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RESUMEN

Titulo: Films antioxidantes para la regeneracién de heridas.
Estudios in vitro.

Resumen

Las heridas crénicas exudativas se presentan como un problema recurrente en el area de
atencién primaria del sistema de salud, reducen la calidad de vida del paciente y son dificiles de
tratar dada su naturaleza crénica. Su sintomatologia esta asociada a la produccidn de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y a las infecciones recurrentes que promueven un estado
inflamatorio continuo. El uso de apdsitos superabsorbentes acoplado a la terapia antibidtica es
el tipo de tratamiento mas frecuente para estas lesiones.

En este trabajo se estudio la capacidad antioxidante, asi como las propiedades fisicoquimicas y
mecanicas, de films secos compuestos de alginato de sodio y carboximetilcelulosa sédica
suplementados con un complejo metdlico de manganeso. Se analizé el efecto que el tipo de
reticulacién (quimica o iénica) de los polimeros tuvo sobre estas propiedades. Ademas, se evalud
su biocompatibilidad y actividad antioxidante frente al ROS celular en cultivos in vitro de
queratinocitos humanos (HaCaT).

Los resultados de caracterizacién demostraron una relaciéon directa entre el tipo de reticulacion
usada y las propiedades evaluadas para cada film, siendo la combinacion de ambos métodos de
reticulacién la que dio lugar a films con las mejores cualidades de hinchamiento, flexibilidad,
resistenciay liberacidn controlada del complejo. A su vez, los ensayos in vitro indicaron una total
biocompatibilidad de los films, asi como un claro efecto antioxidante contra el estrés oxidativo.
Ademas, se observé un efecto positivo en la migracién celular.

Aunque los films sintetizados no son mas que prototipos de apdsitos superabsorbentes, es
necesario continuar investigando las posibles aplicaciones que los biopolimeros y los complejos
biomiméticos puedan tener en el tratamiento de las heridas crénicas exudativas.

Palabras clave: Heridas crdnicas exudativas, biopolimeros, complejos metdlicos biomiméticos,
manganeso, especies reactivas de oxigeno (ROS), apdsitos superabsorbentes,
carboximetilcelulosa sddica (CMC), alginato de sodio (NaAlg), estudios in vitro.



RESUMO

Titulo: Films desoxidantes para a rexeneracion de feridas. Estudos
in vitro.

Resumo

As feridas crénicas exudativas preséntanse como un problema recorrente na drea de atencién
primaria do sistema de salde, reducen a calidade de vida do paciente e o seu tratamento é dificil
dada a suUa natureza crdnica. Os seus sintomas estan asociados @ produccidén de especies
reactivas de osixeno (ROS) e as infeccidns recorrentes que promoven un estado inflamatorio
continuo. O uso de apdsitos superabsorbentes xunto coa terapia antibidtica é o tratamento mais
comun usado nestas feridas.

Neste traballo estudouse a capacidade desoxidante, asi como as propiedades fisicoquimicas e
mecanicas, de peliculas secas compostas por alxinato de sodio e carboximetilcelulosa sédica
complementados cun complexo metdlico de manganeso. Analizouse o efecto que o tipo de
reticulacién (quimica ou idnica) dos polimeros tivo nestas propiedades. Ademais, avaliouse a sua
biocompatibilidade e actividade desoxidante contra o ROS celular en cultivos in vitro de
queratinocitos humanos (HaCaT).

Os resultados da caracterizacion demostraron unha relacién directa entre o tipo de reticulacion
usada e as propiedades avaliadas para cada pelicula, sendo a combinacién de ambos métodos
de reticulacion a que deu orixe a peliculas coas mellores cualidades de inchamiento,
flexibilidade, resistencia e liberacién controlada do complexo. O mesmo tempo, os ensayos in
vitro indicaron unha total biocompatibilidade das peliculas, asi como un claro efecto
desoxidante contra o estrés oxidativo. Por outra banda, obervouse un efecto positivo na
migracion celular.

Ainda que as peliculas sintetizadas non son mais que prototipos de apdsitos superabsorbentes,
é preciso seguir investigando as posibles aplicacidons que poden ter os biopolimeros e os
complexos biomiméticos no tratamento das feridas crdnicas exudativas.

Palabras chave: Feridas crdnicas exudativas, biopolimeros, complexos metalicos biomiméticos,
manganeso, especies reactivas de osixeno (ROS), apdsitos superabsorbentes,
carboximetilcelulosa sddica (CMC), alxinato de sodio (NaAlg), estudos in vitro.



ABSTRACT

Title: Antioxidants films for wound healing. in vitro studies.

Abstract

Exudative chronic wounds are a recurring problem regarding primary care in the health system,
these injuries hinder the patient's quality of life and are hard to treat successfully due to their
chronical nature. Their clinical presentation is associated with an increment in the production of
reactive oxygen species (ROS) and recurring infections that, together, promote a continuous
inflammatory state in the affected tissue. The use of superabsorbent dressings coupled with
extensive antibiotic therapy is the most frequent treatment course for these types of wounds.

In this work, the antioxidant activity, as well as the mechanical and physicochemical properties,
of dry films composed by a blend of sodium alginate and sodium carboxymethyl cellulose
containing a manganese metallic complex were investigated. The aim was to determine whether
the crosslinking method (chemical or ionic) used to obtain the films influenced the
aforementioned properties. Moreover, the biocompatibility and the antioxidant effect against
cellular ROS was evaluated using in vitro cultures of human keratinocytes (HaCaT).

Results showed a direct correlation between the crosslinking method used to obtain the films
and the properties evaluated for each film synthesized, being the use of both chemical and ionic
crosslinking the technique that resulted in films with the most desirable characteristics regarding
swelling degree, flexibility, strength and controlled release of the manganese complex. At the
same time, in vitro assays showed complete biocompatibility between the films and the cell
culture, as well as an evident antioxidant effect against oxidative stress. A positive effect on
cellular migration was also reported.

Although the films obtained in this work are nothing more than prototypes of superabsorbent
wound dressings, it is necessary to continue doing research on the possible applications that
biopolymers and biomimetic metallic complexes can have on the treatment of exudative chronic
wounds.

Keywords: Chronic exudative wounds, biopolymers, biomimetic metal complexes, manganese,
reactives oxygen species (ROS), superabsorbent dressings, carboxymethylcellulose sodium
(CMC), sodium alginate (NaAlg), in vitro studies.
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1. INTRODUCCION

Una herida puede definirse como una ruptura en la continuidad de un tejido u érgano que afecta
su funcionamiento y estructura. Las heridas crdnicas exudativas surgen de un desarrollo
incompleto del proceso de regeneracién y curacién del tejido, que ademas se ve agravado por
la existencia de patologias subyacentes.! Estas lesiones pueden durar afios y suponen una
reduccion en la calidad de vida del paciente, usualmente se encuentran en puntos de presion
constante que, una vez generada la herida, impiden la movilidad normal. Adem3s, requieren de
curas continuas que pueden llegar a ser en extremo dolorosas e implican una pérdida en la
autonomia del paciente.?

En la actualidad, los apdsitos usados para el tratamiento de las heridas crdnicas exudativas han
evolucionado para tener caracteristicas ideales que manejen la sintomatologia tipica de estas
lesiones. El uso de films secos superabsorbentes que ademas sean bioactivos y con capacidad
antioxidante, ya sea por si mismos o mediante la liberacion de sustancias activas en el lecho de
la herida es cada vez mas frecuente.?

El trabajo de investigacién de otros autores en el campo de la tecnologia farmacéutica para el
desarrollo de materiales que cumplan con estos requerimientos ha dado lugar a la obtencion de
diversos prototipos de apdsitos como films antioxidantes suplementados con nanoparticulas de
cerio,* hidrogeles con capacidad antibidtica suplementados con fibrindgeno y nisina,® films
antiinflamatorios con povidona yodada afiadida,® hidrogeles con liberacién controlada de
farmacos,’” entre otros.

Aunque se han hecho grandes avances en el desarrollo de materiales biocompatibles y con
caracteristicas ideales para ser aplicados en el tratamiento de las heridas crdnicas exudativas,
hasta el momento no se ha encontrado una solucion definitiva para este tipo de lesiones. Por
consiguiente, es necesario continuar estudiando las propiedades antioxidantes, proliferativas y
antiinflamatorias de estos apdsitos. Todo con el fin de mejorar el panorama actual de
tratamiento y cuidado de este tipo de lesiones que se presentan como un problema recurrente
en el drea de atencidn primaria del sistema de salud.®

1.1 Curacioén y regeneracion de heridas

La regeneracion de heridas es uno de los procesos bioldgicos mas complejos y dinamicos que
ocurren en un ser vivo. Una vez generada una ruptura en la barrera epidérmica se desencadena
una respuesta coordinada e inmediata de diversas rutas de sefalizacion inter e intracelulares
que buscan restaurar la integridad y homeostasis tisular.>°

La curacion de una herida se da a lo largo de tres etapas que, aunque son consecutivas y se
superponen temporalmente, son claramente diferenciables por los marcadores bioquimicos y
procesos bioldgicos que las caracterizan. Estas etapas son: inflamacién, proliferacién celular y

remodelacidn tisular (Figura 1.1).1%:2
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a) Inflamacién b) Proliferacién celular c) Remodelacién tisular
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Figura 1.1 Representacion esquemdtica del proceso de curacion y regeneracion de una herida. Las tres
etapas del proceso son a) inflamacién, b) proliferacion celular y c) remodelacion y maduracion tisular.
Adaptado de Gutner et al..° Creado con BioRender.com

La inflamacién es inmediata tras la generacién de una herida y estd asociada a la activacion de
la cascada de coagulacién, la liberacién de intermediadores metabdlicos proinflamatorios y un
aumento en la actividad del sistema inmune. Esto evita la pérdida de fluidos (y sangre) y
previene la infeccién.

