia del quitosano como agente antimicrobiano ha sido ampliamente
estudiada, su capacidad para inhibir el crecimiento microbiano se observa
principalmente en medio acido donde el polimero es soluble y tiene una carga neta
positiva, lo cual limita mucho el uso del polimero y ha llevado a derivatizarlo con el
objetivo de mejorar la solubilidad en medio acuoso y al mismo tiempo incrementar
las propiedades antimicrobianas [41]. La actividad antimicrobiana se ve influenciada
por diversos factores intrinsecos, como el grado de polimerizacion, huésped,
composicién de nutrientes naturales, composicién quimica de los sustratos y las

condiciones ambientales [49].

3.5.4. Mecanismo de accion del quitosano

El mecanismo exacto de la accion antimicrobiana del quitosano ain se desconoce,
pero se han propuesto diferentes mecanismos los cuales se basan en la interaccion
de la carga positiva en el carbono 2 del monémero de glucosamina con la membrana
celular de las bacterias, o que ocasiona la fuga de los constituyentes proteicos y

otros componentes intracelulares [49].
- Bacterias Gram positivo

El quitosano se une de forma no covalente a los &cidos teicoicos presentes en la
capa de peptidoglucano, los cuales son importantes para la division celular,
proteccion contra estrés ambiental, control de la actividad enzimatica y
concentracion cationica en la envoltura celular, ademas de patrticipar en la unién de
la célula a receptores y superficies. Por lo tanto, es probable que la interaccién
electrostatica interrumpe diferentes funciones lo que conduce a la muerte celular. El
peso molecular del polimero es un factor importante que influye en la permeabilidad

a través de la membrana celular [50].

Pagina | 31



- Bacterias Gram negativo

Existen dos mecanismos que se cree que actdan en la membrana externa de las
bacterias Gram negativo. El primero esta relacionado con el efecto de la quelacion
del polimero con diferentes cationes, lo cual puede interrumpir la integridad de la
pared celular y perturbar la absorcién de nutrientes fundamentales (Ca?*, Mg?*). El
segundo se basa en la interaccion electrostatica del quitosano con las partes
anionicas del lipopolisacarido en la membrana externa. Debido a los mecanismos
antes mencionados, el quitosano perturba la membrana interna lo que ocasiona la
fuga de material intracelular, también puede pasar a través de la membrana celular
e interferir con la sintesis de Acido desoxirribonucleico (ADN) y Acido ribonucleico
(ARN), ademés de interrumpir la sintesis de proteinas. El quitosano tiene mejores
propiedades antimicrobianas a pH menores que su pKa debido a la presencia de

los grupos amino protonados [50].
- Hongos

El quitosano afecta la membrana celular a través de las interacciones electrostaticas
con los fosfolipidos, posteriormente la membrana celular se rompe y el polimero
puede ingresar a la célula y ocasionar la interrupcion de sintesis de proteinas e
inhibicién de la sintesis de ADN y ARN, ademas de ocasionar la fuga de material
intracelular [50].

Se ha informado que la actividad antimicrobiana del quitosano depende de su peso
molecular y del grado de desacetilacion [51].

3.5.5. Modificacién de quitosano mediante Radiacion Gamma

El proceso de radiacién fue utilizado un en principio para la modificacion de
polimeros. La radiacion de materiales poliméricos con radiacion ionizante (rayos
gamma, rayos X, electrones acelerados, haces de iones) conduce a la formacion de
intermediarios muy reactivos, radicales libres, iones y estados excitados. Estos
intermediarios pueden seguir varias rutas de reaccibn que resultan en

desproporcion, extraccion de hidrogeno, arreglos y/o formacion de nuevos enlaces.
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El grado de estas transformaciones depende de la estructura del polimero y de las
condiciones de tratamiento antes, durante y después de la radiacion. Este proceso
se refiere al aumento del peso molecular por la reticulacion inducida por la radiacion,
o la disminucién del peso molecular por la degradacion a causa de la escision, o
ambas [52].

El procesamiento de polimeros por radiacion gamma permite producir nuevos
materiales con mejores propiedades que los obtenidos por los métodos quimicos.
La radiacion puede producir un acortamiento de la cadena, promover la
polimerizacién, formar copolimerizaciones o generar entrecruzamiento entre las
diferentes cadenas. El tamafio, forma o estructura quimica de los polimeros
favorece uno de estos fendmenos. Ademas, los materiales obtenidos de esta
manera quedan esterilizados facilitando su aplicacién en biomedicina. Aplicaciones
potenciales de estos nuevos materiales en biomedicina y biotecnologia incluyen
tratamientos locales, implantes, dispositivos de liberacion controlada, inmovilizacion

de enzimas y matrices para cultivo celular [53].

La radiacion puede modificar el peso molecular, hidrofilicidad y las propiedades

mecénicas del quitosano [52].

El Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM cuenta con un irradiador
Gammabeam 651 PT tipo alberca profunda (Figura 4), el cual es utilizado para
esterilizacion de productos industriales y para investigacion en cambios de

propiedades quimicas y fisicas de muestras sélidas y acuosas [54,55].

Las fuentes de 8°Co del irradiador Gammabeam 651 PT se encuentran sumergidas
en la alberca que contiene agua deionizada, las muestras en general se colocan
alrededor del mismo y forman un triangulo en el piso del bunker. Las fuentes suben
mediante un sistema neumatico desde el fondo de la alberca hacia una posicion
determinada en la camara de irradiacion donde se irradian las muestras por el
tiempo requerido. El tiempo es predeterminado usando el software de la

computadora del irradiador [55].
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[56].

Carhuapoma et al [53] obtuvieron que al irradiar quitosano en medio acido con rayos

gamma, el peso molecular disminuia 80 % con una dosis de 1kGy y que al aumentar

la dosis, disminuia la viscosidad.

En un estudio realizado por Matsuhashi et al [57] se demostré que la irradiacion de

quitosano a 100 kGy en condiciones secas fue eficaz para aumentar la actividad

antimicrobiana e inhibié el crecimiento de E. coli usando una concentraciéon de 3

mg/L; ademas, el peso molecular del polimero disminuyé significativamente con el

aumento de la dosis de irradiacion.
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3.6. Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

El EDTA y sus sales se usan ampliamente en la industria farmacéutica, cosmética
y alimentaria, ya que funcionan como agentes quelantes; también se usan para
tratar el envenenamiento por metales pesados y reducir el colesterol en la sangre
[58]. EI EDTA es un agente antimicrobiano para el cuidado de la piel y las heridas.
Se ha demostrado que el EDTA previene la formacion de biopeliculas ya que a bajas
concentraciones (0.1 mmol) es capaz de inhibir la adhesion de bacterias. Los
agentes antibiopelicula pueden alterar la estructura de la biopelicula en la que estan
involucrados los microorganismos y, por lo tanto, aumentar los efectos terapéuticos
de los antimicrobianos. La aplicacion topica de estos compuestos en las heridas es
el tratamiento mas directo para infecciones cronicas [59].

El EDTA interactGa con los iones Mg?* y Ca?* de la pared celular exterior de las
bacterias Gram negativo y liberando moléculas de lipopolisacérdios (LPS) y
exponiendo los fosfolipidos de la membrana interna, de esta manera se puede

mejorar la eficacia de otros agentes antimicrobianos [60].

