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RESUMEN

En el presente estudio se desarrollaron con éxito esponjas a base de quitosano y
gelatina como apasitos y vehiculos para la administracion sostenida de tres sustancias
bioactivas: tramadol, un analgésico de sedacion leve, metformina un farmaco
antiinflamatorio e hipoglucemiante y el exopolisacéarido Porphyridium purpureum con
propiedades antiinflamatorias y antibacterianas. Las esponjas se sintetizaron mediante
la reaccion de amidacion formando enlaces amida entre los acidos carboxilicos del
acido citrico y los grupos amino del quitosano; la gelatina y el exopolisacarido
mostraron interacciones mediante enlaces hidrégeno y fuerzas electrostaticas. Se
realizé un disefio de experimentos central compuesto con superficie de respuesta con
dos factores: (A) cantidad de exopolisacarido (mg/mL) y (B) relacion volumétrica de
gelatina respecto a quitosano (%). Se determinaron los paradmetros 6ptimos de sintesis
para las respuestas analizadas: capacidad de absorcién y retencion de agua,
resistencia a la compresion y grado de entrecruzamiento. Se evaluaron las
propiedades fisicoquimicas y morfolégicas de los materiales cargados con
exopolisacarido, metformina y tramadol (SCG80-20F) mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) y espectrometria infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR-ATR) con lo que se confirm6 el mecanismo de formacion de las esponjas. Para
determinar si el apdésito cumple con las propiedades para una adecuada cicatrizacion
se determind la capacidad de retencién y humedad de agua, la tasa de transferencia
de vapor de agua (WVTR), la porosidad y la degradacion in vitro por métodos
gravimétricos. Las pruebas biolégicas confirmaron que los materiales no son
citotoxicos y tienen una buena actividad antibacteriana contra E. coliy S. aureus. A
partir de los perfiles de liberacién se observd una liberacién sostenida de metformina
y tramadol, durante 12 y 120 h respectivamente. Las cinéticas de liberacion in vitro de
metformina y tramadol siguieron una cinética de primer orden y Korsmeyer - Peppas
respectivamente. Basado en estos resultados la esponja disefiada se ofrece como un

aposito prometedor para el tratamiento de quemaduras.

Palabras clave: esponja, quitosano, gelatina, metformina, tramadol, apdsito para

guemaduras.
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ABSTRACT

In the present study, chitosan-gelatin-based sponges were developed as dressings and
vehicles for the sustained administration of tramadol, a mild sedation analgesic, and
metformin, a drug with anti-inflammatory and hypoglycemic properties. Besides
Porphyridium purpureum exopolysaccharide, microalgae bioactives with anti-
inflammatory and antibacterial properties were added to composites. These materials
were synthesized through the amidation reaction, forming amide bonds between the
carboxylic acids of citric acid and the amino groups of chitosan; gelatin and
exopolysaccharide showed interactions through hydrogen bonding and electrostatic
forces. Moreover, a design of central compound experiments with response surface
was carried out with two factors: the (A) amount of exopolysaccharide (mg/mL) and (B)
the volumetric ratio of gelatin to chitosan (%). The optimal synthesis parameters for the
analyzed responses were determined: swelling capacity and moisture retention,
compressive strength, and degree of crosslinking. The physicochemical and
morphological properties of the materials loaded with metformin and tramadol (SCG80-
20F) were evaluated by scanning electron microscopy (SEM) and Fourier transform
infrared spectrometry (FTIR-ATR), thus confirming the formation mechanism of the
sponges. The sponges' swelling capacity and moisture retention were evaluated, as
well as the water vapor transmission rate (WVTR), the porosity, and the in vitro
degradation, to determine whether the dressing complies with the adequate properties
for healing. Biological tests confirmed that the materials are not cytotoxic and have
good antibacterial activity against E. coli and S. aureus. The release profiles showed a
sustained release of metformin and tramadol for 12 and 120 h, respectively. Finally,
metformin and tramadol's in vitro release kinetics followed first-order and Korsmeyer-
Peppas kinetics, respectively. The engineered sponge may be a promising dressing for

treating burns based on these results.

Keywords: sponge, chitosan, gelatin, metformin, tramadol, burn dressing.
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CAPITULO 1. Introduccion

Durante los ultimos afos la medicina se ha enfrentado a un namero creciente de
pacientes que padecen de heridas y quemaduras dificiles de tratar y curarl. Las
quemaduras afectan a una gran parte significativa de la poblacion, que, a nivel
mundial, son la cuarta forma mas devastadora de trauma?®. Estas lesiones involucran
diferentes grados de gravedad, ademas, estan asociadas con un periodo largo de
curacién implicando asi altos costos de tratamiento para la recuperacion del paciente,
dolor crénico, problemas mentales y emocionales debido a las cicatrices excesivas

perjudicando la calidad de vida de los pacientes?.

Las dificultades en los tratamientos para quemaduras en la piel siempre han sido un
problema dificil y se han utilizado muchos métodos diferentes para tratar tales lesiones
a nivel local®. Los tratamientos convencionales con vendajes secos, como gasa o
algodéon absorbente, tiene efectos terapéuticos limitados y requieren cambios

repetidos de vendajes, lo que agrava aun mas el dolor de los pacientes.

Aungue numerosos apositos ya estan disponibles comercialmente, existe una
necesidad urgente de desarrollar nuevas opciones de tratamiento para el cuidado de
heridas para abordar el creciente nimero de lesiones por quemaduras?, por lo que, se
requiere de una investigacion mas profunda teniendo en cuenta la incidencia y los
efectos secundarios de las quemaduras. Los principales problemas que acompafan a
las lesiones por quemaduras es la exposicion a infecciones y el dolor generado por tal
lesion, donde se le ha prestado mas atencion a la prevencion de infecciones generadas
por microorganismos dejando a un lado el manejo del dolor dado que es complejo y
desafiante, que su patrén es muy cambiante debido a el dafio de algunos nervios por

el calor?.