Una vez controlada la homeostasis se da la etapa de proliferacion celular, la cual lleva a la
generacion de nuevo tejido y se caracteriza por la migracién de los queratinocitos hacia la dermis
lesionada (desde el borde hacia el interior de la herida). Ademas, en esta etapa también ocurre
la angiogénesis, proceso de formacion de nuevos capilares y vasos sanguineos para reanudar la
irrigacion sanguinea a la zona afectada.

Finalmente, sucede la etapa de remodelacidn o maduracidn tisular. Inicia a partir de la segunda
semana desde el momento de generacién de la herida y puede llegar a durar hasta dos afios. En
esta etapa se eliminan por apoptosis las células mediadoras del sistema inmune y las células
endoteliales de los vasos sanguineos formados en el proceso de angiogénesis, dejando atrds una
red de colageno y proteinas caracteristicas de la matriz extracelular. Es en esta etapa donde el
coldgeno tipo lll depositado inicialmente en la herida serd remodelado a coldgeno tipo | (propio
de la piel), aumentando la fuerza del tejido reparado.®

Este proceso de regeneracion tisular puede verse afectado por diversos factores como la
deshidratacion de la herida, una deficiente irrigacion del tejido (poca oxigenacidn), el desarrollo
de infecciones y la presencia de condiciones patoldgicas previas como la diabetes mellitus, el
cancer o la obesidad. Un fallo en el desarrollo de alguna de estas fases puede alargar en el
tiempo el proceso de curacién, elevando el riesgo de la evolucién de una herida normal a una
herida de tipo crénica.®
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1.2 Heridas cronicas

Las heridas crénicas son aquellas que fallan en completar de manera correcta y en el tiempo
esperado el proceso normal de curacién y regeneracion del tejido afectado. Son lesiones que
frecuentemente se estancan en la etapa inflamatoria del proceso de regeneracion. Cualquier
herida en la piel tiene el potencial de hacerse crdnica, por esto se suelen clasificar seglin su causa
subyacente. Dentro de las mas comunes se encuentran la presion localizada, insuficiencia
vascular y diabetes mellitus.:

Aunque su etiologia pueda variar, las heridas crénicas comparten caracteristicas moleculares
comunes como la produccidon excesiva de radicales libres de oxigeno (ROS) y citoquinas
proinflamatorias, asi como el desarrollo de infecciones persistentes que facilitan la necrosis del
tejido adyacente y estimulan un flujo constante de células inmunes al area afectada (Figura 1.2).

Exudado

Migracion de

LJ queratinocitos
e : retardada
Respuesta "
inflamatoria .
Infecciones

persistente S
crénicas

Migracion de
fibroblastos retardada

Poca irrigacion
sanguinea

Figura 1.2 Representacion esquemdtica de los procesos inflamatorios y moleculares caracteristicos de las
heridas crénicas. Adaptado de Noraham et al..** Creado con BioRender.com

Habitualmente, la inflamacién prolongada, la formacién de biofilms microbianos resistentes a
tratamiento y la produccién excesiva de exudado asociada al proceso inflamatorio anormal
derivan en la sensibilizacion y maceracion (reblandecimiento) del tejido. Esto resulta en un
proceso de regeneraciéon incompleto y ciclico, donde la inflamacién excesiva provoca dafo
tisular y el dafio tisular provoca inflamacién, acentuando la condicidn crénica de la lesidn en
cuestién.®

A bajas concentraciones, la produccion de radicales libres de oxigeno en neutréfilos y
macréfagos provee un mecanismo de defensa contra las infecciones, siendo esencial en el
proceso de curacidn de heridas. Sin embargo, el ambiente de hipoxia, favorecido por una
vascularizacion deficiente caracteristico de este tipo de lesiones desencadena una produccién
excesiva de estas especies reactivas en el entorno tisular.

10
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La produccién de radicales libres de oxigeno en altas concentraciones no solamente dafia
estructuras celulares mediante el estrés oxidativo, también estimula la liberacién de
intermediarios bioquimicos promotores de la degradacion de la matriz extracelular (ECM). Esta
degradacion constante del tejido afectado dificulta la evoluciéon favorable del curso de
regeneracién de la herida, impidiendo su maduracién y prolongando la permanencia de la lesidn
en la etapa inflamatoria.®®

Mas alld de ser un proceso biolégico incompleto y deficiente, las heridas crénicas representan
uno de los retos mas complejos cuando se habla de tratamiento y cuidado de lesiones en el
entorno clinico. La comprensién de las condiciones bioquimicas que existen en el microambiente
celular de las heridas crénicas deberia facilitar el desarrollo de nuevos materiales y productos
sanitarios, que simplifiquen el tratamiento y mejoren la evolucidn del proceso de curacién.!>1®

1.3 Apdsitos basados en biopolimeros

El apdsito ideal para el tratamiento de una herida crénica deberia facilitar la eliminacién de
exudado acumulado en el lecho de la lesidn sin llegar a causar deshidratacién, manteniendo una
humedad relativa beneficiosa para el entorno tisular. Debe permitir el intercambio gaseoso y
actuar como barrera fisica a microorganismos y contaminantes externos, evitando la infeccion.

Cabe recalcar, que los materiales usados en el desarrollo de estos productos sanitarios deben
ser biocompatibles, de bajo costo y faciles de aplicar, ademas de poseer caracteristicas
fisicoquimicas que permitan su uso prolongado, disminuyendo la cantidad de curas requeridas
en un periodo de tiempo, evitando el traumatismo que la retirada constante del apdsito
conlleva.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en la eleccion de materiales para el desarrollo del
apoésito mas adecuado a usar en una herida crénica es la capacidad de liberacidn controlada de
farmacos o sustancias activas en el lecho de la herida. Esto es de interés cuando se quiere
suplementar el proceso de curacién con principios activos que promuevan la diferenciacidn
celular, disminuyan la produccién de ROS o que actien como tratamiento antibidtico.®

Los biopolimeros (BPs) son particularmente interesantes por su biocompatibilidad y similitud
con la matriz extracelular, especialmente los de tipo polisacarido. Ademas, su cualidad
biodegradable y facil obtencién a partir de fuentes naturales y renovables los hace materiales
atractivos en la industria farmacéutica para el desarrollo de apdsitos novedosos en el
tratamiento de heridas con requerimientos especificos como lo son las heridas crénicas.”’

Diversos tipos de BPs con distintas caracteristicas estructurales y fisicoquimicas pueden ser
tratados y convertidos en biomateriales de tipo films, hidrogeles, espumas, membranas vy
estructuras tridimensionales con aplicaciones directas en los tratamientos de heridas crénicas.

Los apositos de tipo films membranosos pueden ser preparados mediante distintas técnicas
como el solvent-casting o la liofilizacién. El uso de biopolimeros aislados o su mezcla con otros
BPs puede dar lugar a dispersiones poliméricas densas, fibrosas y porosas con propiedades
mecdanicas de gran interés en la industria. En general, las propiedades de estos apdsitos vendran

11



1. INTRODUCCION

definidas por su composicidn polimérica y las técnicas utilizadas en su proceso de sintesis.!®
1.4 Biopolimeros

1.4.1 Alginato de sodio

El alginato de sodio (NaAlg), término usado para referirse al acido alginico y sus sales, es un
polisacarido linear aniénico compuesto por repeticiones de dos monosacaridos estructurales,
los 4cidos D-manurdnico (M) y L-gulurdnico (G), unidos por enlaces 1,4-glucosidicos (Figura 1.3).
Este polisacarido se sintetiza naturalmente en las paredes celulares del alga marina parda y en
algunas especies bacterianas pertenecientes al género Pseudomonas y Azotobacter.

) | Na* |
Na* o
OcH) o) OH
Ot oA | o -
HO | OHO O

- 4m
Figura 1.3 Estructura molecular del alginato de sodio.

Los residuos polisacaridicos se organizan en bloques estructurales homopoliméricos M (dos
mondmeros MM unidos) o G (dos mondmeros GG unidos) y heteropoliméricos GM o MG
(mondmeros G y M asociados al azar) (Figura 1.4). La disposicion y proporcion de estos bloques
estructurales varia dependiendo de la fuente natural de obtencién del biopolimero.*®

NaOOG,  OH H NaOOC OH
\“OQ&/’T&/O 0
H 0 0 OH 0 %
Na0OC ~ OH 0 “— OH
N J 0
OH

Y

Bloque M COONa

N J
Y

Bloque G

Figura 1.4 Bloques poliméricos GG, MM 'y MG que componen la estructura del alginato de sodio.

