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RESUMEN

Los apositos para heridas son materiales de uso muy comun, aunque en su
mayoria tienen caracteristicas que no permiten que el tejido dafiado se repare
adecuadamente y que el tiempo de curado sea mas extenso. Este trabajo
propone la elaboracion de membranas de alginato y gel de Aloe vera
tridimensionales que tengan caracteristicas para su potencial uso como apésito.
El alginato es un biopolimero muy usado en aplicaciones biomédicas por ser
biocompatible y no toxico; mientras que el Aloe vera es una planta muy usada
en la medicina tradicional por sus propiedades terapéuticas en el curado de
heridas. Primero, se elaboraron membranas bidimensionales de alginato, las
cuales se entrecruzaron con CaCl, (entre 0,5% y 5%, w/v) y se determind que a
mayor concentracion de CaClz disminuye la capacidad de hinchamiento del film.
Asimismo, se elaboraron membranas de alginato con glicerol y de alginato con
Aloe vera donde se determiné que el glicerol le otorga mayor flexibilidad al film y
que la incorporacion de Aloe vera aumenta el porcentaje de hinchamiento en
buffer de acetato a pH 5,5y 37,5°C. Por otro lado, se formaron microparticulas
de alginato y gel de Aloe vera para formar membranas tridimensionales y se
determind el espesor, se analizo la superficie por SEM y se caracterizd por
espectroscopia FT-IR. Asimismo, se evaluo su capacidad de hinchamiento en
buffer acetato a pH 5,5 y 37,5°C, su caracter hidrofilico, actividad antioxidante y
proceso de degradacion en diferentes medios (pH 5,5; 7,5 y 8,5). Las
membranas varian entre 18,42 a 25,25 uym de espesor, son de caracter
hidrofilico, que, al incrementarse el contenido del gel de Aloe vera, aumenta el
porcentaje de hinchamiento y que en el medio de pH a 7,5 es donde hay una
menor degradacién del film; sin embargo, no presentan actividad antioxidante.
Por ultimo, se elabord un film tridimensional de alginato y extracto de ufia de

gato, el cual tiene una alta actividad antioxidante.
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1 INTRODUCCION

La incorporacion de productos naturales en el area biomédica es una practica
que se viene desarrollando desde hace ya muchos afios, pues estos presentan distintas
propiedades y efectos terapéuticos que pueden ser aprovechados, por ejemplo, para el
desarrollo de apdsitos para heridas. Una herida o lesién en la piel tiene un proceso
complejo de recuperacion y tarda varias semanas en completarse hasta reparar el tejido
dafiado. Debido a ello en la mayoria de los casos se utiliza un apdsito para proteger la
herida, aunque muchas veces el apésito usado no mantiene un ambiente adecuado (son
muy absorbentes, poco permeables a los gases, dificil de remover de la piel o no la
protegen de contamiacion) y causa que la herida tarde aun mas en el curado [1, 2]. Por
tanto resulta importante el estudio de materiales que puedan mejorar las caracteristicas
de los apdsitos ya existentes.

Dentro de los materiales que se vienen investigando se encuentra el alginato, el
cual es un biopolimero que es biodegradable, biocompatible y no toxico. Ademas, puede
formar hidrogeles, esponjas, nanofibras y films [3] lo que lo hace un material muy versatil
para su estudio y aplicacion. Asimismo, para potenciar su uso como apoésito se suele
combinar con otros polimeros u otros productos que tengan propiedades terapéuticas
entre los que se encuentra el Aloe vera [3]. El Aloe vera es una planta muy utilizada en
la medicina tradicional, pues posee un conocido uso en la hidratacion de la piel y el
curado de heridas. La planta posee un gel incoloro con un contenido de
aproximadamente 99% agua y el resto se compone principalmente de polisacaridos asi
como de enzimas, aminoacidos, vitaminas, y otras sustancias que, en conjunto, le
confieren su actividad biologica [4].

El siguiente trabajo propone la elaboracién de microparticulas de alginato de
sodio con gel de Aloe vera en distintas proporciones para formar membranas con
potencial uso como apdsitos para heridas. Se evalué su capacidad de hinchamiento,

caracter hidrofilico, degradacion en diferentes medios y actividad antioxidante.



2 MARCO TEORICO

2.1 Alginato de sodio

2.1.1 Procedencia, composicién y estructura

El alginato es un biopolimero producido por dos especies de bacterias y por
diversas especies de algas marinas pardas de la clase Phaeophyceae. Las especies de
bacterias que sintetizan el alginato son Pseudomonas y Azotobacter en las cuales el
alginato, si bien se sintetiza por mecanismos similares, cumplen diferentes funciones en
cada especie [5]. En la especie Pseudomonas el alginato es usado como un
componente importante para la formacion de estructuras complejas que permiten que
las bacterias se adhieran a una superficie sélida; mientras que en la especie Azotobacter
el alginato se encarga de mantener la hidratacion de la célula en condiciones
ambientales adversas y puede actuar como barrera protectora contra metales pesados
[6-8]. Por otro lado, las especies mas comunes de algas pardas que producen el alginato
son Laminaria y Macrocystis, donde el alginato constituye aproximadamente el 40% de
la masa seca del alga y se encuentra en la pared celular [7, 8]. Su principal funcion es
brindarle resistencia mecanica y flexibilidad a la planta, y adicionalmente, le permite el
almacenamiento de agua con el fin de prevenir la deshidratacién en caso el alga sea
retirada del agua y quede expuesta al aire [8].

El alginato es un polisacarido compuesto aleatoriamente de dos mondmeros,
- D-acido manurénico (M) y su epimero C-5 a-L-acido gulurénico (G), los cuales estan
unidos mediante enlaces glicosidicos 1— 4. Los mondmeros pueden formar enlaces
B (1— 4) entre unidades M (bloque M-M) que adquieren una estructura lineal y le confiere
flexibilidad a esta porcion de la cadena. Asimismo, los monémeros pueden formar
enlaces o (1—4) entre unidades G (bloque G-G) donde se genera una estructura
plegada, lo que confiere rigidez a esta porcion de la cadena. Adicionalmente, se forman
enlaces entre las unidades M y unidades G cuyos enlaces de tipo axial-ecuatorial
generan una mayor flexibilidad, incluso mas que en el bloque M-M [8, 9]. La estructura
quimica, tanto de los monémeros como de los diferentes enlaces entre las unidades del

acido alginico, se muestran en la Figura 2-1a y Figura 2-1b, respectivamente.
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Figura 2-1. Estructura quimica de (a) monémeros del alginato, My G; y (b)
estructura de los bloques GG, MM y MG.

La proporcion entre los monémeros M/G depende de la especie (alga o bacteria),
de las condiciones de crecimiento, estacion del afio y parte del alga (tallo, hojas, bulbo)
de donde es extraido [8, 10]. Adicionalmente, solo en el caso de las bacterias, estas
presentan alginato con un cierto grado de acetilacion que varia entre 11 — 30% para la
especie Azotobacter Vinelandiiy entre 4 — 57% para Pseudomonas spp [6]. En la Tabla
2-1, se muestran diferentes especies, tanto de algas como de bacterias, y como es la

relacion entre los mondémeros M/G.

Tabla 2-1. Composicion del alginato en diferentes especies de algas pardas [6,

11]
Especie M/G %M %G
Laminaria hyperborea (tallo) 0,45 30 70
Laminaria hyperborea (hoja) 1,22 55 45
Laminaria digitata 1,22 55 45
Macrocystis pyrifera 1,50 60 40
Alga
J Lessonia nigrescens 1,50 60 40
parda
Ascophyllum nodosum 1,86 65 35
Laminaria japénica 1,86 65 35
Durvillea antarctica 2,45 71 29
Durvillea potarum 3,33 77 23
A. Vinelandii 0,79 - 5,66 - -
Bacteria
Pseudomonas spp. 1,50 - 5,25 - -




Industrialmente, el alginato es extraido en su totalidad de las algas. En ellas el
acido alginico se encuentra formando sales con distintos iones como Ca*?, Mg*?, Na*,
Sr*? y Ba*2. Es extraido mayoritariamente en forma de alginato de sodio debido a que
esta sal es soluble en agua fria a diferencia, por ejemplo, de las sales de calcio o
magnesio las cuales son insolubles en agua [12]. Por otro lado, estudios recientes
buscan también realizar la extraccion a partir de bacterias, puesto que al conocer la ruta
sintética en estas especies se busca poder variar las condiciones y obtener alginatos
con caracteristicas, tanto de peso molecular como de la composicion (relacién entre
M/G), disefiadas para un uso especifico [13]. Dependiendo de la secuencia y proporcion
entre sus mondmeros, el alginato puede presentar diversas caracteristicas lo que le

confiere sus propiedades y por ende sus variadas aplicaciones.

2.1.2 Propiedades y aplicaciones

En términos generales, el alginato es un material no toxico, biodegradable y
biocompatible por lo que es interesante su estudio para aplicaciones en el campo
alimenticio y biomédico [14]. En el campo alimenticio, el alginato es utilizado como
espesante, estabilizante para emulsiones y también en la elaboracion de films para el
empaque de alimentos. En el campo biomédico, el alginato es empleado para la
elaboracion de apdsitos para el curado de heridas [15], para encapsulamiento de
farmacos, impresiones dentales, asi como para la regeneracion de tejidos [13, 16].

En cuanto al peso molecular, se puede encontrar alginato de sodio en un rango
entre 32 a 400 kDa disponible comercialmente [13]. Esta propiedad esta asociada a su
viscosidad, la cual, a su vez, varia de forma inversa con la variacion del pH. Asi a un
valor de pH entre 3 a 3,5 alcanza un maximo debido a la protonacién de sus grupos
carboxilicos lo que causa interacciones de tipo enlace de hidrégeno que dificulta la
fluidez del polimero en solucién [13].

Adicionalmente, el peso molecular también esta relacionado con la actividad
antioxidante de este polimero. Estudios previos muestran que conforme el peso
molecular del polimero disminuye, la actividad antioxidante aumenta [17-20]. En los
estudios se trabajo con una muestra de alginato y mediante diferentes procesos de
despolimerizacién (enzimatica, térmica e irradiacién gamma), se cortaron las cadenas
del polisacarido para luego evaluar su actividad antioxidante. Para el analisis de
actividad antioxidante se realizaron ensayos in vitro frente a radicales superoéxidos e
hidroxidos, asi como de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS). Las muestras iniciales del alginato se

encontraban en un rango de 200 a 310 kDa y se llegaron a pesos moleculares alrededor



de 70 kDa e inclusive menores a 10 kDa. Esta tendencia se debe a que al romperse las
cadenas se forman nuevos grupos hidroxilos, carbonilos o carboxilicos que
conjuntamente con los enlaces C-H actuan por un mecanismo de transferencia de
atomos de hidrogeno [21]. Asimismo, también hay evidencia que se forma un doble
enlace entre los carbonos C4 y C5 del anillo piranosa al observarse el aumento de
absorbancia a 234 nm [19, 20, 22]. Este doble enlace actiua por un mecanismo de
adicion de radicales que resulta siendo mas efectivo en comparacion con el mecanismo
de transferencia de atomos de hidrégeno para el caso de la actividad antioxidante.

Otra propiedad importante del alginato es su capacidad para la formacién de
geles, para lo cual se utiliza comunmente el entrecruzamiento i6nico, y puede darse
mediante el método de inmersién o por mezclado [23, 24]. En el método de inmersién
se elabora previamente un film de alginato de sodio y luego se entrecruza con el uso de
un ion multivalente en solucion; mientras que en el otro método, de mezclado, se trabaja
con el alginato y el cation multivalente en solucién, y seguidamente se forma el film. El
estudio comparativo de Crossingham y colaboradores [23] muestra que los films
obtenidos por el método de inmersidén son mas densos y presentan mejores propiedades
mecanicas. Esto también concuerda con el estudio de Rhim [24] quien al comparar
ambos métodos observo mayores valores en la resistencia a la traccion para el caso de
los films entrecruzados por inmersion.

El entrecruzamiento idnico utiliza cationes divalentes como Ca*?, Mn*?, Ba*?,
Cu*?y Zn*? o trivalentes como Al*® y Fe*?[3, 16, 25] siendo el ion Ca™ el mas utilizado.
La investigacion de Liling et al. [25] compara films de alginato entrecruzados con Ca*?,
Zn*2, Mn*? y AI"® donde el film entrecruzado con Ca*? presenta mejor resistencia a la
traccion, asi como una mejor transmision de luz. La diferencia en las propiedades de los
diferentes films entrecruzados se debe a la forma en como los iones interactuan con las
cadenas del alginato, por ejemplo, el ion Ba*? interacttia con los bloques G y M, Sr*2 solo
con los bloques G, y Ca*? con bloques G y MG (Figura 2-2a) [26]. Elion Ca* interactua
con el atomo de oxigeno de los iones carboxilato de las unidades G del polimero por lo
que las propiedades mecanicas del gel dependen del contenido del bloque G, asi como
del peso molecular del alginato. La interaccion entre Ca*? y las unidades G forma una
estructura en forma de diamante conocida como “egg-box” tal como se muestra en la
Figura 2-2b [13, 16, 27]. Adicionalmente, los iones Ca*? son importantes cuando se
utiliza en aplicaciones biomédicas pues estos iones participan en la etapa de
hemostasia (donde se detiene el sangrado durante una herida) intercambiandose por

iones sodio que estan presentes en el exudado de heridas [28, 29].



Figura 2-2. a) Formacién de interacciones entre iones Ca*? con alginato y b)
Representacion esquematica de la interaccion alginato — Ca*?[8].

Las peliculas de alginato tienen apariencia uniforme y son transparentes, a su
vez, tienen la caracteristica de ser buenas barreras para gases como oxigeno, vapor de
agua y dioxido de carbono [27]. Sin embargo, por la naturaleza del alginato, éstas son
solubles en agua y para evitar la disolucion completa del film se realiza el
entrecruzamiento de las cadenas con el uso de una solucion de algun catién divalente,
comunmente iones Ca*?[30, 31]. Estudios previos demuestran que al sumergir los films
en solucion acuosa de iones Ca*, ocurren dos reacciones en simultaneo [16, 31] la
interaccion entre Ca*?y las unidades G del alginato (explicado anteriormente) lo que
causa la insolubilidad de la superficie del film, asi como la disoluciéon de una parte del
alginato. Durante este proceso es importante tanto el peso molecular como la relacion
M/G del polimero usado, asi como la concentracién de la solucion de CaCl. y el tiempo
que permanece el film sumergido en la solucién [30]. El entrecruzamiento reduce la
permeabilidad de vapor de agua [27, 30] y también se observa que el hinchamiento en
agua del film disminuye conforme aumenta el porcentaje de la solucion de CaCl. [16,
27]. Costa y colaboradores explican esta tendencia mencionando que al aumentar la
concentracion de iones Ca* habra mayor grado de entrecruzamiento con las cadenas
de alginato y por lo tanto habra menos sitios donde las moléculas de agua se absorban
[27]. Asimismo, este estudio también observd que el entrecruzamiento favorece una
mejor resistencia a la traccion, pero menor alargamiento de rotura [16, 27]. En cuanto a
la concentracion recomendada para el entrecruzamiento, el estudio de Costa et al. [27]
sugiere el uso de 1,5% (w/v) de CaCl: pues, de acuerdo con sus resultados, de este
modo se obtendria una buena resistencia a la traccién y no se pierde del todo la

flexibilidad. A su vez, la investigacion realizada por Shahzad y colaboradores [32]



demuestra que, a concentraciones de CaCl. mayores a 3% (w/v), los films son muy
rigidos por lo que ellos recomiendan una concentracion entre 0,5y 1% (w/v).