Asi mismo, los estudios en la elaboracion de tratamientos para quemaduras
tltimamente se han centrado en algunos principales objetivos, como: una rapida
regeneracion de la piel para favorecer la cicatrizacion, la prevencién de infecciones, la
reduccion del dolor inicial y la formacidn de cicatrices minimas caminando a un proceso

de curaciéon adecuado® en este enfoque se encuentra la medicina regenerativa que se



refiere a la investigacion biomédica que se centra en el desarrollo de terapias
innovadoras que permiten al cuerpo reemplazar, restaurar y regenerar células, tejidos
y 6rganos dafiados o enfermos. Ademas, combina varios enfoques tecnoldgicos,
incluido el uso de peliculas solubles, la terapia genética, la ingenieria de tejidos,

sustitutos de la piel y biomateriales®.

Los biomateriales pueden desempeiar un papel importante porque es posible
personalizar con precision sus propiedades generales. Se han investigado numerosos
biomateriales para el desarrollo de tratamientos y aun no se ha descrito ninguno que
cumpla con todas las caracteristicas ideales para tal propésito. Los biopolimeros de
origen humano y animal exhiben caracteristicas bioquimicas que pueden facilitar el
proceso de regeneracion del tejido. De hecho, se ha demostrado que los biomateriales
basados en composiciones de proteinas o0 polisacaridos pueden promover
interacciones con componentes bioquimicos y celulares conduciendo a funciones

hemostaticas y al control de la actividad celular’.

El uso de estructuras 3D como andamios de soporte es una de las estrategias mas
aplicada en el tratamiento de lesiones por quemaduras y/o heridas ya que se
consideran materiales ideales para la sintesis de apositos, porque exhiben una
estructura tridimensional, que imita la matriz extracelular natural (MEC) y el
microambiente celular. Estas lesiones requieren una MEC artificial que permita la
infiltracion de las células circundantes, ya que la piel humana esta compuesta por una
capa delgada de MEC que actia como andamio para los fibroblastos y otras células,
vasos sanguineos, etc®. Para la elaboracion de una MEC artificial, se utilizan
materiales naturales como sintéticos; entre los materiales naturales se incluyen los
polipéptidos, colageno, quitosano y alginatos los cuales muestran baja toxicidad y

respuesta inflamatoria crénica’.

Finalmente, se ha reportado que el disefio de un apésito ideal para el tratamiento de
guemaduras debe de ser capaz de mantener la superficie de la herida en un ambiente
hamedo, proporcionar suavidad, flexibilidad, actividad antibacteriana, no citotoxicidad
y permeabilidad al agua y al vapor. Ademas, debe de ser facil de remover y promover

una cicatrizacion mas rapida y completa de la herida®.



CAPITULO 2. Marco Teérico

2.1 La piel

La piel es el 6rgano mas grande del ser humano que provee la primera barrera
protectora contra factores ambientales externos!?; estd constituida por tres capas
distintas: epidermis, dermis e hipodermis como se ilustra en la figura 1. La epidermis
es la parte mas superficial y se encuentra constituida por dos grupos de células:
queratinocitos o células no dendriticas y células dendriticas, que evita la entrada de
microorganismos virulentos y mantiene la hidratacion corporal. La capa dermis esta
formada en gran medida de proteina de colageno, vasos sanguineos, glandulas
sudorosas, entre otras, que proporcionan una resistencia estructural a la piel; también
consiste en una capa delgada de MEC la cual actia como andamio para los factores
de crecimiento y los fibroblastos®. La hipodermis esta situada inmediatamente por
debajo de la dermis y a menudo inseparable de la dermis!!; su principal funcién es

soportar y anclar las capas dérmicas y epidérmicas?!?.

ITR/RY,

} Epidermis
Foliculo capilar Dermis
Glandula sudoripara ——
Venas :
Arterias— _ _
Hipodermis

Figura 1. Capas principales de la piel: epidermis, dermis e hipodermis &.

2.2 Quemaduras

Las quemaduras son las formas mas desarrolladas de lesiones de tejidos blandos que
ocasionalmente resultan de heridas cutaneas extensas y profundas que pueden ser
ocasionadas por calor, frio, electricidad, agentes quimicos, radiacién o friccion; segun

el tejido afectado, la gravedad y las complicaciones resultantes, las lesiones por
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guemaduras son muy variables. El 88% de las quemaduras a nivel mundial es
ocasionado por llamas o contacto con liquidos calientes o hirviendo??. Las quemaduras
se clasifican comunmente como de primer grado cuando solo la epidermis esta
dafada, de segundo grado cuando la epidermis y parte de la dermis estan dafiadas,
de tercer grado cuando la epidermis, toda la dermis y las capas de hipodermis se
destruyen por completo y de cuarto grado cuando la lesion se extiende a los tejidos

profundos, como musculos, tendones y huesos, y suelen ser letales (ver Figura 2).

Primer Segundo Tercer
Grado Grado Grado R

Epidermis

Dermis -

|

Hipodermis

Figura 2. Clasificacion de las quemaduras de acuerdo con la profundidad de la lesion?.