Los patrones de ordenacion y la proporcién de estos bloques estructurales en la composicién
del alginato de sodio determinaran las propiedades fisicoquimicas y mecdnicas del polimero,
como su viscosidad, solubilidad y rigidez. Estas propiedades seran las que definan las
aplicaciones del NaAlg en la industria.

Una de las caracteristicas mds interesantes del alginato de sodio es su capacidad de formar geles
idnicos de alta viscosidad en presencia de cationes polivalentes, este proceso se denomina
reticulacién iénica (RIl). La Rl resulta de un intercambio idnico entre el catidn monovalente del
alginato (en el caso del NaAlg seria Na*) y el cation polivalente de la solucion reticulante. El ion
mas usado en la reticulacién del alginato de sodio es el Ca*2.

12



1. INTRODUCCION

El mecanismo de reticulacion idnica del NaAlg es explicado por el modelo de la “caja de huevo”
(Figura 1.5). En este modelo los bloques homopoliméricos G forman zonas de unién de alto
orden,? donde dos o més cadenas de polimero se unen mediante interacciones dipolo-dipolo al
agente reticulante (Ca*?) a través de los &tomos de oxigeno de los grupos hidroxilo y los enlaces
glucosidicos de las cadenas adyacentes.?

Figura 1.5 Zonas de unién de alto orden en el modelo de la “caja de huevo”.

El amplio espectro de aplicaciones biomédicas del alginato de sodio es resultado de sus
propiedades mecdnicas y fisicoquimicas. Ademas, el caracter no toxico del NaAlg, asi como su
alta biocompatibilidad y su baja adhesién al lecho de la lesion hacen de este polimero un
candidato ideal para el desarrollo de apdsitos altamente absorbentes destinados al tratamiento
de heridas crénicas exudativas.®

Un ejemplo de este tipo de apdsitos son los films secos. Su aplicacion sobre el lecho de la herida
exudante genera una rehidratacidn de la matriz polimérica, dando lugar a la constitucidon de un
ambiente humedo que promueve la regeneracién del tejido.*°

1.4.2 Carboximetilcelulosa sodica

La carboximetilcelulosa sddica (CMC) es un polisacarido anidnico linear derivado de la celulosa,
cuyo mondmero estructural es la anhidroglucosa. El enlace de unién de las unidades
monomeéricas es de tipo B-1,4-glucosidico (Figura 1.6). La principal diferencia entre laCMCy la
celulosa es la presencia de grupos carboximetil que reemplazan los &tomos de hidrégeno en los
grupos hidroxilo presentes en la estructura de la celulosa.??

RO
OO-—R
RO OR R=Hor
O
OR © OR *\i
A ONa
RO OR

Figura 1.6 Estructura de la carboximetilcelulosa sddica.
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La presencia de tres grupos hidroxilo distintos en cada anhidroglucosa que componen la CMC
hacen posibles varios tipos de modificaciones quimicas sobre el polimero, como la esterificacidn,
eterificacion, oxidacién y reticulaciéon.?

Aunque existen distintas técnicas de reticulacion de la carboximetilcelulosa, una de las mas
interesantes para el desarrollo de apdsitos sanitarios es la reticulacion quimica (RQ). El
tratamiento de la CMC con agentes reticulantes como la epiclorohidrina (ECH), el acido citrico o
el glutaraldehido permite obtener hidrogeles con propiedades mecanicas y de
biocompatibilidad indicadas para su uso en el tratamiento de heridas crénicas exudativas.

La epiclorohidrina es particularmente interesante como agente reticulante de la CMC por la
formacidn de uniones a partir de su cadena relativamente corta. Esto aporta al polimero un alto
indice de absorcion de liquido y estabilidad estructural evitando la degradacién quimica del
hidrogel a causa de la hidrdlisis.?*

La reaccién de reticulacion quimica de la CMC con epiclorohidrina es catalizada por bases
(NaOH), donde ocurre una reaccién de eterificacion entre los grupos hidroxilo de la ECH y la
cadena polisacaridica de la CMC (Figura 1.7). En medio basico, se activan los grupos hidroxilo de
la molécula de CMC y se convierten en grupos alcoxido (-O) mucho mas reactivos que actuan
como centro de reaccién del agente de eterificacion (ECH).22°

COOH

n

OH

Carboximetilcelulosa (CMC)
O

OH
n

Carboximetilcelulosa reticulada

Figura 1.7 Representacion esquemdtica de la reticulacion quimica de la carboximetilcelulosa sddica con
epiclorohidrina en medio bdsico.

Se han explorado diversas aplicaciones de la CMC en la industria farmacéutica como material
para la produccion de apdsitos para el tratamiento de heridas. Este biopolimero es capaz de
producir films flexibles y con una alta capacidad de absorcién de exudado, ademas, no presentan
toxicidad, son biodegradables y la fuente de obtencién de su material prima es abundante en la
naturaleza.’®

En la actualidad, la produccidn de apdsitos sanitarios a partir de la mezcla de biopolimeros ha
dado excelentes resultados en la mejora de las propiedades intrinsecas de los BPs mezclados.
También se ha observado que la suplementacidn de estos apdsitos con nanoparticulas metalicas
con el fin de actuar como agente antimicrobiano o contrarrestar la produccién de radicales libres
de oxigeno, que promueven el estrés oxidativo del microambiente celular de la lesion, han
mejorado la respuesta al tratamiento de las heridas crdnicas exudativas.®®
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1.5 Reguladores del estrés oxidativo: complejos de manganeso

Las especies reactivas de oxigeno son metabolitos reducidos formados en sistemas biolégicos
como resultado del metabolismo celular normal. El anidn superéxido (Oy), perdxido de
hidrégeno (H203) y radical hidroxilo (OH") son algunos de los radicales que componen estas
especies reactivas (ROS).?’

La produccion de ROS en una célula juega un papel fundamental como intermediador de
procesos metabdlicos, actia como activador de respuestas adaptativas y de proteccién y es uno
de los mecanismos de defensa contra agentes infecciosos por parte de las células inmunes.
Ademas, participa en la regulacion de procesos importantes en la curacién de heridas como la
liberacidn de citoquinas, la proliferacion celular y la angiogénesis.?

Sin embargo, una produccion excesiva de ROS deriva en el desarrollo de estrés oxidativo en el
interior celular, este fendmeno surge cuando hay una pérdida de equilibrio entre la produccidn
de ROS y la capacidad de la célula para eliminar estas especies reactivas. La presencia de ROS
afecta las principales macromoléculas celulares, dafiando membranas lipidicas, proteinas e
incluso teniendo efecto mutagénico sobre el ADN.?®

Los niveles de ROS celulares son regulados por enzimas antioxidantes como la superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx), entre otras. Ademds de la actividad
reductora enzimatica intrinseca de la célula, también hay una regulacién de los niveles de ROS
por parte de otros compuestos antioxidantes no enzimaticos como el a-tocoferol, el acido
ascorbico y algunos carotenos derivados de la vitamina A.%

Desde los 90s se ha estudiado el desarrollo de modelos sintéticos que simulen la actividad
antioxidante de las enzimas celulares encargadas de la regulacion de ROS, enfocandose en el
uso de compuestos metélicos con actividad antioxidante.*

Uno de los modelos mas estudiados para este fin son los complejos de manganesosalen (MnL),
estos son compuestos de coordinacion donde el centro metélico (Mn?*) estd unido a 2 ligandos
quelantes base de Schiff. El término salen hace referencia a los reactivos usados para sintetizar
el ligando, salicilaldehido (sal) y etilendiamina (en).

Una de las propiedades mas interesante de estos complejos es que son permeables a la
membrana celular, mejorando su biodisponibilidad en comparativa con enzimas antioxidantes
exogenas, ademas, exhiben actividad catalasa y peroxidodismutasa. Esto ha llevado a que sean
sintetizados como antioxidantes cataliticos, donde una molécula cataliza la reduccion de mas de
una molécula de R0OS.?”

Finalmente, se han demostrado los efectos neuroprotectores y antiinflamatorios de este tipo de
compuestos biomiméticos contra el estrés oxidativo mediante la evaluacién de su capacidad
antioxidante en modelos celulares humanos, dando resultados prometedores para la aplicacion
de estos complejos en la industria farmacéutica.!

15



2. OBIJETIVOS

2. OBIETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado es el desarrollo y caracterizacién de films secos
de alginato de sodio y carboximetilcelulosa sédica, conteniendo un complejo de manganeso
como principio activo antioxidante para su posible aplicacidén en el tratamiento de las heridas
cronicas exudativas.