Otra forma de mejorar las propiedades mecanicas de los films de alginato es
mediante la adicion de un plastificante. Como se vio anteriormente, si bien es necesario
entrecruzar con Ca* para evitar disolucion del film, esto también hace que el film se
vuelva fragil por lo que es necesario el uso de plastificantes. Las moléculas del
plastificante ayudan a separar las cadenas del alginato y por lo tanto disminuyen la
rigidez de los films [30]. Entre los plastificantes que comiunmente se usan para este fin,
se encuentran el glicerol, el sorbitol, el polietilenglicol (PEG) y la fructosa, cuyas
estructuras se observan en la Figura 2-3. De acuerdo con Olivas y colaboradores [30]
el uso de sorbitol produce films con mayor rigidez en comparacién a los obtenidos con
glicerol. Por otro lado, encontraron que con el uso de sorbitol o fructosa se obtienen

menores valores de permeacion de vapor de agua.
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Figura 2-3. Estructura quimica de plastificantes para films de alginato

Por ultimo, el alginato también puede formar microparticulas, las cuales
presentan un diametro entre 1 a 1000 ym. Entre las técnicas para la elaboracién de
microparticulas se encuentra la gelacion idnica, en donde primero se forma una
emulsion utilizando el alginato en solucion acuosa junto con una fase organica, y luego
se afiade un ion en solucion que interactia con la superficie de las microparticulas. Las
caracteristicas de las microparticulas varian dependiendo del alginato usado (peso
molecular y relacién entre sus monémeros M/G) asi como de su concentracion y también

de otros factores como las condiciones de gelificacion y el uso de surfactante [33].



2.2 Aloe vera

2.2.1 Clasificacién y caracteristicas

Aloe es un género de plantas de la familia Xanthorrhoeaceae [34-36], aunque
otros investigadores consideran que el Aloe pertenece a la familia Liliaceae [37-40], y
otros lo colocan en su propia familia denominada Aloaceae [38, 40, 41]. El Aloe posee
mas de 400 especies [34, 36, 42] de las que se conocen 4 especies principales que
tienen efectos terapéuticos: Aloe barbadensis Miller, Aloe ferox, Aloe arborescensy Aloe
spicata. De estas la especie Aloe barbadensis Miller es la mas potente por lo que ha
sido utilizada desde hace muchos afios en la medicina tradicional y por lo tanto es la
mas estudiada debido a su actividad bioldgica [35, 40, 43].

En cuanto a su taxonomia, el nombre oficial de esta especie es Aloe vera (L.)
Burm. f. de acuerdo al Cédigo Internacional de Nomenclatura botanica; sin embargo,
también presenta otros sindbnimos como Aloe elongata Murray, A. officinalis Forsk., A.
chinensis Bak., A. barbadensis Mill., entre otros, siendo este ultimo el nombre mas
utilizado [44, 45]. También es conocido comunmente como sabila, aloe de Barbados y
aloe de Curazao [43, 46, 47].

El Aloe es una especie de planta suculenta ya que posee un tejido
parenquimatico en el cual se puede almacenar agua y esto a su vez le permite a la
planta sobrevivir por periodos largos en terrenos aridos (planta Xerofita) [34, 35, 37].
Asimismo, esta planta puede sobrevivir a temperaturas de 40°C como también a
temperaturas muy bajas [34, 44]. Esta especie es nativa de regiones aridas de Africa,
Asiay el sur de Europa [38, 48, 49]. Luego, se cultivo para su comercializacién en Aruba,

Bonaire, Haiti, India, Africa del Sur, Estados Unidos y Venezuela [34, 44].

La planta esta compuesta por hojas triangulares que llegan a medir entre 60 a
100 cm de largo, se pueden agrupar entre 12 a 16 hojas formando una roseta y las hojas
poseen espinas a los lados [34, 40]. Las hojas jévenes poseen un color verde brillante
con pequefias manchas blancas y conforme alcanzan la madurez se tornan de un color
verde grisaceo y desaparecen las manchas blancas [40, 43]. Ademas, la planta también
tiene flores de forma tubular con una longitud entre 25 a 35 cm y tienen un color amarillo
brillante [44]. La planta alcanza la madurez entre los 4 a 6 afios y su tiempo de vida es
de aproximadamente 12 afios [40, 44]. Las partes de la planta se observan en la Figura
2-4.



Como se ha mencionado anteriormente, el Aloe vera es una planta utilizada en
la medicina tradicional desde hace muchos afios. Debido a ello existen diversos estudios
para analizar los componentes quimicos de la planta y determinar cuales de ellos son

los que le confieren su actividad biolégica ya conocida.

2.2.2 Composicién quimica

En la literatura se pueden encontrar muchos estudios para determinar la
composicion quimica de la planta de Aloe vera; sin embargo, también podemos observar
gue muchos de ellos resultan contradictorios al asegurar la presencia o ausencia de
ciertos componentes. Estas discordancias se deben a que la composicion depende de
factores tales como la edad de la planta, clima, tipo de la tierra de cultivo, tipo de agua
usada para el riego (si es salina o no) [50], estacion del afio y la cantidad de radiacién
solar incidente [34, 40, 51-55]. Asimismo, otro factor importante es el proceso elegido
para la separacion e identificacion de los distintos componentes [55].

En las hojas se pueden diferenciar tres partes: la cuticula o piel color verde, el
exudado color amarillo y una matriz interna denominada comunmente gel (ver Figura
2-5). La cuticula es la capa protectora, contiene células que producen carbohidratos
(como celulosa y hemicelulosa) y proteinas [34, 39, 56]. En la siguiente capa se
encuentra el exudado, el cual es un liquido viscoso de color amarillo que se compone
de derivados de la antraquinona. Dentro de los compuestos mas conocidos se
encuentra un glucésido antraquinénico llamado aloina o barbaloina (mezcla de isémeros
aloina A (enantiomero S) y aloina B (enantidomero R)) utilizado como laxante [4, 34, 39,
43 57, 58] y, en el estudio realizado por Saccu y colaboradores [58] encontraron
adicionalmente los compuestos aloesin y aloeresin A (ver estructuras quimicas en la
Figura 2-6). Finalmente, en la capa interna se encuentra el tejido parenquimal donde

esta el gel mucilaginoso el cual se encarga de retener agua [38] y es la parte de la planta



mas utilizada. Las células parénquimas tienen tres componentes — la pared celular,
organelos y el gel - los cuales poseen diferente composicion en cuanto a polisacaridos.
En la Figura 2-7, se puede observar un esquema de esta capa interna, donde se sefala
que las células poseen una morfologia diferente entre ellas y a su vez su composicion

en cuanto a polisacaridos [37].

Aloina Aloesin

HO

Aloeresin A

Figura 2-6. Estructura quimica de compuestos presentes en el exudado del Aloe
vera.

Pared celular
(rico en acido galacturénico)

Organelos
(rico en galactosa)

Gel

(rico en manosa)

Figura 2-7. Esquema del tejido parenquimatico [37].
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El gel de Aloe vera tiene una textura suave, es humedo y resbaloso. Tiene un
contenido de agua entre 98,5 [59] a 99,5% [40] y el resto lo conforman mas de 75
compuestos que tienen actividad biolégica y le confieren sus propiedades terapéuticas.
Con respecto a la masa seca del gel, se considera que este esta constituido por 55%
(w/w) de polisacaridos, 17% (w/w) azucares, 16% (w/w) minerales, 7% (w/w) proteinas,

4% (w/w) lipidos y 1% (w/w) de compuestos fendlicos [60]. En la Tabla 2-2 se han

colocado algunos de los componentes reportados del gel de Aloe vera.

Tabla 2-2. Compuestos reportados para el gel de Aloe vera.

Tipo de Compuesto Referencia
compuesto
) Acemanano, glucomanano y otros derivados,
Carbohidrato | gajactano, veracilglucano A, veracilglucano B, |  [4, 34, 37, 61]
veracilglucano C, manosa-6-fosfato
Enzima Bradiquinasa, celulasa, oxidasa, catalasa, [62-65]
amilasa, carboxipeptidasa
Holganies Cloro, potasio, sodio, calcio, magnesio, | [40, 44, 54, 63,
(Minerales) manganeso, cobre, zinc, cromo, hierro 65]
Aminoacidos | Alanina, arginina, acido aspartico, acido
(esenciales y | glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, [4, 65]
no lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
esenciales) treonina, tirosina, valina
Lipidos Colesterol, campestrol, lupeol, B-sitosterol [39, 44]
Proteinas Lectina, aloctin A [4]
. A (B-caroteno), C (acido ascérbico), E (a-
Vitaminas tocoferol), B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 [44, 60, 63, 64,
o : o 66, 67]
(niacina), colina, B9 (acido fdlico)
Otros Cinamoil-C-glucosil-cromona (antioxidante) [34, 68]

De todos los componentes que posee el gel, muchas investigaciones consideran
que el polisacarido acemanano es el componente mayoritario y a su vez el responsable
de la actividad bioldgica, aunque otros consideran que en realidad el efecto terapéutico
se debe a la sinergia de todos sus componentes [4, 54, 69]. El acemanano es un
polisacarido constituido por unidades de manosa (Man) parcialmente acetiladas,
unidades de glucosa (Glu) y en menor proporcion contiene unidades de galactosa (Gal)
[70-72] y posee un peso molecular que varia entre 30 a 50 kDa [42, 54, 73]. Las unidades
de manosa se unen mediante enlaces -(1-4) con una unidad de glucosa y, ademas, en
una de las unidades de manosa se encuentra una ramificacion de galactosa con enlace

o-(1-6) tal como se muestra en la Figura 2-8 [71].
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Figura 2-8. Estructura quimica del acemanano (polisacarido mayoritario del Aloe
vera).

Por otro lado, la investigacion realizada por Salah y colaboradores [49] muestra
la importancia de la presencia del grupo acetilo sobre las unidades de manosa. En este
estudio se realiz6 la extraccion del polisacarido del gel fresco de Aloe vera y realizo la
desacetilacion en un ambiente controlado con NaBHs. Seguidamente, se evaluaron
parametros como el porcentaje desacetilacion (entre 50 a 100% de desacetilacion), el
peso molecular y la actividad biologica. Ellos observaron que a mayor grado de
desacetilacion, disminuye la actividad antibacterial (frente a S. aureus, E. faecalis, E.
coli 'y P. aeruginosa). Del mismo modo, Chokboribal [72] realizé la extraccion del
acemanano y posteriormente la desacetilacion de este mediante hidrolisis basica. Este
estudio muestra que al ir disminuyendo los grupos acetilos en el acemanano, el
polisacarido se vuelve mas hidrofébico (disminuye la solubilidad en agua y aumenta el
angulo de contacto). Ademas, este ultimo estudio muestra que el polimero con 100% de
desacetilacién tiene una menor actividad biologica, pues redujo la sintesis de las
proteinas colageno tipo | y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus
siglas en ingles) que estan involucrados en el proceso de curacion de heridas.
Asimismo, se encontrd que se reduce la habilidad para inducir la proliferacion de células.

El gel de Aloe vera se oxida rapidamente con el aire y al descomponerse pierde
su actividad biolégica por lo que muchos estudios se dedicaron a establecer técnicas
para su estabilizacién y esterilizacion. Entre las técnicas usadas, se pueden encontrar
las que se dan en frio y otras con aplicacién de calor. Las técnicas en frio incluyen el
uso de enzimas para inhibir la aparicion de organismos aerobicos o el uso de luz
ultravioleta y microfiltracion [74, 75]; mientras que los tratamientos con calor utilizan la
pasteurizacién [76, 77]. Este ultimo es el mas usado, pero si no se realiza

adecuadamente la actividad bioldgica del gel disminuye [38, 40, 69].
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Un estudio realizado por Rodriguez y colaboradores [38] analizé diferentes
muestras del gel de Aloe pasteurizadas a temperaturas de 65°C, 75°C y 85°C por 15y
25 minutos. Seguidamente se aislo el polisacarido acemanano y se determino que la
actividad biolégica disminuye en mayor medida cuando la temperatura fue de 85°C.
Debido a ello se recomiendan temperaturas de pasteurizacién entre 60 a 70°C por
periodos cortos de tiempo (maximo 15 minutos). Otro estudio realizado por Saberian y
colaboradores [69] mostro el efecto de la pasteurizacion del gel al conservar por 30 dias,
una porcion a 4°C y otra a 25°C, y evaluar el contenido del polisacarido glucomanano
por espectroscopia, el contenido de acido ascorbico y la actividad antioxidante. Saberian
y colaboradores encontraron que los parametros evaluados disminuyen, y en mayor

medida, si es que el gel se conserva a 25°C.

2.2.3 Actividad bioldgica y aplicaciones

El Aloe vera es una planta a la que se le han atribuido muchas propiedades
terapéuticas asociadas a sus diversos compuestos quimicos. En cuanto al gel se
considera que este ayuda en el curado de heridas y los componentes reportados que
participan son manosa-6-fosfato que ayuda a activar la producciéon de colageno y
acemanano que ayuda a estimular la regeneracion del tejido en el area afectada [34,
44).

Otra propiedad que posee el gel de Aloe vera es la actividad antiinflamatoria. Se
ha reportado que componentes como lupeol, B-sitosterol, veracilglucano B,
veracilglucano C, bradiquinasa y C-glucosil-cromona tienen propiedad antiinflamatoria.
En el caso de la bradiquinasa estudios in vitro e in vivo demuestran que esta enzima
degrada un compuesto que causa dolor [44], y en el caso de C-glucosil-cromona
bloquea la oxidacion del acido araquidénico evitando la sintesis de prostaglandina E2
sustancia responsable de inflamacion [4, 44].