3.7. Aceite de canela

En los Ultimos afios, los aceites esenciales han sido investigados debido a la posible
disminucién de la resistencia a los antimicrobianos convencionales [61]. Los aceites
esenciales se definen como metabolitos secundarios volatiles de las plantas, lo
cuales otorgan un olor y/o sabor distintivo. Generalmente se obtienen mediante

hidrodestilacion, destilacion por arrastre de vapor o destilacion seca [62].

El aceite de canela es un aceite vegetal esencial extraido de la corteza, ramas y
hojas del arbol de canela Cinnamomum verum. Se compone principalmente de
cinamaldehido, o-metoxi-cinamaldehido, benzaldehido, feniletanol, borneol,
eugenol, cumarina y acido cinamico [62]. Tiene aplicaciones en diversos campos,
como cosméticos, biomedicina, alimentos, pesticidas y fragancias, debido a su

actividad antibacteriana de amplio espectro, repelente de insectos y antioxidante
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[19]. El aceite de canela tiene varias funciones biolégicas, entre las que destacan

sus propiedades antimicrobianas y sus efectos antioxidantes [63].

Se ha demostrado que el aceite de canela tiene diversas funciones biolégicas, como
efectos antimicrobianos, antioxidantes y antidiabéticos. Ha sido utilizado en
tratamientos para artritis, alteracion de la circulacion sanguinea, dispepsia, gastritis
y enfermedades inflamatorias. También tiene accion ansiolitica, antiulcerogénica,

antipirética, analgésica, antitrombatica, antiespética, antiulcerosa y antialérgica [64].

El cinamaldehido presente en el aceite de canela puede tener un efecto sobre la
membrana plasmatica e inhibir la actividad de la ATPasa unida a la membrana, lo
que interfiere con la transferencia de electrones [65]. También, la actividad
antimicrobiana del aceite de canela se asocia con una disrupcion a la membrana
celular que ocasiona la fuga de K* intracelular es cual es importante para diversas
funciones esenciales, también se inhibe la actividad respiratoria y hay pérdida de
actividad enzimética, lo que conduce a la muerte celular [66].
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4.

4.1.

4.2.

OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar una formulacién a base de quitosano irradiado, aceite de canela
y EDTA disodico como alternativa para el tratamiento a la resistencia

bacteriana en heridas.

Objetivos particulares

- Realizar la modificacién estructural del quitosano por medio de irradiacion
gamma.

- Caracterizar fisicoguimicamente el quitosano, quitosano irradiado y EDTA
disédico, asi como las formulaciones que contienen quitosano y quitosano
irradiado.

- Evaluar la actividad antimicrobiana y antibiopelicula contra E. coli, P.

aeruginosa, C. albicans y S. aureus de las formulaciones preparadas.

HIPOTESIS

La modificacion del quitosano mediante radiacion gamma incrementara sus
propiedades antimicrobianas y al combinarlo con aceite de canela y EDTA
disddico, se obtendra una formulacién que integre los mecanismos de accién de
sus componentes y se logre un efecto antimicrobiano, util para el tratamiento de

heridas que presentan resistencia bacteriana.
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.1. Listade equipos, materiales y reactivos empleados
6.1.1. Equipos de laboratorio
Liofilizadora (Labconco)

Espectrofotometro de infrarrojo (FTIR Nicolet 6700 (Thermo Fischer Scientific®,
USA)

Calorimetro (Q5000, TA Instruments Delaware, USA)
Calorimetro (Q2000, TA Instruments Delaware, USA)
Potenciometro PHS 3-C

Balanza analitica (Precisa Gravimetrics AG, Suiza)

Campana de flujo unidireccional Clase Il (NuAire®)

6.1.2. Materiales de laboratorio

Papel filtro Whatman®, 70 mm (diametro), 0.20 um (poro)

6.1.3. Reactivos

Quitosano de bajo peso molecular (Aldrich Chemistry, quitina desacetilada poli (D-
glucosamina), Lote SLBJ5775V

Acido acético glacial (Farmacia Paris)

Acido etilendiaminoacético (Farmacia Cosmopolita)
Aceite de canela (Farmacia Cosmopolita)
Polisorbato 80 (Farmacia Paris)

Hidréxido de sodio
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Agua inyectable

6.1.4. Material bioldgico

Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 2913
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Candida albicans

6.1.5. Medicamentos

Sulfadiazina de plata (Argentafil® suspension 1 %, spray, Lote 224691)

6.2. Preparacion de muestras
6.2.1. Soluciones
- Solucién de acido acético glacial 0.5 % v/v.

Se agreg6 acido acético glacial a un matraz volumétrico con agua inyectable y se

llevd al volumen deseado.
- Solucién de hidréxido de sodio 1 M

Se peso el NaOH necesario y se disolvidé con agua inyectable, se llevé a un matraz

volumétrico y se afor6 al volumen deseado.
- Solucién de quitosano 2 % p/v

Se peso el quitosano y se disolvidé en una solucion de acido acético 0.5 %, se agitd

hasta homogeneidad.
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- Solucioén de quitosano irradiado 2 % p/v, pH 5.04

Se disolvi6 el quitosano en una solucion de acido acético glacial al 0.5 % y se agito
hasta disolver por completo el polimero. Posteriormente la solucion se sometio a
una dosis de 25 kGy de irradiacion gamma. La modificacién de la solucion de

quitosano se llevo a cabo en un irradiador Gammabeam 651 PT.
- Solucién de quitosano irradiado 2 % p/v, pH 7.08

Se disolvi6 el quitosano en una solucion de acido acético glacial al 0.5 % y se agitd
hasta disolver por completo el polimero. Posteriormente la solucion se sometio a

una dosis de 25 Kgy de irradiacibn gamma. La solucion se neutralizd6 con NaOH 1M.
- Solucién EDTA 2.0 % p/v

Se pesoO EDTA disodico y se agreg06 agua inyectable para obtener la concentracion

deseada, posteriormente se agitd con agitador magnético hasta homogeneidad.
- Aceite de canela 1.0 %

A una alicuota de tween 80, se afiadié aceite de canela y se agitdé en vortex.
Posteriormente se afiadié acido acético al 0.5 % v/v hasta obtener la concentracion
deseada y se agito en vortex hasta homogeneidad.

6.2.2. Formulaciones

Se plante6 comparar las formulaciones que tuvieran quitosano irradiado y no
irradiado, ademas de observar el efecto que se tenia al neutralizar el pH del medio.
También se propuso realizar formulaciones sin EDTA disddico con la finalidad de
descartar la posibilidad de que el quitosano reaccionara con este componente y por

lo tanto disminuyera el efecto antimicrobiano.
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- Formulacion A

Se disolvié EDTA disddico en la solucién de acido acético 0.5 %, posteriormente se
agrego el quitosano y la mezcla de tween 80 y aceite de canela y se agitd hasta
homogeneidad.