Las quemaduras de segundo grado pueden dividirse en superficiales y profundas de
la dermis, en las quemaduras superficiales de segundo grado, la superficie esta
hameda, porque el plasma se escapa del area quemada y se forman menos cicatrices
que en las quemaduras dérmicas profundas. En las quemaduras dérmicas profundas,
el dolor es mas severo y, si se produce una infeccién, la herida puede convertirse en
una quemadura de tercer grado3. Después de la ocurrencia de una quemadura
profunda o de tercer grado, el cuerpo puede mostrar una variedad de respuestas, que
incluyen cambios de nutrientes y liquidos, desequilibrio electrolitico, insuficiencia
respiratoria, insuficiencia organica multiple, insuficiencia cardiaca y supresion del

sistema inmunolégico?®3.



2.2.1 Proceso de curacion de las quemaduras

La curacion de este tipo de lesidon es un proceso biolégico, que consta de cuatro
eventos secuenciales, superpuestos e integrados: homeostasis, inflamacion,
proliferacion y remodelacién® como se muestra en la figura 3; que promueven y
minimizan la cicatrizacion, ademas de reducir el riesgo de que se desarrolle una herida

crénica que no cicatriza4.

A Homeostasis B Inflamacion
«~——Bacteria
&
Epidermis | .~ 9
&/
= /—\ S I~ Células
= ATy : o / epiteliales
Plaquetas Coagulos s~ Fibroblastos B migratorias
Dermis — / ——— Macréfagos — # 4 / ——
/ :
~a———Col&geno ~ Monocitos —’) ——

Vaso \ R

sanguineo Neutréfilo
C Proliferacion D Remodelacion

Costra ===
. Keratinicitos
= »=——Células
— __endoteliales et ST — <
- = 4 Remodelacion— S—
. - delamatriz =~
- ~——Tejido de L N

granulacion —

Figura 3. Proceso de cicatrizacion de heridas: (A) homeostasis, (B) inflamacion, (C) proliferacion y (D) maduracion
o remodelacién-3.

La fase de homeostasis ocurre inmediatamente al generarse la herida, las plaguetas
coagulan la sangre para detener el sangrado y ocurre la activacion inmune, para
reducir el dafio de los tejidos expuestos al medio ambiente; la fase inflamatoria se
presenta 1-3 dias después de la imposicidén de la herida de la quemadura, en ella las
células inmunitarias destruyen las bacterias y liberan factores de crecimiento y

proteinas provocando la inflamacion, dolor y enrojecimiento, que a su vez ayudan en



la eliminacion de bacterias, tejido dafado y desechos inflamatorios. La fase
proliferativa ocurre de 3 a 10 dias después del inicio de la lesion, el tejido de
granulacion prolifera rapidamente, cubriendo la superficie de la herida mediante tres
pasos: angiogénesis (nuevos vasos sanguineos), formacion de tejido de granulacion y
reepitalizacion (activacion de los factores de crecimiento); creando una matriz de
herida provisional (cicatriz). Finalmente, la fase de remodelacion tisular, en la que se
forma el tejido cicatricial 2-3 semanas después del dafio tisular y continua durante un
aflo 0 mas; se restaura la arquitectura normal de la dermis mediante una matriz

compuesta de colageno tipo 11214,

Estos procesos fisiologicos se pueden ver afectados por varios factores, como el grado
de quemadura, la calidad y causa (quimica o térmica), el estado general en el que se
encuentre el paciente (acidosis, abrumador, inmunosupresor), los trastornos o
enfermedades asociadas®, las condiciones de humedad alrededor de la herida, la

inflamacion y las infecciones®.

2.2.2 Infeccion en la cicatrizacion de heridas por quemaduras

La cicatrizacién normal de heridas por quemaduras y la regeneracion interior de la piel
no son siempre adecuadas, especialmente si se producen quemaduras agudas o
cronicas. Los problemas que acompafian a las heridas por quemaduras son: pérdida
de liquidos y electrolitos, bordes de heridas necrosados y una mayor probabilidad de
invasion y multiplicacion de patdégenos, la presencia de estos microorganismos causa
dafio tisular local e impide la cicatrizaciéon de las heridas y quemaduras®. La
profundizacién de la herida por infeccion puede conducir a la pérdida de restos vitales
de piel y puede cambiar una herida que cicatriza en una que no sana'®, siendo la

principal causa de muerte en estos pacientes.

La lesion provocada por quemaduras provoca la pérdida de la integridad de la piel, las
mucosas Yy el endotelio, asi como la regulacion positiva y la eventual disfuncion del
sistema inmunitario dejando a los pacientes altamente susceptibles a la infeccion,

propagando el compromiso inmunolégico como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Disfunciéon inmune inducida por quemaduras?”.

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes (bacterias gram-positivas) son
patdgenos colonizadores identificados con mayor frecuencia que influyen en las fases
iniciales (durante las primeras 48 h) de cicatrizacion de heridas y quemaduras,
mientras que Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (bacterias gram-negativas)
se encuentran tipicamente en las Ultimas etapas del proceso infeccioso, cuando se
desarrollan las heridas crénicas afectando las capas mas profundas de la piel'®. Las
bacterias gram-negativas tienen una membrana externa que contiene lipopolisacéaridos
proporcionando propiedades hidrofilicas en la superficie, que sirve como una barrera
contra macromoléculas y toxinas hidrofébicas. Para las bacterias gram-positivas, su
superficie consta de peptidoglicanos y acido teicoico, que hacen que muchas enzimas

unidas en la membrana funcionen?®.