Por otro lado, también se ha reportado actividad antioxidante del gel.
Compuestos como flavonoides y fenoles serian los responsables de este efecto en
pruebas in vitro donde se observa la reaccion con radicales superoxidos (O2) y peroxil
(ROOe) [4, 34].

Asimismo, algunos investigadores han encontrado actividad antimicrobiana del
gel de Aloe vera frente a bacterias como Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyogenes y Streptococcus faecalis [34, 39]. Los carbohidratos presentes en el gel como
el acemanano son los componentes que han sido estudiados contra estas bacterias.
Igualmente, también se ha encontrado actividad antiviral producida por las

antraquinonas presentes en el exudado frente a virus como el de herpes simple [4, 39].
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Entre otras propiedades terapéuticas, se ha reportado también la actividad
antidiabética para el caso de la diabetes mellitus. De acuerdo a la literatura se tiene
evidencia que el gel de Aloe vera ayuda a disminuir el nivel de azucar en sangre [39].
También se ha reportado actividad antitumoral, la cual se le atribuye a los polisacaridos
presentes en el gel. Por ultimo, también se conoce sobre el efecto laxativo debido a la
presencia de antraquinonas en el exudado de la planta [44].

Debido a todas las propiedades terapéuticas descritas, el Aloe vera es usado en
la industria alimentaria en la formulacién de bebidas. En la industria de cosméticos y
productos para el cuidado de la piel como ingrediente de shampoo, cremas, unglientos,
geles, jabones, limpiadores faciales [4, 40]. Asimismo, en el area médica es posible

utilizarlo como ingrediente para el desarrollo de apdsitos para el curado de heridas.

2.3 Unade gato

Ufia de gato es el nombre comun de la especie Uncaria tomentosa. Es una planta
nativa de Peru y de otras partes de américa del sur y américa central. Crece en zonas
tropicales y es una planta trepadora tipo liana que puede llegar a medir 40 metros de
longitud [78]. La corteza es lefiosa, posee hojas ovaladas y espinas curvas como se

muestra en la Figura 2-9, de las cuales la corteza y las raices son las partes mas usadas.

(e

Figura 2-9. Uia de gato (Uncaria tomentosa) [79].

Esta planta es muy utilizada en la medicina tradicional por su actividad
antiinflamatoria, anti asmatica, anti artritica, antiviral, entre otras. Estas propiedades
terapéuticas se deben a diversos compuestos entre los que se encuentran reportados
alcaloides oxindoles, esteroles, flavonoides, fenoles, de los cuales los alcaloides
oxindoles son considerados los principales compuestos que le confieren sus efectos
medicinales [80, 81]. Los alcaloides oxindoles se pueden clasificar en tetraciclicos, que

actian sobre el sistema inmune celular, y pentaciclicos, que actuan en el sistema
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nervioso central [80, 81]. Las estructuras quimicas de los alcaloides oxindoles se

muestran en la Figura 2-10.

CH, CH,

- H S

OCH
Rincofilina Pteropodina Isopteropodina
CH, y Chs H %Ha

R [ o
1

N ~~0CH,
: o OCH, H
Mitrafilina Isomitrafilina

Especiofilina

Figura 2-10. Estructura quimica de alcaloides oxindoles presentes en la ufia de
gato.

2.4 Apésitos para heridas

2.4.1 Proceso de curado de heridas

La piel es el organo mas extenso del ser humano, esta conformado por tres
capas principales: epidermis (externa), dermis (media) e hipodermis (interna). Dentro de
cada una de ellas se encuentran los diferentes componentes (ver Figura 2-11) que
permiten que cumpla sus diversas funciones [82]. Entre las funciones que cumple se
encuentra que ayuda a regular la temperatura corporal, protege al cuerpo del ingreso
de microorganismos, absorbe o libera sustancias y transmite sefiales de dolor, calor,
frio, presion y vibracion. Una herida ocurre cuando la piel sufre una ruptura de su
estructura y se interrumpe su funcién [82, 83], y el proceso de curado es un proceso

complejo que tarda en completarse varias semanas.
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Figura 2-11. Componentes de la piel [84].

El proceso de curado de heridas es un proceso bioldgico que involucra 4 etapas
que se superponen entre si, las cuales son: i) hemostasia e inflamacion, ii) migracion,
iii) proliferacion y iv) remodelacion. La hemostasia y la inflamacion son los procesos que
ocurren primero cuando se produce una herida. Durante la hemostasia se forman
coagulos para detener el sangrado y estos a su vez ayudan a dar soporte a la piel y
protegerla contra microorganismos. En la inflamacion, que ocurre en simultaneo con la
hemostasia, hay células que se encargan de limpiar la herida retirando material
necrosado y preparan el sitio para la sintesis de nuevo tejido. Seguidamente, durante la
migracion, las células epiteliales y fibroblastos se trasladan al area afectada para luego
en la proliferacion iniciar la regeneracion del tejido con colageno y formar nuevos vasos
sanguineos. Finalmente, en la fase de remodelacion el nuevo tejido adquiere mayor
fuerza y aumento de flexibilidad [3, 85].

Las heridas pueden clasificarse en agudas cuando demoran en curar entre 8 a
12 semanas; mientras que las cronicas demoran mas de 12 semanas debido a la
presencia de otras enfermedades como diabetes, ulceras, infeccion, entre otras
afecciones. Un parametro importante que varia durante el proceso de curado es el pH.
La piel sana posee un pH que varia entre 4 a 6, normalmente lo reportan con un valor
de 5,5 y como consecuencia de una herida el valor de pH aumenta hasta 7,4 debido a
la presencia de sangrado y otros fluidos propios de la ruptura de la piel. Inclusive si se
trata de una herida grave, se ha reportado que el pH se encuentra en un rango alcalino
entre 7,2 a 8,9 lo cual afecta a las reacciones que se dan en el proceso de curado. Este
pH elevado puede deberse a la produccion de amoniaco durante el proceso de hidrolisis
de la urea por la presencia de microorganismos [86]. Es por ello por lo que resulta

importante un adecuado tratamiento para las lesiones de modo que se pueden controlar
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y desarrollar todas las fases de curado correctamente. Entre las practicas mas comunes
para el tratamiento de heridas se encuentra el uso de apdsitos, los cuales ayudan a
proteger el area afectada de microorganismos y brindar un ambiente adecuado para que

la piel pueda regenerar el tejido dafado.

2.4.2 Tipos de apdsitos y caracteristicas

Existe una gran variedad de apdsitos para heridas y estos se pueden clasificar
en tradicionales y modernos [1]. Los apdsitos tradicionales como el algodon o las gasas
presentan las desventajas de que son muy absorbentes, lo que causa que la herida no
posea un ambiente humedo adecuado. Ademas, pueden adherirse a la herida, y al
retirarlos pueden causar un dafio mayor en la piel. Entre los apdsitos modernos
podemos encontrar los poliméricos, y dentro de ellos los biopolimeros son de gran
interés por ser biocompatibles y biodegradables [77]. Ademas, también pueden
participar durante alguna de las fases del curado de heridas y ayudan a controlar mejor
la humedad del area dafada. Asimismo, los apdsitos poliméricos pueden formar
diferentes estructuras como membranas, esponjas, hidrogeles e hidrocoloides [82].

Para la elaboracion de apédsitos se pueden utilizar biopolimeros como la
quitosana, el colageno, el acido hialurénico, el alginato, entre otros. A su vez, también
pueden formarse de la mezcla de diferentes polimeros a modo de mejorar las
propiedades mecanicas del apésito y se puede incluir en su formulacién farmacos para
darle al apésito alguna propiedad en particular. En general, se desea que los apésitos
presenten poca adherencia a la piel, de modo que sea posible retirarlo facilmente,
mantener un ambiente de humedad adecuado, que sea permeable frente a gases como
vapor de agua y aire, que tengan buena proteccion contra microorganismos, que puedan

absorber exceso de exudado y que su frecuencia de cambio sea minima [85].
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3.1

3.2

3 OBJETIVOS

Objetivo general

= Elaborar membranas de alginato — Aloe vera bidimensionales vy
tridimensionales y evaluar sus propiedades fisicas y quimicas para su potencial

aplicacion como apésitos.

Objetivos especificos

» Caracterizar el alginato de sodio (AL) mediante espectroscopia UV-visible,
espectroscopia FT-IR, viscosimetria capilar, cromatografia por permeacion de
gel (GPC) y angulo de contacto.

» Caracterizar el gel de Aloe vera (AVG) mediante microscopia Optica,
espectroscopia FT-IR, cromatografia por permeacion de gel (GPC) y actividad
antioxidante.

= Elaborar membranas bidimensionales de AL-AVG y AL con glicerol por técnica
de evaporacion del disolvente con distintas condiciones (proporcién AL/AVG y
concentracion de plastificante).

» Elaborar membranas tridimensionales de diferentes concentraciones de AL-
AVG mediante la formacion de microparticulas con uso de sonda de ultrasonido
y posterior técnica de evaporacion del disolvente.

» Caracterizar las membranas bidimensionales y tridimensionales mediante
medida del espesor, transparencia, analisis de superficie por SEM vy
espectroscopia FT-IR.

» Evaluar las propiedades de absorcion, degradacion en diferentes medios (pH y
presencia de la enzima lisozima), caracter hidrofilico/hidrofébico mediante
medicion de angulo de contacto y actividad antioxidante (ensayo de
decoloracién del radical ABTS) de las membranas elaboradas.

» Elaborar una membrana tridimensional de alginato con extracto de ufia de gato
y analizar su superficie por SEM. Evaluar la propiedad de absorcion y actividad

antioxidante (ensayo de decoloracion del radical ABTS).
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4.1

411

4 PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos, Equipos y Materiales

Reactivos

Todos los reactivos se utilizaron sin purificacién previa y fueron de grado

analitico, a menos que se indique lo contrario.

Sigma-Aldrich

©O 0O 0O 0O o0 o o

Sal de sodio del acido alginico, lote 05008JA

Poloxamer 407

Acido 2, 2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico), ABTS
Persulfato de potasio

Albumina de suero bovino (BSA) > 96%

Lisozima

Bromuro de potasio

Merck

o Cloruro de calcio anhidro

0 Hexano

0 Cloruro de sodio

o Sal disddica del acido etilendiamintetraacético (EDTA)
o Sulfato de sodio anhidro

o Tris(hidroxietillaminometano

JT-Baker

(0}

Etanol absoluto

Otros

(0}

(0}

Aloe vera. Las hojas se adquirieron en el herbolario “Allhoja”, San Borja.
Agua ultrapura (grado Milli-Q, pH 6,01 y resistividad 18,2 MQ.cm). Obtenida

d™ Nanopure™ que cuenta con

de un sistema de osmosis inversa Barnstea
filtro de fibra hueca con 0,2 ym de tamano de poro.
Estandares de pululano PSS Polymer Standards Service GmbH (6-800 kDa).

UfRa de gato en hilachas marca Naturandes.
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41.2

Vi.

Vii.

viii.

Equipos

Todos los equipos utilizados en esta tesis se encuentran en la Secciéon Quimica

de la Pontifica Universidad Catolica del Perd.

Viscosimetro Ubbelohde Technical glass products Inc. 1C (K= 0,02871 mm2/32).
Liofilizador Yamato modelo DC401.

Temperatura de enfriamiento de -45°C y presion de trabajo entre 10-20 Pa.
Centrifuga LW Scientific modelo C5.

Hasta 4000 rpm.

Espectrofotometro infrarrojo Perkin Elmer modelo Frontier.

Consta de una fuente de luz laser de He-Ne, detector de LiTaO3 (tantalato de
litio), una barra de carburo de silicio como fuente de radiacién y un detector MCT
(teluro de cadmio mercurio). Ademas, se utilizd el accesorio de deteccion por
reflectancia total atenuada (Universal ATR con un cristal de diamante) en
algunos casos y el analisis por transmision en otros. El procesamiento de los
espectros se realizé con el programa OriginPro 2016.

Espectrofotémetro UV-Vis Genesys 50.

Cuenta con una lampara de xendén, detector de fotodiodos dual de silicona, rango
entre 190 a 1100 nm. El procesamiento de los espectros se realizé con el
programa OriginPro 2016.

Cromatégrafo por permeacion de gel Malvern Viscotek GPC system.

Posee un detector de indice de refraccién y un loop de 100 L. Se utilizé una
columna para polimeros aniénicos Malvern Instruments A6000M General Mixed
Aq, compuesta de polihidroximetacrilato poroso; y con dimensiones de 300 x 8
mm, tamano de particula de 13 um. El procesamiento de los cromatogramas se
realizé con el programa OmniSEC.

Microscopio éptico Leica, modelo DM1000 LED.

Cuenta con objetivos de magnificacion de 4x, 10x, 40x y 100x. Para adquirir las
imagenes se utilizé el programa Leica application Suite.

Microscopio electronico Delong Instruments, modelo LVEMS.

Con canon de emision de campo tipo Schottky con catodo de ZrO/W [100] y
sistema de ultra alto vacio que permite la magnificacién de 10°x y resolver
detalles de 10”7 mbar hasta 4 nm.

Bafio de agua Memmert modelo WNE 14.

Rango de temperatura ajustable entre 10 °C a 95 °C (resolucion 0,1 °C).
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Xi.

Xii.

Goniometro Ramé-Hart modelo 250.
Cuenta con un sistema de dispensador automatico (tip de 250 pL), camara digital
serie U4 (520 fps). Los datos se procesaron con el programa DROPimage

Advance.

Figura 4-1. Goniédmetro Ramé-Hart modelo 250.

Sonicador Sonics, Vibracell modelo VCX 750.

De 20 kHz de frecuencia. Cuenta con una sonda modelo CV 334.

Sensor de humedad y temperatura Yuwese modelo SSN-22ET.

El rango de operacién para temperatura esta entre -40 a 100°C y el de humedad
entre 0 a 100%. Los datos se obtenidos se descargaron en el programa Data

Logger.

Materiales

Placas Petri de vidrio de 9,5 cm de diametro.

Filtros para jeringa Merck-Millipore de membrana de nylon de 0,45 ym y 33 mm
de diametro.

Filtro Merck-Millipore de membrana de nylon con tamafio de poro de 0,22 pym.
Placas Petri de poliestireno ISO LAB de 9,5 cm de diametro.

Tubos de centrifuga ISO LAB de 50 mL con base.

Membrana de dialisis Spectrum Labs con MWCO 12-14 kDa.

Cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor para UV-vis.