Los objetivos parciales de este trabajo son: 1) la obtencidon de un prototipo del sistema de
liberacion de complejo de manganeso, 2) la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas y
mecanicas del film; 3) la evaluacién de su biocompatibilidad en cultivo de queratinocitos
humanos y 4) la evaluacidn de la capacidad antioxidante de estos sistemas en cultivo in vitro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Los siguientes materiales fueron adquiridos y usados para la preparacion de los films: Alginato
de Sodio (NaAlg) (W201502, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), carboximetilcelulosa sédica 1550-
4500 (CMC) (Mg94225, Guinama, Espafia), glicerol (G-7757, Sigma-Aldrich, Estados Unidos),
cloruro de calcio anhidro (CaCl,) (141221, Panreac Quimica SLU, Espafia), hidréoxido de sodio
(NaOH) (141686, Panreac Quimica SLU, Espaia), epiclorohidrina (ECH) (E1055, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos). Los complejos de manganeso empleados en este trabajo fueron cedidos por el
grupo de investigacion del profesor M. Maneiro. Los demas reactivos utilizados fueron de grado
analitico.

3.2 Preparacion de los films

Se prepararon 3 tipos de films blancos (sin MnL) con la misma concentracion de polimeros y
plastificante, 3% (m/v) alginato de sodio/2% (m/v) CMC/3% (m/v) glicerol, pero variando las
concentraciones de reticulante iénico (CaCly) y quimico (epiclorohidrina).

Asi, para la composicion del film 1 (F1) se utilizé una disoluciéon 0,05% (m/v) CaCl, como
reticulante idnico del alginato de sodio y se empled una relacion 3:4 entre la cantidad (gramos)
de CMCy ECH, que se incorporé a la disolucidon a modo de reticulante quimico. En el film 2 (F2),
se mantuvo la relacién 3:4 gramos CMC/gramos ECH, pero se incremento la concentracion de
reticulante idnico, utilizando una disolucion 0,1% CaCl, en la dispersion de NaAlg. Por ultimo, el
film 3 (F3) se preparé empleando Unicamente una reticulacién quimica, estableciendo una
relacién 3:4 entre la cantidad total de polimero (CMC + NaAlg) y la cantidad de ECH afadida.

Para la preparacién de films con MnL, Unicamente se afiadié la cantidad necesaria de complejo
durante la preparacion de cada film, obteniendo una concentracién final de 0,1% (m/v) MnL en
la dispersion.

A continuacion, se detalla el proceso de preparacidn de cada uno de los films, tanto films blancos
como films 0,1% MnL. En la Tabla 3.1 y Tabla 3.2 se detallan las concentraciones de polimeros,
glicerol y agentes reticulantes usados en la preparacion de cada film.

Muestra Alginato Carboximetilcelulosa CaCl> Epiclorohidrina Glicerol
Film 1 (Blanco) 3% 2% 0,05% 2,7% 3%
Film 2 (Blanco) 3% 2% 0,1% 2,7% 3%
Film 3 (Blanco) 3% 2% 0% 6,7% 3%

Tabla 3.1 Concentraciones de alginato de sodio, carboximetilcelulosa sédica, CaClz, epiclorohidrina y
glicerol usadas para la preparacion de los films blancos. Todas las concentraciones se dan en % m/Vv.
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Muestra Alginato  Carboximetilcelulosa CaCl; Epiclorohidrina  Glicerol ~ MnL
Film 1 (0,1% MnL) 3% 2% 0,05% 2,7% 3% 0,1%
Film 2 (0,1% MnL) 3% 2% 0,1% 2,7% 3% 0,1%
Film 3 (0,1% MnL) 3% 2% 0% 6,7% 3% 0,1%

Tabla 3.2 Concentraciones de alginato de sodio, carboximetilcelulosa sddica, CaCl, epiclorohidrina y
glicerol usadas para la preparacion de los films 0,1% MnL. Todas las concentraciones se dan en % m/v.

3.2.1 Film 1 (Blanco)

El film 1 se prepard a partir de dos disoluciones iniciales de volimenes iguales. Primero, se
procedid a preparar la dispersion de CMC en una disolucidn 6% (m/v) NaOH, agitando a mano
con una varilla de vidrio hasta conseguir una dispersién homogénea del polimero, obteniendo
una concentracion final de 4% CMC (m/v) (1). En otro vaso, se dispersé el NaAlg en una
disolucion 0,05% (m/v) CaCl, obteniendo una concentracion final de 6% (m/v) de NaAlg, a la cual
se afiadid glicerol para conseguir una concentracion final de 6% (m/v) glicerol (2). De la misma
manera que la disolucién (1), se agité a mano con una varilla de vidrio hasta conseguir una
dispersion homogénea del alginato de sodio. Se cubrié cada vaso con Parafilm® y se mantuvo
en nevera a 4°C durante 12 horas, para garantizar la completa hidratacion de las cadenas de los
polimeros y evitar la aparicion de grumos durante el proceso de preparacion.

Una vez atemperadas ambas disoluciones a 25°C (temperatura ambiente), se mezcldé en un
tercer vaso la disolucidon de CMC (1) y la disolucién de NaAlg/glicerol (2), agitando a mano con
una varilla de vidrio. La concentracion final de esta dispersidn sera de 3% (m/v) NaAlg /2% (m/v)
CMC/3% (m/v) glicerol. Tras obtener una mezcla homogénea se incorporé a la dispersion la
cantidad de epiclorohidrina calculada, gota a gota y con agitacion continua a mano con una
varilla de vidrio durante 20-30 minutos, hasta conseguir un gel viscoso completamente
homogéneo. Se llevé el vaso de precipitados a una estufa de vacio (Estufa de vacio 1490, VWR,
Estados Unidos) a 200 mbar durante 12 horas, con el fin de eliminar las burbujas generadas en
el proceso de mezcla de las dispersiones. Se cubrid el vaso con Parafilm® y se llevd a un baiio de
agua a 50°C durante 4-5 horas. Pasado este tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente.
Como ultimo paso, se pesaron 8 gramos de dispersién en placas de Petri (23,75 cm?), y se
mantuvieron a 302C en estufa (Estufa de secado UE 400, Memmert, Alemania) con silica gel
durante =3 dias. El film seco se despegd cuidadosamente de la placa y se almacend en un
contenedor cerrado a temperatura ambiente.

3.2.2 Film1(0,1% MnL)

El proceso de preparacion de este film fue exactamente el mismo que se describe en el apartado
anterior [Film 1 (Blanco)], a excepcion de la elaboracidn de la dispersién (1). Ademas de afiadir
el NaAlg y el glicerol a la disolucion 0,05% (m/v) CaCl,, se afiadié también MnL en la cantidad
necesaria para obtener una concentracion de 0,2% (m/v) MnL. Una vez mezclada con la
dispersidn (2) la concentracién final serd de 0,1% (m/v) MnL.
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3.2.3  Film 2 (Blanco)

El proceso de preparacién siguio los mismos pasos que el Film 1 (Blanco), el Uinico cambié estuvo
en la concentracién de CaCl, de la dispersidn (1). En este caso, se disolvieron el NaAlg y el glicerol
en una disolucion 0,1% (m/v) CaCl..

3.2.4 Film 2 (0,1% MnL)

Para la preparacion de este film se procedid de la misma manera que con el Film 2 (Blanco), pero
variando la composicion de la dispersion (1). Ademas de afiadir el NaAlg y el glicerol a la
disolucién 0,1% (m/v) CaCl,, se afiadié también MnL en la cantidad necesaria para obtener una
concentracion de 0,2% (m/v) MnL. Una vez mezclada con la dispersion (2) la concentracion final
sera de 0,1% (m/v) MnL.

3.2.5 Film 3 (Blanco)

Se dispersaron el alginato de sodio, la CMC y el glicerol en una disolucién 0,6% (m/v) NaOH,
agitando a mano con una varilla de vidrio hasta conseguir una dispersion homogénea de los
polimeros, obteniendo una concentracion final de 3% (m/v) NaAlg/2% (m/v) CMC/3% (m/v)
glicerol. Se cubrid el vaso con Parafilm® y se reservé en la nevera a 4°C durante 12 horas, para
garantizar la completa hidratacion de los polimeros y evitar la aparicion de grumos en pasos
posteriores.

Una vez atemperada la dispersidn a 25°C (temperatura ambiente), se afiadié a la dispersion la
cantidad de epiclorohidrina calculada (relacion 3:4 entre cantidad total de polimero/gramos
ECH), gota a gota y con agitacidon continua a mano con una varilla de vidrio durante 20-30
minutos hasta conseguir un gel viscoso completamente homogéneo. Se llevé el vaso a una
estufa de vacio a 200 mbar durante 12 horas. Una vez cubierto el vaso con Parafilm®, se llevd a
un bafio de agua a 50°C durante 4-5 horas. Pasado este tiempo se dejd enfriar a temperatura
ambiente. Como ultimo paso, se pesaron 8 gramos de dispersion en placas de Petri (23,75 cm?),
se extendié cuidadosamente la dispersion sobre la placa y se llevd a secar en estufa con silica
gel a 30°C durante =3 dias. El film seco se despegd cuidadosamente de la placa y se almacené
en un contenedor cerrado a temperatura ambiente.

3.2.6 Film 3 (0,1% MnL)

Para la preparaciéon de este film se procedidé de la misma manera que el Film 3 (Blanco), pero
afiadiendo a la dispersidn la cantidad necesaria de MnL para obtener una concentracién final de
0,1% (m/v) MnL.

