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Resumen.

El presente trabajo describe la sintesis y caracterizacion de una pelicula compuesta
por una mezcla de quitosano y neomicina con potenciales aplicaciones en el
tratamiento de heridas e infecciones sobre la piel. En una primera fase, se desarrollo
un procedimiento para la elaboracion de las peliculas que fuera sencillo y conservar
las propiedades regenerativas y antibioticas de sus constituyentes. Se realizé un
analisis de Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR), que revel6 que existia una
interaccién entre los grupos amino del quitosano y los grupos alcohol secundarios
de la neomicina, interaccion que interfiere con la formacion de puentes de hidrogeno
entre las cadenas de quitosano. Las imagenes obtenidas por microscopia
electronica de barrido (SEM) mostraron que la ‘adicion de diferentes
concentraciones de neomicina cambia significativamente la topografia de las
peliculas, obteniéndose una superficie mas rugosa cuanto menor sea la
concentracion de neomicina agregada, y viceversa. En los analisis de actividad
antimicrobiana, los materiales probados demostraron eliminar con mayor eficiencia
las cepas elegidas para este estudio, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, comparadas con los precursores del composito. Los ensayos de
Viabilidad Celular demostraron que el compadsito no muestra efectos citotoxicos en

los fibroblastos JB cutaneos y estos proliferan de manera regular en el compasito.
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Abstract

The present work describes the synthesis and characterization of a film composed
of a mixture of Chitosan and Neomycin with potential applications in the treatment
of wounds and infections on the skin. To begin with, a procedure was developed for
the elaboration of the films that was simple and conserved the regenerative and
antibiotic properties of its constituents. Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis was
performed, which revealed that there was an interaction between the amine groups
of Chitosan and the secondary alcohol groups of Neomycin, an interaction that
interferes with the formation of hydrogen bonds between the Chitosan chains. The
images obtained by scanning electron microscopy (SEM) revealed that the addition
of different concentrations of Neomycin drastically changes the topography of the
films, obtaining a rougher surface at the lower concentration of Neomycin added,
and vice versa. In the antimicrobial activity analyzes, the tested materials
demonstrated to eliminate more efficiently the strains chosen for this study,
Staphylococcus Aureus and Pseudomonas Aeruginosa, compared to the precursors
of the composite. The Cell Viability assays demonstrated that the composite does
not show cytotoxic effects on cutaneous JB fibroblasts and these proliferate regularly

in the composite.
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2 |INTRODUCCION.

La piel es uno de los érganos mas complejos e importantes del cuerpo; compone la
primera barrera de defensa del sistema inmune, es la principal responsable de la

regulacion de la temperatura corporal, es el responsable del sentido del tacto.

Sin embargo, la piel es vulnerable y no es ajena a los atagues por parte de agentes
patdgenos, y al ser el 6rgano con mayor exposicion al exterior del cuerpo, recibe
continuamente dafos, raspones, cortadas, golpes y enfermedades; aunque la piel
tiene grandes capacidades regenerativas, se han buscado, a lo largo de la historia
desarrollar métodos para ayudar a la recuperacién/regeneracion de esta de una
forma eficiente desde el inicio de la medicina. El primer avance del que se tiene
conocimiento en el tratamiento padecimientos de la piel fue el uso de plantas; que,
aunque para los humanos de la prehistoria su efecto se debia a razones
magicas/espirituales, en realidad tenian sustancias que inhibian el crecimiento
bacteriano o que fomentaban el proceso de cicatrizacion, lo que se veia reflejado
en una recuperacion rapida, asi el hombre primitivo aprendié que triturando ciertas

plantas y poniéndolas en las heridas podia evitar sufrir de una infeccion.

Ahora, en los tiempos modernos se ha dado el siguiente salto en el tratamiento de
la piel, promover el proceso de regeneracion cutanea mediante el uso de
compuestos que fomentan el crecimiento de las células de la piel de manera mas

rapida y eficiente.

Por eso en este trabajo se abordara la generacion de un compaésito conformado por
dos materiales, uno con propiedades bactericidas, y otro con propiedades
regenerativas; por un lado, la neomicina, un antibiético comun usado ampliamente
en el tratamiento de algunos tipos de dermatitis, y por el otro el quitosano; un
biopolimero derivado de la quitina presente en los caparazones de insectos y

crustaceos, con una comprobada capacidad regenerativa en animales.
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3 MARCO TEORICO.

3.1 PIEL

La piel y sus derivados; cabello, ufas, glandulas sebaceas y sudoriparas,

conforman el sistema tegumentario, como se puede ver en la llustracién 1. Las

principales funciones de la piel son:

e La proteccion de los érganos internos: Protege al organismo de factores

externos como bacterias, sustancias quimicas y temperatura. Las

secreciones de la piel pueden destruir bacterias y-ademas contiene

Melanina, que es un pigmento quimico que sirve como defensa contra los

rayos ultravioleta que pueden dafiar las células de la piel.

e La regulacion de la temperatura corporal: Mediante mecanismos como son

la sudoracion y la vasodilatacion puede enfriar el organismo, y mantenerlo

caliente mediante la vasoconstriccion.®

Epidermis i

Dermis—
sebacea

Tajido B 1t / . — Nervio
subecutaneo [

Foliculo pi[osa. N
‘Tejido graso

\ \‘\fana
‘Arteria

Glandula sudoripara

llustracion 1: Capas de la piel.

La funcion de barrera cutanea se logra mediante capas de queratinocitos

diferenciados que se fusionan en una lamina epidérmica estrechamente integrada.

La capa dérmica inferior y mas gruesa consiste en fibras de colageno que, en su
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superficie superior, forman una zona especializada de la membrana basal (BM) para
la fijacion segura de los queratinocitos a la dermis. La dermis esta vascularizada y
contiene receptores para el tacto, la temperatura y el dolor, asi como los foliculos
pilosos y los conductos sudoriparos, este ultimo revestido de queratinocitos que

contribuyen a la regeneracién epidérmica.?

La piel es uno de los 6rganos con mayor capacidad regenerativa, pues no solo es
continuamente regenerada, el organismo todo el tiempo esta preparando la
siguiente capa de piel mientras la dltima capa de piel va siendo erosionada por el
ambiente, ademas, el cuerpo es capaz de reparar cualquier excoriacion, cortada o
perforacion que pueda recibir en diferentes circunstancias. En caso de que la piel
reciba un dafio menor, la piel sana que rodea la herida es capaz de contraerse para
cerrar la herida, es por esto que muchas veces cuando la piel es perforada por una
aguja delgada ni siquiera se aprecia sangrado, pues la piel se ha contraido para
cerrar la herida rapidamente, en caso de recibir un dafilo mayor las plaguetas
presentes en los vasos sanguineos de. la piel, células especializadas en cerrar
rapidamente heridas mediante la coagulacion, actuaran evitando la pérdida de
sangre y la entrada de agentes externos al cuerpo; en caso de que la herida sea
demasiado extensa el cuerpo mandara rapidamente mas plaquetas a travées del
torrente sanguineo para favorecer la coagulacién de la sangre en la herida para

detener el sangrado.3+
3.1.1 Lesiones.comunes de la piel.