Portamuestras de vidrio de 7,5 cm x 2,5 cm.
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4.2 Metodologia
4.2.1 Caracterizacion de alginato de sodio

4.2.1.1 Espectroscopia UV-Vis

Se preparé una solucion de alginato al 1% (w/v), se vertieron 25 mL sobre una
placa Petri y se dejé secando a 50°C por 24 horas. Luego se mantuvo a temperatura
ambiente en un desecador con humedad relativa <10%. Se obtuvo el espectro UV-Vis

del film en el rango de 200 a 1100 nm con un intervalo de 2 nm.

4.2.1.2 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se prepar6 una solucion acuosa de alginato de sodio al 0,5% (w/v). Luego se
vertieron 25 mL en una placa Petri y se dejo secando a 50°C por 24 horas. Se obtuvo el
espectro FT-IR-ATR con 4 barridos, una resolucién de 4 cm™ y en el rango de 400 a
4000 cm™.

4.2.1.3 Viscosimetria capilar

Se prepard una solucion de alginato de sodio al 0,25% (w/v) en NaCl 0,1 M
como solvente y se filtr6 con una membrana de nylon de 0,45 uym. Se utilizé un
viscosimetro Ubbelohde 1C y un bafio de agua estabilizado a 25°C donde se midieron
los tiempos de flujo de la solucion inicial y de tres diluciones. Se midieron los tiempos

cuatro veces [87].

4.2.1.4 Cromatografia por permeacion de gel (GPC)

Para la determinacion de masas molares del alginato de sodio se utilizo la
norma ASTM F2605-16 [88]. Para ello se prepardé una solucion de Na>SO4 0,05 M y
EDTA 0,01 M en agua ultrapura como fase movil y se filtrd al vacio con filtro membrana
de 0,22 ym. Asimismo, se emplearon cinco estandares de pululano con pesos
moleculares entre 6 a 400 kDa y se realiz6 una curva de calibracion convencional. Tanto
la muestra de alginato como los estandares se disolvieron en la fase moévil a una
concentracion de 1,5 mg/mL por 24 horas y con agitacion magnética constante. Luego
se filtraron con filtros jeringa de 0,45 pm y se inyect6 al equipo GPC 250 pL de muestra

en un ciclo de 100 pL. La columna usada fue marca Viscotek modelo A6000M para
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polimeros y polisacaridos neutros y anidnicos de 300 x 8 mm. La cromatografia se

realizé a un flujo de 0,5 mL/min por 40 minutos en una columna a 35°C.

4.2.1.5 Goniometria — Medicion del angulo de contacto

Se prepararon soluciones de alginato de sodio en agua al 0,5%, 1% y
1,5% (w/v). Luego, se colocaron 2,5 mL de cada solucidon sobre portamuestras
rectangulares de vidrio y se dejaron secando en estufa a 50°C por 24 horas.

Para la prueba de medicion de angulo de contacto, se utilizé la técnica de la
gota sésil con 5 pL de agua ultrapura como solvente y se realizaron 50 mediciones cada

0,005 s. Se analizaron 6 puntos diferentes en cada muestra.

4.2.2 Manipulacion y caracterizacion del Aloe vera

4.2.2.1 Microscopia Optica

Se tomé una porcién del gel fresco de Aloe vera, se lavo con abundante agua
destilada y se coloco sobre un portamuestras. Se obtuvieron imagenes del gel en el

microscopio 6ptico utilizando objetivos de magnificacién 4x y 10x.

4.2.2.2 Determinacion del contenido de agua del gel de Aloe vera

Una vez retirada la cuticula de la planta se corté un pedazo del gel de forma
cubica de aproximadamente 1 cm de lado. Se lavé con abundante agua destilada y se
seco superficialmente el exceso de agua con papel filtro. Seguidamente, se peso el gel
y luego se dejo en una estufa a 50°C hasta que se alcanzé una masa constante. Se
realizé este analisis por triplicado. Se calculé el contenido de agua mediante la

ecuacion 1.

Contenido de agua (%) = M x 100 Ecuacion 1
gel

Donde:
mgel = Masa del gel fresco

Mgel seco = Masa del gel seco
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4.2.2.3 Extraccion del gel de Aloe vera

Se realizo el proceso de extraccion del gel propuesto por Silva y colaboradores
[89]. Las hojas del Aloe vera se cortaron desde la base de la planta, luego se lavaron
por encima con agua destilada para retirar toda la tierra de la superficie. Seguidamente,
se corto longitudinalmente por ambos lados para retirar las espinas y se quitd toda la
cuticula. El gel separado se lavo con abundante agua destilada para retirar el exudado
color amarillo; se cortd en trozos mas pequefios y se homogenizé con una batidora de
inmersion. La solucién obtenida se pasé por una malla de colador, seguidamente se
centrifugd por 10 minutos a 3500 rpm vy finalmente se filtr6 con un filtro metalico a
presion. Para el proceso de pasteurizacion, la solucion filtrada se calentd a 65°C por 15

minutos. La solucién homogénea se guardo en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

4.2.2.4 Aislamiento del polisacarido mayoritario

Adicionalmente, se siguio el procedimiento descrito por Salah y colaboradores
[49] para aislar el polisacarido mayoritario del gel de Aloe vera. Para ello se mezcl6 con
etanol en proporcion de 1 a 3 (v/v) y se dejo por 12 horas a temperatura ambiente. Se
recupero el sélido insoluble en etanol mediante el uso de centrifuga a 3000 rpm por 20
minutos. Luego el sdlido se disolvio en agua destilada a una concentracion de 1,5 mg/mL
y se dejé agitando a temperatura ambiente. Se volvié a centrifugar para recuperar la
solucion la cual se colocé en membrana de didlisis con tamano de poro 12-14 kDa en

agua ultrapura y finalmente liofilizado.

4.2.2.5 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se tomé un pedazo de gel fresco, se lavd con agua destilada y se coloco a
secar en estufa a 50°C. Luego se molid, se mezclé con KBr en una proporciéon en peso
de 1:100 (gel seco / KBr) y se elaboré una pastilla por compresion para su analisis por
FT-IR por transmisién. Para obtener el espectro se realizaron 32 barridos entre 400 a
4000 cm™ con 4 cm™ de resolucion.

Se repitié el procedimiento con el sélido obtenido luego de aislar el polisacarido

mayoritario explicado en el item 4.2.2.4.
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4.2.2.6 Cromatografia por permeacion de gel (GPC)

El procedimiento para el analisis se siguid6 del estudio de Turner y
colaboradores [90] con algunas modificaciones. Para la fase movil se preparé una
solucioén acuosa de NaCl 0,2 M y luego se filtré al vacio con filtro membrana de 0,22 ym.
Para la preparacion de la muestra se utilizo el gel extraido, se mezcld con la fase movil
en relacion de 1:1 (v/v) y luego se filtr6 con filtro jeringa de 0,45 um. Se inyect6 al equipo
GPC 250 pL de muestra en un ciclo de 100 pyL. Se emplearon cuatro estandares de
pululano con pesos moleculares entre 10 a 800 kDa y se realiz6 una curva de calibracién
convencional. La cromatografia se realizé a un flujo de 0,5 mL/min por 40 minutos en
una columna (marca Viscotek modelo A6000M de 300 x 8 mm) a 35°C.

Se repitiéo nuevamente el procedimiento esta vez con el sélido recuperado luego
de aislar el polisacarido explicado en el item 4.2.2.4. Se preparé una solucién de

1,0 mg/mL con la fase movil NaCl 0,1 M y se filtré con filtro jeringa de 0,45 um.

4.2.2.7 Actividad antioxidante mediante ensayo de decoloracion ABTS

El experimento se realizé siguiendo las pautas descritas en el estudio de Re et
al. [91]. Se preparé una solucion concentrada de ABTS 7 M y persulfato de potasio
2,45 M en agua ultrapura. Se dejé en ausencia de luz por al menos 12 horas y luego se
diluyé en etanol hasta obtener una soluciéon con una absorbancia de 0,7 (+ 0,01) a
734 nm.

Se colocaron 10 mg de muestra liofilizada en 3 mL de la solucién de ABTS
diluida y se midioé la absorbancia a 734 nm en diferentes lapsos de tiempo. Los tiempos
estudiados fueron luego de 1, 5, 15, 30, 45 y 60 minutos. Se evaluaron tres muestras:
gel fresco extraido del Aloe vera, gel extraido mediante el procedimiento descrito en el
item 4.2.2.3 y el acemanano aislado del gel (item 4.2.2.4). El porcentaje de inhibicion se

calculd haciendo uso de la siguiente ecuacion:

WY A —A 0.2
Inhibicién (%) = =control_“muestra » 1()() Ecuacion 2

Acontrol

Donde:
Acontrol = Absorbancia a 734 nm del control

Anuestra = Absorbancia a 734 nm de la muestra
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4.2.3 Preparacion de membranas bidimensionales

Las membranas bidimensionales se prepararon por la técnica de evaporacion
del disolvente. En la Figura 4-2 se muestra el esquema general de la elaboracion de

este tipo de membranas.

AL 50°C CaCl,
o —_ —_— - >
AL + glicerol . u 2uh
o 25 mL de mezcla
AL+AVG —___ Temperatura ambiente

Humedad relativa < 10%

Figura 4-2. Esquema general de la preparacion de films bidimensionales.

4.2.3.1 Alginato de sodio

Se prepard una solucion acuosa de alginato de sodio (AL) al 1% (w/v) y se
vertieron 25 mL sobre una placa Petri. Se dejé secando a 50°C por 24 horas. El film se

mantuvo en desecador a temperatura ambiente y humedad relativa <10% hasta su uso.

4.2.3.2 Alginato y glicerol

Se preparo una solucion de alginato al 1% (w/v) con agua ultrapura y se afiadio
glicerol al 15, 30 y 50% (w/w, con respecto a la masa de alginato) como plastificante.
Luego se homogenizo la mezcla y se vertieron 25 mL sobre una placa Petri. Se dejé
secando a 50°C por 24 horas y luego se mantuvo el film formado en un desecador a

temperatura ambiente y humedad relativa <10% hasta su uso.

4.2.3.3 Alginato y gel Aloe vera

Se prepard una solucion de AL 1% (w/v) y se anadio el gel de Aloe vera
(extraido mediante el procedimiento explicado en la seccidon 4.2.2.3). Se mezcld hasta
obtener una solucién homogénea y se vertieron 25 mL sobre una placa Petri. Se dejo
secando a 50°C por 24 horas y luego se entrecruz6 con CaCl, al 1% de acuerdo al
procedimiento descrito en el item 4.2.5. Los films se mantuvieron en desecador a
temperatura ambiente y humedad relativa <10% hasta su uso. Las proporciones usadas
entre AL y AVG junto con la codificacion se detalla en la Tabla 4-1 donde los valores de

10, 15, 20 y 25 representan el porcentaje de gel de Aloe vera utilizados.
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Tabla 4-1. Codificacion y proporcion entre AL y AVG usada en la elaboracion de
membranas bidimensionales.

Codificacion Solucion AL al 1%  Gel Aloe vera

(% viv) (% viv)
AL-AVG10 2D 90 10
AL-AVG15 2D 85 15
AL-AVG20 2D 80 20
AL-AVG25 2D 75 25

4.2.4 Preparacion de membranas tridimensionales

Para las membranas tridimensionales se formaron microparticulas de alginato y
posteriormente se prepararon las membranas por la técnica de evaporacion del
disolvente. En la Figura 4-3 se muestra el esquema general de la elaboracion de este

tipo de membranas.

-

3 minutos

CaCl,

O_.'67 it [ ) R250°C, CaCl,
[—— 0 e —_—
Agitacién por 24h
30 minutos 25 mL de mezcla
N

Temperatura ambiente
Humedad relativa < 10%

hexano {

AL
o
AL + AVG
o
AL+ UT

i) Formacion de i) Gelacion
microparticulas ionotrépica

Figura 4-3. Esquema general para la elaboracion de membranas
tridimensionales.

4.2.4.1 Alginato de sodio

Para la formacién de microparticulas de alginato, se colocaron 25 mL de
alginato al 1% (w/v) con poloxamer al 0,5% (w/v, con respecto al volumen de la solucién
de alginato) y se afadié hexano en proporcion 1:9 (v/v, hexano:solucion de alginato).
Se coloco en bafio de hielo por 15 minutos y se aplicd energia de ultrasonido (20 kHz,
40% amplitud) por 3 minutos. Luego se afiadieron 5 mL de CaCl; (0,67 mg/mL) y se
agité por 30 minutos. Se vertieron 25 mL de la mezcla a una placa Petri y se dejo secar
a 50°C por 24 horas. Luego el film obtenido se mantuvo en desecador a temperatura

ambiente y humedad relativa <10% hasta su uso.
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4.2.4.2 Alginato y gel de Aloe vera

Se colocaron alginato al 1% (w/v) y gel de Aloe vera en proporcion de 9:1 (v/v)
junto con poloxamer al 0,5% (w/v, con respecto al volumen de la mezcla). Se anadio
hexano en proporcion 1:9 (v/v, hexano:volumen de mezcla). Se colocé en bafo de hielo
por 15 minutos y se aplicd energia de ultrasonido por 3 minutos. Luego se afiadieron 5
mL de CaClz (0,67 mg/mL) y se agité por 30 minutos. Se vertieron 25 mL de la mezcla
a una placa Petri y se dejo secar a 50°C por 24 horas. El film obtenido se mantuvo en
desecador a temperatura ambiente y humedad relativa <10% hasta su uso.

Se repitid nuevamente el procedimiento descrito anteriormente con diferente
proporcion entre alginato y gel de Aloe vera. Las codificaciones de las muestras y las
proporciones se detallan en la Tabla 4-2 donde los valores de 10, 15, 20 y 25

representan el porcentaje de gel de Aloe vera usados.

Tabla 4-2. Codificacion y proporcion entre AL y AVG usada en la elaboracion de
membranas tridimensionales.

Codificacion Solucion AL al 1%  Gel Aloe vera

(% viv) (% viv)
AL-AVG10 3D 90 10
AL-AVG15 3D 85 15
AL-AVG20 3D 80 20
AL-AVG25 3D 75 25

4.2.4.3 Alginato y extracto de ufia de gato

Primero se realizdé una extraccion de hilachas de ufia de gato comercial en
etanol al 60% (v/v) con una concentracién de 200 mg/3 mL. La extraccion se realizé por
20 minutos en ultrasonido y este paso se repitié dos veces mas. Se centrifugo el liquido
extraido, luego se rotaevapord y se liofilizo [80].