3.3 Caracterizacion de los films

3.3.1 Grosor

El grosor de los films (um) fue evaluado con un medidor de espesor ET115S (Etari GmbH,
Stuttgart, Alemania), tomando medidas en 3 puntos distintos de cada muestra (n=3). Los
resultados se expresaron como el valor del grosor medio calculado para cada film.
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3.3.2 Contenido de humedad

Se tomaron 3 muestras de entre 0,2 y 0,7 gramos de cada film, previamente acondicionados
durante 1 semana en un desecador a 30°C con una solucién saturada de bromuro de sodio para
obtener una humedad en equilibrio de 57,7%. Se tomd la medida de peso inicial de cada muestra
y se almacenaron en una estufa con silica gel a 100°C durante 24 horas. Una vez finalizado el
tiempo de desecacién, se tomd la medida de peso final en la misma balanza analitica. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. El cdlculo de contenido de humedad total en
porcentaje se realizd segun la ecuacion (3.1):

P, —P;

Contenido de humedad (%) = * 100 (3.1)

Donde Py es el peso inicial y P es el peso final de cada muestra.
3.3.3 Propiedades mecdnicas

Las propiedades mecanicas de las muestras se evaluaron en un texturometro (TA-XTplus, Stable
Micro Systems, UK). El test de puncidn determina la fuerza necesaria que debe ejercer una sonda
cilindrica sobre la muestra, en el punto de rotura, para mantener una velocidad constante, y la
distancia recorrida por la sonda desde el momento en que entra en contacto con la muestra
hasta el punto de rotura. Esta medida permite obtener los pardmetros de fuerza de rotura (BS)
(gramos) y distancia de rotura (DB) (mm) de cada film.32 En |a Figura 3.1 se presenta un esquema
de este proceso.

Plataforma de soporte (HDP/FSR)
Posicion inicial del film

N

/’ "* Distancia de rotura (DB)

Posicion de rotura del film

Figura 3.1 Representacion esquemdtica del proceso del test de puncién. Adaptado de Cazén et al..3

Todos los films evaluados se acondicionaron durante 1 semana, previa a la toma de medidas, en
un desecador a 30°C y una humedad en equilibrio de 57,7%. Se tomd una muestra de ~6 cm? de
cada filmy se asegurd en la plataforma de soporte del texturometro. Se establecié una velocidad
de 0,5 mm/seg, una distancia total de recorrido de 30 mm y una fuerza detonante de 0,010 N.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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3.3.4 Permeabilidad al vapor de agua

La determinacién de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) cuantifica la cantidad de agua que
atraviesa la matriz del film por unidad de grosor, tiempo y diferencia de presidn entre el exterior
de la cdmara de permeabilidad y el interior del recipiente (g/s*m*Pa). Para este estudio se utilizd
una camara de permeabilidad preparada para tal efecto en el laboratorio de P. Cazén (Figura
3.2).3

Para la realizacion de este ensayo se acondicionaron los films de la misma forma que se describio
anteriormente (apartado 3.3.2).

— Tapa

Camara de permeabilidad o — Sensor de temperatura

17 Fuente de calor

Silica gel «— |

30.0°C

Control de temperatura

l— [ 129.2009¢ | \’ —— Balanza analitica

Figura 3.2 Representacion esquemdtica de la cdmara de permeabilidad usada para llevar a cabo el ensayo.
Adaptado de Cazdn et al..3

Agua destilada «

Primero, se llevd a cabo el acondicionamiento de la cdmara de permeabilidad. Para esto se llend
el recipiente con 100 ml de agua destilada, se cerré herméticamente para evitar su evaporacion
y se posiciond en el centro de la balanza analitica sin que este toque en ningin momento las
paredes de la cdmara de permeabilidad. Se establecieron 30°C de temperatura y después de
cerrar la cdmara, se mantuvo cerrado durante 3 horas permitiendo que el sistema llegara al
equilibrio, esto es, que haya un 100% de humedad dentro del recipiente cerrado y un 0% de
humedad en el interior de la cdmara por efecto de la silica gel.

Una vez se acondiciond el sistema se procedié a evaluar la primera muestra. Se tomd una
muestra circular entera de film y se cortd al tamafio de la apertura del soporte del (drea apertura
= 5x103 m?). Seguidamente, se asegurd la muestra en el interior del soporte con un seguro de
gomay se cerro el recipiente completamente cuidando de dejar una distancia de =50 mm entre
la superficie del agua y el borde superior del recipiente para evitar el contacto del liquido con la
muestra. Durante este tipo de ensayos, es importante evitar pinchar, arrugar o romper el film,
ya que esto cambiaria el equilibrio del sistema permitiendo la evaporacién de liquido sin
atravesar la muestra. Una vez tarada la balanza y posicionado el recipiente dentro de la cdmara
y sin que este llegue a tocar las paredes, se cerrd la cdmara y se comenzaron a tomar las medidas
de la variacién de peso en el recipiente durante 6 horas. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado.
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En este caso, las medidas fueron tomadas y registradas automaticamente en un documento de
Excel a través de un software especifico. Para el andlisis de datos se usaron los valores de peso
obtenidos a partir de las 3 horas desde el inicio del ensayo en intervalos de 10 minutos.

El dato de resistencia al vapor de agua del film se determiné analizando por regresion lineal la
pendiente de la recta obtenida tras representar graficamente la variacién del peso del recipiente
(Aw) frente a la variacidn del tiempo (At). El indice de transmisidn de vapor de agua (WVTR), la
permeancia al vapor de agua y la permeabilidad al vapor de agua (WVP) se calcularon de acuerdo
a las ecuaciones (3.2), (3.3) y (3.4) respectivamente:

g Aw
= 3.2
WVIR () = 7727 (3.2)
, g WVTR
= 3.3
permeancia (S - Pa) Ap (3.3)
wvp (L) = permeancia * grosor film (3.4)
s*m=x* Pa

Donde Aw/At (g/s) es el flujo medido como variacidn del peso del recipiente Aw por unidad de
tiempo frente a la variacidn del tiempo At, A (m?) es el &rea total de film expuesto (determinada
a partir del drea de la apertura del soporte 1*103 m?2) y AP (Pa) es la diferencia presion de vapor
de agua (4245 Pa a 30°C)3** asumiendo un 100% de saturacion dentro del recipiente y un 0%
fuera del recipiente dentro de la cdmara con silica gel.

3.3.5 Indice de hinchamiento

Este ensayo se llevé a cabo para determinar el porcentaje maximo de absorcién de liquido de
cada film preparado, mantenido en un recipiente cerrado a temperatura ambiente. Se tomé una
muestra de entre 0,1 y 0,5 gramos y se suspendié en un volumen en exceso (10 ml) de liquido
de inmersion. El perfil de hinchamiento de cada film se evalué usando como medio de
hinchamiento tampén fosfato salino (PBS) (pH=7,4) y fluido de herida simulado (SWF) (2% BSA,
0,02 M CaCl,, 0,4 M NaCl, 0,08 M tampdn Tris)® (pH=7,5). Se tomaron medidas de peso en una
balanza analitica cada 10 minutos durante un total de 180 minutos. La medida se realizo
extrayendo cada film del liquido de inmersién y eliminando el liquido en exceso con papel de
filtro. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El calculo del indice de hinchamiento
en porcentaje se realizé segun la ecuacion (3.5):

Pt_PO

indice de hinchamiento (%) = * 100 (3.5)

0

Donde P: es el peso del film a tiempo t y Po es el peso inicial del film.
3.3.6  Evaluacion del perfil de liberacion de MnL

Se evalud el perfil de liberacién de MnL de los films 0,1% MnL preparados, mantenidos a
temperatura ambiente en un recipiente cerrado. Se pesé una muestra de =1,0 gramos de cada
film y se suspendid en 1,0 ml de solucién de liberacion. Se incubaron las muestras a 37°C con
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agitacién constante a 100 rpm durante la duracién total del ensayo (agitador-incubador
Heidolph 1000, Alemania). Se tomaron muestras de 250 pl a intervalos preestablecidos de
tiempo, reponiendo el mismo volumen de medio de liberacion. Se determind la concentracidn
de MnL en las muestras midiendo su absorbancia (A:s=500 nm) en un espectrofotdmetro
Evolution 60s UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU) de acuerdo con la recta
de calibrado calculada para el complejo (Abs=696*[MnL]+0.152). Se evalué la liberacién usando
como medio de liberacién tampdn fosfato salino (pH=7,4) y fluido de herida simulado (2% BSA,
0,02 M CaCl,, 0,4 M NacCl, 0,08 M tampodn Tris)® (pH=7,5). Todos los experimentos se realizaron
por triplicado

3.3.7 Adsorcion de proteinas

La concentracidon de proteinas en las muestras se determind utilizando el kit comercial de
evaluacidon de proteinas BCA (Millipore, Estados Unidos). Se tomaron muestras de film de =1,0
cm? y se incubaron en 1,0 ml de una disolucién 0,2% (m/v) BSA durante 1 hora a 37°C con
agitacidn continua a 100 rpm (agitador-incubador Heidolph 1000, Alemania). Una vez finalizado
el tiempo de incubacién se retird cada muestra de la disolucidn y se lavé con 1,0 ml de agua
destilada, recogiendo el agua de lavado en un tubo. Se evaluaron como muestras el liquido
remanente de la incubacién y la solucidn de lavado. Se determind la concentracion proteica de
acuerdo al protocolo establecido en el kit comercial para un ensayo a microescala en una placa
de 96 pocillos, midiendo la absorbancia (A.s=570 nm) de la placa e interpolando en la curva de
calibrado. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

3.3.8 Angulo de contacto

El dngulo de contacto se determind por el método de la gota sésil. Este método se basa en la
medicién del angulo generado en la interseccidn de las interfases liquido/sdlido y liquido/gas,
donde el liquido es agua destilada, el sélido es el film evaluado y el gas es el aire atmosférico.
Esto con el fin de determinar las propiedades de humectabilidad de la muestra, asi como el
caracter hidrofilico/hidrofébico de la superficie del film.