3.1.1.1 Heridas.
Las heridas son lesiones que tienen una solucién de continuidad, apertura o ruptura

de la dermis, y hay diferentes tipos, tales como:

e Heridas cortantes: Estas se caracterizan por tener bordes nitidos, suelen ser
mas largas que profundas.

e Heridas cortopunzantes: Estas se caracterizan por tener bordes nitidos con
leve hemorragia perilesional, suelen presentar un solo angulo agudo, tienden

a ser mas profundas que largas.
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e Heridas punzantes: Estas suele presentarse como orificios redondeados o
rectangulares, de bordes irregulares, tienen mayor hemorragia perilesional.

e Heridas corto-contundentes o laceracion: Estas pueden tener puentes
dérmicos, pueden tener bordes nitidos o irregulares, son profundas incluso
comprometen hueso, de forma regular o irregular, los bordes pueden ser
macerados, abrasivos o equiméticos, hemorragia perilesional de moderada

a severa.®

3.1.1.2 Lesiones por friccion.

De este tipo de lesiones existen dos categorias:

e Abrasion: es una lesion donde las capas superficiales de la piel se levantan,
pueden llegar a comprometer dermis, son anchas:

e Excoriacién: es una lesion donde la epidermis se levanta, son lineales.®

3.1.1.3 Infecciones.
Una infeccion se define como la presencia y multiplicacién de un agente patdégeno
en los tejidos del huésped. Desde un punto de vista microbiolégico, se estudian de
acuerdo con los agentes etiologicos responsables. Los principales agentes
etiologicos de las enfermedades infecciosas humanas corresponden a uno de los

siguientes grupos:

e Priones: Son los agentes infecciosos mas sencillos conocidos: una simple
molécula de proteina. No contienen acidos nucleicos ni informacién genética.

e Virus: Contienen proteinas y acidos nucleicos, transportando la informacién
genética para su propia replicacion, para lo que utiliza la maquinaria celular.

e Bacterias: Recubiertos por una membrana celular y en algunas bacterias
ademas por una pared celular. Son capaces de una replicacion totalmente
autonoma.

e FEucariontes: Presentan elevada complejidad celular con compartimentos

subcelulares con funciones especializadas.®

Las manifestaciones cutaneas de una infeccion bacteriana pueden producirse por

varios mecanismos fundamentales.
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¢ Infeccion local primaria con replicacion in situ de la bacteria, como impétigo.

e EXxotoxinas circulantes: sindrome de la piel escaldada estafilococica.

e Mecanismos inmunolégicos, como vasculitis en infeccidn estreptococica.

e Afectacion de la piel como parte de un cuadro sistémico: sepsis

meningocaocica.

¢ Manifestacion de una coagulopatia intravascular diseminada, como ocurre

también en la sepsis meningocécica o en algunas infecciones por Rickettsia.

Las infecciones de piel y partes blandas se definen segun la localizacidon de estas,

independientemente del microorganismo que las produce, como se muestra en la

Tabla 1.7

Tabla 1: Tipo de infeccion cutanea y de partes blandas segun la localizacién.”

Tipo de infeccién

Bacteria causante Localizacion

Impétigo
Ectima

Foliculitis

Fordnculo.
Hidrosadenitis

A N
| Erisipela

Celulitis
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Staphylococcus ' Epidermis

aureus, Streptococcus

pyogenes

Staphylc;coccus Epidermis y Dermis
aureus, Streptococcus

pyogenes

Sfaphylococcus Foliculo piloso-superficial.

aureus, Pseudomona

Aeruginosa

Staphylococcus Foliculo piloso-profundo.

aureus

Varias Foliculo pilosebaceo
glandulas apocrinas.

Streptococcus Dermis-TCS.

pyogenes

Staphylococcus Dermis-TCS (més profunda).

aureus




3.1.2 Cicatrizacion.
Hay dos tipos de cicatrizacién, de primera intencién, que tiene lugar durante las
primeras 12-24 horas después de haber sido cerrada la herida al aproximar sus
bordes con suturas, cintas, etc., y de segunda intencion, el cual se caracteriza
porque no se alcanza a regenerar la arquitectura normal de la piel, debido a la
pérdida extensiva de tejido por un trauma severo o quemadura, y cuyo tiempo de

resolucion dependera de la gravedad del dafio.?

El proceso de cicatrizacion puede resumirse en 3 fases: Fase inflamatoria, Fase

Proliferativa y Fase de Maduracion.*

3.1.2.1 Fase Inflamatoria.
En la fase inflamatoria, las bacterias y detritus son fagocitados y eliminados, y
numerosos factores son puestos en marcha para causar la migracion y division de
las células que seran parte de la fase proliferativa. Inicialmente, se presenta
coagulacion para detener la hemorragia, y varios factores activados para atraer las
células que fagocitan los detritus, las bacterias y el tejido dafiado, y que ademas

liberan factores que inician la fase proliferativa.*

3.1.2.2 Fase Proliferativa.
Es caracterizada por angiogénesis, deposicion de colageno, formacion de tejido de
granulacion, epitelizacién'y contraccion de la herida. En la angiogénesis, nuevos
vasos sanguineos crecen a partir de las células endoteliales. En la formacion de
tejido de granulacion y fibroplastia, los fibroblastos crecen y forman una nueva
matriz extracelular por excretando colageno y fibronectina. Alrededor de dos o tres
dias después de que se presenta la herida, los fibroblastos empiezan a ingresar a

la herida, incluso antes de que la fase inflamatoria haya terminado completamente.*

3.1.2.3 Fase de Maduracion.
En la maduracion, el colageno es realineado a lo largo de las lineas de tension; las
células que no se requieren mas son removidas por apoptosis. La fase de
maduracion puede durar un afio o mas, dependiendo del tamafio de la herida y si

esta fue cerrada o dejada abierta. Durante la maduracion, el colageno tipo lll, que
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es abundante durante la proliferacion, se degrada y en cambio se deposita colageno
tipo | gradualmente, que es mas resistente a la tension. Asi, la fuerza de tension de
la herida se incrementa a un 50% del tejido normal por los tres meses de la herida
y al final alcanza una fuerza de tension hasta un 80% del tejido normal. Como la
actividad se reduce, la cicatriz entonces pierde su apariencia rojiza, ya que los vasos

sanguineos son removidos por apoptosis.*

3.2 BIOMATERIALES.

Un biomaterial esta definido como una sustancia o conjunto de sustancias artificiales
0 naturales, que pueden ser usadas por un periodo de tiempo como parte de un
sistema, el cual trata de curar, mejorar o reemplazar un Grgano, un tejido o una

funcion del cuerpo.®

Uno de los objetivos en el campo de los biomateriales es fabricar matrices que imiten
la estructura y la funcion biologica de la matriz extracelular (ECM). La ECM el
conjunto de materiales extracelulares que forman parte de un tejido, y se han
probado diferentes biomateriales como ECM basados en dos tipos principales de
macromoléculas, glicosaminoglucuronanos y proteinas; como colageno vy
fibronectina, que en conjunto forman una estructura densa de tejidos. Los andamios,
los cuales son sustancias disefiadas para ser incorporadas o implantadas en
organismos Vivos para reemplazar o regenerar un tejido vivo, que son disefiados
para la regeneracion tisular y la cicatrizacion de heridas necesitan cumplir funciones
estructurales, mecanicas y de promocion de la adhesion celular, para guiar los
fenotipos- celulares tales como la proliferacion y la diferenciacién. Ademas, la
biocompatibilidad y la biodegradabilidad, con productos de degradacién no téxicos
y no.inflamatorios durante el reemplazo in vivo por componentes celulares de ECM

son criterios clave.©

El uso de Biomateriales para resolver problemas médicos ha resultado en un avance
significativo en el tratamiento de muchas enfermedades; mejorando los tratamientos

existentes o tomando parte en nuevos tratamientos. En este sentido, los
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biomateriales representan un aliado en el campo de la regeneracion de tejidos,

dando lugar a una rapida recuperacion de la funcionalidad de los tejidos.