- Formulacién B, pH 5.04

Se disolvié EDTA disédico en la solucion de quitosano irradiado al 2.0 %, se agité
con agitador magnético hasta disolver por completo el EDTA disddico,
posteriormente se agrego la mezcla de tween 80 y aceite de canela y se agito hasta

homogeneidad. Por ultimo, se midié pH con un potenciémetro.
- Formulacién C, pH 7.18

Se disolvio EDTA disddico en la solucion de quitosano irradiado al 2.0 %, se agito
con agitador magnético hasta disolver por completo el EDTA disddico,
posteriormente se agrego la mezcla de tween 80 y aceite de canela y se agitd hasta
homogeneidad. Posteriormente se neutraliz6 con NaOH con ayuda de un

potenciometro.
- Formulacién D

Se disolvié quitosano en solucion de acido acético 0.5 %, posteriormente se agrego

la mezcla de tween 80 y aceite de canela y se agité hasta homogeneidad.
- Formulacién E, pH 5.04

Se agrego la mezcla de tween 80 y aceite de canela en la solucion de quitosano
irradiado al 2.0 %, se agit6 con agitador magnético hasta homogeneidad. Por ultimo,

se midi6é pH con un potenciémetro.
- Formulacién F, pH 7.18

Se agrego la mezcla de tween 80 y aceite de canela en la solucion de quitosano
irradiado al 2.0 %, se agitd con agitador magnético hasta homogeneidad.

Posteriormente se neutraliz6 con NaOH con ayuda de un potenciémetro.
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En la tabla 4 se muestran las concentraciones de los excipientes utilizados en las

formulaciones desarrolladas.

Tabla 4. Concentraciones de las formulaciones.

Concentracion

Quitosano Quitosano EDTA Aceite Tween Acido

Formulacion % plv irradiado  disdédico de 80 % acético
% plv % pl/v canela viv 0.5 %
% viv viv

A 2.03 . 2.04 1.00 5.00 89.93

B - 1.85 1.86 0.93 4.63 90.73

C - 1.85 1.87 0.92 4.63 90.73

D 2.01 - - 1.00 5.00 91.99

E - 1.89 - 0.94 4.72 92.45

F - 1.89 - 0.94 4.72 92.45

6.3. Caracterizacién fisicoquimica
6.3.1. Liofilizacion de las muestras

La solucién de quitosano irradiado 2 % y las formulaciones A y B se liofilizaron a
-49 °C, 0.05 mBar, durante 24 h.

Las muestras liofilizadas se utilizaron para las pruebas de caracterizacion

fisicoquimica.
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6.3.2. Espectroscopia Infrarroja

Se utilizdé la Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para
determinar los grupos funcionales presentes en las formulaciones Ay B, asi como
en las materias primas quitosano, quitosano irradiado y EDTA disédico. Se utilizé
aproximadamente 3 mg de cada muestra. El analisis se llevo a cabo en el Instituto
de Investigaciones en Materiales de la UNAM, con mediciones realizadas en un
intervalo de 400-4000 cm™ y una rampa de resolucion de 2 cm, por triplicado.

6.3.3. Analisis Termogravimétrico

El analisis se llevé a cabo en el Instituto de Investigaciones en Materiales de la
UNAM. Las muestras se analizaron por triplicado, usando un intervalo de 0-800 °C

bajo atmésfera de nitrégeno.

6.3.4. Calorimetria Diferencial de Barrido

Las muestras se analizaron por triplicado en el Instituto de Investigaciones en
Materiales, UNAM. Se us6 un intervalo de temperatura de 20-350 °C y una rampa

de calentamiento de 10 °C/min.

6.4. Evaluacién antimicrobiana
6.4.1. Prueba de difusién en agar

Esta prueba se llevo a cabo en el Anexo del Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Quimica, UNAM. Se utilizo la técnica de Bauer y Kirby para evaluar la
actividad antimicrobiana. Para esto, se impregnaron discos de papel de filtro estéril
(5 mm, didmetro) con cada una de las muestras, los discos se colocaron en placas
con agar Mueller-Hinton; que fueron previamente inoculados con diferentes cepas

microbianas a una concentracion de 1.5x108 UFC/mL. Posteriormente, las placas
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se incubaron a 37 °C durante 24 y 48 horas. Después del tiempo de incubacion, se

midieron las zonas de inhibicidn con un vernier digital.

Como control positivo se utilizo sulfadiazina de plata Argentafil®, suspension al 1%
y como control negativo, agua inyectable. Los experimentos se llevaron a cabo por

triplicado, para cada una de las cepas microbianas utilizadas.

Las muestras que se usaron para la prueba antes mencionada se describen en la

siguiente tabla:

Tabla 5. Muestras evaluadas en la prueba de difusioén en agar.

Muestra Especificaciones
1 Solucion de acido acético 0.5 %
2 Solucion quitosano no irradiado 2.0 %
3 Solucion quitosano irradiado 2.0 % pH 5
4 Solucién quitosano irradiado 2.0 % pH 7
5 Solucién EDTA en agua 2.0 %
6 Aceite de canela concentrado
7 Aceite de canela 1.0 %
8 Formulacion A
9 Formulacion B
10 Formulacion C
11 Formulacion D
12 Formulacion E
13 Formulacion F
C(+) Control positivo: sulfadiazina de plata Argentafil®
C() Control negativo: agua inyectable
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6.4.2. Prueba antibiopelicula

El ensayo se llevé a cabo en el Instituto Nacional de Rehabilitacién de la Ciudad de
México. Para determinar la actividad antibiopelicula de las formulaciones se utilizé
el método de difusion en disco, para cepas de E. coliy P. aeruginosa se utilizé agar
Mueller-Hinton, y para S. aureus y C. albicans el agar Mieller-Hinton se suplemento
con sangre de oveja al 5 %. Como control positivo se utilizé sulfadiazina de plata
Argentafil® suspension al 1% y como control negativo, agua inyectable. Para la
formacion de biopeliculas, cada placa de agar se inoculé con los microorganismos
a una concentracion de 1.5x108 UFC/mL y se incub6 a 37 °C durante 24 horas.
Posteriormente, los discos impregnados con la formulacién y los controles negativos
y positivos se colocaron en las placas y se incubaron durante 12 horas a 37 °C.
Después de la incubacion, se midio la cantidad de biopelicula erradicada por la
formacion de halos transparentes; que reflejan la eliminacion de microorganismos.
Finalmente, se midieron los halos de inhibicién con un vernier digital. El experimento

se realiz0 tres veces en ensayos independientes.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Descripcion de las muestras

Con la finalidad de comparar las muestras con quitosano y quitosano irradiado, en

la Tabla 6 se comparan las caracteristicas fisicas de algunas muestras.

Tabla 6. Caracteristicas fisicas de muestras con quitosano irradiado y no irradiado.

Muestra Aspecto Coloracion Olor
Solucién de Semiliquido Sin color Ligero olor a 4cido
quitosano 2 % p/v aceético
Solucioén de Liquido Ambar Ligero olor a acido
guitosano acético

irradiado 2 % p/v

Formulacion A Semiliquido Sin color Canela

Formulacién B Liquido Ambar Canela

La solucién de quitosano cambia notoriamente su aspecto fisico después de la
modificacién mediante rayos gamma. Después de la irradiacion, la solucién pasa de

ser transparente a tener un tono ambar y la viscosidad se ve disminuida.