Se tomo una muestra de cada film y se depositaron 40 ul de agua destilada con una micropipeta,
pasado 1 segundo se tomé una fotografia de la gota con una cdmara digital (108 MP, Xiaomi,
China). El analisis de imagen se realizé con el software Imagel. En la Figura 3.3 se representa un
esquema de este proceso. Todos los experimentos ser realizaron por triplicado.

40 pl liquido Angulo de
contacto

'

Muestra de film

Figura 3.3 Representacion esquemdtica de la determinacion del dngulo de contacto.

23



3. MATERIALES Y METODOS

3.4 Evaluacién en cultivos celulares in vitro de queratinocitos humanos
HaCaT

Para la evaluacién in vitro de la citotoxicidad, proliferacién celular y actividad antioxidante de
los films y los complejos MnL se adquirid la linea celular de queratinocitos humanos
inmortalizados HaCaT (CLS, Cell Lines Service, GmbH, Alemania). Los queratinocitos fueron
cultivados en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma —Aldrich Chemie, GmbH,
Alemania) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de solucidn antibidtica
(10.000 U/penicilina; 10 mg estreptomicina, Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Alemania). Las
condiciones de cultivo fueron 37°C de temperatura, 5% de CO; y una humedad relativa del 95%

3.4.1 Obtencion de los extractos de los films

La obtencidn de los extractos de films se realizé siguiendo el protocolo establecido en la norma
ISO 10993-12 (2022). Clasificando los films como un producto de tipo membrana segln la Tabla
3.3, todos los procesos de extraccion se realizaron bajo los mismo métodos y condiciones.

Se establecio una proporcion de 0,1 gramos de film/1,0 ml de solucion de extraccion, incubando
las muestras a 37°C durante 24 horas. Como medio de extraccidn se utilizé tampdn fosfato salino
(pH=7,4) en todos los casos. Para realizar la evaluaciéon de los extractos sobre cultivos celulares
se realizaron diluciones seriadas de cada muestra en el medio de cultivo especifico del ensayo a

realizar.
Espesor (mm) Proporcion de extraccion (drea Ejemplos de formas de los materiales
superficial o masa/volumen)
<05 6 cm?/ml Pelicula, [dmina, pared de un tubo
0,5a1,0 3 cm?/ml Pared de un tubo, placa, articulos
moldeados pequerios
>1,0 3 cm?/ml Articulos moldeados grandes
Productos sdlidos de 0,2 g/ml Polvo, granulos, espuma, articulos
formairregular moldeados no absorbentes, materiales
porosos de alta densidad
Productos porosos de 0,1 g/ml Membranas, textiles
formairregular

Tabla 3.3 Areas superficiales estdndar y volumenes del liquido extractor establecidos por la norma ISO
109933-12 para la evaluacion bioldgica de productos sanitarios.

3.4.2 Evaluacion de la citotoxicidad in vitro. Ensayo de recaptacion del rojo neutro

La biocompatibilidad de los films y el MnL se determiné mediante el ensayo de captacion del
rojo neutro. Este ensayo permite obtener una estimacidn cuantitativa del nimero de células
viables en un cultivo celular midiendo por absorbancia la cantidad de colorante captado en una
densidad celular conocida. El método del ensayo se basa en la capacidad de las células viables
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para captar el colorante que tifie sus lisosomas. una vez finalizada la incubacion, se libera el
colorante de las células y se diluye en una solucién acida para facilitar su cuantificaciéon por
métodos espectrofotométricos.>

Para la realizacion del ensayo, se sembraron queratinocitos a una densidad de =5000
células/pocillo en placas de 96 pocillos, se incubaron durante 24 horas previas al tratamiento
con las muestras para asegurar la adhesién celular. Una vez finalizado el tiempo de incubacidn
se tratd el cultivo con diluciones 1:10, 1:25 y 1:50 de cada uno de los films blancos sintetizados
(diluciones realizadas a partir de extractos de cada film en PBS), asi como diluciones de entre
0,0009 mM y 0,25 mM de MnL. Para la cuantificacidon del numero de células viables, se incluyd
una recta de calibrado en el rango 0 — 5000 células/pocillo. Todas las diluciones usadas como
tratamiento sobre las células se realizaron en medio de cultivo. Se incubd la placa durante 24
horas una vez iniciado el tratamiento.

Finalizado el tiempo de incubacidn se retiraron por aspiracién las muestras y se anadieron 100
ul/pocillo de una disolucion 50 pg/ml de rojo neutro en medio de cultivo, se incubé la placa
durante 3 horas permitiendo la captacion del colorante por parte de las células viables. Pasado
este tiempo se retird la solucidon rojo neutro/DMEM y se lavo el cultivo con 100 pl/pocillo de
PBS. Se afiadieron 150 pl/pocillo de solucién fijadora (1,37 ml formaldehido 37%/100 m| PBS) y
se incubd la placa a temperatura ambiente durante 30 minutos, se retird la solucién fijadora y
se lavd 2 veces con PBS. Se afiadieron 150 pl/pocillo de la solucién de extraccion del rojo neutro
(1% (v/v) acido acético glaciar/49% (v/v) agua destilada/50% (v/v) etanol) y se cuantifico
espectrofotométricamente la absorbancia a A,,s=540 nm del rojo neutro en un lector placas,
agitando previamente durante 60 segundo a 980 rpm (Espectrofotometro de placas Multiskan,
Thermo Scientific, EE. UU). Los datos de viabilidad en porcentaje fueron calculados en funcién
de la recta de calibrado incluida en el ensayo y segun la ecuacién (3.6):

Lo Células viables
Viabilidad (%) = — * 100 (3.6)
Células totales

Se us6 como control positivo medio de cultivo y como control negativo una disolucion 0,1% (v/v)
SDS/DMEM. Se incluyeron 3 réplicas de cada muestra.

3.4.3 Evaluacion de la viabilidad mitocondrial in vitro. Ensayo XTT

Otro método de evaluacién de la biocompatibilidad de los films y el MnL en disolucién fue
mediante el ensayo XTT. Este ensayo se basa en la reduccion de la sal de tetrasodio XTT (amarilla)
(Alfa Aesar, Alemania) a formazan (naranja) a través del transporte electrénico en la membrana
plasmatica de células metabdlicamente activas, esta reduccidn requiere un intermediador que
actle como aceptor de electrones, en este caso se usa el metosulfato de fenazina (PMS). La
determinacidn por métodos espectroscopicos de la absorbancia del formazan permite obtener
una estimacion cuantitativa del nimero de células viables en el cultivo.

Se describe a continuacién el procedimiento para la determinacién de la viabilidad por este
método. Para este ensayo tanto la siembra del cultivo como las disoluciones de las muestras de
tratamiento se realizaron en medio DMEM sin rojo fenol con el fin de evitar la interferencia de
este marcador con la medida de absorbancia del formazan. Se sembraron queratinocitos a una
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densidad de =5000 células/pocillo en placas de 96 pocillos, se incubaron durante 24 horas
previas al tratamiento con las muestras para asegurar la adhesidn celular. Una vez finalizado el
tiempo de incubacidn se traté el cultivo con 100 pl/pocillo de diluciones 1:10, 1:25 y 1:50 de
cada uno de los films blancos sintetizados (diluciones realizadas a partir de extractos de cada
film en PBS), asi como diluciones de entre 0,0009 mM y 0,25 mM de MnL en medio de cultivo.
Para la cuantificacién del nimero de células viables, se incluyé una recta de calibrado en el rango
0 — 5000 células/pocillo. Todas las diluciones usadas como tratamiento sobre las células se
realizaron en medio de cultivo. Se incubd la placa durante 24 horas una vez iniciado el
tratamiento.

Finalizado el tiempo de incubacidn se retiraron por aspiracion las muestras y se afiadieron 50
ul/pocillo de una disolucion 1:400 de PMS/XTT 5 mg/ml en PBS, se incubd la placa en condiciones
de cultivo (37°C, 5% CO, y 95% humedad relativa) y se realizaron medidas de absorbancia a las
2, 3y 4 horas desde el momento en que se afiadid el reactivo PMS/XTT al cultivo. Se cuantificd
espectroscopicamente la absorbancia del formazan (A.s=450 nm) en un lector de placas,
agitando previamente durante 60 segundo a 980 rpm. Los datos de viabilidad en porcentaje
fueron calculados en funcién de la recta de calibrado incluida en el ensayo y segun la ecuacién
(3.6). Se usé como control positivo medio de cultivo y como control negativo una disolucién
0,1% (v/v) SDS/DMEM.