3.2.1 Biomateriales para la piel.
Un biomaterial que ha sido utilizado ampliamente en contacto con la piel es el
polimero producido por el gusano de seda (Bombyx mori) se ha utilizado durante
mucho tiempo en la industria textil y para suturas en aplicaciones meédicas. La seda
ha sido utilizada como un potencial biomaterial en la ingenieria de tejidos por sus
varias propiedades que lo hacen adecuado para esta aplicacion; como la adhesion
celular, la citocompatibilidad, la biodegradabilidad, la resistencia mecénica y a la

traccion mejorada.®

Otro ejemplo de un biomaterial usado ampliamente.en la piel es el quitosano,
polimero derivado de la quitina. Este biomaterial tiene una enorme facilidad de uso
en aplicacion topica sobre heridas para favorecer la cicatrizacion, en forma de
unglentos y cremas, ademas de que tiene propiedades que son deseables en un
producto destinado para su aplicacion in situ,-mas adelantes se ahondara sobre las
propiedades y usos del quitosano. Un ejemplo de su uso lo da Baltodano et al. quien
reporto que en un ungiento adicionado con quitosano obtuvo hasta un 79.28%
mejor cicatrizacion respecto al control, evaluado por el método de fuerza de tension,
demostrando que el quitosano tiene un enorme efecto en el proceso de

cicatrizacion.!?

3.3 QUITINA.

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante de la naturaleza, solo
superada por la celulosa. Este biopolimero tiene una elevada tasa de regeneracion
natural, pues se estima que al menos 1 x 10° toneladas de quitina se sintetizan y
degradan cada afio en la biosfera. Este polisacarido conforma las estructuras
celulares de hongos, bacterias, insectos, aracnidos, crustaceos, nematodos y de
organismos invertebrados, como anélidos, moluscos, cefalépodos, hemicordados,
entre otros. La quitina pura es un solido blanco, parcialmente cristalino, inodoro e

insipido.
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Las propiedades de la quitina varian, segun el origen de produccion y el método de
preparacion; es por esto por lo que se debe de perfeccionar para lograr las
propiedades mas adecuadas para distintos usos. La insolubilidad de la quitina en
agua limita significativamente sus aplicaciones, en muchas situaciones es

conveniente trabajar con algunos de sus derivados.?

OH o

NH

HO O
NH

OH

llustracion 2: Estructura de la Quitina.tt

3.3.1 Quitosano.
El quitosano es un polimero biocompatible, biodegradable, no-téxico y autoadhesivo
que se obtiene mediante la desacetilacion de la quitina, ademas, el quitosano es un
buen hemostatico, es hipocolesterolémico, posee actividad antimicrobiana, antiviral,
antitumoral y antifangica en condiciones especificas; su estructura se representa en
la llustracién 3. Debido a sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y biol6gicas
tiene una. gran variedad de aplicaciones que abarcan diversas areas del
conocimiento tales como la medicina, la farmacéutica, la agricultura, el sector

alimenticio y el sector textil entre otros. 111314
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OH

q s NH;

HO

OH

m n
llustracion 3: Estructura del quitosano; n es el monémero desacetilado.y'm el monémero acetilado.?

El quitosano es degradado por la lisozima y la lipasa, y los productos de la
degradacion enzimatica del quitosano no son toxicos, ademas, presenta actividad
cicatrizante y se ha sugerido que el mecanismo por el cual ejerce esta accion es
mediante la activacibn de neutréfilos 'y macréfagos, la migracion de
polimorfonucleares y células mononucleares, acelerando la regeneracion de tejido

conectivo y angiogénesis.t

El quitosano es insoluble en cualquier disolvente que no sea una solucion acida
acuosa. Esto se debe a la fuerte union intermolecular de hidrogeno entre los grupos
amino e hidroxilo de los monémeros de glucosa y amina que llevaria a su alto grado
de cristalinidad polimérica. Aunque en algunos informes solo los enlaces de
hidrogeno intermoleculares se tienen en cuenta para la estructura cristalina rigida
del quitosano, tanto los enlaces de hidrogeno intermoleculares como los
intramoleculares son responsables de esta estructura rigida, como se muestra en la

llustracion 4.1°
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llustracion 4: Esquema de los puentes de hidrogeno‘intermoleculares e intramoleculares en el quitosano.®

3.3.1.1 Propiedades Antifungicas.
Las propiedades antifungicas del quitosano dependen completamente de las
condiciones de este; concentracion, peso molecular, pH del medio y grado de
desacetilacion del quitosano. Un mayor peso molecular de la molécula resulta en
una mayor cantidad de especies de hongos inhibidos por este. “Por otra parte,
existen algunos hongos que contienen quitosano como principal componente, tal es
el caso de los Zygomicetos, que son vulnerables al quitosano. La inhibicién del
crecimiento es debido a los grupos aminos protonados a pH 5.6 de la quitosano y
esto puede formar complejos polielectrolitos con los grupos acidicos y basicos de la
superficie celular creando desordenes, pero también ha sido encontrado que existe
cierto requerimiento minimo de tamafio molecular para poder mostrar actividad
antifingica in vitro.”'® En cuanto al grado de desacetilacién del quitosano, se ha
demostrado que para ciertos hongos; Phythophtora parasitica, Aspergillus niger, a
menor grado de desacetilacion existia una mayor inhibicion en el crecimiento de los

hongos.
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3.3.1.2 Actividad Antiviral
La actividad antiviral del quitosano depende del grado de polimerizacion, del grado
de desacetilacion, de la carga positiva y el caracter de las modificaciones quimicas
de la molécula. Los posibles mecanismos de supresion de la infeccion viral por el

quitosano son aun discutidos.t’

3.3.1.3 Efecto antimicrobiano del quitosano.
El efecto antimicrobiano del quitosano ha sido ampliamente estudiado, sin embargo,
todavia no ha sido dilucidado por completo el mecanismo de accién antimicrobiano
de este biopolimero, aunque existen muchas teorias al respecto. El efecto

antimicrobiano del quitosano es influenciado por cuatro factores:

1. Microorganismos: Especie y fase de desarrollo.

2. Propiedades del quitosano: peso molecular, solubilidad, grado de
desacetilacion, densidad de carga positiva y-capacidad quelante.
Estado fisico del quitosano: Liquido (Coloidal) o solido (pelicula).
Factores ambientales: pH, temperaturay tiempo.!8

Uno de los principales mecanismos bajo el cual se teoriza que el quitosano ejerce
su efecto antimicrobiano, esta basado en la presencia de los grupos amino
protonados a pH inferior a 6.3, €l cual interactia con las cargas negativas de la
pared celular de los microorganismos, generando un rompimiento, o lisis, de estas
estructuras que lleva a la pérdida de compuestos proteicos y otros constituyentes

intracelulares.19-21

El quitosano tiene propiedad quelante, lo que permite que este biopolimero se
pueda ligar selectivamente a metales presentes en las estructuras externas de los
microorganismos, inhibiendo asi la produccién de toxinas.?? También se ha
reportado que el quitosano puede inhibir enzimas debido a la interaccion quitosano-

ADN que altera la sintesis de ARN mensajero.?