En un estudio realizado por Zaino, et al. (2009), se irradié quitosano usando
diferentes dosis (10, 25, 50 y 100 kGy) y se observo que la intensidad de color de
las soluciones era mayor al aumentar la dosis de exposicion de rayos gamma, lo
cual se podria asociar al aumento de la concentracion de enlaces C=0 en la

solucion de quitosano debido a la reaccion de escision de la cadena [67].

Pagina | 46



7.2. Caracterizacion fisicoquimica
7.2.1. Espectroscopia Infrarroja

La Figura 5 ilustra los espectros de FTIR, para el quitosano y el quitosano irradiado
(ay b, respectivamente), en donde aparece una banda en 3358 cm* y 3347 cm™
que corresponde a las vibraciones de los grupos OH, en 2872 cm y 2865 cm™ se
aprecian las vibraciones asociadas con los grupos CHs. Las bandas en 1650 cm™ y
1632 cm se deben a la presencia de grupos amida. La vibracién asimétrica de CO
se observa en las bandas 1147 cm™ y 1151 cm, estas son el resultado de la
desacetilacion del quitosano [68]. Comparando los espectros de quitosano y
quitosano irradiado, las bandas de los principales grupos funcionales se ven
claramente en ambos, sin embargo, los picos en el intervalo de 1650 cm™ a 800
cm ! son mas pronunciados para el quitosano irradiado, lo que podria estar asociado
con la presencia de un mayor numero de grupos funcionales (amida, C=0) debido
a la despolimerizacion, lo que provoca una mayor sefial en los espectros [67,68].
También se observa que la banda asociada a los grupos OH (3358 cm™ y 3347
cml) es mas amplia en la muestra de quitosano irradiado, lo cual se asocia a que

contenia una mayor cantidad de agua debido a que el polimero es higroscépico [69].

El espectro FTIR del EDTA disédico se muestra en la Figura 5c, en donde los
enlaces de CO estan representados en la banda que se presenta en 1674 cm™,
mientras que el estiramiento de CH2 y OH se muestran a 1476 y 1390 cm?,

respectivamente. Ademas, el pico en 1020 cm™ representa el enlace CN [70].

Comparando los espectros 5d y 5e, que corresponden a las formulaciones Ay B,
respectivamente, se aprecia que coinciden en la mayoria de las bandas, que
corresponden a las observadas en la materia prima. Ademas, hay bandas que no
se ven en los espectros que corresponden a los excipientes utilizados (5a, 5b y 5¢)
gue pueden estar asociadas con los otros componentes de la formulacion los cuales

no se caracterizaron fisicoquimicamente (aceite de canela y tween 80).
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Figura 5. Espectro de FTIR de quitosano (a), quitosano irradiando (b), EDTA disédico (c),
formulacién A (d) y formulacion B (e).

Una manera de calcular el grado de acetilacion (DA) o desacetilacion (DD) del
quitosano es a partir del andlisis de Espectroscopia Infrarroja, mediante el uso de
diversas ecuaciones descritas en la literatura, dichas ecuaciones se derivaron de
curvas de calibracion en donde el DD se determin6 por métodos como Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) [71].
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La ecuacion 2 se uso para determinar el grado de acetilacion debido a que relaciona
la absorbancia de las bandas asociadas a los enlaces C=0 (perteneciente a la

amida primaria) y a CH.

AC=0) 100

%DA=( * (—==
Acn

1.33

Ecuacion 2. Porcentaje del grado de acetilacion [71] [72].
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Figura 6. Espectro de FTIR de quitosano (a) y quitosano irradiando (b).

Las bandas fueron seleccionadas de la Figura 6, en donde las absorbancias para
los enlaces C=0 y CH son las siguientes para quitosano y quitosano irradiado,

respectivamente.
AC=0 = A1647 = 004‘878

ACH = A2872 = 004‘601
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AC=0 ES A1632 == 0064‘89

ACH = A2873 = 006380

Aplicando la Ecuacioén 2, se obtuvo que el % DA es de 79.71 % para quitosano y
76.47 % para quitosano irradiado. A pesar de que se obtuvo un % DA mayor para
el quitosano sin modificar, la diferencia es muy poca entre los dos valores, por lo
que no se considera un valor que refleje por completo la pérdida del grupo acetilo a

causa de la modificacién mediante radiacion gamma.

Se sabe que el peso molecular, el grado de polimerizaciéon y el grado de
desacetilacion del quitosano son los principales factores que modulan sus
actividades bioldgicas [73] por lo que al incrementar el grado de desacetilacion a
causa de la modificacion mediante irradiacion gamma, se podria mejorar la actividad

antimicrobiana del polimero.

La técnica de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier puede ayudar
a estimar un valor aproximado de grado de desacetilacién del quitosano, sin
embargo, se pueden tener problemas asociados con la reproducibilidad, la
absorbancia de los picos puede estar influenciada por la humedad de las muestras,
ademas de que el equipo y su manejo puede influir en los resultados [71]. Por lo
anterior, se recomienda comparar y complementar dichos resultados con otras
técnicas, como RMN, Espectrometria UV, técnicas potenciométricas, entre otras, en
donde se realicen curvas de calibracién para que el resultado obtenido sea mas
confiable.

7.2.2. Analisis termogravimétrico

En la Figura 7a y7b, entre 40 °C y 150 °C se observa una ligera pérdida de masa
relacionada con la humedad de las muestras, entre 270 °C y 310 °C se aprecia un

evento térmico para el quitosano el cual se relaciona con las principales reacciones
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de degradacion del polimero. Para el quitosano irradiado, las reacciones de
degradacion se llevan a cabo bajo una menor temperatura ya que empiezan
alrededor de 130 °C y terminan en 360 °C, lo que sugiere que el peso molecular es
menor en comparacion con el quitosano no irradiado, ya que requiere una menor
energia para degradarse [68], también sugiere que la estabilidad térmica de la
molécula de quitosano disminuye cuando se modifica, en este caso, por la radiacion
gamma [74]. En este primer evento térmico se pierde aproximadamente el 60 % de
la masa para ambas muestras. Posteriormente, tanto para el quitosano como para
el quitosano irradiado, entre 370 °C y 570 °C se presenta una ligera meseta en
donde la pérdida de peso es de aproximadamente 10 %. Por ultimo, a partir de 660
°Cy 730 °C se presenta el ultimo evento térmico, en donde se llega al 10 % de la

muestra inicial.

La Figura 7c muestra la degradacion térmica del EDTA disodico, donde, entre 40 °C
y 180 °C hay una pérdida del 10 % de peso, lo que se podria asociar a la
evaporacion de agua. Después, el mayor porcentaje de degradacién se encuentra
en el intervalo de 228 °C a 454 °C, pasando del 90% al 40% de peso. Por ultimo,
hay una pérdida de peso de 40 % a 27 % la cual ocurre de manera lenta entre 470
°Cy 745 °C.