La produccion de una biopelicula en la matriz extracelular generada por la adhesiéon y
proliferacion de estas bacterias protege a los microorganismos contra los antibiéticos
convencionales, provocando mecanismos de resistencia a los antibioticos sistematicos
en el proceso del tratamiento para tratar la infeccion?°. Una atencién insuficiente para
las infecciones generadas puede llevar a pérdida de tejidos blandos, amputacion de

una extremidad e incluso la muerte como ya se mencioné®. Por esta razén, se han
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realizado numerosos esfuerzos para aumentar la actividad antimicrobiana de una
amplia gama de agentes terapéuticos aplicados topicamente en la quemadura, lo que
facilita la desinfeccion en los sitios de la herida, ademéas de mejorar los procesos de

curacion y los mecanismos de regeneracion de tejidos*2.

2.2.3 Dolor asociado a las quemaduras

Los pacientes con quemaduras sufren dolor, y el enfoque principal de los médicos
incluye el manejo del dolor e infecciones. Existen diversos estudios para tratar las
heridas por quemaduras previniendo infecciones mediante medicamentos, sin
embargo, se ha prestado menos atencién a los requisitos del manejo del dolor. El dolor
asociado a las quemaduras es complejo y desafiante debido a su patrén cambiante,
ya que algunos nervios se dafian debido al calor®. Un mal control del dolor aumenta la
incidencia del dolor crénico y la depresién que, a su vez, puede provocar miedo,
ansiedad, estrés, cumplimiento deficiente de terapias de rehabilitacion y una mayor

percepcion de dolor 4.

El dolor se percibe en el momento y lugar de la quemadura, debido a la estimulaciéon
de los nociceptores locales y la transmision del impulso nervioso de las fibras,
transmitiendo asi el mensaje de dolor a la asta dorsal de la médula espinal. La
magnitud del impulso esta modulada por entradas sensoriales, la percepcion del dolor
ocurre cuando el impulso resultante es transmitido hacia el cerebro y hacia areas
conocidas colectivamente como la matriz del dolor?. La evolucién dinamica del dolor
por quemadura tanto a nivel central como periférico, y los muchos factores que influyen
en la percepcion del dolor ilustran la necesidad de un plan terapéutico que sea
igualmente dindmico y lo suficientemente flexible para hacer frente a las facetas del
dolor. La via convencional para la administracion de farmacos, para controlar el dolor,
es mediante inyeccion o via oral, que requiere mas farmaco para una accion eficaz en
comparacion con la aplicacion en el sitio local debido a una menor disponibilidad en la
ubicacion requerida de la herida. Por lo tanto, los apésitos cargados de analgésicos
podrian disminuir los efectos secundarios asociados con las rutas administrativas de

los analgésicos convencionales®.



2.3 Apdsitos como tratamiento para las quemaduras

Un apasito es un material empleado para cubrir y proteger una lesion, su uso consiste
en suministrar alivio al dolor, actuar como barrera frente a la infeccion, absorber el
exudado que ésta produce, permitir una adecuada circulacién sanguinea y optimizar
el proceso de cicatrizacion??. El uso de apoésitos para el tratamiento de heridas y
guemaduras se ha practicado durante mucho tiempo y han pasado por un proceso
evolutivo desde materiales que simplemente cubrian la herida hasta materiales que
mantenian un ambiente favorable para la hidratacién de la herida (ver Figura 5), tales
como: gasas, peliculas, tiritas, vendajes naturales o sintéticos, algodén, hidrogeles,

hidrofibras, esponjas, etcétera??.

Muchas estrategias han sido desarrolladas para la cicatrizacion de heridas, una de
estas es el estudio actual de una amplia variedad de apdsitos para las quemaduras
basados en biomateriales con la capacidad de reconstruir el rgano?’3, estos materiales
deben de poseer tres caracteristicas basicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad
y bioactividad®®. Durante el proceso de cicatrizacién de las quemaduras, los apésitos

se utilizan para la regeneracion y reparacion de tejidos dérmicos y epidérmicos?.

En consecuencia, producir un aposito para el tratamiento de las quemaduras es muy
importante, dicho material debe de ser capaz de regenerar rdpidamente la piel para
favorecer el proceso de cicatrizaciéon, reducir el dolor y prevenir la formacion de
cicatrices de capa gruesa, ademas de que sea renovable, amigable con el medio
ambiente y rentable, esto puede ayudar significativamente a los pacientes con

quemaduras ligeras y severas?*.
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Figura 5. Terapia basada en biomateriales en el cuidado de heridas por quemaduras.

2.3.1 Apdésito ideal para el tratamiento de quemaduras

En el 2012, algunos investigadores realizaron una encuesta a nivel mundial entre
médicos sobre las propiedades de un vendaje para heridas por quemaduras ideal®.
Se encontrd que se requiere un andamio poroso con buena resistencia mecanica para
funcionar como aposito y guia en la adhesion celular y tisular, extension y proliferacion,
estas matrices contienen moduladores celulares y moleculares que estimulan la
cicatrizacion®. Debe de poseer una alta capacidad de mantener hiimeda la interfaz de
la herida, mejorar la migracion epidérmica, absorber liquidos, una adecuada
permeabilidad al agua y oxigeno, biocompatibilidad, propiedades antibacterianas para
proteger el defecto de la piel de infecciones, deshidratacidén y dafio tisular, flexible, no

adhesivo para que se pueda retirar facilmente sin traumatismo, comodo, y rentable®.

El uso de estructuras 3D como andamios de soporte es una de las estrategias mas
aplicada ya que se consideran materiales ideales para la sintesis de apésitos, porque

exhiben una estructura tridimensional, que imita la MEC y el microambiente celular.
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Estas lesiones requieren una MEC atrtificial que permita la infiltracion de las células
circundantes, ya que la piel humana esta compuesta por una capa delgada de MEC

que actla como andamio para los fibroblastos y otras células, vasos sanguineos, etc8.