A pesar de las teorias anteriormente explicadas, la eficiencia de los efectos del
quitosano en bacterias Grampositivas 0 Gramnegativas es algo controvertida.

Algunos autores afirman que el quitosano generalmente muestra un efecto mas
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fuerte en las bacterias Grampositivas (por ejemplo, Listeria monocytogenes,
Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaris, etc.) que en las
Gramnegativas (por ejemplo, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescentes,
Salmonella typhymurium, Vibrio parahaemolyticus, etc.). Por el contrario, se ha
demostrado que la hidrofilia de las bacterias Gramnegativas es significativamente
mayor que la de las Grampositivas, lo que deberia hacerlas mas sensibles al
quitosano. Este hecho se ha confirmado en varios experimentos in vitro, entre los
que, las bacterias Gramnegativas parecen ser muy sensibles al quitosano y
muestran mayores cambios morfologicos durante el tratamiento que las bacterias

Grampositivas.?*

3.3.1.4 Aplicaciones del Quitosano en conjunto con un antibidtico.
Ya que el quitosano tiene una actividad antimicrobiana propia no existen muchos
intentos de mezclar el quitosano con otro. componente con propiedades
antimicrobianas, sin embargo, algunos autores han mezclado el quitosano con un
antibiotico. Merlusca et al. sintetizaron peliculas de Quitosano-PVA cargadas con
neomicina para ser usadas como un dispositivo de liberacion controlada. Lograron
cargar las peliculas con neomicina, y determinaron que la neomicina interactuaba
con su compasito Quitosano-PVA por medio de puentes de hidrogeno. Evaluaron la
actividad antimicrobiana por medio de meétodo de difusion de disco sobre
Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, reportando tener mejores resultados

sobre Staphylococcus aureus aungque no significativamente superiores.?®

Supriya et al. sintetizaron nanoparticulas de quitosano cargadas de neomicina,
igualmente, con el propdésito de generar un sistema de liberacion controlada para la
neomicina. Lograron crear nanoparticulas que tenian la capacidad de liberar de
forma controlada neomicina. Los analisis de actividad antimicrobiana llevados a
cabo sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli, demostraron que se tenia un
efecto antimicrobiano ligeramente superior sobre Escherichia coli, aunque este

efecto tampoco fue significativamente superior.2®
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3.4 NEOMICINA.

La neomicina es un antibiético perteneciente al grupo de los aminoglucdsidos y tiene
una actividad bactericida. Este se usa para prevenir o tratar las infecciones de la
piel provocadas por bacterias y diversas infecciones en otras partes del cuerpo
humano. La neomicina no es eficaz contra las infecciones virales, provocadas por
herpes o por bacterias anaerobias y viene normalmente envasada en forma de
crema o unglento para aplicarla sobre la piel. La neomicina es hidrosoluble y mas

activa a pH alcalino.?’

HaNtimee.

NHy 0—5—0

OH

HO

NHz % 0=—=8=—70

"-’!.rr,,b \.“\\‘\

P ey,
o iy,
HOW “nH,

aH

llustracion 5: Estructura quimica del Trisulfato de neomicina.?®

3.4.1  Farmacologia de la neomicina.
La neomicina es un antibidtico aminoglucésido, activo principalmente contra
diversos tipos de bacterias Gramnegativas, aunque también tiene actividad en
contra de algunas bacterias Grampositivas como Staphylococcus aureus; sin
embargo, no presenta actividad contra Pseudomonas. EI mecanismo bajo el cual la
neomicina ejerce su efecto antibiético empieza cuando atraviesa la membrana
celular bacteriana mediante transporte activo y se une a un receptor especifico
proteico en la subunidad 30S de los ribosomas bacterianos, interfiriendo con un
complejo de iniciacién entre el ARNm y la subunidad 30S con lo que inhibe la
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https://es.wikipedia.org/wiki/PH

sintesis de proteina. Puede darse una lectura incorrecta del ADN, y de esta forma
se producen las proteinas no funcionales; los polirribosomas se separan y no son
capaces de sintetizar proteinas. Los aminoglucosidos, grupo al cual pertenece la
neomicina, son bactericidas, mientras que la mayoria de los demas antibiéticos que

interfieren con la sintesis de proteinas son bacteriostaticos.?®
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4  JUSTIFICACION.

Las enfermedades de la piel y el tejido subcutaneo general alrededor de 5000
muertes al afio en los Estados Unidos y 2800 muertes al afio en México, siendo
estos dos paises el primero y segundo lugar en muertes por este tipo de
enfermedades en la OCDE. Las muertes generadas por este tipo de enfermedades
son por lo general resultados de una infeccion menor que al no ser tratada de forma
correcta deriva en una infeccion en una porcion mayor del tejido, dificultando su

tratamiento y llevando a la muerte.

La piel, al ser el érgano mas expuesto del cuerpo, resulta vulnerable a recibir dafios
debido a cortes, laceraciones e infecciones. Actualmente los tratamientos utilizados
para remediar estos ataques que sufre la piel se limitan a limpiar las heridas con
abundante agua y a veces desinfectar la zona utilizando alguna sustancia como
seria alcohol etilico 0 agua oxigenada, y después esperar a que la herida sane por
si misma. Sin embargo, este procedimiento solamente contempla una infeccidén en
el momento en que se genera la herida, y no contempla que por diferentes
situaciones durante el proceso de cicatrizacion podria darse una infeccion. Ademas,
por lo general, no se utiliza nada para acelerar el proceso de cicatrizacion. Por esto,
se propone la creacion de un compadsito de Quitosano-Neomicina, para crear una
barrera adicional que proteja las heridas durante el proceso de cicatrizacion, que
fomente este proceso al mismo tiempo que evita que bacterias que pudieran generar

una futura infeccién proliferen en el area afectada.
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5 HIPOTESIS.

La sintesis del biomaterial compdésito, Quitosano-Neomicina, permitird reducir la
carga bacteriana, habitual en infecciones cutaneas, y promover la proliferacion

celular del mismo tejido.

6 OBIJETIVOS.

6.1 OBIETIVO GENERAL.
Sintetizar un compdsito base quitosano con un antibiético, que tenga la capacidad
de reducir la carga bacteriana, y que a su vez permita la regeneracion del tejido

cutaneo.