Se colocaron 25 mL de alginato al 1% (w/v) con poloxamer al 0,5% (w/v, con
respecto al volumen de la solucion de alginato) y el extracto de ufia de gato (UT) al 0,1%
(w/v, con respecto al volumen de alginato). Se afiadié hexano en proporcién 1:9 (v/v,
hexano:solucién de alginato) y se colocd en bafio de hielo por 15 minutos.
Seguidamente, se aplicé energia de ultrasonido por 3 minutos, se afadieron 5 mL de

CaClz (0,67 mg/mL) y se agit6é por 30 minutos. Se vertieron 25 mL de la mezcla a una
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placa Petri y se dejé secar a 50°C por 24 horas. Luego el film obtenido se mantuvo en
desecador a temperatura ambiente y humedad relativa <10% hasta su uso.
Para este film se evalué su capacidad de hinchamiento, el angulo de contacto

y la actividad antioxidante.

4.2.5 Entrecruzamiento de membranas

Una vez obtenido el film se sumergié en una solucién de CaCl, y glicerol al
7% (v/v) por 5 minutos. Luego se dejé secando el film a temperatura ambiente en un
desecador con silica gel.

Para el caso de los films bidimensionales (4.2.3.1) y tridimensionales (4.2.4.1)
de alginato se comparoé el entrecruzamiento con diferentes concentraciones de CaCls.
Las concentraciones fueron de 0,5%, 1%, 3% y 5% (w/v) y se evalu6 su capacidad de
hinchamiento (procedimiento descrito mas adelante en el item 4.2.6.5).

Asimismo, también se compard el entrecruzamiento para el caso de las
membranas bidimensionales entre alginato — glicerol 30% (w/w) las cuales se
entrecruzaron con soluciones de CaClz al 1 y 3% (w/v) y se evalud su capacidad de
hinchamiento.

Para el resto de las membranas bidimensionales y tridimensionales de AL-AVG

se entrecruzaron con la solucion de CaCl; al 1% (w/v).

4.2.6 Caracterizacion de membranas

4.2.6.1 Medicidn de espesor

Se midio el espesor de los films secos antes y después del entrecruzamiento

con un micrometro. Se midieron 6 puntos diferentes incluido el centro.

4.2.6.2 Transparencia de films

Para evaluar la transparencia de las membranas, se siguio el procedimiento
descrito por Noraijit et al. [92]. Para ello se midi6 la absorbancia del film a 600 nm (se

obtuvo el promedio de seis mediciones) y luego se utilizé la siguiente ecuacion:

A 0.2
T = 67"" Ecuacion 3

Donde:

T = Transparencia
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Asoo = Absorbancia promedio a 600 nm

x = Espesor promedio del film (mm)

4.2.6.3 Analisis por SEM

El analisis de las superficies de los films se llevé a cabo mediante el uso de un
microscopio electronico de barrido (SEM). Se recorté un pedazo de film y se coloco
sobre un soporte con cinta de cobre de doble contacto para luego ser analizado en el

equipo a ultra alto vacio y con una energia aplicada de 5 keV.

4.2.6.4 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se evalud el espectro FT-IR para el caso del film AL-AVG10 3D antes y
después de entrecruzar con CaClz 1% (w/v) para lo cual se utilizé el accesorio ATR con

4 barridos, una resolucién de 4 cm™ y en el rango de 400 a 4000 cm™.

4.2.6.5 Prueba de hinchamiento y degradacién

Se cortaron trozos de film de 2 cm de lado y se mantuvieron en el
deshumedecedor (humedad relativa < 10%) por 24 horas. Se pesaron cada una de las
muestras y luego se sumergieron en un buffer de acetato de sodio 10 mM pH 5,5
(simulacion de pH de piel sana) a 37,5°C + 0,1°C (temperatura corporal). Las muestras
de film se dejaron sumergidas por un lapso de tiempo (20 min, 40 min, 60 min, 180 min,
300 min y 1440 min), luego del cual se retiraron de la solucion, se seco la superficie con
papel kimwipes y se pesaron. Seguidamente, se sumergieron nuevamente en la
solucion buffer para repetir nuevamente el proceso hasta completar las 24 horas. El
porcentaje de hinchamiento se calculé6 mediante la ecuacion 4 y cada tipo de film se
evalué por triplicado.

mp—m;

Hinchamiento (%) = X 100 Ecuacién 4

mi
Donde:
m; = masa inicial del film seco

mn = masa del film hidratado

Para el caso de la degradacion se dejé secando el film, una vez finalizada la

prueba de hinchamiento, durante dos dias a temperatura ambiente y en desecador (con
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silica gel) y se evalué la pérdida de masa con respecto a la masa inicial del film mediante
la Ecuacion 5.
m;i—m

Degradacion (%) = ——=x 100 Ecuacion 5

mi
Donde:
m; = masa inicial del film seco

ms = masa del film seco luego de prueba

4.2.6.6 Prueba de degradacion en diferentes medios

Se corté una membrana de AL-AVG10 3D en pedazos de aproximadamente 2
x 4 cm y se mantuvieron en deshumedecedor (humedad relativa < 10%) por 24 horas.
Se peso el film y luego se sumergieron en un buffer de acetato de sodio 10 mM pH 5,5
a 37,5°C £ 0,1°C. Las muestras de film se dejaron sumergidas por un lapso de tiempo,
luego del cual se retiraron de la solucién, se secé la superficie con papel kimwipes y se
dej6 secando a 50°C hasta alcanzar un peso constante. Los tiempos evaluados fueron
20 min, 40 min, 60 min, 180 min, 300 min, 480 min y 1440 min; y para cada tiempo se
evalud por triplicado. Asimismo, se repitid nuevamente el procedimiento en presencia
de la enzima lisozima a concentracién de 0,1 g/L. El porcentaje de degradacion se
calcul6 con la Ecuacion 5.

Se repitio la prueba de degradacion con una solucidon que simula exudado de
herida y que contiene 0,02 M CaCl;, 0,4 M NacCl, 0,08 M tris(hidroximetillaminometano
y 2% (w/v) de albumina de suero bovino que se ajusté a pH 7,5 de acuerdo con el
procedimiento descrito por Rezvanian et al. [93]. En este medio también se evalud con
y sin adicién de lisozima.

Por ultimo, también se evalud la degradacion del film en un buffer de NHzy NH4Cl

pH 8,5 (simulacion de herida grave) con y sin adicion de lisozima.

4.2.6.7 Angulo de contacto

Se prepararon las soluciones para los films bidimensionales y tridimensionales
(Tabla 4-1 y Tabla 4-2) y luego se colocaron 2,5 mL de mezcla sobre un portamuestra
de vidrio. Se dej6é secando en estufa a 50°C por 24 horas.

Para su andlisis en baja humedad relativa (HR 11%), se coloc¢ el film formado
sobre el portamuestras en un recipiente hermético con silica gel y un sensor de humedad

y temperatura. Se mantuvo la muestra por 7 dias y luego se realiz6 el experimento en
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el goniémetro. Para la prueba de medicién de angulo de contacto, se utilizé la técnica
de la gota sésil con 5 pL de agua ultrapura como solvente y se realizaron 50 mediciones
cada 0,005 s. Se analizaron 6 puntos diferentes en la muestra.

Se realizd6 nuevamente la medicion de angulo de contacto esta vez
manteniendo el film en humedad relativa de 40% (HR 40%) y otra en un ambiente de
humedad relativa de 100% (HR 100%) para evaluar el efecto de la humedad en el angulo

de contacto.

4.2.6.8 Actividad antioxidante

Se prepard una solucion concentrada de ABTS 7 M y persulfato de potasio
2,45 M en agua ultrapura. Se dejo en ausencia de luz por al menos 12 horas y luego se
diluyd en etanol hasta obtener una soluciéon con una absorbancia de 0,7 (x 0,01) a
734 nm [87].

Se evalud un trozo de film de masa de 10 mg y se coloc6 en 3 mL de la solucion
de ABTS diluida. Se midi6 la absorbancia a 734 nm en diferentes lapsos de tiempo (1,
5, 15, 30, 45 y 60 minutos), y se utilizé la Ecuacion 2 para calcular el porcentaje de

inhibicion.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de alginato de sodio

5.1.1 Espectroscopia UV-Vis

En la Figura 5-1 se muestra el espectro UV-Vis del film de alginato en el rango
de 400 a 800 nm. Se puede observar que en este rango visible, no se observa ninguna
banda pronunciada, la absorbancia es muy débil, debido a que la coloracion del film

obtenido es muy tenue.

0.4 -

0.2

Absorbancia (A)

0.0 v T . . . . . .
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 5-1. Espectro UV-Vis del film de alginato de sodio.

5.1.2 Espectroscopia infrarroja

En la Figura 5-2 se muestra el espectro FT-IR-ATR del film de alginato de sodio.
En él podemos observar los picos caracteristicos correspondientes a la estructura del
alginato. La banda en 3256 cm™ corresponde a la vibracién de tension del grupo -OH
mientras que el pico a 2926 cm™ se debe al estiramiento de los enlaces C-H ubicados
en el anillo de piranosa de las unidades M y G. Asimismo, también se observan dos
sefiales muy pronunciadas en 1594 y 1406 cm™ debido a la vibracion de estiramiento
asimétrico y a la vibracion de estiramiento simétrico del enlace C-O del grupo COO,
respectivamente. La sefial a 1080 cm™ muestra el estiramiento del enlace C-O en el
anillo piranosa y a 1026 cm™ el estiramiento asimétrico de C-O-C. Adicionalmente,
podemos observar una sefial débil en 950 cm™ debido al enlace glicosidico 1-4 y a

816 cm™ ! es caracteristica de residuos de acido manuronico [16, 20, 27, 94].
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Figura 5-2. Espectro FT-IR-ATR del film de alginato de sodio al 0,5% (w/v).
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5.1.3 Viscosimetria capilar

Para el analisis de la viscosidad intrinseca del alginato de sodio, se utilizaron las
ecuaciones 6 — 9 con las cuales se calcularon los valores de viscosidad relativa,
especifica, reducida e inherente, respectivamente.

viscosidad relativa (n,,) 7, = ti Ecuacion 6
0

g q e t—t .z
viscosidad especifica (nsp) Nsp = 2 Ecuacion 7
0
viscosidad reducida (Nyeq)  Mrea = 71% Ecuacion 8
. . . 1 .
viscosidad inherente (inn)  Ninp = —= Ecuacion 9

c

Los resultados para el estudio de viscosidad del alginato, asi como los valores
de viscosidad relativa, especifica, reducida e inherente calculadas se muestran en la
Tabla 5-1. Estos valores aumentan al incrementarse la concentracion del polimero, lo
cual siguen una tendencia esperada para el caso de polielectrolitos en solucion en

presencia de una sal (NaCl) [95]. Seguidamente, se realizaron las graficas de viscosidad
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reducida vs concentracion y viscosidad inherente vs concentracion (ver Figura 5-3) de
acuerdo a los métodos de Huggins (Ecuacion 10) y Kraemer (Ecuacion 11),
respectivamente. Se realizé una regresion lineal en ambos casos y se obtuvo la
ecuacion de las rectas. La viscosidad intrinseca del alginato se calcul6 con el promedio

de los valores de los interceptos a c>0 dando un valor de [n] = 218,16 mL/g.

. g g ’ _ e nﬂ
viscosidad intrinseca [n] [n] = 11_1)%( , ) Ecuacion 10
(método de Huggins)
viscosidad intrinseca [n] [n] = lim (lni)
! 1=k \ e Ecuacion 11

(método de Kraemer)

Tabla 5-1. Resultados de viscosimetria capilar para alginato de sodio en NaCl

0,1 My 25°C.
. . Solvente
Alginato de sodio NaCl 0,1M
concentracion x
10-3 (g/mL) 2,50 2,09 1,79 1,57 -
toromedio (S) 65,70 59,48 55,28 52,28 36,35
Viscosidad 181 | 164 | 152 144 -
relativa (n:)
V|sc9_5|dad 0.81 0.64 0,52 0,44 -
especifica (nsp)
Viscosidad 322,46 | 304,95 291,12 | 280,01 .
reducida (Nreq)
_ Viscosidad 236,39 | 236,00 | 234,36 | 232,21 -
inherente (Ninn)

35



350
1 y =45084x + 210,10

300 R? = 0.9986

250 —
S P —o o
3 1
E 200 L y = 4290,17x + 226,22
- R® = 0.8376
()
el
@ 150
O
2
= 100 -

—#&— Viscosidad reducida
@ Viscosidad inherente
50 -
O i T o T . T L 1 4 T X 1
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025  0.0030
concentracién (g/mL)

Figura 5-3. Viscosidad intrinseca mediante los métodos de Huggins y de
Kraemer para alginato de sodio en NaCl 0,1 M a 25°C.

De acuerdo con la ecuacion de Mark-Houwink (Ecuacion 12) hay una relacién
entre la viscosidad intrinseca y el peso molecular donde K y o son constantes que
dependen del polimero, el solvente y la temperatura a la que se realiz6 el estudio. Para
el caso del alginato de sodio, Martinsen y colaboradores [87] encontraron que al usar
NaCl 0,1 M como solvente y a 25°C las constantes K y o toman valores de 0,073 cm®/g
y 0,92, respectivamente. Con ello podemos calcular que el peso molecular del alginato

es de 73 219 Da. Este valor se comparara mas adelante con los resultados obtenidos
mediante GPC.

[n] = K x MY Ecuacion 12
Donde:

[n] = viscosidad intrinseca
K =0,073 cm®/g
a=0,92

M, = peso molecular (por viscosidad)
5.1.4 Cromatografia por permeacion de gel (GPC)

Otro método para evaluar el peso molecular del alginato de sodio es mediante

GPC. En este caso se utilizaron estandares de pululano, el cual es un polisacarido
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conformado de unidades de maltotriosa (tres moléculas de glucosa unidas por enlace
o-1-4) unidas mediante un enlace glicosidico a-(1-6). Para el analisis de la distribucion
de masas molares del alginato se disolvieron los estandares de pululano (6 a 400 kDa)
y la muestra de alginato en la fase moévil Na;SO4 0,05 My EDTA 0,01 M. Se realiz6 una
curva de calibracién con los 5 estandares seleccionados y luego se analizé la muestra
del polimero. El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 5-4 y en la Tabla 5-2
se observan los datos de masas molares de los estandares (reportado por el fabricante)
y lo determinado para el caso del alginato. La masa molar promedio en numero (M») es
de 33 190 Da, mientras que la masa molar promedio en peso (Mw) es de 146 236 Da.
El peso molecular obtenido por viscosidad es de 73 219 Da, valor que se encuentra

entre los valores M» y My, hallados por GPC que concuerda con lo esperado.

: / ﬁ / ‘\ \ / [\
"’ | ‘ "'\ | ‘\ ‘/ “-\
) AN

Figura 5-4. Cromatograma de alginato de sodio y estandares de pululano en fase
movil Na;SO4 0,05 My EDTA 0,01 M.

Tabla 5-2. Comparacion de resultados de GPC para estandares de pululano y
alginato de sodio.