Control de la evaporacion de agua y
Accién antibacteriana/prevencion de humedad
infeccion de la herida

Porosidady ___. l Soporte para el crecimiento celular +—— Apésito

permeabilidad ‘ I
Herida con exudado I I

Absorcion de exudados

Liberacion de farmaco
controlada

Figura 6. Representacion esquematica de un apdsito ideal 6.

2.3.2 Esponjas como apositos en el tratamiento de quemaduras

Las esponjas forman una estructura tridimensional de canales interconectados con alta
porosidad, capaces de absorber gran cantidad de fluidos, ademas, presentan una
buena interaccion celular, siendo suaves Yy flexibles, proporcionando asi excelentes
matrices para las zonas de las heridas de quemaduras adsorbiendo con facilidad los
exudados y ayudando a la regeneracion de los tejidos mediante la estimulacién de los
factores de crecimiento?’. Estos materiales suelen ser funcionalizados con farmacos o
polisacéaridos para tratar la herida a nivel local, con la finalidad de controlar el dolor y
las infecciones?®. Estas caracteristicas propias de las esponjas hacen que sean
materiales prometedores como apositos en el tratamiento de quemaduras, ya que
allanan el camino para la migracion y proliferacion de las células epidérmicas en la
superficie de la herida, ademas de acelerar la cicatrizacion mediante la formacion de
tejido de granulacion?®. Las ventajas de usar esponjas son la retencion de la atmdsfera
hameda, la alta capacidad de hinchamiento y la cicatrizacion de la herida con

reduccion de cicatrices3°,
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Diversos investigadores han estudiado las esponjas como apoésitos para el tratamiento
qgque guemaduras y entre los resultados encontrados destaca el tratamiento de
quemaduras profundas Il y IV grado con una esponja de colageno, donde se observo
la mejora en el microambiente local, una herida limpia, la formacion de tejidos capilares
y el aceleramiento del tejido granular?®. Otro trabajo demuestra el uso de una esponja
a base de queratina y alginato para quemaduras de espesor parcial que mostro la
capacidad de inducir la formacion de MEC, una reepitalizacion y un cierre de la herida

mas rapidos que otros tratamientos evaluados®?.

2.3.3 Polimeros naturales para la elaboracion de apésitos

La fabricacion de materiales bioactivos a base de polimeros naturales ha sido utilizada
para la curacion de heridas y quemaduras, llamando la atencion principalmente por ser
biocompatibles, biodegradables y su similitud con la MEC!. Los biopolimeros o
polimeros naturales son moléculas organicas sintetizadas por los organismos vivos,
estructuralmente son una secuencia de unidades/monémeros repetitivos de
aminoacidos, monosacaridos, nucleétidos o ésteres®?. Algunos biopolimeros poseen
propiedades emolientes, epitelizantes, astringentes, antimicrobianas, antiinflamatorias
y antioxidantes que inducen y estimulan el proceso de cicatrizacion, intervienen en la

reparacion de los tejidos dafiados y, en consecuencia, en la regeneracion de la piel.

En este sentido, los materiales mas prometedores para el aposito de heridas y
guemaduras estdn basados en polisacaridos (alginatos, quitina, quitosano, etc.) y
proteinas (colageno, fibrina, queratina, membrana de la cascara de huevo) ya que
proporcionan un ambiente Optimo para la proliferacion, migracién y diferenciacion
celular, mejorando el tratamiento de quemaduras de espesor parcial® . Diversos
estudios se han centrado en la elaboracion de andamios, hidrogeles, esponjas,
membranas o peliculas a base de quitosano y/o gelatina para el cuidado de
guemaduras en diferentes situaciones que cumplen con los requisitos mencionados

anteriormente, como el de evitar que la herida se infecte y se deshidrate33.
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Quitosano

El quitosano es un biopolimero con propiedades antibacterianas intrinsecas y se
obtiene de la quitina de camarones y cangrejos a partir de la desacetilacion en medio
alcalino de la quitina y el grado de desacetilacion determina las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas del quitosano. Algunas de estas propiedades son la
biodegradabilidad, biocompatibilidad, antigenicidad, no toxicidad y efectos
antimicrobianos el cual se atribuye a su grupo amino cargado positivamente (figura 7)
a un pH inferior de 6.3, esta carga positiva interactla con las cargas negativas que
tienen las bacterias en su pared celular, provocando su ruptura y, en consecuencia, la

perdida de constituyentes celulares?®.

OH o g OH
o] Desacetilacion
. Q NH & » ; 0 NH, g
"o HO o & "o Ko ©
HO 0. )‘\ HO 0

0

N CH;

HyC OH CH

Quitina Quitosano

Figura 7. Estructura quimica de la quitina y el quitosano.

Aparte de las actividades antibacterianas y antifingicas, el quitosano ha demostrado
en diversos apositos actividades de proliferacion celular esenciales en las diferentes
etapas de cicatrizacion de heridas por quemaduras®?, dando los mejores resultados
con relacién a la unién y la proliferacion celular tanto de condrocitos y queratinocitos34,
con el soporte necesario auxiliar en la rapida y completa cicatrizacion® debido a la

formacion de una matriz que imita de manera eficaz la MEC de varios tejidos.