6.2 OBIJETIVOS PARTICULARES.

e Desarrollar un método para la incorporacion de la neomicina al quitosano sin
que este modifique las propiedades antibidticas y regenerativas de los
precursores.

e Caracterizar fisicoquimicamente los materiales obtenidos mediante el uso de
espectroscopia infrarroja y microscopia electronica de barrido.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del compoésito frente a bacterias
Gramnegativas 'y Grampositivas.

e Evaluar la viabilidad y citotoxicidad de los materiales obtenidos mediante el
cultivo de fibroblastos in vitro.
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7 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

7.1 MATERIALES.

Para la elaboracion del compdsito se empled quitosano de medio peso molecular
(CAS: 9012-76-4), de la marca Sigma-Aldrich, con grado de desacetilacion 75-85%
y peso molecular 190-310kDa; Trisulfato de neomicina (CAS: 1405-10-3) de la
marca Sigma-Aldrich; para a preparacion de la solucion de Acido Acético 0.4M se
utilizd6 Acido Acético Glaciar (CAS: 64-19-7) de la marca J.T. Baker; para la

preparacion de la solucion 5%w de Hidroxido de Sodio se utilizé Hidréxido de Sodio
en escamas (CAS: 1310-73-2) de la marca J.T. Baker.

7.2 SINTESIS DEL COMPOSITO.

1.

Se peso el soluto para preparar la solucién con una relacion 9:1 de quitosano
medio peso molecular y de Trisulfato de neomicina.

Se disolvié el soluto en acido acético 0.4M agregando primero el Trisulfato de
neomicina y después el quitosano para formar una solucién de concentracion

20mg/mL de soluto.

3. Se agitd por 12 horas hasta que todo el quitosano se disuelva completamente.

4. La solucién resultante tenia un pH acido de 3.5 £ 0.2, por lo cual se agreg6 gota

a gota una solucién de hidroxido de sodio al 5%w, con agitacion vigorosa, hasta
alcanzar un pH de 6.4 + 0.1. Una vez alcanzado el pH requerido se dejé reposar
la solucion 24 horas con agitacion moderada, y se confirmé el pH. Se dej6 la
solucion 24 horas con agitacién media, y se confirmé que el pH es adecuado.
Se vertid la solucion en una caja de Petri para realizar la pelicula por el método
de Casting, con ayuda de un horno de conveccién durante 8 horas a 60 °C.
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7.2.1 Diagrama de flujo del procedimiento.

Se peso 0.1g de
Trisulfato de
Neomicina

Se peso 0.9g de
Quitosano

Se disolvid los
constituyentes |
= en 50mL de h
Acido Acético

Y

Se agitd la
solucidn por 12
haoras.

l

¢ Se tiene un
pH de valor
6.4+0.17?

Agregar lentamente
gota a gota 0.1mL de
Hidréxido de Sodio 5%w
con agitacion vigoroza.

Si
Se deja la
solucion con
agitacion media
24 horas.

£ Sigue
estando el pH

A

en un valor de
6.4£0.1?

Si

v

Se vertid la solucién en una
caja Petri de 15cm y se secd
en un homo de Conveccidn
durante 8 horas a 60°C.

llustracion 6: Diagrama de flujo de procedimiento para la sintesis de peliculas de Quitosano-Neomicina.
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7.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION.

7.3.1 Espectrometria Infrarroja con la Transformada de Fourier (FTIR).
Para el analisis FTIR del compdsito de quitosano y neomicina, se utilizd un
espectrofotometro Perkin ElImer GX, modelo Spectrum One, en el modo de
Reflectancia Totalmente Atenuada (ATR) con punta de Diamante, en un rango de
4000 a 650cm™, se hicieron 24 barridos y se obtuvo 4 cm™ de resolucion. Las
muestras sometidas a este andlisis fueron: una pelicula de control compuesta
solamente por quitosano, una muestra pura del trisulfato de neomicina en-polvo y a

tres peliculas con concentraciones 10%w, 20%w y 30%w de neomicina.

La Espectrometria Infrarroja con la Transformada de Fourier (FTIR) es un método
que estudia la absorcion o emision de energia que irradia un material en el rango
del Infrarrojo (550 a 4000cm™). Esta técnica se utiliza para la identificacion y
caracterizacion de distintos compuestos, en donde nos proporciona informacién
acerca de los grupos funcionales presentes. La técnica consiste en irradiar la
muestra a analizar con radiacion infrarroja, esta es absorbida por el analito, lo cual

provoca una vibracion molecular caracteristica para cada grupo funcional.

7.3.2 Microscopio electrénico de Barrido (SEM).
Con el Microscopio electrénico de Barrido se pueden obtener imagenes de una
muestra en escala de-micrometros a nanémetros. La muestra es bombardeada con
un haz de electrones que sondea la superficie del material. La interaccion de los
electrones en-la muestra se producen sefales superficiales como electrones
secundarios, electrones retrodispersos y otros fotones. Las sefiales son captadas
por detectores que interpretan estas y traducen esta informacién como una imagen.
Mediante este tipo de analisis se pueden obtener informacion topografica,

morfoldgica, cristalogréafica del material entre otras.

El andlisis de las peliculas del compdsito de Quitosano-Neomicina se realizé en un
microscopio electrénico de barrido Jeol JISM6010LA a un voltaje de trabajo de 5kV,

a diferentes aumentos.
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7.3.3 Analisis de Actividad Antimicrobiana.

La evaluacion antimicrobiana se realizé bajo la norma ASTM E2149- Evaluacion

antimicrobiana de superficies poliméricas, empleando como control de crecimiento

microbiano una pelicula de polipropileno isotactico, un blanco de quitosano y con

muestras de los compadsitos de quitosano con un 10, 20 y 30%w de neomicina. Las

peliculas fueron lavadas con agua destilada hasta que el agua utilizada para lavarlas

llego a un pH de 7, esto para evitar que el pH tomara papel en el efecto

Antimicrobiano de las muestras. Del blanco y de todas las muestras se recortaron

cuadrados de 1x1cm para hacer el analisis siguiendo el siguiente pracedimiento:

A. Esterilizacion de muestras y camara humeda

1.

Colocar dentro de una caja Petri una muestra en la parte central.
Preparar muestras y control para t=0 y t=3 horas.

Colocar el portaobjetos al centro de la caja, cortar semi circulos de
papel filtro y colocarlos en cada lado del portaobjetos.

Colocar a un lado de la muestra un cobre objetos para programar
esterilizacion con UV.

Dejar en luz UV durante 30 minutos.

5. Al iniciar el experimento, colocar 500 uL de agua destilada estéril a

cada papel filtro para generar la cAmara humeda dentro de la caja
Petri.

B. Evaluacion antimicrobiana de muestras
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1.

Colaocar en la superficie de las peliculas 25 pl de la suspension de
bacterias 5x108, poner el cubreobjetos encima de la muestra con
bacterias asegurandose que quede cubierto por completo y que el
cubreobjetos se adhiera a la superficie de la muestra.

Incubar muestras a 37° C, a diferentes tiempos (0 y 3 horas).

Pasado cada tiempo, retirar papel filtro de cada camara.

4. Colocar 5 ml de PBS/Tween en la caja Petri y agitar durante 5 min a

88 rpm, hay que asegurar que se desprenda por completo las peliculas

del cubreobjetos.