Comparando los termogramas de las formulaciones A y B (7d y 7e,
respectivamente), se observa que en general el comportamiento de la degradacién
térmica es bastante parecido, entre 38 °C y 115 °C hay una pérdida de masa del
7% aproximadamente, relacionado a la evaporacién del agua presente en las
muestras. De 115 °C a 450 °C se pierde aproximadamente el 70 % de la masa, por
lo que es en este intervalo de temperatura en donde se pueden llevar a cabo la
mayoria de las reacciones de degradacién de los componentes. Existe una ligera
diferencia en el intervalo de temperatura de 80 °C -380 °C en el que el sistema con
quitosano irradiado se degrada un poco mas rapido que el sistema con quitosano
no irradiado, esto podria asociar que en la formulacion irradiada contiene quitosano

con menor peso molecular, por lo que se necesita menos energia para degradarlo
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Figura 7. Espectro de TGA de quitosano (a), quitosano irradiando (b), EDTA disédico (c),
formulacién A (d) y formulacion B (e).
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7.2.3. Calorimetria diferencial de barrido

La Figura 8 muestra entre 20 °C y 130 °C el primer evento térmico para quitosano y
quitosano irradiado (ay b, respectivamente) que corresponde a un pico endotérmico
que esta asociado con la con la pérdida de agua relacionado con los grupos
hidrofilicos de quitosano, se sugiere que el quitosano irradiado se encuentra mas
hidratado debido a que estaba previamente en una solucién de acido acético y
posteriormente se liofilizd, en cambio el quitosano sin irradiar se encontraba en
forma sélido. Para la muestra de quitosano (8a) entre 130 y 270 °C existe una
meseta en donde no se aprecian eventos térmicos, posteriormente, en 270 °C
empieza un pico exotérmico que alcanza un mayor flujo de calor en 306 °C, el cual
esta relacionado con la degradacion térmica de la molécula, en especifico a la
deshidratacion de los mondémeros, escision del enlace glucosidico y a la
descomposicion de las aminas presentes en la muestra [75—-77] este evento térmico
concuerda con el presentado en el andlisis termogravimétrico (Figura 7), en donde

se pierde la mayor cantidad de masa del polimero.

En el espectro de DSC de la muestra de quitosano irradiado (Figura 8b) se presenta
un pico endotérmico entre 30 y 90 °C; posteriormente se aprecia un pico exotérmico
qgue termina en 150 °C aproximadamente, dicho pico no se aprecia en la muestra
de quitosano (Figura 8a), esto podria deberse a que al despolimerizar al quitosano
mediante la radiacion gamma, se necesita una menor energia para degradarlo.
Posteriormente, entre 155 °C y 300 °C el cambio del flujo de calor parece ser
constante al aumentar la temperatura, y no se aprecia por completo un pico
exotérmico que indica la degradacion de la muestra, a diferencia del espectro de

quitosano.
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Figura 8. Espectro de DSC de quitosano (a) y quitosano irradiando (b).

En la Figura 9c se observan 3 eventos endotérmicos, el pico entre 86 °C y 200 °C
indica la fusién del EDTA disédico. Ademas, los eventos térmicos coinciden con los
reportados en la literatura [70,78,79]. El segundo pico endotérmico se encuentra
entre 235 °C y 255 °C y el tercero se aprecia inmediatamente después de éste.

En la Figura 9d se muestra el espectro de DSC que corresponde a la formulacion
A, en donde entre 7 °C y 145 °C se encuentra el primer pico endotérmico, seguido
de un segundo pico endotérmico que termina en 320 °C. La Figura 9e indica el perfil
térmico de la formulacién B, en donde, al igual que se observo en el perfil de TGA,
los eventos térmicos de los excipientes se mezclan debido a la interaccion de ellos

en el proceso de obtencion de la formulacion.

Comparando las lineas d y e de la Figura 9, se puede observar que existen cambios

gue se puede asociar a la despolimerizacion del quitosano. En la linea se muestra
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el perfil térmico de la formulacion debido a que los eventos térmicos de los

excipientes se mezclan debido a la interaccion de ellos en el proceso de obtencion

de la formulacion.
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Figura 9. Espectro de DSC de quitosano (a), quitosano irradiando (b), EDTA disédico (c),

formulacién A (d) y formulacion B (e).
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7.3. Evaluaciéon antimicrobiana
7.3.1. Prueba de difusién en agar

Para determinar la capacidad antimicrobiana de las muestras, se realizaron pruebas
de inhibicibn en cuatro de las cepas caracteristicas como oportunistas en la
cicatrizacion de heridas. Los halos de inhibicién obtenidos se midieron a las 24 h 'y
a las 48 h después de incubar a 37 °C, para realizar el analisis se eligieron los
resultados de 48 h debido a que los halos se apreciaban mejor. Con la finalidad de
comparar el efecto antimicrobiano de las muestras, se realiz6 un analisis estadistico

de medias utilizando el programa Statgraphics.

Primero, se observo que la solucion de acido acético 0.5 % (muestra 1) presenta
por si sélo un efecto antimicrobiano para 3 de las 4 cepas evaluadas, lo que indica
que juega un papel importante en conjunto con los demas componentes de la
formulacién. Posteriormente se comparo la actividad antimicrobiana del quitosano y
la del quitosano irradiado (muestras 2 y 3, respectivamente), encontrando que el
quitosano en solucion de &cido acético presenta inhibiciébn para las 4 cepas
evaluadas, mientras que el quitosano irradiado so6lo presenta actividad
antimicrobiana para E. coli, P. aeruginosa y S. aureus, encontrando sélo diferencia
significativa para P. aeruginosa entre ambas muestras. Se esperaba un
comportamiento contrario, en el que el quitosano modificado tuviera mayor actividad
antibacteriana y antifingica; sin embargo, este resultado puede deberse a que la
dosis de radiacibn gamma no fue suficiente para despolimerizar a un mayor grado
al quitosano, por lo que en la solucion de polimero irradiado se tendria una mezcla

con quitosano con diferentes pesos moleculares.

Para observar el efecto del pH del medio sobre la actividad del quitosano, se
compararon las muestras 3 y 4, las cuales difieren en el valor de pH; la muestra 3
tiene un valor de pH=5y la muestra 4 es de pH=7. Se encontr6 que al neutralizar el
medio no habia inhibicion para P. aeruginosa, S. aureus y C. albicans; mientras que
el efecto para E. coli se mantuvo sin cambios, de modo que, al aumentar el pH del
medio por encima del pka del quitosano irradiado, pierde significativamente sus

propiedades antimicrobianas, lo cual radica en que cuando el polimero se encuentra
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en un medio con pH por encima de su pka, esta desprotonado y por lo tanto no hay
cargas positivas que puedan interactuar con la membrana celular de los
microorganismos. La influencia del pH del medio también pudo observarse entre las
muestras 9 y 10, ademas de las muestras 12 y 13; en donde la diferencia radicaba
en el valor de pH y se obtuvo que al neutralizar el medio se perdia el efecto

antimicrobiano y antifungico.

Las muestras 5, 6 y 7 se evaluaron para comprobar la actividad antimicrobiana y
antifangica que tienen el EDTA disodico y el aceite de canela por si solos. El aceite
de canela concentrado mostr6 una mayor actividad que el EDTA disédico al
presentar inhibicion para las 4 cepas, en donde, para E. coli y S. aureus, no hubo
diferencias significativas con respecto al control positivo; pero al disminuir la
concentracion se perdio actividad contra P. aeruginosa y S. aureus, sin embargo, al
considerar que se pasa de una concentracion de 100 % a 1 % aproximadamente, la

actividad antimicrobiana no disminuye radicalmente.