El uso de apdésitos para heridas y quemaduras es una de las aplicaciones médicas
mas prometedoras del quitosano, debido a su naturaleza adhesiva y a su
permeabilidad al oxigeno en conjunto con su caracter bactericida y antifingico?®.
Varios apésitos a base de quitosano también estdn disponibles comercialmente,
Dextatic, tiene actividades hemostaticas y antimicrobianas. Opticell, se utiliza para
heridas de espesor parcial y total, guemaduras de primer y segundo grado, Ulceras de

13



pie diabético y heridas quirargicas®?. No obstante, aun y con todas las propiedades
gue posee, la aplicacion en la ingenieria de tejidos es restringida por su inherente
sensibilidad al agua, baja estabilidad térmica y propiedades mecanicas relativamente
débiles, especialmente en ambientes hiimedos?®. Por esta razén, se han utilizado
materiales compuestos para compensar las limitaciones del quitosano incorporando
otros materiales para desarrollar un material de ingenieria de tejidos adecuado®? con
propiedades mecanicas mejoradas y otras caracteristicas deseadas; la modificacion
del quitosano con otros biopolimeros tiene un efecto sobre la propiedad bacteriostatica
y hemostatica del apdsito, mostrando asi resultados prometedores en la cicatrizacion

de quemaduras®.

Gelatina

La Gelatina es un polimero natural muy conocido en la ciencia de los biomateriales
derivado de la hidrdlisis del colageno con estructura triple hélice, se utiliza en el area
biomédica para la produccion de sistemas de administracion de farmacos y apositos
para heridas no toxicos, biocompatibles y biodegradables?®. Dentro de sus
caracteristicas que atraen su atencion destacan la interactividad celular, no
inmunogenicidad, su solubilidad en agua, disponibilidad, bajo costo, su facilidad a
manejar y su afinidad con varios polimeros®®. Tiene una composicién y propiedades
biolégicas casi idénticas a las del colageno humano, lo que hace que sea capaz de
imitar naturalmente la MEC de los tejidos y érganos humanos®’.

En los Ultimos afos, la gelatina ha sido utilizada ampliamente en la ingenieria de tejidos
como agente principal en varios biomateriales para la regeneracion de tejido de piel,
debido a sus propiedades de adherencia, proliferacién y propagacién de fibroblastos y
queratinocitos, ayudando de esta manera a mejorar la cicatrizacion de heridas?®. Una
gran variedad de apoésitos con gelatina han sido desarrollados observando una buena
capacidad de absorcién de exudados y de retencién de humedad, ha arrojado buenos
resultados en pruebas de proliferacion de fibroblastos in vitro, regeneracion de la piel
e imitar a la MEC?8:37,
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Hasta la fecha solo se encuentran disponibles comercialmente dos apdsitos para
heridas a base de quemaduras, y estos son Gelfoam y Surgifoam compuestos de
gelatina porcina y coladgeno; adoptan una forma de esponja comprimida y esponja
respectivamente. Estos materiales muestran efectos hemostaticos sobresalientes, sin
embargo, sufren deficiencias que quedan por resolver®®. El rapido tiempo de
degradacion, la superficie sumamente hidrofilica y su baja eficacia antibacteriana
convierte a la gelatina en un biopolimero inapropiado para tal uso, sin embargo, si se
combina con otros polimeros o bien se reticula ofrece excelentes caracteristicas de
apositos para heridas mejorando su rendimiento mecanico, su estabilidad y su poder

antibactenianos®.

2.3.4 Agentes reticulantes

La reticulaciéon de diversos biopolimeros suele realizarse con glutaraldehido, genipina,
tripolifosfino, carbodiimidas, etc. El glutaraldehido es un potente reticulante del
quitosano, debido a su gran numero de grupos amina, sin embargo, ha mostrado un
cierto grado de toxicidad®. Recientemente, el &cido citrico ha sido ampliamente
explorado como reticulante i6nico debido a sus propiedades antimicrobianas,

antioxidantes, biodegradables y a su excelente biocompatibilidad®®.

El &cido citrico es un intermediario en el metabolismo humano, siendo una materia
prima renovable que se produce comercialmente por la fermentacion de sacarosa o
glucosa, a partir de fuentes como la batata o de la pulpa de madera®. Tiene la
capacidad de fabricar materiales con alta resistencia y capacidad antimicrobiana,
mediante reticulacion covalente por medio de la reacciébn de amidacion entre los
grupos amino y carboxilo con ayuda de un activador quimico que activa los grupos

carboxilo del acido citrico3°.
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2.3.5 Funcionalizacién de apésitos

Los apositos suelen ser funcionalizados con farmacos o polisacaridos que ayudan a
combatir el dolor, las infecciones y a acelerar el proceso de cicatrizacion mediante la
liberacion de estos de forma controlada con una concentracion 6ptima, permitiendo la
administracion transdérmica de moléculas bioactivas. La red formada por las esponjas
permite atrapar y transportar moléculas bioactivas, antibioticos, analgésicos y otras
moléculas farmacéuticas al lecho de la quemadura. Mediante un proceso de liberacion
sostenida, las moléculas atrapadas migran desde la red polimérica al lecho de la herida

o quemadura, cambiando de lugar con el exudado*'.

La administracion topica es la ruta preferida para la administracion local de agentes
terapéuticos debido a que evade el primer paso hepatico, las variaciones del pH
gastrico y las fluctuaciones en los niveles plasméaticos, que se encuentran con
frecuencia cuando un farmaco se administra via oral*? . La aplicacién localizada de
farmacos en un area especifica de la herida tiene muchas ventajas y menos efectos

secundarios en comparacion con otras vias de administracion de farmacos.