5. Tomar 100 pl de la solucién de lavado y colocarlos en una caja con
agar. Estriar con perlas de vidrio estériles.

6. Incubar cajas a 37° C durante 14 horas.

7. Hacer el conteo de las colonias, tomando el control como el 100 % de

crecimiento para realizar el célculo de % de inhibicién.

7.3.4 Analisis de Viabilidad Celular por ensayo MTT.
Este analisis se basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) llevada a cabo por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en formazan, que es un compuesto de color azul, permitiendo

determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas.

7.3.4.1 Cultivo celular.
Se extrajeron los tubos criogenos del supercongelador para transferir las células a
un tubo Falcén y centrifugar la solucion a 1000 rpm por 10 min, posteriormente se
retird el sobrenadante para recuperar el pellet, al cual se agregaron 3 ml de medio
de cultivo (DMEM-F12) suplementado con suero bovino; después de resuspender
la solucién para separar la monocapa de células formadas, se agregaron dentro de
un frasco T y se dejaron incubar a 37°C en oscuro.

Cuando se ve confluencia de células en el Frasco T, se retiré el medio de cultivo
por precipitacion y posteriormente se realizaron dos lavados de 2 ml de medio de
cultivo cada uno para retirar los residuos del suero de bovino. Después de retirar el
medio de cultivodel segundo lavado se agrego 1 ml de Tripsina y se dejaron incubar
por 5 min.a 37 °C o hasta que se vea como se desprenden las células del Frasco.
Pasado el tiempo se agregaron 1. 5 ml de medio suplementado para inactivar a la
enzima (se resuspendio la solucidén para asegurar la inactivacion), en seguida se
centrifugo a 1000 rpm por 10 min. Se retiro el sobrenadante para después agregar
6 ml de medio suplementado, se resuspendio la solucion y finalmente se agregaron

3 ml en cada nuevo Frasco T para dejarlos incubar a 37°C.
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7.3.4.2 Lavado de peliculas.
Primero se corté cada una de las peliculas del compdésito Quitosano-Neomicina y
PVA en pequeiios pedazos (alrededor de 0.5 cm?), y se lavaron con medio de cultivo
y antibiético al 1 % (gentamicina), hasta que el cambio de color del medio no fuera

evidente, a un pH aproximado de 7.4.

7.3.4.3 Montaje de las peliculas en las placas de cultivo.
En una placa de 24 pozos se colocaron dos experimentos por triplicado de cada
material, posteriormente se coloc6 en luz UV por 10 min de cada lado de la placa

para asegurar la muerte de bacterias y hongos.

Pasado el tiempo se colocé en cada pozo 100 pl de la suspension celular obtenida
de un Frasco T y 500 ul de medio de cultivo suplementado con suero de bovino y
antibiotico para después dejarlas incubar por el tiempo al que se requiera realizar la
medida; para este caso fue de 24, 92, 164 y 216 h.

7.3.4.4 Prueba MTT.
De todos los pozos a analizar se retird el medio completo, para posteriormente
agregar 10 pl de una solucion de MTT, del Kit para determinacion de crecimiento
celular MTT, y 90 ul de medio de cultivo. Se deja incubar por 4 h a 37°C en ausencia
de luz, posteriormente se retird la solucién cuidadosamente para no destruir la
pelicula. Una vez realizado esto se agregaron 100 pl de isopropanol (solvente del
MTT) agitando suavemente para asegurar la salida del MTT de la mitocondria de
cada célula o garantizar la disolucion de los cristales de Formazan MTT. Finalmente
se retird la solucion de cada pozo, y se llevo a cabo la medicion de la absorbancia
espectrofotométrica en un lector de microplacas ELISA a una longitud de onda de
595 nm y 655 nm. Por ultimo, se obtuvo la viabilidad celular mediante la ecuacion

de porcentaje de viabilidad celular.

Células vivas

%Viabilidad =
#Viabilida Células totales
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7.3.4.5 Conteo de células por hemocitometro
Se preparo una solucion 1:1 de una suspensiéon celular en medio completo y azul
de tripano, con un volumen final de 200 pl. Posteriormente con cuidado se colocaron
10 pl de cada extremo de la camara de Neubauer y se procedi6 a realizar el conteo
de los 4 cuadrantes de la camara para fines de compararlos en promedio con el
cuadrante del centro. El conteo debe realizarse 5 veces para obtener promedios

validos.
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8 RESULTADOS.

8.1 ANALSIS DE FTIR.
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Figura 1: Resultados de andlisis FTIR del quitosano (Rojo), de la neomicina (Violeta), del compdsito con un

10%w (Azul marino), un 20%w (Verde Olivo) y un 30%w (Naranja) de neomicina.

Los resultados obtenidos por medio del anadlisis del especto infrarrojo, que se
pueden observar en la Figura 1, revelan que la banda caracteristica de los puentes
de hidrogeno es notablemente mas pequefia, esto implicaria que hay una reduccién
en la abundancia de interacciones de tipo puente de hidrogeno en los compadsitos
Quitosano-Neomicina a comparacion con los existentes en una pelicula compuesta

completamente de quitosano.

Con el propdsito de facilitar el analisis de los espectros IR, se marcaron las bandas
caracteristicas del quitosano (Figura 2). Las bandas en 2916 y 2879 cm™ son
caracteristicas de vibraciones de tipo “Stretching” simétrico y asimétrico
respectivamente en CH,, estas bandas son caracteristicas de los polisacaridos. Las

bandas en 1657 y 1320 cm™ caracteristicas de vibraciones de tipo “Stretching” en

pag. 29




C =0y C — N respectivamente, son prueba de la presencia de grupos cetona y
amina secundaria presentes en los monémeros no desacetilados del quitosano. La
banda en 1596 cm delata una vibracion tipo “Rocking” en aminas primarias (NH,).
Las bandas en 1420 y 1379 cm* corresponden vibraciones de tipo “Scissoring” en
grupos CH, y CH; respectivamente. La banda en 1158 cm se debe a vibraciones
de tipo “Stretching” en los C — O presentes dentro de la estructura ciclica del
quitosano. Las bandas en 1072 y 1033 cm™ se deben a vibraciones tipo “Stretching”
asimétricas y simétricas en los puentes C — 0 — C que unen los anillos del
quitosano, bandas que también estan presentes en el espectro IR de la neomicina.
Por Ultimo, el pico en 898 cm* se les atribuye a vibraciones tipo “Bending” en € — H

fuera de los anillos de monosacéridos.3°
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Figura 2: Resultados de analisis de FTIR de quitosano (Rojo), neomicina (Violeta) y del Compdsito Quitosano-

neomicina 10%w (Azul marino).

En la neomicina ademas de las bandas correspondientes a los puentes C — 0 — C
qgue unen los anillos, se observan otras tres bandas importantes (Figura 2). Por un

lado, estan las bandas en 1612 y 1522 cm™ que delatan vibraciones de tipo
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“Rocking” y “Scissoring” respectivamente en aminas primarias protonadas (NHy), y

la banda en 969 cm! sefiala vibraciones tipo “Wagging” en sulfatos (S027).3!