En la muestra 8 se observa que la formulacion que contiene quitosano sin irradiar,
aceite de canela y EDTA disodico no presenta actividad antifangica contra C.
albicans, mientras que al modificar el quitosano (muestra 9) si se presenta inhibicién
para dicha cepa. Ademas, para la muestra 9 se obtuvo que no existe una diferencia
significativa con respecto al tratamiento contra C. albicans entre la formulacion

desarrollada y el 1% de sulfadiazina de plata, utilizada como control positivo.

Para verificar la influencia del EDTA disddico en la formulacion, se compararon dos
formulaciones con quitosano irradiado en las que una de ellas no tenia EDTA
(muestras 9 y 12) y se obtuvo que en esta formulacién el efecto se perdié para E.
coli y C. albicans, mientras que para P. aeruginosa y S. aureus, el efecto
antibacteriano se mantuvo igual que la formulacion que contiene dicho excipiente.
El quitosano al estar protonado puede unirse a las cargas negativas, mientras que
el EDTA disddico, al tener cargas negativas, podria interaccionar con el polimero y
disminuir su efecto antimicrobiano; sin embargo, se observo que la interaccion entre

estas moléculas no afecta su mecanismo de accion contra bacterias y hongos.
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Actvidad antimicrobiana a las 48 h
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Figura 10. Actividad antimicrobiana contra las cepas E. coli, P. aeruginosa, C. albicans y
S. aureus de las muestras de solucién de acido acético 0.5 % (1), solucion quitosano no
irradiado 2.0 % (2), solucidon quitosano irradiado 2.0 % pH 5 (3), solucién quitosano irradiado
2.0 % pH 7 (4), solucion EDTA en agua 2.0 % (5), aceite de canela concentrado (6), aceite
de canela 1 % (7), formulacion A (8), formulacién B con pH 5 (9), formulacion C con pH 7
(10), formulacion D (11), formulacién E con pH 5 (12), formulacion F pH 7 (13).

Se obtuvo que la muestra 9 (Figura 10), la cual contiene quitosano irradiado, EDTA
disédico y aceite de canela, presenta inhibicion contra las cuatro cepas evaluadas.
El porcentaje de inhibicion de la formulacion con respecto al control positivo fue:
43.64% para E. coli, 42.86% para P. aeruginosa, 80.27% para C. albicans y 42.31%
para S. aureus. Esta formulacion combina los mecanismos antimicrobianos de sus

componentes.

Como control positivo, se eligio la sulfadiazina de plata porque es un tratamiento
ampliamente utilizado para la curacion de heridas [80]; funciona, por un lado,
inhibiendo la sintesis de ADN por la sulfadiazina, y por otro lado, los iones de plata

reaccionan con los grupos sulfhidrilo de las enzimas bacterianas y el ADN [81].
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La formulacion combina los mecanismos antimicrobianos de EDTA disddico,
quitosano irradiado en medio acido y aceite de canela. Todos estos componentes
presentan actividad antimicrobiana, por lo que la combinacién de ellos hace que la
formulacion sea una potente opcién natural. El control positivo mostré una inhibicion
mas alta que la formulacion, debe tenerse en cuenta que la formulacion no es un
antibidtico.

El mayor porcentaje de inhibicion usando la formulacion B, se obtuvo con la cepa
de C. albicans, esto podria estar relacionada con la presencia de EDTA, debido a
gque este agente tiene un potencial antifangico. La propiedad quelante de EDTA
tiene un papel critico en la morfogénesis y la patogénesis de C. albicans [82]. La
inhibicién de diferentes cepas por la canela en aceite ya se ha investigado
mostrando resultados interesantes. Seenivasan Prabuseenivasan et al. [83]
investigaron sobre la inhibicion de diferentes tipos de aceites naturales, para el
aceite de canela la inhibicion frente a S. aureus, P. aeruginosa y E. coli fue de 13.7
mm, 21 mmy 21 mm, respectivamente. Estos valores son més altos que los valores
de inhibicion de formulacién (7.3, 6.6 y 6 mm); sin embargo, la concentracion
utiizada de aceite de canela fue de 1:20, mientras que para nuestra
experimentacion fue de 1: 100, lo que demuestra que el nivel de inhibicién esta
relacionado con la dosis. Sara Carvalhinho et al. [84] analizaron la inhibicién del
aceite de canela (15 pl), obteniendo un halo de 35 mm. Estos resultados mostraron
gue es necesaria una alta concentracion de aceite de canela para obtener una
inhibicién notable; sin embargo, las altas concentraciones de este aceite esencial
natural podrian generar efectos de citotoxicidad en los fibroblastos [85].

Por otro lado, un mecanismo propuesto en donde se usa una baja concentracion de
quitosano sugiere que el polimero se une a la membrana celular por medio de los
grupos amino, esto produce el desplazamiento de K* unido a la superficie y altera
el equilibrio que resulta en el flujo de salida los iones, posteriormente se produce
una hiperpolarizaciéon de la membrana plasmatica debido a la salida de iones K*, lo
que conduce a un aumento en la absorcién de Ca?*y, posteriormente, la respiracion

y la fermentacion se ven afectadas [86]. El grupo amino con carga cationica también
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puede combinarse con componentes anidénicos como el acido N-acetilmuramico, el
acido sialico y el acido neuraminico, en la superficie celular, y puede suprimir el
crecimiento bacteriano al deteriorando los intercambios con el medio, quelando

iones de metales de transicién e inhibiendo enzimas [86—88].

La actividad antifangica contra C. albicans es mayor cuando el peso molecular es
bajo y el grado de desacetilacidn es alto, el quitosano interactta con la pared celular
debido a la presencia de &cido sidlico en él, lo que causa una alteracién en la
permeabilidad y, en consecuencia, la filtracion de componentes intracelulares que
pueden inhibir la sintesis de ADN y ARN [89].

Por lo tanto, la actividad combinada de EDTA, quitosano y aceite de canela se probo
frente a C. albicans. El efecto inhibitorio de la formulacién sobre C. albicans es de
gran importancia para el tratamiento de heridas cronicas, como las Ulceras del pie
diabético debido a que se ha informado que los miembros del género Candida spp.

son las levaduras mas comunmente aisladas de estas infecciones [32].

Para las bacterias Gram positivo (S. aureus) y Gram negativo (E. coli y P.
aeruginosa), el porcentaje de inhibicion no fue tan alto con respecto al control

positivo, sin embargo, se observo el efecto antimicrobiano con la inhibicion halos.

Se ha informado que C. albicans es altamente resistente a la accién de agentes
antimicrobianos como la anfotericina B, la clorhexidina, la nistatina y el fluconazol
[90]. Por esta razén, es necesario encontrar nuevas formulaciones que puedan
atacar esta cepa. Hay varios factores que afectan la actividad biol6gica del
quitosano, como el peso molecular, el grado de polimerizacién y el grado de
desacetilacion [73]. Estos elementos estan relacionados con la modificacién
realizada al quitosano, por lo que las condiciones de radiacion gamma pueden influir
en la actividad del polimero. Ademas, la formulacion evaluada contiene EDTA
disodico y aceite de canela, que contribuyen a la actividad antimicrobiana. El
quitosano tiene grupos amino que se protonan facilmente en un medio acido, lo que
conduce a la interaccidn electrostatica de compuestos aniénicos, entre ellos aniones

metalicos [91], por lo tanto, el quitosano puede interactuar con EDTA y con el Na?*,
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lo que causaria una disminucion de la actividad antimicrobiana al disminuir la

interaccion de quitosano y EDTA disédico con la membrana celular.