Una vez finalizada la toma de medidas se retird el reactivo, se afiadieron 150 pl/pocillo de
solucidn fijadora y se incubd la placa a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalizado
este tiempo se retiré la solucidn fijadora y se lavd 2 veces con PBS para eliminar los residuos de
formaldehido que puedan haber quedado en los pocillos de la placa. Se incluyeron 3 réplicas de
cada muestra.

3.4.4 Evaluacion de la proliferacion celular en un ambiente extracelular oxidativo

Una vez evaluada la biocompatibilidad de los films y el MnL, se disefié un ensayo de proliferacion
celular para evaluar su efecto antioxidante en un ambiente extracelular oxidativo, donde el
tratamiento de las células se realizd con diluciones de extractos de film y MnL en conjunto con
agua oxigenada (H»0) e hidroperéxido de tert-butilo (t-BHP) como agentes oxidantes. Se
determind la viabilidad celular con el ensayo XTT (Alfa Aesar, Alemania).

Este ensayo se realizd en dos ocasiones. La primera vez se evaluaron cuatro disoluciones 1 uM,
20 puM, 25 uM y 75 uM de MnL con el fin de realizar un primer cribado sobre las posibles
concentraciones con mayor actividad antioxidante dentro del rango estudiado inicialmente
(0,0009 mM - 0,25 mM) en los ensayos de citotoxicidad. Una vez finalizado y en funcion de los
resultados obtenidos se repitié una segunda vez, seleccionando las concentraciones de MnL en
las que se observé mayor actividad antioxidante. Ambos ensayos se realizaron con la misma
metodologia e incluyendo tres réplicas para cada muestra evaluada.

A continuacién, se describe el procedimiento para la determinacién de la viabilidad por este
método para el segundo ensayo realizado. Para este ensayo tanto la siembra del cultivo como
las disoluciones de las muestras de tratamiento se realizaron en medio DMEM sin rojo fenol con
el fin de evitar la interferencia de este marcador con la medida de absorbancia. Se sembraron
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gueratinocitos a una densidad de =5000 células/pocillo en placas de 96 pocillos, se incubaron
durante 24 horas previas al tratamiento con las muestras para asegurar la adhesién celular. Una
vez finalizado el tiempo se realizd una coincubacion del cultivo con dos tratamientos. Primero
se tratd el cultivo con 50 pul/pocillo de diluciones 40 uM, 50 uM, 60 UM y 70 uM de MnL, después
se afiadio 50 pl/pocillo de la disolucién de agente oxidante evaluada, H>0, 200 UM o t-BHP 120
KM, de manera que las concentraciones finales de MnL y agente oxidante en cada pocillo fueron
20 uM, 25 uM, 30 pM y 35 uM y H,0, 100 uM o t-BHP 60 uM, respectivamente. Para la
cuantificacién del nimero de células viables, se incluyé una recta de calibrado en el rango 0 —
5000 células/pocillo. Todas las diluciones usadas como tratamiento sobre las células se
realizaron en medio de cultivo. Se incubd la placa durante 24 horas una vez iniciado el
tratamiento.

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento se continué el ensayo de la misma forma que el
ensayo de evaluacion de la viabilidad mitocondrial XTT del apartado anterior (apartado 3.4.3).
Se us6 como control positivo de viabilidad medio de cultivo, como control positivo de oxidacién
disoluciones H,0, 100 uM y t-BHP 60 uM y como control positivo de actividad antioxidante
disoluciones 4acido ascérbico (AA) 200 uM y a-tocoferol (a-t) 200 uM.

Ademas, se incluyeron dos controles positivos de efecto antioxidante en entorno extracelular
oxidativo donde se coincubaron los agentes oxidantes y antioxidantes de la siguiente manera,
50 pl/pocillo de H,0, 200 uM mas 50 pl/pocillo de acido ascérbico 400 UM (concentraciones
finales en pocillo: H,0, 100 uM vy acido ascérbico 200 uM) y 50 pl/pocillo de t-BHP 120 uM mas
50 pl/pocillo de a-tocoferol 400 pM (concentraciones finales en pocillo: t-BHP 60 pM y a-
tocoferol 200 uM).

Los datos de viabilidad en porcentaje fueron calculados en funcién de la recta de calibrado
incluida en el ensayo y segun la ecuacion (3.6). Todas las etapas de incubacion se realizaron en
condiciones de cultivo (37°C, 5% CO, y 95% humedad relativa). Se incluyeron 3 réplicas de cada
muestra.

3.4.5 Evaluacion de migracion celular. Ensayo scratch

Con este ensayo se evalué la migracion celular in vitro. Este método esta basado en la
observacién de la migracion celular en una monocapa confluente tras la generacién de una
herida artificial denominada scratch, las células en el borde de la “herida” se moveran hacia el
interior cerrando el espacio creado hasta establecer contacto con las células del lado contrario.?’

A continuacién, se describe el procedimiento para evaluar la migracién celular in vitro por este
método. Se sembraron queratinocitos a una densidad de =250000 células/pocillo en placas de 6
pocillos, se incubaron durante 24 horas previas al tratamiento con las muestras para asegurar la
adhesion celular. Una vez finalizado el tiempo de incubacidn se traté el cultivo con 1 ml/pocillo
de disoluciones de MnL 20, 25, 30 y 35 uM, con un el filo de un bisturi se trazé una cruz (+) por
la superficie inferior de cada pocillo a modo de marca guia y con una punta de micropipeta de
200 ul se generd la “herida” sobre la monocapa trazando una linea vertical siguiendo la guia
realizada con el bisturi. Se observd cada pocillo por microscopia dptica de campo oscuro (Leica
DM IL LED, Alemania) y se tomaron fotos de la “herida” generada sobre la monocapa a intervalos
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de tiempo determinados (Flexacam c5 12MP, Alemania). Como control positivo de migracion
normal se usé medio de cultivo, como control positivo de actividad antioxidante se usé una
disolucién de acetilcisteina 200 uM. El dato sobre el efecto de las muestras en la migracion
celular del cultivo se calculé representando graficamente la disminucién del area aproximada
de la “herida” a cada tiempo evaluado segun la ecuacion (3.7):

_n . Ay — Ay
Indice de cierre(%) = — 100 (3.7)
0

Donde Ap es el area inicial y A: es el area medida a tiempo t.

Una vez finalizado el ensayo se eliminaron las muestras por aspiracion y se fijaron las células
aplicando una tincidon Giemsa sobre el cultivo como se explica en el apartado siguiente.

3.4.6 Evaluacion de la morfologia celular. Tincion Giemsa

El efecto del complejo de manganeso sobre la morfologia celular de los queratinocitos se evalud
aplicando una tincidn Giemsa al cultivo tras una incubacién durante 24 horas de las células con
distintas concentraciones de MnL. El colorante Giemsa es una mezcla de los compuestos azul de
metileno y eosina que tifien el ndcleo y la cromatina de un tono azul y el citoplasma celular de
un tono morado, esta distincion en la coloracion de las estructuras celulares facilita la
observacion de la morfologia celular.3®

A continuacidn, se describe el procedimiento para evaluar la morfologia celular por este
método. Se sembraron queratinocitos a una densidad de =250000 células/pocillo en placas de 6
pocillos, se incubaron durante 24 horas previas al tratamiento con las muestras para asegurar la
adhesion celular. Una vez finalizado el tiempo de incubacién se traté el cultivo con 1 ml/pocillo
de disoluciones de MnL 20, 25, 30 y 35 uM. Se incubd la placa durante 24 horas una vez iniciado
el tratamiento.

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento se eliminaron las muestras por aspiracion y se lavo
la placa con (1) 2 ml/pocillo de PBS, (2) con 1ml/pocillo de una disolucién 1:1 de fijador (1:3 de
acido acético/metanol) en PBS y (3) se incubd la placa con 1 ml/pocillo de fijador durante 10
minutos.

Una vez pasado este tiempo se elimind el fijador, se lavé la placa con 1ml/pocillo de metanol
helado y se dejo secar completamente. Finalmente, se incubd la placa con 1 ml/pocillo de
solucidn Giemsa durante 30 minutos, se lavé la placa con agua destilada y se dejé secar al aire.

Para determinar los posibles cambios en la morfologia celular de los pocillos incubados con
muestras de MnL se observé cada pocillo por microscopia éptica de campo oscuro (Leica DM IL
LED, Alemania) y se tomaron fotos de las zonas de interés (Flexacam c5 12MP, Alemania), el
analisis de imagen se realizd con el software ImageJ.