Pululano  Pululano  Pululano  Pululano  Pululano Alginato
6 k 50 k 110 k 200 k 400 k de sodio

Volumen de
retencion 8,26
(mL)

8,00 7,74 8,38

5900 45 500 100 000 184 000 310000 33190
6 200 48 800 113 000 200000 348000 146 236
6 100 47 100 107 000 194 000 337000 79768

1,05 1,07 1,13 1,09 1,12 4,41
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En el cromatograma se observa una relacion inversa entre la masa molar y el
volumen de retencion debido a que, al tener un mayor tamario, el polimero tiene una
menor interaccidon con los poros de la columna, salen primero de la columna y pasan
hacia el detector. A diferencia de los estandares, en los que el indice de polidispersion
(PDI) es muy cercano a 1 (valores entre 1,05 a 1,13), en el caso del alginato se observa
que el valor de PDI es de 4,41, lo que indica que hay una distribucién de peso molecular
amplia. Adicionalmente, se puede observar un pico con volumen de retencién alrededor
de 10 mL tanto para los estandares como para el alginato lo cual se debe al solvente

usado.

5.1.5 Angulo de contacto

La Tabla 5-3 muestra los resultados de medicién de angulo de contacto para
films de alginato de concentraciones de 0,5; 1y 1,5 % (w/v). Los valores obtenidos son
menores a 90° lo cual indica que la superficie es de caracter hidrofilico, lo que concuerda
con los grupos funcionales presentes en la estructura quimica del alginato como -OH y
-COOH. A su vez, también se observa que no hay una relacion clara entre la
concentracién y el angulo medido y que no hay mucha variacion entre los valores siendo
un aproximado de 60°. Este valor difiere con lo reportado por el estudio de Pereira et al.
[1] quienes reportan un angulo de 42,2° posiblemente debido a una diferencia en las
condiciones ambientales pues en el estudio no especifican la humedad relativa en

donde se llevo a cabo el analisis.

Tabla 5-3. Angulo de contacto para films de alginato preparados de diferentes
concentraciones.

Concentracién Angulo de

alginato (%) wiv contacto
0,5 62,15° +1,75°
1,0 59,61° + 0,45°
1,5 60,66° + 1,33°
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5.2 Aloe vera

5.2.1 Analisis de la morfologia del gel fresco de Aloe vera

El gel cortado directamente de la planta de Aloe vera se pudo observar mediante
el uso de un microscopio optico. En la Figura 5-5 donde se aprecian las imagenes del
tejido parenquimatico que posee células con una forma hexagonal. Asimismo, en la
imagen de magnificacion 10x (Figura 5-5 (b)) se aprecia que las células tienen un
tamario entre 500 a 600 um y a su vez se puede distinguir claramente la pared celular.
Lo reportado concuerda con los resultados obtenidos por Ni et al. [37] quienes, ademas,
encontraron que algunas células pueden tener un tamafio de mas de 1000 um.

Figura 5-5. Imagenes de microscopia 6ptica del gel fresco de Aloe vera: (a)
Magnificacion 4x y (b) Magnificacion 10x.

Por otro lado, también se evalué el contenido de agua del gel. Los resultados
muestran que el gel posee un contenido de agua de 99,30 + 0,06% (w/w). Este valor
esta dentro del rango reportado en la literatura que es entre 98,5 a 99,5% (w/w) [4, 34,
59].

5.2.2 Extraccion del gel de Aloe vera

El gel de Aloe vera extraido se presenta como una solucién blanquecina y poco
viscosa. El pH de la solucion es ligeramente acido con un valor de 4,5. El gel se sometio
a un proceso de pasteurizacion a 65°C por 15 minutos, pues este tratamiento ayudaria
a reducir las bacterias y otros microorganismos que degradan los compuestos con
actividad biolégica presentes en el gel [38]. Ademas, de acuerdo con el estudio de
Rodriguez et al. [38], la temperatura adecuada para el tratamiento del gel es entre 60 a
70°C para tener una adecuada calidad del gel que mantenga su actividad bioldgica.

Asimismo, una vez pasteurizado, el gel se mantuvo a 4°C para ampliar su tiempo de uso
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pues, de acuerdo con lo estudiado por Saberian y colaboradores [69], se muestra que
el contenido del polisacarido mayoritario del gel disminuye y por lo tanto la actividad
bioldgica del gel decae considerablemente si el gel se mantiene a 25°C una vez

realizada su extraccion.

5.2.3 Espectroscopia infrarroja

En la Figura 5-6 (a) se muestra el espectro FT-IR por transmision con pastilla de
KBr del gel de Aloe vera. La banda en 3422 cm™ corresponde a la vibracion del grupo -
OH vy la sefial en 2928 cm™ se debe a la vibracion de estiramiento de enlaces C-H.
Ambos grupos caracteristicos de monosacaridos reportados en la composiciéon del gel
de Aloe [1]. Adicionalmente, en 1738 cm™ aparece una sefial débil que corresponde a
la presencia de grupos carbonilo (C=0). En 1610 y 1404 cm™ se pueden observar las
bandas correspondientes al estiramiento asimétrico y estiramiento simétrico del enlace
C-O en el grupo funcional COO". Adicionalmente, se observa una sefal en 1032 cm’
que indica el enlace glicosidico y en 808 cm™ la banda asociada a la unidad de manosa,
la cual compone la estructura del acemanano (polisacarido reportado como mayoritario).
El espectro coincide con los espectros reportados en los estudios de Pereira et al. [2,
94] quienes muestran las mismas bandas observadas.

Asimismo, luego del tratamiento de pasteurizacion (65°C por 15 minutos) se
extrajo el polisacarido reportado como mayoritario para verificar que este se mantiene
en el gel luego del tratamiento. El solido recuperado también se analizé mediante FT-IR
por transmision con pastilla de KBr cuyo espectro se muestra en la Figura 5-6 (b). En
este espectro se aprecian algunas diferencias con respecto al gel fresco liofilizado, la
mas notable es la sefial en 1740 cm™ que en este caso se observa mas intenso, debido
a la presencia de enlaces C=0 de los grupos acetilos del acemanano. Se observa
también que se mantienen las bandas en 1040 cm™ y 808 cm™ por el enlace glicosidico
y las unidades de manosa, respectivamente. El espectro en la Figura 5-6 (b) es igual al
reportado en la investigacion de Chokboribal et al. [72] para el acemanano. Esto a su
vez confirma que el polisacarido mayoritario del gel y principal responsable de la
actividad biolégica de esta planta se mantiene luego del tratamiento de pasteurizacion

realizado durante la extraccién del gel de Aloe vera.
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Figura 5-6. Espectro FT-IR por transmision del (a) gel fresco liofilizado y del (b)
polisacarido mayoritario del gel de Aloe vera en KBr.

5.2.4 Cromatografia por permeacion de gel (GPC)

Para la caracterizacion del gel de Aloe vera por GPC se usaron estandares de
pululano entre 10 a 800 kDa. Se realiz6 una curva de calibracion con los 4 estandares
seleccionados y luego se analizaron las muestras. Los cromatogramas obtenidos para
el gel de Aloe vera y para el polisacarido acemanano extraido se muestran en la Figura
5-7 y Figura 5-8, respectivamente. Asimismo, en la Tabla 5-4 se observan los datos de
masas molares de los estandares (reportados por el fabricante) y lo determinado para

el caso de las muestras.
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Figura 5-7. Cromatograma del gel extraido de Aloe vera en fase mévil NaCl 0,1 M.
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Figura 5-8. Cromatograma de acemanano aislado del gel de Aloe vera en fase
maévil NaCl 0,1 M.

Tabla 5-4. Resultados de distribucion de masas molares por GPC para
estandares de pululano, gel y acemanano extraido de Aloe vera.

Pululano Gel Aloe
800 k vera

Pululano
400 k

Pululano Pululano
10 k 100 k

Acemanano

Volumen

de 9,07 8.24 7.70
retencion

mL
Mn (Da) 9 200 100000 310000 636 000 34 680 3250
Mw (Da) 10 000 113000 348 000 805 000 45 325 22 198
Mp (Da) 9 600 107 000 337 000 708 000 40 594 16 209

1,09 113 1,12 1,27 1,31 6,83

7,34
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El cromatograma obtenido para el gel de Aloe vera (Figura 5-7) es muy similar
al reportado por Turner y colaboradores [90]. En él se observa un pico muy pequefo
con volumen de retencion de 8,62 que corresponde a moléculas con pesos moleculares
alrededor de 45 kDa. También se observan picos con mayores volumenes de retencion
entre 9,88 a 11 mL los cuales corresponden a moléculas pequefias, con pesos
moleculares menores a 10 kDa. Por otro lado, en el cromatograma para el acemanano
aislado (Figura 5-8) se ve un pico con volumen de retencion de 8,92 mL, lo cual
corresponde a un peso molecular de 22 kDa y se observa que los picos con volumenes
de retencién mas altos han disminuido considerablemente debido a que al realizar la
dialisis fueron eliminados. Estos resultados son similares a lo reportado en el estudio de
Minjares et al. [73] quienes sefalan que el acemanano posee un peso molecular de
49 kDa en el gel fresco de Aloe vera, mientras que luego de procesarlo el peso molecular
disminuye a valores entre 23 a 26 kDa. La disminucion del peso molecular se debe al

tratamiento realizado al gel el cual incluye un periodo de calentamiento a 65°C.

5.2.5 Actividad antioxidante mediante ensayo de decoloracion ABTS

Para el caso de la actividad antioxidante del gel de Aloe vera se evaluaron tres
muestras mediante el método de decoloracion de ABTS cuyos resultados se observan
en la Figura 5-9 donde, a su vez, se han colocado barras de error con la desviacion
estandar. En la Figura 5-9 se observa que la actividad antioxidante del gel que ha sido
pasteurizado es el que presenta mayor actividad antioxidante luego de 1 hora de
analisis, el cual llega a un valor de aproximadamente 30% de inhibicion. Esto concuerda
con lo reportado por la investigacién de Rodriguez et al. [38] en donde, luego de
pasteurizar el gel, mejora algunas propiedades que se pueden relacionar a sus
propiedades medicinales. Asimismo, se observa que el acemanano aislado del gel es el
que presenta menor actividad antioxidante luego de 1 hora (aproximadamente 10% de
inhibicion) esto debido a que durante el proceso de purificaciéon se realizé una dialisis lo
que provoca que moléculas pequenas se eliminen, las cuales probablemente tengan

actividad antioxidante.
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Figura 5-9. Actividad antioxidante para muestras liofilizadas de gel fresco, gel
pasteurizado y acemanano aislado.

5.3 Membranas bidimensionales

5.3.1 Analisis de entrecruzamiento de AL films con CaCl.

Primero se evaluaron films preparados a partir de una solucion de alginato de
sodio al 1% (w/v), entrecruzados con distintas concentraciones de CaCl.. En la Figura
5-10 se muestran los films secos luego del entrecruzamiento con CaCl.y se puede ver
que en todos los casos se obtienen films transparentes. Asimismo, se puede observar
que, mientras la concentracion de la solucién de CaCl, es menor, los films pierden su
forma inicial, quedan contraidos y doblados por los bordes. De acuerdo a lo encontrado
por Rhim y colaboradores [24], durante la inmersion del film, en la soluciéon de CacCl,,
ocurren dos procesos al mismo tiempo, la disolucion y el entrecruzamiento del alginato.
Por tanto, a concentraciones bajas de iones Ca*? la disolucion del alginato sera el
proceso dominante. Durante la hidratacion de los films, las cadenas de alginato tienen
mayor libertad de movimiento y tienden a cambiar su forma en mayor medida y por ello
durante el secado de la membrana se pierde su forma inicial. En cambio, a mayores
concentraciones de iones de Ca*? el proceso de entrecruzamiento es dominante y en
consecuencia los films son menos flexibles, manteniendo a las cadenas de alginato en
su lugar [16, 27].
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Figura 5-10. Films de AL 1% (w/v) entrecruzados con CaCl; (a) 0,5%, (b) 1%,
(c) 3%y (d) 5% (wiv).

Asimismo, en la Figura 5-11 se aprecia una grafica que muestra como varia el espesor
del film después del entrecruzamiento, asi como el porcentaje de masa que se pierde
por efecto del entrecruzamiento con CaCl, (en ambos casos se incluyen barras de error
con la desviacién estandar). Es importante mencionar que el film de AL tiene un espesor
de 24,5 ym + 1,4 um antes del entrecruzamiento. Se observa que al entrecruzar con
CaCl; 0,5%, la pérdida de masa es mayor y también concuerda con que el espesor
disminuye en mayor medida en comparacion con las mayores concentraciones de
CaCl,. Esta tendencia se debe a lo ya explicado anteriormente, que a bajas
concentraciones de iones Ca*? tiende a disolverse mayor cantidad de alginato por lo que
el espesor también disminuye. En cambio, a concentraciones mayores de 3% CaClz no
hay mucha variacién en cuanto al espesor de los films puesto que el entrecruzamiento

se da muy rapidamente.
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Figura 5-11. Pérdida de masa y variacion de espesor de films de AL 1%
entrecruzados con CaCl. de diferentes concentraciones.

Se evaluo la capacidad de hinchamiento de los films de AL entrecruzados con
diferentes concentraciones de CaCl. en un buffer acetato de pH 5,5 el cual simula el pH
que posee la piel sana. La propiedad de hinchamiento es muy importante para el uso
de las membranas como apdsitos ya que esto permitira que el film pueda absorber el
exudado de la herida evitando que este permanezca en la herida [29]. Es preciso
mencionar que si el film no se entrecruza con CaCl,, este se disuelve muy rapido en el
buffer. Los resultados de la prueba de hinchamiento se pueden apreciar en la Figura
5-12, incluyendo barras de error con la desviacién estandar, donde se aprecia que luego
de 1 hora el hinchamiento llega al equilibrio. El porcentaje de hinchamiento del film de
AL entrecruzado con CaCl;al 0,5% es el mayor, con aproximadamente un valor de 600%
con respecto a la masa del film inicial. Estos resultados se deben a que al preparar el
film con una baja concentracion CaCl, hay un menor entrecruzamiento de las cadenas
de alginato, con lo cual puede retener una mayor cantidad de agua, a diferencia de
cuando se prepara con una mayor concentracion de CaCl,; en donde la densidad de
entrecruzamiento es mayor y se reducen los espacios en donde se pueda absorber agua
[16]. Asimismo, no se aprecia mucha diferencia entre el film que fue entrecruzado con

CaCl; al 3% y 5% llegando a un equilibrio cercano a 100%.
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Figura 5-12. Resultados de hinchamiento a 37,5°C y pH 5,5 de films de
AL 1% (w/v) entrecruzados con CaCl; de diferentes concentraciones.