Se han utilizado varios farmacos para tratar el dolor, acelerar la cicatrizacién y prevenir
infecciones en las quemaduras entre los cuales destacan: gabapentina (analgésico
nervioso potente), acetaminofén (dolor leve), morfina® lidocaina, metadona,
meperidina, lorazepam, tramadol o combinaciones de estas drogas*3. Dentro de estos
antibidticos que ademas ayudan a la cicatrizacibn se encuentran la piperacilina,
gentamicina, daptomicina, clorhexidina, tetraciclina, ciprofloxacina, sulfadiazina,
metformina, entre otros, que inhiben el crecimiento de patégenos'8.Estos farmacos
interfieren con una funcién caracteristica de la estructura de las bacterias o en sus vias
metabdlicas a través de uno de los siguientes mecanismos: 1) inhibicién de la sintesis
de la pared celular bacteriana; 2) bloqueo de vias metabdlicas clave; 3) interferencia
en la sintesis de proteinas; e 4) inhibicion de la sintesis de acidos nucleico?3. El uso de
tramadol y metformina para el tratamiento de heridas o quemaduras ha despertado un

gran interés debido a sus propiedades, las cuales son discutidas mas adelante.
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En cuanto a los polisacaridos, son polimeros de carbohidratos de alto peso molecular
producidos por microorganismos como, bacterias, hongos, levaduras y microalgas.
Las microalgas que contienen sulfatos en su estructura se han considerado como una
fuente importante de polisacaridos, poseen una amplia variedad de actividades
biologicas, destacando actividades antibacterianas, antioxidantes, antivirales,
antiinflamatorias, antitumorales, anticancerigenas, antidiabéticas anticoagulantes e

inmunomoduladoras?*; tal es el caso de la microalga P. purpureum.

Tramadol

El tramadol es un potente analgésico de accion central que ofrece muchas ventajas
sobre los opioides convencionales y antiinflamatorios no esteroideos, lo que lo hace
un valioso tratamiento de dolor neuropatico en pacientes con quemaduras, ya que
alivia el dolor y proporciona una sedaciéon leve®. Dos mecanismos principales
contribuyen a los efectos analgésicos del tramadol: la activacion de los receptores
opioides p y el blogueo de la recaptacion de serétina y noradrenalina®t. Aunque no es
una opioide nuevo, el tramadol ha sido recientemente redescubierto y ampliamente
utilizado; esto puede deberse a su exclusivo mecanismo de accion dual. Es un farmaco
facilmente soluble que tiene una vida media corta y, en consecuencia, requiere una
alta frecuencia de administracion. El tramadol se absorbe rapidamente después de la
administracion oral; el efecto analgésico maximo ocurre de 1 a 4 horas después de la
administracion del farmaco, y la analgesia persiste solo durante 3 a 6 horas*’. Asi, una

formulacién juiciosa es crucial para optimizar el efecto clinico del tramadol.

La administracion transdérmica es una nueva modalidad de administracion de
tramadol que ofrece una doble oportunidad adicional a todas sus ventajas, superar el
inconveniente del sabor de la droga, disminuir cualquier posible abuso y el potencial
de adiccién al evitar parcialmente la formacion de metabolito M1 al evitar los niveles
plasmaticos maximos y minimos, y al reducir la cantidad total de entrada de
medicacion*®. Ademas, una formulacién de tramadol de accién prolongada puede
mejorar mas su eficacia general y el cumplimiento de proporcionar analgesia las 24

horas del dia.
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Un estudio donde se comparé la administracion oral y transdérmica mediante un
hidrogel, mostro un sistema de administracion flexible y amigable para el paciente,
permitiendo obtener rendimientos versétiles. Mejora la aceptacion de la droga y se

evaden algunos efectos secundarios gastrointestinales*®.

Metformina

La metformina, una biguanida, es un farmaco hidréfilo debido a su solubilidad en agua,
gue ha recibido especial atencion recientemente. Se ha conocido como un farmaco
hipoglucemiante (inhibicion de produccion de glucosa en el higado) para la diabetes
tipo 2 en humanos durante muchos afios*®. También ha cobrado interés en el
tratamiento de quemaduras para el control a largo plazo de glucemia, reduciendo los
niveles de glucosa sérica y aumentando la sintesis de proteinas y por ende el aumento
de la proliferacion de células progenitoras del musculo®®, ademas de reducir la
inflamacion de las heridas. El tiempo de accion de la metformina comienza
aproximadamente 3 horas después de tomar el medicamento con una vida media de
20 horas.

La mayoria de los estudios sobre metformina se han correlacionado con el uso oral e
inyectable, algunos informes sobre la aplicacidon tépica de metformina al tejido de la
piel tienen como objetivo reducir el nivel de glucosa en la sangre y aumentar la
cicatrizacion de heridas en pacientes diabéticos. Sin embargo, el estudio de la
aplicacion tépica de metformina se ha analizado pobremente para reducir y prevenir la
formacion de cicatrices en la piel*®. Estudios recientes han demostrado que los
tratamientos tépicos que involucran metformina tienen un papel importante en la
cicatrizacion de heridas mediante la regulacién de alguna via de sefializacién que
afecta la polarizaciéon de los macréfagos®, acelera la cicatrizacion de la herida
estimulando la angiogénesis, disminuye la tasa de infeccién y mejora la supervivencia
52, Estas ventajas lo convierten en una alternativa atractiva para el tratamiento a largo

plazo de pacientes con quemaduras.
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Porphyridium purpureum

Las microalgas presentes en ambientes marinos y de agua dulce son microorganismos
unicelulares, microscopicos y fotosintéticos. La rapida tasa de proliferacion, la alta
actividad fotosintética, el secuestro de COz2, la produccion de biomasa y la capacidad
de crecer en aguas residuales®® hacen de las algas una de las fuentes mas
prometedoras de nuevos compuestos bioactivos para aplicaciones biomédicas, la
industria alimentaria y cosmética®*. Porphyridium purpureum (P. purpureum) también
conocida como Porphyridium cruentum es una especie de algas rojas marinas de la
familia Porphyrydiophyceae *® con un alto peso molecular (2.3 x 10% g/mol) y esta
cargado negativamente (aniénico) debido a la presencia de acido glucurénico y grupos

sulfato de semiéster en diferentes concentraciones®(7.6-14.6 %)®’.