En un acercamiento a la zona donde se encuentran practicamente todas las bandas;
ente 1800 y 800 cm™ (Figura 3), se puede observar mejor las bandas del compdsito
de quitosano con un 10%w de neomicina. La primera banda, en 1639 cm™ delata la
presencia de vibraciones de tipo “Stretching” en C = 0 de los grupos cetona de los
mondémeros no desacetilados del quitosano. La segunda banda en 1550 cm,
caracteristica de vibraciones de tipo “Rocking” en grupos amina primaria (NH,), sin
embargo, esta banda presenta un desplazamiento de 46 cm haciala derecha, esto
implica que existe una interaccion intermolecular de una molécula diferente del
guitosano con los grupos amina, probablemente los grupos del quitosano. Las
bandas en 1412 y 1346 cm individualmente se podria concluir que son bandas que
se han visto interferidas, siendo desplazadas y ‘disminuidas, sin embargo, en
conjunto delatan una vibracion tipo “Bending” en C — H de un alcohol secundario,
grupos que son abundantes de la molécula de la neomicina. Por ultimo, las bandas
en 1153, 1076 y 1021 cm corresponden claramente a las bandas del quitosano
para las vibraciones “Stretching” de € — 0 dentro de los anillos de monosacéaridos,
y a las bandas tanto del quitosano como de la neomicina para vibraciones

“Stretching” asimétricas y simétricas en los puentes C — 0 — C, respectivamente.3!
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Figura 3: Andlisis de espectro FTIR; acercamiento de 1800 a 800cm.

En conjunto estos resultados implicarian que los grupos alcohol secundario de la
neomicina podrian estar interactuando con los grupos amina del quitosano,
probablemente por medio de puentes de hidrogeno. Esto ademas con la caida en
la presencia de puentes de hidrogeno en comparacién con la muestra compuesta
completamente de quitosano llevaria a la conclusion de que la neomicina al
interactuar por medio de sus propios puentes de hidrogeno con las cadenas de
guitosano esta obstruyendo a las cadenas de formar puentes de hidrogeno con las

otras cadenas de quitosano.

8.2 ANALISIS DE MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO.

Para determinar como la presencia de neomicina altera la Morfologia superficial de
las peliculas se realizd un analisis con un Microscopio electronico de Barrido (SEM)

de peliculas con una concentracion 10%w, 20%w y 30%w de neomicina.
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En la Imagen 1 se puede observar una muestra de Trisulfato de neomicina en polvo.
Esta imagen nos muestra que el Trisulfato de neomicina se conglomera formando

estructuras principalmente esféricas.

Imagen 1: Imagen de Trisulfato de neomicina en polvo, aumento x100.

La Imagen 2, que corresponde a una muestra del compésito con un 10%w de
neomicina muestra una superficie rugosa, que posee dos tipos de rugosidades, por
un lado, se observan estructuras redondas que sobresalen de la superficie y por
otro lado en la superficie de la pelicula se observaron pequefias estructuras que en
un acercamiento mayor (Imagen 4) mostraban una estructura fibrosa
desorganizada, lamentablemente no se logré obtener imagenes suficientemente
buenas de estas estructuras para poder ser observadas adecuadamente ya que
existe una limitacion en al aumento y la nitidez que se puede conseguir en un
Microscopio Electrénico en una muestra organica, ya que para conseguir mayor
nitidez se debe aumentar la energia del haz de electrones y para conseguir un
mayor aumento, se debe enfocar el haz area menor, lo que inevitablemente dafa la

muestra.3?
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Imagen 2: Imagen de muestra de composito Quitosano-Neomicina 10%w, aumento x2000.

En la Imagen 3, la cual tiene un mayor aumento, se pudieron observar
conglomeraciones con forma esférica, presumiblemente de neomicina. Las
conglomeraciones esféricas tenian-en promedio 3um de diametro, con una
excepcion de una con un diametro muy inferior, de 1.2um. Estas conglomeraciones
indicarian que la neomicina continda aglomerandose en forma de esferas aun en
presencia de quitosano, por lo que podria concluirse que las formaciones redondas
gue sobresalen en la superficie se tratarian de conglomeraciones de neomicina que

se han formado en el interior de la pelicula.
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Imagen 3: Imagen de SEM de compdésito 10%w de neomicina, aumento x3000.
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Imagen 4: Imagen de SEM de compésito 10%w de neomicina, aumento x4000.

En la muestra correspondiente al compdsito con un 20%w de neomicina (Imagen
5), se observé una superficie rugosa, pero de caracteristicas diferentes a las del

composito con un 10%w de neomicina, en lugar de obtenerse dos diferentes formas
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de rugosidad, solamente se observd una. La superficie de la pelicula mostraba
multiples formaciones redondas que sobresalian de la superficie, las cuales
muestran una forma mas circular en comparacion con las que se observaron en la

muestra anterior, ademas de ser mas numerosas.

Imagen 5: Imagen de SEM de compdsito 20%w de neomicina, aumento x2000.

Tomando un pequefio muestreo de las formaciones esféricas cuya silueta
redondeada se distinguia mejor en las imagenes (Imagen 6), en promedio las
rugosidades esféricas tenian un diametro de 2.165um. La presencia de mas
rugosidades esféricas confirmaria la hipétesis anteriormente propuesta, las
protuberancias esféricas son generadas por la presencia de conglomeraciones
esféricas de neomicina que se formaron debajo de la superficie de la solucion de
guitosano a medida que esta se secaba y quedaron atrapadas entre el quitosano
presente en la superficie y el quitosano debajo de las conglomeraciones. Por esto a
mayor concentracién de neomicina, mas conglomeraciones se presentan en la
superficie de la solucion. Por otro lado, no se observo la superficie conformada por

“fibras”, como fue en el caso del compadsito con 10%w de neomicina.
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Imagen 6: Imagen de SEM de compdésito 20%w de neomicina, aumento x3000.

Finalmente, en la muestra del compésito con un 30%w de neomicina (Imagen 7) se
observo principalmente una superficie considerablemente mas lisa que en los casos
anteriores. Adicionalmente se observé otro cambio significativo de la morfologia
superficial en la ausencia de protuberancias, y la abundancia, por otro lado, de
concavidades. Esto posiblemente se debe a cambios en la tension superficial de la
solucion debido a la interferencia de la neomicina en la formacién de puentes de
hidrogeno entre las cadenas de quitosano, llevando a que en lugar de que las
esferas queden atrapadas entre la capa superior y la inferior de quitosano, las
esferas rompan la tension superficial de la solucion a medida que se seca, y queden
expuestas, y ya que estas esferas son fragiles, se romperian o simplemente se
desprenderian de la superficie dejando en su lugar una concavidad. Se puede
observar ademas que las concavidades no son del todo esféricas, por lo que es de
suponer que las orillas de las concavidades al ser desocupadas de la neomicina se

contraen.
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Imagen 7: Imagen de SEM de compdésito 30%w de neomicina, aumento x3000.