Por otro lado, se observan los resultados de la prueba de degradacién en la
Figura 5-13 junto con las barras de error con la desviacién estandar. La grafica muestra
que luego de las 24 horas que el film estuvo sumergido en el buffer acetato a pH 5,5y
a 37,5°C, el fiilm entrecruzado con la solucion de CaCl, 0,5% (w/v) es el que mas se ha
degradado, es decir, el que mas masa pierde con 25% de la masa inicial. Conforme
aumenta la concentracion de CaCl; el porcentaje de degradacion va disminuyendo hasta
un 8% para el caso del CaCl, 5%. Esta tendencia se debe a que al haber menor
concentracion de CaCl; hay menor entrecruzamiento de las cadenas de alginato y, por

lo tanto, al estar sumergido en el buffer, el film se disuelve en mayor parte.
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Figura 5-13. Prueba de degradacién luego de 24 horas a 37,5°C y pH 5,5 de films
de AL 1% (w/v) entrecruzados con CaCl. de diferentes concentraciones.

5.3.2 Alginato/glicerol

En la Figura 5-14 se pueden observar los films de alginato con glicerol. Los films

son homogéneos y transparentes, al manipularlo se percibe que el film con mayor
concentracion de glicerol es el mas flexible.

Figura 5-14. Films de AL con glicerol al (a) 15% (w/w), (b) 30% (w/w) y
(c) 50% (w/w).

Se evalud la capacidad de hinchamiento en buffer de acetato a pH 5,5 de la
membrana de alginato con glicerol al 30% (w/v) entrecruzado con iones CaCl; al 1%
(w/v) y otra a 3% (w/v) y los resultados se observan en la Figura 5-15 incluyendo las
barras de error con la desviacién estandar. Se puede apreciar que para el caso del film
entrecruzado con CaClz 1% (w/v) el porcentaje de hinchamiento mejora de 300 a 400%
con respecto al film de alginato sin glicerol. Mientras que para el caso del film

entrecruzado con CaCl; al 3% (w/v) se mantiene igual el porcentaje de hinchamiento
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(aproximadamente 100%) del film que no posee glicerol (ver en Figura 5-12). De
acuerdo a estos resultados y los de la prueba de hinchamiento anteriores se decidi6

continuar los estudios entrecruzando los films con CaClz 1% (w/v) por 5 minutos.
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Figura 5-15. Resultados de hinchamiento a 37,5°C y pH 5,5 de films de AL con
glicerol 30% (w/w) entrecruzados con CaCl; de diferentes concentraciones.

Otra propiedad que se evaluo fue el angulo de contacto, el cual nos indica el
caracter hidrofilico o hidrofébico del film. En la Tabla 5-5 se muestran los resultados de
esta prueba donde, en todos los casos, se ve un angulo menor a 90° lo cual indica un
caracter hidrofilico. Se observa que al incorporar el glicerol, el angulo de contacto va
disminuyendo desde 59,61° para alginato solo hasta 47,55° cuando se utiliza 50% (w/w)
de glicerol en la mezcla. Esto debido a que la naturaleza del glicerol es hidrofilico lo cual

hace que la superficie de la membrana vaya disminuyendo el valor del angulo medido.

Tabla 5-5. Angulo de contacto de films entre alginato y glicerol.

Tipo de membrana Angulo de
contacto
AL 59,61° + 0,45°
AL-gli 10% (w/w) 57,13+ 2,62°
AL-gli 30% (w/w) 53,03 + 0,82°
AL-gli 50% (w/w) 47,55° +1,10°
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5.3.3 Alginato/gel de Aloe vera

Se elaboraron films de la mezcla de alginato con Aloe vera (AL-AVG) con
diferentes proporciones. Todos ellos se entrecruzaron con solucion de CaClzal 1% (w/v)
por 5 minutos y se evaluo el espesor y la transparencia antes y después de entrecruzar,
asi como el porcentaje de pérdida de masa por efecto del proceso de entrecruzado. Los
resultados se muestran en la Tabla 5-6 donde se aprecia que, durante el
entrecruzamiento, conforme aumenta el contenido del gel de Aloe vera hay una mayor
pérdida de masa, respecto a la masa inicial del film. Los valores varian entre 4% para
el caso del film AL-AVG10 hasta 12% para el caso de AL-AVG25. Esta tendencia
también se ve reflejada en el espesor de los films donde el film AL-AVG10 con 28 um
de espesor presenta una ligera disminucion a 27,8 ym, mientras que para el caso de
AL-AVG25 hay una mayor disminucion del espesor del film (de 25,1 a 23,2 ym). Estos
resultados se deben a que al aumentar el contenido de AVG (y reduccion de AL) se
reduce el contenido de sélidos en la mezcla y por lo tanto también el espesor es menor.

Por otro lado, también podemos observar los resultados en cuanto a
transparencia de los films. Esta propiedad es deseable para los apdsitos para heridas
pues facilitaria el monitoreo de la herida durante el proceso de curado. La transparencia
se calculd con la ecuacion 3 (item 4.2.6.2) donde a mayor valor de la proporcién de la
absorbancia y el espesor, indica una mayor transparencia del film. Antes del
entrecruzamiento, los valores de transparencia se encuentran entre 1,78 a 2,02 y se
incrementan con la incorporacion de AVG, lo cual concuerda con los resultados
encontrados por Pereira y colaboradores [29]. Asimismo, se observa que, en todos los

casos, aumenta la transparencia luego del entrecruzamiento con CaCls,.

Tabla 5-6. Propiedades de espesor, transparencia y pérdida de masa luego de
entrecruzar films entre AL-AVG bidimensionales.

- Antes de entrecruzar Luego de entrecruzar % Pérdida de
masa por

Film Espesor Transparencia Espesor Transparencia entrecruzamiento
(km) (km)
AL-AVG10 28,00+ 1,01 1,78+0,03 27,83+0,71 2,24 +0,27 4,39 + 0,40
AL-AVG15 2542+1,06 1,98+0,09 25171094 3,03+0,22 7,24 + 0,11
AL-AVG20 2592+1,06 1,95+0,11 2423+0,82 2,57+0,48 9,60 £ 0,10
AL-AVG25 2511+042 2,02+0,03 2322+092 3,08%1,17 11,99 £ 0,39
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En la Figura 5-16 se muestran las imagenes SEM obtenidas tanto para un film
de alginato solo (AL 2D) como para un film elaborado con la mezcla entre alginato y gel
de Aloe vera (AL-AVG25 2D). En la Figura 5-16 (a) observamos que el film de alginato
tiene una superficie lisa y bastante uniforme; mientras que para el caso del film AL-
AVG25 2D se aprecia que la superficie es rugosa y se pueden observar pequefios
agregados debido a la incorporacion del gel de Aloe.

Figura 5-16. Imagen SEM para membranas de (a) AL 2D y (b) y (¢) AL-AVG25 2D.

En la Figura 5-17 se muestran los resultados (incluyendo barras de error con la
desviacién estandar) para la prueba de hinchamiento de las membranas de AL-AVG
entrecruzadas con CaCl; al 1% por 5 minutos. Las graficas muestran que a medida que
aumenta el contenido de AVG aumenta el porcentaje de hinchamiento de las
membranas debido a que el gel de Aloe vera tiene un caracter muy hidrofilico, lo cual
hace que la membrana pueda retener mayor cantidad de buffer. Es importante
mencionar que solo en el caso del film AL-AVG25 no se pudo concluir con la prueba
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puesto que el film se rompié y no se pudo manipular para secarlo y pesarlo por lo que
solo se tienen resultados hasta las 5 horas.
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Figura 5-17. Resultados de hinchamiento a 37,5°C y pH 5,5 de films
bidimensionales de AL-AVG entrecruzados con CaCl. 1% por 5 minutos.

Por otro lado, en la Figura 5-18, estan los resultados de degradacion de los films
luego de la prueba de hinchamiento, los cuales presentan las barras de error con la
desviacion estandar. En el caso del film AL-AVG25, la muestra que estaba en el buffer
se filtré y luego se pesé para determinar la masa del film remanente. Los valores varian
entre un 20% de degradacion para el caso del film AL-AVG10 hasta casi 40% de
degradacién para el caso del film AL-AVG25. Se observa una mayor degradacion
mientras mayor contenido de AVG tenga el film debido posiblemente a la menor cantidad
de alginato presente en el film.
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Finalmente, se evalud el caracter hidrofilico de los films elaborados con AL-
AVG10 2D y AL-AVG25 2D mediante la determinacién del angulo de contacto, para lo
cual se comparé un film solo de AL y otro que contiene AVG, a diferentes condiciones
de humedad relativa. Los resultados se presentan en la Figura 5-19 (junto con las barras
de error con la desviacion estandar) donde se aprecia que, en todos los casos, los
angulos obtenidos son menores a 90° lo cual indica que las superficies son hidrofilicas.
Ademas, el AVG es el que presenta menor angulo de contacto a todas las condiciones
(cercano a 20°). Se observa también una tendencia de que, a mayor humedad relativa,
hay un menor angulo debido a que la superficie del film se encuentra ya humedecida
por vapor de agua en el ambiente. Asimismo, se observa que, al incorporar el AVG en
el film de alginato, se reduce el angulo de contacto haciendo que la membrana adquiera
un caracter mas hidrofilico.
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Figura 5-19. Angulo de contacto para membranas bidimensionales de AL, AVG,
AL-AVG10 y AL-AVG25 a diferentes condiciones de humedad relativa.

5.4 Membranas tridimensionales

Primero se obtuvo un film tridimensional elaborado con microparticulas de alginato
a una concentracion de 0,03% (w/v) la cual se muestra en la Figura 5-20. Este film era
muy delgado por lo que se rompia facilmente y no se podia despegar del Petri. Debido
a ello, se decidio trabajar con una mayor concentracion de alginato para obtener
peliculas que se pudieran manipular.

Figura 5-20. Film elaborado con microparticulas de AL 0,03 % (w/v)
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5.4.1 Analisis de entrecruzamiento de AL films con CaCl.

Similar a como se hizo para films bidimensionales de alginato, se evaluaron los
films tridimensionales entrecruzados con distintas concentraciones de CaCl.. En la
Figura 5-21 se muestran las imagenes de las membranas secas luego del
entrecruzamiento con CaCl,. En este caso también se observa que, mientras la
concentracion de la solucién de CaCl; es menor, los films pierden su forma inicial debido

a los procesos de disolucién y entrecruzamiento que ocurren en simultaneo.

(a).' vf;f' | (b)

Figura 5-21. Films tridimensionales de AL 1% (w/v) entrecruzados con CacCl;
(a) 0,5%, (b) 1%, (c) 3% y (d) 5%.

Asimismo, en la Figura 5-22 se muestra una grafica de la variacion del espesor
de los films despues del entrecruzamiento y del porcentaje de masa pérdido por efecto
del entrecruzamiento (en ambos casos se incluyen barras de error con la desviacion
estandar). Es importante mencionar que el film de AL 3D tiene un espesor de 30,5 um
+ 2,6 uym antes del entrecruzamiento. En este caso se observa una mayor pérdida de
masa (entre 30 a 45%) en comparacion con las membranas bidimensionales (Figura
5-11, item 5.3.1) y siguiendo una tendencia inversamente proporcional entre la

concentracion de la solucién de CaCl,usada y la pérdida de masa. Esto es debido a que
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a bajas concentraciones de Ca* el proceso dominante es la disolucién del film, mientras
que a mayor cantidad de iones Ca*? el entrecruzamiento ocurre rapidamente evitando

asi la disolucioén del alginato en agua.
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Figura 5-22. Pérdida de masa y espesor de films de AL 1% entrecruzados con
CaCl; de diferentes concentraciones.

Por otro lado, se evalué el hinchamiento de los films de AL 3D entrecruzados
con diferentes concentraciones de CaClz, cuyos resultados se observan en la Figura
5-23 con sus respectivas barras de error con la desviacion estandar. En ella se aprecia
gue se mantiene la misma tendencia vista para las membranas de AL 2D, a menor
concentracion de CaCl, el hinchamiento aumenta debido a la menor densidad de
entrecruzamiento y, por lo tanto, mayor espacio para absorber el buffer. Asimismo, se
observa que los films de AL 3D tienen mayor porcentaje de hinchamiento que sus
analogos bidimensionales. Esto es debido a que las membranas poseen en su
formulacién el poloxamer usado como surfactante, que tiene un caracter hidrofilico.
Ademas, como se vera mas adelante, los films tridimensionales poseen una superficie

porosa que ayuda también a aumentar la capacidad de hinchamiento.

56



900

800

700

)

D
o
o

a
o
o

Hinchamiento (%
N
o
o

w
o
o

N
o
o

-

|
Y, % %
f’/rh

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (minutos)

AL 3D Ca0.5% -AL3D Ca1% --AL 3D Ca3% AL 3D Ca 5%

Figura 5-23. Resultados de hinchamiento a 37,5°C y pH 5,5 de films
tridimensionales de AL 1% (w/v) entrecruzados con CaCl; de diferentes
concentraciones.

En la Figura 5-24 se observan los resultados (junto con barras de error con la
desviacion estandar) de la prueba de degradacion luego de 24 horas en buffer de
acetato (pH 5,5). La gréafica muestra que, para el caso del film entrecruzado con iones
CaClza 0,5% (w/v), el porcentaje de degradacion alcanza el 50%. Para el caso de las
otras membranas entrecruzadas con CaClz 1, 3 y 5%, la degradaciéon es muy similar,
teniendo valores cercanos a 30%. Los resultados muestran una mayor degradacion para

el caso de los films tridimensionales en comparacion con los films bidimensionales
(Figura 5-13 en item 5.3.1).
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Figura 5-24. Prueba de degradacién a 37,5°C y pH 5,5 de films de AL 1% (w/v)
entrecruzados con CaCl; de diferentes concentraciones luego de 24 horas.

5.4.2 Alginato/gel de Aloe vera

Se elaboraron microparticulas entre AL y AVG en diferentes proporciones, en
todos los casos se obtuvo una emulsiéon color blanca y luego se formaron las
membranas correspondientes. Las membranas se entrecruzaron con una solucién de
CaCl, al 1% (w/v) por 5 minutos y se evalud el espesor y la transparencia antes y
después de entrecruzar, asi como el porcentaje de pérdida de masa por efecto del
proceso de entrecruzado. Los resultados se muestran en la Tabla 5-7 donde se ve que,
a medida que aumenta la concentracion de AVG, el espesor de la membrana es menor
(antes de entrecruzar). En cuanto al porcentaje de pérdida de masa, éste varia entre
15,53 a 30,84%, siendo el AL-AVG10 el film que mas masa pierde. Ademas, no se
observa una tendencia en relacion a la pérdida de masa o el espesor (luego de
entrecruzar) con el contenido de AVG. En cuanto a la transparencia, se observa que, en
general, los films tridimensionales presentan mayor transparencia en comparacion a sus
analogos bidimensionales. La transparencia, luego del entrecruzamiento, varia entre
valores de 3,60 a 5,71, siendo el film AL-AVG10 3D el de mayor transparencia.
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Tabla 5-7. Espesor, transparencia y pérdida de masa luego de entrecruzar films
tridimensionales de AL-AVG.