Esta microalga permite la produccion de exopolisacéaridos sulfatados®’, los cuales en
los ultimos afios han recibido una gran atencion debido a que son una excelente
materia prima para farmacos, su carga negativa hace que presente bioactividades
antiinflamatorias, antioxidantes y antivirales, siendo este altimo atribuido a su grupo
sulfato®. Los compuestos bioactivos de las microalgas actlan alterando las
actividades enzimaticas, regulando las actividades celulares y dirigiéendose a las
primeras vias de sefializacion relacionadas con la inflamacion ocasionadas por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) que inducen dafio celular*t. Inhiben las
infecciones por diferentes virus al no permitir la penetracion de particulas virales en
células huésped, pero también pueden estar involucrados otros mecanismos, como la
inhibicion de la unién/adsorcion, o incluso la replicacion durante las primeras fases del

ciclo del virus, sin ninguna toxicidad para las células husped®’.

El uso de exopolisacaridos en la elaboracion de apdsitos permite proteger la herida de
infecciones, ademas de patrticipar activamente en el proceso de cicatrizacion y por su
alta capacidad de absorcion de agua puede mantener un ambiente himedo en la

heridass.
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La busqueda y el desarrollo de nuevas terapias o tecnologias rentables para la
cicatrizacion de quemaduras y heridas es muy importante, enfocandose
principalmente en el uso de biopolimeros. Por tanto, se propone trabajar en el disefio
de un apésito en forma de esponja para el tratamiento de quemaduras, dicho material
sera elaborado a base de quitosano y gelatina, para posteriormente funcionalizarlas
con elementos bioactivos de la microalga Porphyridium purpureum y farmacos
modelos como lo es tramadol y metformina, que ayuden al control del dolor y la

cicatrizacion de las quemaduras de forma adecuada previniendo infecciones.

20



CAPITULO 3. Justificacién, hipoétesis y objetivos
3.1 Justificacion

La incidencia y prevalencia de heridas y quemaduras han aumentado
considerablemente en la poblacion provocando un gran impacto en la calidad de vida
de los pacientes causando complicaciones fisicas y socioeconémicas. Actualmente,
las quemaduras son el cuarto tipo de lesion mas comun en todo el mundo, 300,000
personas mueren cada afio en paises de ingresos medianos y bajos debido a heridas
crénicas y quemaduras®®. Los apdsitos para heridas convencionales, como las gasas
de algodén, muestran efectos de recuperacion limitados en el tratamiento de las
guemaduras, ya que no pueden proporcionar un entorno humedo adecuado para la
cicatrizacion. Las heridas por quemaduras dan lugar a respuestas inflamatorias graves
y, @ menudo, provocan lesiones secundarias graves cuando se utilizan apositos para

heridas convencionales.

Los costos de tratamientos para las quemaduras son relativamente altos evitando que
se renueven con mayor frecuencia por lo que se requiere de la investigacion y
desarrollo de nuevos materiales para su tratamiento. Diversos estudios han
demostrado que los apoésitos elaborados a base de quitosano y gelatina podrian
mostrar excelentes propiedades biomédicas; ayudando considerablemente a las
diferentes etapas de cicatrizacion de la herida por quemadura®°-%2, Por ello se utilizaran
estos materiales como base para la elaboracién de un apdsito en forma de esponja
debido a su biocompatibilidad, biodegrabilidad, rentabilidad, actividad antimicrobiana
y por su capacidad en ayudar significativamente en el proceso de cicatrizacion de
quemaduras, se funcionalizaran con metformina la cual activa los factores de
crecimiento, tramadol como un controlador de dolor y sedante, y con el exopolisacarido
de la microalga P. purpureum que es un excelente agente antimicrobiano debido a los

sulfatos en su estructura.
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3.2 Hipotesis

La incorporacion de gelatina a los apoésitos elaborados a base de quitosano permitira
la modificacion de sus propiedades fisicoquimicas, morfologicas y biologicas,
formando una estructura polimérica tridimensional necesaria para sistemas de acarreo
y dosificacion de metformina, tramadol y P. purpureum. La matriz polimérica final
presentara excelentes propiedades biocompatibles, biodegradables, bioactivas, no
toxicas y antimicrobianas; con el fin de obtener el aposito ideal para el tratamiento de

guemaduras.

3.3 Objetivos
3.3.1 Objetivo general

Desarrollar un bioaposito con base en quitosano/gelatina impregnado con tramadol,
metformina y exopolisacarido P. purpureum, y evaluar sus propiedades fisicoquimicas,
morfolégicas, mecanicas y biologicas para determinar su potencial como vehiculo

terapéutico para la regeneracion de tejido en quemaduras en la piel.

3.3.2 Objetivos especificos

o Realizar un disefio de experimentos para la sintesis de esponjas quitosano/gelatina
(SCG) y determinar los parametros de sintesis adecuados en base a las
propiedades mecanicas, morfolégicas y fisicoquimicas deseables para la
aplicacion.

o Evaluar las propiedades fisicoquimicas, morfolégicas y mecénicas de las esponjas
quitosano/gelatina.

o Impregnar las esponjas seleccionadas con los farmacos modelo (tramadol,
metformina y/o bioactivos de microalgas).

o Evaluar la porosidad, permeabilidad, capacidad de retencién y absorcion de agua
de las esponjas quitosano/gelatina/farmaco.

o Evaluar los perfiles de liberacion in vitro y cinética de tramadol y metformina.

o Determinar la actividad antimicrobiana y citotoxicidad in vitro.
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