La actividad antimicrobiana y antifingica obtenida se puede comparar con otros
estudios recientes. Pefia et al [86] recomiendan que para obtener un efecto
antifangico y no solo fungistatico del quitosano, se deben usar concentraciones
superiores a 1,0 mg/ml. El uso de quitosano también podria usarse junto con otro
medicamento antimicotico y ser un tratamiento prometedor para las infecciones por
hongos en humanos[92]. Lo que sugiere que la formulacidén desarrollada podria ser
uno de estos tratamientos ya que combina el mecanismo antibacteriano y

antifangico de otros elementos, ademas de la modificacion del quitosano.

En las Figuras 11, 12, 13 y 14 se observan los halos de inhibicion que se
presentaron después del tratamiento con las muestras utilizadas después de 48 h
de incubacion. Por cada caja Petri se us6 un control positivo y un control negativo,
ademas el ensayo se realiz6 por triplicado.
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Figura 11. Halos de inhibicion contra la cepa E. coli de las muestras de solucion de acido
acético 0.5 % (1), solucion quitosano no irradiado 2.0 % (2), solucién quitosano irradiado
2.0 % pH 5 (3), solucidén quitosano irradiado 2.0 % pH 7 (4), solucién EDTA en agua 2.0 %
(5), aceite de canela concentrado (6), aceite de canela 1 % (7), formulacion A (8),
formulacion B con pH 5 (9), formulacion C con pH 7 (10), formulacion D (11), formulacion E
con pH 5 (12), formulaciéon F pH 7 (13), solucién de sulfadiazina de plata como control

positivo (C +) y agua estéril como control negativo (C -).
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Figura 12. Halos de inhibicién contra la cepa P. aeruginosa de las muestras de solucién de
acido acético 0.5 % (1), solucién quitosano no irradiado 2.0 % (2), soluciéon quitosano
irradiado 2.0 % pH 5 (3), solucion quitosano irradiado 2.0 % pH 7 (4), solucion EDTA en
agua 2.0 % (5), aceite de canela concentrado (6), aceite de canela 1 % (7), formulacion A
(8), formulacion B con pH 5 (9), formulacién C con pH 7 (10), formulacién D (11), formulacion
E con pH 5 (12), formulacion F pH 7 (13), solucion de sulfadiazina de plata como control

positivo (C +) y agua estéril como control negativo (C -).
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Figura 13. Halos de inhibicién contra la cepa C. albicans de las muestras de solucion de
acido acético 0.5 % (1), solucién quitosano no irradiado 2.0 % (2), soluciéon quitosano
irradiado 2.0 % pH 5 (3), solucion quitosano irradiado 2.0 % pH 7 (4), solucion EDTA en
agua 2.0 % (5), aceite de canela concentrado (6), aceite de canela 1 % (7), formulacion A
(8), formulacion B con pH 5 (9), formulacion C con pH 7 (10), formulacion D (11), formulacion
E con pH 5 (12), formulacion F pH 7 (13), solucion de sulfadiazina de plata como control

positivo (C +) y agua estéril como control negativo (C -).
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Figura 14. Halos de inhibicién contra la cepa S. aureus de las muestras de solucién de
acido acético 0.5 % (1), solucién quitosano no irradiado 2.0 % (2), soluciéon quitosano
irradiado 2.0 % pH 5 (3), solucién quitosano irradiado 2.0 % pH 7 (4), solucién EDTA en
agua 2.0 % (5), aceite de canela concentrado (6), aceite de canela 1 % (7), formulacion A
(8), formulacion B con pH 5 (9), formulacién C con pH 7 (10), formulacién D (11), formulacion
E con pH 5 (12), formulacion F pH 7 (13), solucion de sulfadiazina de plata como control

positivo (C +) y agua estéril como control negativo (C -).
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7.3.2. Prueba antibiopelicula

Como se menciond, las biopeliculas son estructuras complejas que involucran
diferentes especies de microorganismos, incrustadas en una matriz polisacéarida.
Debido a su estructura, las biopeliculas son resistentes a los desinfectantes o
detergentes y provocan complicaciones en muchos campos, como la industria
alimentaria y en la cirugia médica. Se han utilizado diferentes métodos para prevenir
la formacion de biopeliculas; sin embargo, generalmente son antibidticos. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud [93], la necesidad de nuevas estrategias para
minimizar el uso de antibiéticos aumenta ampliamente debido a que muchos
organismos se estan volviendo mas resistentes a todos los tipos de antibiéticos. La
importancia de los agentes antibiopelicula radica en combatir la resistencia a los
antibioticos permitiendo una mayor difusién del antibiético o antimicrobiano a través
de la matriz de las biopeliculas y disminuyendo la interaccion con los componentes
de la matriz [65]. Por esta razon, los nuevos compuestos naturales han sido
probados como tratamiento contra la biopelicula. La actividad antibiopelicula de la
formulacion B se evalué para la cepa P. aeruginosa. Esta bacteria patégena
oportunista es responsable del 10-15% de las infecciones nosocomiales en todo el
mundo. Con frecuencia, estas infecciones son dificiles de tratar debido a la
resistencia natural de la especie, asi como a su notable capacidad de adquirir
mecanismos adicionales de resistencia a los agentes antimicrobianos. En la Figura
15 se pudo observar la actividad antibiopelicula de la formulacion B y el control
positivo. Curiosamente, la formulacion presenté un promedio de 13 mm de halo de
inhibicién, mientras que el control positivo, el cual es ampliamente usado para el

tratamiento de heridas cronicas, no presento actividad antibiopelicula.

Se ha informado que el aceite de corteza de canelay el cinamaldehido poseen una
alta actividad bactericida contra los aislados de P. aeruginosa [94]. El cinamaldehido
tiene caracteristicas electronegativas, por lo que puede interferir en la transferencia
de electrones al inhibir la actividad ATPasa unida a la membrana celular, del mismo
modo, puede interactuar y alterar la estructura de las proteinas, lo que conduce a la

pérdida de la integridad de la proteina [65]. Ademas, los autores han expuesto que
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el quitosano y sus derivados presentan una fuerte actividad antibacteriana contra
bacterias resistentes como P. aeruginosa [87], debido a que el quitosano tiene la
capacidad de alterar las membranas celulares cargadas negativamente tan pronto

como los microorganismos se depositan en la superficie.

Por otro lado, el pH acido, debido a la presencia de acido acético en la formulacion,
podria estar involucrado en el efecto antibiopelicula. El pH interno es, para las
bacterias neutrofilicas, tipicamente alrededor de 7.6. El acido acético internalizado
se disocia, desencadenando la acidificacion del citoplasma, causando dafios en la
membrana y el ADN [95,96]. Se ha informado que el acido acético podria erradicar
las biopeliculas maduras de P. aeruginosa, incluso a bajas concentraciones, como
0,5% [95]. Ademas, los autores informaron que el acido acético a diferentes valores
de pH (4,33 a 6) era completamente bacteriostatico, matando a todas las bacterias

analizadas.