- Antes de entrecruzar Luego de entrecruzar

% Pérdida de

masa por

Film Espesor Transparencia Espesor Transparencia entrecruzamiento
(um) (km)
AL-AVG10 30,11+0,84 4,30+025 21,39+0,25 5,71+0,62 30,84 £ 0,91
AL-AVG15 27,92+0,12 3,97+0,33 2525+224 3,60+0,22 15,53 + 1,46
AL-AVG20 28,58+1,06 4,53+0,02 20,08+0,59 4,56+0,25 23,23 £ 0,34
AL-AVG25 21,83+0,47 4,34+0,03 1842+0,35 4,17+0,03 27,90 + 2,67

En la Figura 5-25 se aprecian las imagenes SEM de dos tipos de films
tridimensionales AL-AVG10 3D y AL-AVG25 3D. Para el caso del film AL-AVG10 3D la
imagen con mayor magnificacién muestra regiones con estructuras porosas (dentro de
los circulos rojos en la Figura 5-25a) y también regiones donde la imagen no es nitida.
Esto ultimo ocurre debido a que la muestra no fue recubierta previamente con ningun
metal lo cual hace que el polimero al ser poco conductor, después de un tiempo se
cargue (por efecto del haz de electrones) y no permite ver las imagenes claras. A su
vez, en el film de AL-AVG25 3D también se ve una superficie porosa, o que no se ve
en los films bidimensionales. Esto es debido a las microparticulas elaboradas

previamente a la formacion de la membrana.
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Figura 5-25. Imagenes SEM de membranas de (a) AL-AVG10 3D y (b) AL-
AVG25 3D.

El espectro FT-IR-ATR del film AL-AVG10 3D se muestra en la Figura 5-26 y
para su comparacion se han colocado los espectros de los compuestos de partida, el
alginato de sodio, el poloxamer usado como surfactante y el gel de Aloe vera. Se
observa que el espectro del film es muy similar al espectro del alginato de sodio que es
el compuesto en mayor proporcion. Ademas, no se observan nuevas bandas lo cual
indicaria que no hay formacién de nuevos enlaces entre los componentes usados en la
elaboracion de las membranas. Aunque si se pueden observar ligeros cambios, en la

sefial en 1088 cm™, que indicarian la interaccion de los componentes.
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Figura 5-26. Espectro FT-IR-ATR de (a) alginato de sodio, (b) poloxamer, (c) gel
de Aloe vera y (d) membrana AL-AVG10 3D.

Asimismo, en la Figura 5-27 encontramos al espectro FT-IR-ATR del film
AL- AVG10 3D antes y después del entrecruzamiento con CaClz 1%. En el espectro se
aprecia poca variacién de los picos del espectro antes del entrecruzamiento. Una de las
variaciones es el desplazamiento de la sefial en 1596 cm™ hacia 1590 cm™ debido a la
interaccion idnica entre Ca*? y el grupo carboxilato (-COO") del alginato [16]. Asimismo,
esta interaccién también puede variar la proporcion de las sefiales en 1086 cm™ y 1028

cm .
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Figura 5-27. Espectro FT-IR-ATR de membrana entre AL-AVG10 3D (a) antes y (b)
después de entrecruzar con CaCl; 1%.

En la Figura 5-28 se muestran los resultados (con barras de error con la
desviacion estandar) de la prueba de hinchamiento de las membranas tridimensionales
AL-AVG entrecruzadas con CaCl; al 1% por 5 minutos. En este caso se observa que, a
medida que se incrementa el contenido de AVG, también aumenta el porcentaje de
hinchamiento; sin embargo, solo el film AL-AVG10 3D mantiene su forma durante las 24
horas mientras que el resto de films, a partir de las 3 horas, se rompieron muy
facilmente, por lo que no se pudo llegar al final de la prueba.
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Figura 5-28. Resultados de hinchamiento a 37,5°C y pH 5,5 de films
bidimensionales de AL-AVG entrecruzados con CaCl. 1% por 5 minutos.

En el caso de la prueba de degradacion, luego de 24 horas en buffer de acetato
a pH 5,5 (Figura 5-29) se observé que los films AL-AVG15, AL-AVG20 y AL-AVG25
mostraron porcentajes de degradaciéon muy similares, de aproximadamente 60%,
mientras que el film AL-AVG10 tiene una degradacion de 40%.
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Figura 5-29. Prueba de degradacién luego de 24 horas a 37,5°C y pH 5,5 de films
tridimensionales entre AL-AVG entrecruzados con CaCl; 1% por 5 minutos.
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En la Figura 5-30 se muestran los resultados (junto con barras de error con la
desviacion estandar) de la medicion del angulo de contacto de membranas
tridimensionales de AL-AVG10 y AL-AVG25 a diferentes condiciones de humedad
relativa. Adicionalmente, se han colocado los resultados para el film AL 3D y para el
caso del gel de Aloe vera a modo de comparacion. Los resultados muestran que en
todos los casos son superficies de caracter hidrofilico (dngulo menor a 90°) y que al
aumentar la concentracion de AVG en el film el angulo disminuye. Se puede observar
que a una humedad relativa de 100% hay un mayor caracter hidrofilico de los films, que
resulta en angulos entre 15 a 20°.
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Figura 5-30. Angulo de contacto para membranas tridimensionales de AL, AVG,
AL-AVG10 y AL-AVG25 a diferentes condiciones de humedad relativa.

La evaluacion de la actividad antioxidante del film de AL-AVG10 3D se realiz6
mediante el ensayo de decoloracién de ABTS. Los resultados muestran que este film
presenta muy poca inhibicion, pues solo llega a 1% de inhibicién luego de 45 minutos.
Esto sugiere que posee muy poca actividad antioxidante debido a que el contenido de
compuestos antioxidantes en el gel de Aloe vera es muy bajo a las condiciones
estudiadas.
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5.4.3 Prueba de degradacion

Para esta prueba, solo se evaluaron films con la composicion de AL-AVG10 3D
y entrecruzados con CaCl; 1% (w/v) por 5 minutos. Se evalud la degradacién en tres
medios diferentes: en buffer de acetato a pH 5,5 que simula el pH de piel sana, pH 7,5
que simula el ambiente de una herida leve con exudado y finalmente en buffer de
NH3/NH.Cl a pH 8,5 por ser el pH aproximado que se registra si se tiene una herida
grave. Adicionalmente, se evalu6 el efecto de la presencia de la enzima lisozima
producida por el sistema inmune del cuerpo humano y que tiene funcion bactericida [96].

En los resultados mostrados en la Figura 5-31 (junto con las barras de error con
desviacion estandar), se observa que, en general, a un pH basico de 8,5 el film se
degrada en mayor medida a lo largo del tiempo (degradacion cercana a 80%), en
comparacion a los otros medios de pH 5,5y 7,5. Esto debido a que, en medio basico, la
solubilidad del alginato es el proceso dominante. Esto también concuerda con lo
visualizado durante la prueba, pues solo en este medio los films se rompen facilmente
mientras que en los otros casos las membranas mantienen su forma. Ademas, los films
a pH de 7,5 son los que menos se degradan llegando a aproximadamente 25% de
degradacioén luego de 24 horas.

En cuanto a la presencia de la enzima lisozima, el fabricante reporta [97] que el
rango de pH en donde |la enzima se encuentra activa es entre 6 a 9, teniendo en pH 6,2
la maxima actividad donde hidroliza los enlaces glicosidicos -(1-4). Esto concuerda con
que a pH 5,5, cercano a pH 6,2, se observa una mayor degradacion que en el caso del
medio a pH 7,5. Ademas, comparando los resultados obtenidos en el medio de pH 7,5,
la degradacion de los films es ligeramente mayor en presencia de lisozima en

comparacion con el medio de pH 7,5 sin enzima.
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Figura 5-31. Prueba de degradacién a 37,5°C y a diferentes medios para film de
AL-AVG10 3D entrecruzado con CaCl; 1%.

5.4.4 Membranas de alginato con extracto de uia de gato

Adicionalmente a las membranas entre AL-AVG, se evalué una membrana de
alginato y extracto de ufia de gato (UT). La membrana obtenida (ver Figura 5-32) era
transparente y con una coloracion marron clara debido a la coloracion que posee el
extracto de la ufia de gato. En la Figura 5-33 se encuentra la imagen SEM de la
membrana, en ella se observa una superficie porosa debido a las microparticulas

formadas previamente a la elaboracion del film.
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Figura 5-33. Imagen SEM para la membrana tridimensional entre AL-UTO0,1.

Los resultados de la prueba de hinchamiento se muestran en la Figura 5-34
donde se han colocado, ademas, los resultados de un film de AL 3D a modo de
comparacion junto con barras de error con la desviacion estandar. Se observa que el
film de AL 3D llega a un equilibrio de aproximadamente 250% de hinchamiento, mientras
que el film AL-UTO,1 llega a un porcentaje cercano a los 300%. El incremento en el
hinchamiento se debe posiblemente a la superficie porosa de la membrana, asi como la
incorporacion de moléculas hidrofilicas que se encuentran en el extracto de la uia de

gato.
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Figura 5-34. Resultados de hinchamiento a 37,5°C y pH 5,5 del film AL-UTO0,1
entrecruzado con CaCl. 1% por 5 minutos.

En la Figura 5-35 se observa el porcentaje de inhibicion del radical ABTS para
evaluar la actividad antioxidante, asi como las barras de error con la desviacion
estandar. En este caso se observa que la incorporacion de la uha de gato aumenta
considerablemente el porcentaje de inhibicion de forma muy rapida. Luego de un minuto
el porcentaje de la actividad antioxidante del film esta cerca a los 60% mientras que el
film de AL 3D casi no posee actividad siendo alrededor de 2%. Esta alta actividad
antioxidante se debe a la presencia de compuestos antioxidantes del extracto de uha
de gato. Segun lo reportado por Alvarenga y colaboradores [80] la ufia de gato posee

compuestos como alcaloides oxindoles, flavonoides y fendlicos que son responsables
de esta actividad.
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Figura 5-35. Actividad antioxidante de film AL-UTO0,1.
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6.1

6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
Se caracterizo el alginato de sodio mediante espectroscopia UV-Vis, infrarroja,
viscosimetria capilar, cromatografia por permeacion en gel y goniometria.
Se extrajo el gel de Aloe vera de la planta y se pasteurizd a 65°C por 15 minutos
donde se obtuvo una solucién poco viscosa color blanquecina. Ademas, se aislo
el polisacarido mayoritario del gel de Aloe vera, el acemanano. Ambos productos
se caracterizaron mediante FT-IR, GPC y se determiné su actividad antioxidante.
Se elaboraron membranas de alginato de sodio y se entrecruzaron con CacCl;
con concentraciones de 0,5% (w/v), 1%, 3% y 5%, donde a mayor concentracion
de iones Ca* hay menor porcentaje de hinchamiento. Los valores de porcentaje
de hinchamiento varian entre 100% a 600%.
Se obtuvieron membranas bidimensionales transparentes de alginato con
glicerol, y de alginato con gel de Aloe vera. La incorporacion de glicerol le otorga
una mayor flexibilidad al film, y el gel de Aloe vera mejora las propiedades de
hinchamiento a pH 5,5 y 37,5°C con valores entre 280% de hinchamiento para
el film AL-AVG10 2D y 500% para AL-AVG20 2D; mientras que el film AL-AVG25
2D se rompe en pedazos a las 5 horas con lo cual no se puede finalizar con la
prueba.
El espesor de los films AL-AVG 2D se encuentra entre 23,22 a 27,83 uym siendo
el de menor espesor el film AL-AVG25 2D.
Se obtuvieron microparticulas de alginato y la emulsién obtenida se utilizé para
la elaboracion de membranas tridimensionales, las cuales son transparentes.
Se elaboraron membranas tridimensionales de alginato y se entrecruzaron con
iones Ca* en solucion de concentraciones de 0,5% (W/v), 1%, 3% y 5% donde
la capacidad de hinchamiento es inversa a la concentracién de iones Ca*.
Asimismo, se obtienen porcentajes de hinchamiento mayores a los films
analogos bidimensionales que varian entre 150 a 800% a pH 5,5y 37,5°C.
Se obtuvieron films de alginato con gel de Aloe vera transparentes, se
entrecruzaron con CaCl; al 1% y se caracterizaron mediante SEM donde se
observé una superficie porosa por la formacién previa de las microparticulas, un
espesor entre 18,42 a 25,25 ym.
En el caso de la capacidad de hinchamiento, solo el film AL-AVG10 3D mantiene
su forma luego de 24 horas de la prueba llegando a un equilibrio de
aproximadamente 400%; mientras que los otros films AL-AVG15 3D, AL-AVG20
3D y AL-AVG25 3D se rompen a las 3 horas de iniciada la prueba.
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La prueba de degradacion del film AL-AVG10 3D mostro que a pH 7,5 es donde
menor degradacion de los films se observa, mientras que a pH 8,5 los films
presentan una mayor pérdida de masa.

No se observa actividad antioxidante mediante el ensayo de decoloracion de
ABTS del film de alginato y de AL-AVG-10 3D.

Se elabord un film tridimensional entre AL-UTO0,1, del cual se analizé la superficie
mediante SEM donde se observa la presencia de poros, se evalu6 el
hinchamiento a pH 5,5 y 37,5°C y finalmente la actividad antioxidante mediante
ensayo de decoloracion de ABTS donde hay una alta actividad con resultados

de inhibicion de mas de 90% en 15 minutos.

6.2 Recomendaciones

Se recomienda evaluar las propiedades mecanicas (ensayo de traccion) de las
membranas bidimensionales y tridimensionales tanto secas como humedecidas.
Evaluar la permeabilidad de vapor de humedad de los films.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los films frente a bacterias gram-positivas
y gram-negativas.

Se sugiere incorporar en las membranas el gel de Aloe vera en forma sélida (por
ejemplo, liofilizado) para que el contenido en el film sea mayor.

Finalmente, se sugiere hallar el tamafio promedio, indice de polidispersién y
potencial zeta de las microparticulas de alginato, alginato con gel de Aloe vera 'y

alginato y extracto de una de gato formadas.
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