8.3 ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Los resultados de las pruebas (Figura 4) indican que el quitosano por si solo tiene
efectos Antimicrobianos tanto en bacterias Grampositivas (Staphylococcus Aureus)
como en Gramnegativas (Pseudomonas Aeruginosa), sin embargo, los resultados

[ t=0 _=t 0
t= t=3
.- [ =
80 4
60 4
£ £
<
2 <
40 -
20 4
0
ca N 10% N 20% N 30% ca N 10% N 20% N 30%
P. Aeruginosa S. Aureus

Figura 4: Resultados de la Prueba de Actividad Antimicrobiana con Pseudomonas Aeruginosa (Gramnegativa) y
con Staphylococcus Aureus (Grampositiva).

a tiempo O para el blanco de quitosano demuestran que las bacterias
Gramnegativas fueron mas susceptibles a la presencia del quitosano que las
Grampositivas. Esto es un indicio del mecanismo de accion bajo el cual el quitosano
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esta ejerciendo su efecto antimicrobiano. El quitosano tiene 3 diferentes
mecanismos de accién que se han propuesto en la literatura, y aunque no se ha
sugerido, es claro que los diferentes resultados que se han obtenido apuntan a que
los 3 mecanismos son correctos y dependiendo; de las caracteristicas del quitosano
utilizado y de las condiciones en las que se ponga a prueba, sera el mecanismo que
predomine. En este caso, el mecanismo bajo el cual el quitosano ejerceria el efecto
es por medio de la interaccion entre los grupos amino de los mondémeros
desacetilados de la cadena con las cargas negativas en la pared celular, generando
lisis en la pared celular. Esto se puede deducir ya que se ha demostrado que la
hidrofilia de las bacterias Gramnegativas es significativamente mayor que la de las

Grampositivas, volviéndolas mas susceptibles a este mecanismo-de accion.33

Las muestras con neomicina (Figura 4) mostraron todas resultados similares, la
erradicacion total de las bacterias independientemente de su caracter Grampositivo
0 negativo, o del tiempo que fueron expuestas. La neomicina tiene una mayor
eficacia contra bacterias generalmente Gramnegativas, sin embargo, la neomicina
también tiene actividad antibiética contra algunas bacterias Grampositivas, entre
ellas el Staphylococcus aureus, esto explicaria por qué las muestras con neomicina
presentaron un efecto antimicrobiano notablemente superior al que obtuvo el control
de quitosano contra esta bacteria. Por otro lado, ya que tanto el quitosano como la
neomicina tienen un efecto especialmente bueno contra bacterias Gramnegativas,
se puede deducir que ambos actuaron en conjunto contra las bacterias

Pseudomonas aeruginosa causando la eliminacion total de estas.

8.4 ANALISIS DE VIABILIDAD CELULAR.

El ensayo MTT fue realizado con fibroblastos cutaneos linea JB sobre un control de
quitosano y sobre un composito de quitosano con 10%w de neomicina, ademas de
un blanco para usar como referencia. Los fibroblastos forman parte importante del
proceso de coagulacion y de cicatrizacion por lo que la adhesion y supervivencia de

estos en el compdsito es crucial para establecer su practicidad.
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Figura 5: Resultados de Ensayo MTT en porcentaje de viabilidad respecto del blanco.

Los resultados (Figura 5) demuestran que los fibroblastos pueden proliferar en el
composito. Esto es especialmente interesante en tiempo 24 horas y 216 horas (9
dias), pues los fibroblastos producen fibrina durante el proceso de coagulacion para
ayudar a tener la hemorragia, ademas participan en la fase de proliferacion durante
el proceso de cicatrizacion de una herida, produciendo fibronectina y coldgeno para
formar una nueva matriz extracelular. En 24 horas se observé que el compdsito
tenia un efecto superior al control de quitosano, esto es importante ya que implica
gue la presencia de un Antibiético como es la neomicina no solo no ejerce un efecto
citotoxico-sobre las células que proliferan en el compasito, si no que ejerce un efecto
positivo ‘en: su crecimiento. Con base a las ISO 10993 donde se destaca la
clasificacion de citotoxicidad con base a el porcentaje de viabilidad celular: 100-
75%: No citotoxico, 74-50%: Ligeramente citotoxico, 49-25%: Moderadamente
citotoxicos, 24-0%: Extremadamente citotéxico3*, podemos afirmar que a 24 horas
se consideraria el efecto del Control de quitosano “Ligeramente citotdéxico”, mientras

que el compdosito Quitosano-Neomicina seria considerado “No citotoxico”.
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A 92 horas se observé una proliferacion superior en el quitosano que, en el
composito, seguida de una caida en la proliferacion de ambas muestras a 164 horas
a un nivel que se consideraria citotoxico. Esto puede ser explicado debido a que los
fibroblastos solo crecen en monocapa, por lo que existe una competencia en el pozo
de la placa por espacio para crecer, esto genera que la proliferacion de los
fibroblastos caiga en un momento dado, y los fibroblastos empiecen a morir, Yy,
cuando los fibroblastos mueren dejan espacio disponible para que los fibroblastos
gue aun tienen capacidad reproductiva empiecen nuevamente a proliferar. Esto se
confirma cuando se puede observar que en las muestras a 216 horas los
fibroblastos muestran nuevamente una proliferacion elevada, siendo tanto en el
control de quitosano como en el compédsito Quitosano-Neomicina, superior a la
proliferacion en el blanco, sin embargo, se puede observar que en este punto en el
que la proliferacion de fibroblastos aumenta nuevamente, el compdsito de
neomicina se muestra nuevamente superior al control de quitosano en alrededor de
un 30%.
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9 CONCLUSION.

El procedimiento desarrollado en este trabajo demostrd ser sencillo y efectivo en la
sintesis de compositos de Quitosano-Neomicina, ademas, de que no afecto
negativamente las propiedades de los precursores para una futura aplicacion

médica.

Se determino adecuadamente las interacciones intermoleculares que se presentan
al mezclar quitosano con neomicina, pues se concluyd que la neomicina interactia
por medio de sus grupos hidroxilos secundarios con los grupos amino del quitosano,
interfiriendo asi con la formacion de puentes de hidrogeno. entre las cadenas del

quitosano.

Las imagenes obtenidas por medio de un Microscopio Electronico de Barrido
demostraron que es posible modificar la morfologia superficial de las peliculas de
quitosano simplemente agregando neomicina, ademas de que se pueden obtener
diferentes resultados sobre la superficie de las peliculas variando el porcentaje de
neomicina que se le adiciona a las soluciones de las cuales se hacen las peliculas;
pudiendo obtenerse micro rugosidades conformadas por diferentes estructuras, o
reduciéndose la presencia de rugosidades en la superficie al aumentar

significativamente la concentracion de neomicina.

Los analisis de Actividad Antimicrobiana revelaron que existe un efecto sinérgico
entre el quitosano y la neomicina que potencia los efectos del composito formado
por estos dos componentes tanto contra bacterias Gramnegativas, como contra
bacterias-Grampositivas, resultando en una total eliminacion de la presencia de

bacterias en las muestras del compdésito incluso a tiempo O.

Por altimo, los analisis de viabilidad celular demostraron que la pelicula no tiene un
efecto citotoxico sobre las células, y estas pueden proliferar en presencia del
composito incluso a un nivel superior a la proliferacion que se tiene en el quitosano,

el cual esta ya comprobado que tiene propiedades regenerativas.
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