Adicionalmente, los agentes quelantes como el EDTA son capaces de

desestabilizar las biopeliculas que secuestran hierro, zinc, magnesio y calcio [97].

Finalmente, la formulacion obtenida representa una alternativa para el tratamiento
de biopeliculas de P. aeruginosa, al usar los mecanismos de los componentes se
obtiene un efecto combinado antimicrobiano, el cual podria actuar en distintas fases
de la formacion de la biopelicula (Figura 16) y asi ayudar en el tratamiento de
heridas.
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E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans

Biopeliculas 24 h
crecimiento

Eliminacion de
biopeliculas (t= 0 h)
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biopeliculas (t=12 h)

Figura 15. Halos de inhibicion de prueba antibiopelicula contra las cepas E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus y C. albicans de la formulacién B con pH 5 (1), solucién de

sulfadiazina de plata como control positivo (C +) y agua estéril como control negativo (C -).
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Figura 16. Estrategias para combatir las biopeliculas bacterianas. Las moléculas
antibiopelicula pueden actuar por efectos bacteriostaticos y bactericidas, lo que reduce la
cantidad de células viables capaces de formar biopelicula (1). El recubrimiento de
superficies puede obstruir la adhesion bacteriana (2). Los compuestos de antibiopelicula
pueden ejercer efectos inhibitorios sobre las sefiales de deteccion de quérum (QS) (3). La
biopelicula madura puede ser destruida por moléculas que pueden penetrar la matriz de la
misma y causar su desintegracion, liberando células libres (4). Modificado de Moura et al
[98].
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8. CONCLUSIONES

Los mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos son un problema grave
en todo el mundo y las alternativas farmacolégicas siguen siendo limitadas.
Especialmente durante el progreso de la curacion de heridas graves, la vida del
paciente se vuelve critica debido a procesos infecciosos. En este trabajo se
desarroll6 una formulacion a base de quitosano irradiado, aceite de canelay EDTA
disodico la cual mostrd, mediante un analisis antimicrobiano y antibiopelicula, tener
actividad contra bacterias Gram positivo (S. aureus), bacterias Gram negativo (E.
coli y P. aeruginosa) y hongos (C. albicans). Ademas, se demostré su actividad
antibiopelicula contra P. aeruginosa. Dichos microorganismos se caracterizan por
ser oportunistas durante el proceso de cicatrizacion de heridas y los resultados

indicaron un porcentaje de efectividad entre 40 % y 80 % para los mismos.

Este estudio abord6 una estrategia de aceite de canela diluido para reducir los
efectos toxicos en el tejido dafiado el cual actda junto con EDTA disddico y
quitosano. Se sugiere que la formulacion tiene un efecto combinado antimicrobiano
al integrar los mecanismos de sus componentes. Esta nueva propuesta es una
alternativa biocompatible y de interés clinico porque también puede erradicar las

biopeliculas.

Adicionalmente, es posible que la formulacién se pueda usar como vehiculo al
afadir un farmaco destinado a favorecer la cicatrizacién de heridas, ya que, al tener
dos fases (una acuosa y otra oleosa) hace mas facil la incorporacion de otra

molécula.
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PERSPECTIVAS

Realizar analisis complementarios de caracterizacion fisicoquimica como

RMN, con la finalidad de comparar con mayor detalle el quitosano antes y
después de la modificacion mediante radiacion gamma.

e Probar la actividad antimicrobiana y antifingica con otras cepas que también
presenten resistencia bacteriana en heridas.

e Evaluar el efecto toéxico que podria causar la formulacion en las células
mediante estudios citotoxicos.

e Determinar si la formulacion favorece el proceso de cicatrizacién de heridas

mediante una evaluacion in vivo.
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11. ANEXOS

Evaluacién antimicrobiana

Tabla 7. Resultados de los halos de inhibicién presentados a las 48 h.

Halo de inhibicién (mm)

E. coli P. aeruginosa | C. albicans \ S. aureus
Caja petri
1
M1 7.1 7.4 0 7.05 = 0.07
M2 8.3+2.12 7.8+1.15 7.45+0.78 | 8.63+£0.99
M3 6.4 6.3 0 6.4 +0.28
M4 6.4 0 0 0
C(+) 15.33+1.22 16.96 £ 1.59 16.4+1.24 | 21.1+£2.32
C() 0 0 0 0
Caja petri
2
M5 10.8+1.13 6.85+ 1.06 13.67 +5.84 0
M6 14.6 £ 0.82 7.07 £0.32 31.27+4.64 | 18.6 +2.48
M7 6.45 + 1.06 0 8.73+1.21 0
C(+) 15.47 £ 0.96 17.07 £1.32 21.6+055 | 19.17+1.17
C() 0 0 0 0
Caja petri
3
M8 7.76 £ 0.40 7.6+1.28 0 6.8
M9 6.4 6.6 +0.17 13.7+2.69 | 7.43+0.85
M10 0 6.57 + 0.45 13.1 6.9 £0.87
CH) 14.67 = 1.30 154 +£1.27 17.07 £2.10 | 17.57 £ 1.95
C() 0 0 0 0
Caja petri
4
M11 9.56 + 0.93 6.55+0.21 8.73+0.87 | 8.4+0.90
M12 0 6.4 0 6.65 + 0.07
M13 0 7 0 0
C (+) 14.06 £ 1.40 144 +£1.01 16.03+1.61 |17.47+£1.85
C() 0 0 0 0

Pagina | 83




Pruebas estadisticas

Tabla 8. Comparacién de medias de la prueba antimicrobiana.

Pruebat para comparar medias
Hipotesis nula: medial = media2
Hipotesis Alt.: medial <> media2
a=0.05
E. coli
Comparacion de Valor De P Conclusion
muestras
M6 vs M7 P =0.00222527 Se rechaza la hipotesis
nula
M8 vs M9 P =0.00424024 Se rechaza la hipétesis
nula
M9 vs Control positivo P =0.000387725 Se rechaza la hipotesis
(C+) nula
P. aeruginosa
Valor De P Conclusion
M8 vs M9 P =0.250019 No se rechaza la
hipétesis nula
M9 vs M10 P =0.910624 No se rechaza la
hipétesis nula
M9 vs (C+) P =0.000181063 Se rechaza la hipotesis
nula
C. albicans
Valor De P Conclusion
M6 vs M7 P =0.00123492 Se rechaza la hipétesis
nula
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M9 vs (C+) P =0.162366 No se rechaza la
hipoétesis nula
S. aureus
Valor De P Conclusion
M1 vs M2 P =0.120661 No se rechaza la
hipétesis nula
M1 vs M3 P =0.0875789 No se rechaza la
hipoétesis nula
M2 vs M3 P = 0.0587589 No se rechaza la
hipétesis nula
M9 vs M10 P =0.490402 No se rechaza la
hipétesis nula
M11 vs M12 P =0.0800481 No se rechaza la
hipétesis nula
M9 vs (C+) P =0.00118771 Se rechaza la hipotesis

nula
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