28



3. MATERIALES Y METODOS

3.4.7 Evaluacion de la actividad antioxidante frente la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS)

Se evalud la actividad antioxidante de los films cargados con 0,1% MnL y disoluciones de MnL a
distintas concentraciones mediante un ensayo basado en la deteccién por métodos
fluorimétricos de la 2,7-diclorofluoresceina (DCF) fluorescente sintetizado a partir de la
oxidacion del 3,6-diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Calbiochem, Estados Unidos)
no fluorescente.>®

La membrana plasmdtica de las células viables es permeable a la DCFH-DA, una vez en el
citoplasma esta es transformada en su intermediario no fluorescente DCFH por accién de las
esterasas intracelulares, este intermediario es oxidado a su forma fluorescente DCF por accidn
del ROS intracelular. La DCF se caracteriza por emitir fluorescencia (Aex/Aem=498/522 nm) donde
su intensidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de ROS generada.*

A continuacidn, se describe el procedimiento para la determinacién de la viabilidad por este
método. Para este ensayo tanto la siembra del cultivo como las disoluciones de las muestras de
tratamiento se realizaron en medio DMEM sin rojo fenol con el fin de evitar la interferencia de
este marcador con la medida de absorbancia. Se sembraron queratinocitos a una densidad de
=5000 células/pocillo en placas de 96 pocillos negras de fondo transparente, se incubaron
durante 24 horas previas al tratamiento con las muestras para asegurar la adhesidn celular.

Una vez finalizado el tiempo de adhesidn se incubé el cultivo con 100 pl/pocillo de una disolucion
15 uM de DCFH-DA durante 45 minutos, esto con el fin de permitir la acumulacién del reactivo
no fluorescente en el interior celular. Se eliminé el reactivo por aspiracion y se lavé el cultivo 2
veces con PBS para eliminar los residuos de reactivo que pudieran quedar acumulados en las
paredes de los pocillos de la placa e interferir con las medidas de fluorescencia.

El tratamiento de las células se realizé por coincubaciéon del cultivo con las muestras de MnL y
el agente oxidante simultaneamente, de manera similar al ensayo de proliferacion celular en
ambiente extracelular oxidativo (apartado 3.4.4). Primero se tratd el cultivo con 50 pl/pocillo de
diluciones 40, 50, 60y 70 uM de MnL, después se afiadié 50 pl/pocillo de la disolucién de agente
oxidante evaluada, H,0; 200 uM o 2,4-clorodinitrobenceno (DNCB) 120 uM, de manera que las
concentraciones finales de MnL y agente oxidante en cada pocillo fueron 20, 25,30y 25 uM y
H,0, 100 uM o DNCB 60 uM, respectivamente.

También, se evalud la actividad antioxidante de los films cargados con 0,1% MnL. Se afiadié 50
ul/pocillo de diluciones 1:5, 1:12,5 y 1:25 de cada film evaluado, después se afiadié 50 pl/pocillo
de la disolucion de agente oxidante, H,O, 200 uM o DNCB 120 uM, de manera que las
concentraciones finales de film 0,1% MnL y agente oxidante en cada pocillo fueron de 1:10, 1:25
y 1:50 y H,0, 100 uM o DNCB 60 puM, respectivamente. Se incubd la placa durante 24 horas una
vez iniciado el tratamiento.

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento se retiraron las muestras por aspiracidn y se afadio
100 pl/pocillo de medio de cultivo fresco. Finalmente, se determind la intensidad de
fluorescencia del DCF utilizando un fluorimetro de placas (Aex /Aem=495/529 nm; Fluostar
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Optima, BMG labtech, Ortenberg, Alemania). Como control de produccidn basal de ROS se usé
medio de cultivo, como control positivo de produccién de ROS se usé H,0, 100 uM y DNCB 60
UM, como control positivo de actividad antioxidante contra ROS se coincubaron los agentes
oxidantes y antioxidantes de la siguiente manera: 50 pl/pocillo de H,0, 200 uM mas 50
ul/pocillo de acido ascérbico 400 uM (concentraciones finales en pocillo: H,0, 100 uM y acido
ascérbico 200 uM) y 50 pl/pocillo de H,0, 200 uM mas 50 pl/pocillo de acetilcisteina 400 uM
(concentraciones finales en pocillo: H,0, 100 uM vy acetilcisteina 200 uM).

La actividad antioxidante se determind en términos de intensidad de fluorescencia para cada
muestra evaluada en funcién de la sefial obtenida tanto en el control positivo de produccién de
ROS (H,0; 100 uM) como en el control de produccién basal de ROS (medio de cultivo). Todas las
etapas de incubacion se realizaron en condiciones de cultivo (37°C, 5% CO; y 95% humedad
relativa). Se incluyeron 3 réplicas de cada muestra.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Preparacion de los films

La obtencidn de los films se realiz6 mediante la técnica de solvent-casting, método que se basa
en la solubilizaciéon de un polimero y un plastificante en un solvente volatil. La extension de la
dispersion formada sobre una placa y su posterior secado (eliminacién del solvente) facilita la
intercalacidon de las fibras de polimero y plastificante, obteniendo films con propiedades
fisicoquimicas de gran interés como una alta flexibilidad, poco grosor vy relativa
impermeabilidad.*
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Figura 4.1 Imdgenes obtenidas de los films a) Film 1 (Blanco), b) Film 2 (Blanco) y c) Film 3 (Blanco).

En la Figura 4.1 se puede observar una muestra de cada film obtenido. La apariencia de los films
fue evaluada por observacién visual. Se observé una diferencia macroscdpica entre la coloraciéon
y la textura del film 3 (Blanco) y los films 1 (Blanco) y 2 (Blanco). Esta misma coloracién amarilla
se observd en todas las dispersiones poliméricas durante el proceso de bafio a 50°C que se
realizé en la preparacion de cada una de las muestras (apartado 3.2), sin embargo, la coloracion
solo permanecio6 en el film 3.

La variacion en la coloracién y la textura observada se puede relacionar con el proceso de
reticulacion, la concentracion y el tipo de reticulante utilizado en cada caso, y el agente
plastificante usado (3% (m/v) glicerol). Los films 1 y 2 tienen en comun el uso de una disolucién
de CaCl, como disolvente y reticulante del alginato de sodio, mientras que el film 3 dnicamente
atraviesa una reticulacion quimica con epiclorohidrina.

Aadil et al. observaron una coloracion amarilla/marrén en films de alginato/lignina reticulados
guimicamente con epiclorohidrina, esta coloracién fue observada Unicamente en films con
agente plastificante (glicerol) afiadido.*? La coloracién observada en los films sintetizados en
este proyecto puede ser producto de un intermediario de la reaccidon quimica entre la
epiclorohidrina y el glicerol en la dispersidon, que se volatiliza y desaparece durante el proceso
de secado. Teniendo en cuenta que la concentracidn de epiclorohidrina en el film 3 es 2,5 veces
mayor que en los films 1y 2, podria explicarse por qué en el film 3 esta coloracién se mantiene
aun después de seco.

Merakchi et al. sintetizaron particulas esféricas de alginato de sodio reticulado con CaCl,
(reticulacion idnica) y epiclorohidrina (reticulacién quimica), no utilizé ningin tipo de agente
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plastificante, el resultado fueron particulas con una coloracién ligeramente amarilla en seco que
desaparece una vez se hinchan.*® Esto podria indicarnos que el alginato de sodio también aporta
a la aparicion de esta coloracién en los films.

4.2 Grosor

El grosor de los films se determind principalmente para su uso en los cdlculos relacionados al
estudio de la permeabilidad al vapor de agua. Sin embargo, los datos obtenidos también
aportaron informacion relevante sobre el efecto del proceso de reticulacion en cada film.

El analisis de la varianza (ANOVA) confirmé que existen diferencias significativas en el efecto de
la concentracién y tipo de reticulante sobre el grosor de los films (p<0,05). Las diferencias no
solo se observaron entre los 3 films evaluados, también se observé una alta variabilidad entre
las distintas medidas tomadas dentro de una misma muestra, llegando a tener un error relativo
superior al 10% en relacion al grosor promedio de cada film. El test de Student confirmd que la
mayor variabilidad entre las muestras se encuentra en el film 3 (p<0,05). Los resultados se
resumen en la Tabla 4.1 y se expresan en media + desviacidn estandar.

El efecto de la reticulacién en la heterogeneidad del grosor observado de cada film podria ser
explicado por una reticulacién irregular de los polimeros. Teniendo en cuenta que el film 1y 2
primero atraviesan un proceso de reticulacion idnica (RI), puede que al momento de afiadir la
epiclorohidrina para dar lugar a la reticulacion quimica (RQ) haya una distribucion heterogénea
de los enlaces idnicos entre el Ca* y el alginato de sodio dentro de la dispersiéon polimérica,
ademas de una distribucién desordenada de las cadenas de los biopolimeros tanto de la CMC
como del NaAlg. Esto da como resultado zonas de mayor reticulacion que en el momento de
secado dan lugar a areas de un grosor promedio mayor en el film obtenido.

En el caso del film 3 solo se utiliza epiclorohidrina (ECH) como agente reticulante. La naturaleza
covalente de los enlaces formados por la ECH, mucho mads fuertes que los enlaces idnicos
formados por el Ca*?, hacen que esta dispersién sea mucho mas viscosa llegandose a formar un
hidrogel que adopta la forma del vaso donde se da la reaccidn de reticulacion. Esto dificulta su
extensiéon en la placa de Petri para la formacién del film seco y da como resultado un film
irregular con algunas zonas mucho mas gruesas que otras.

Muestra Grosor * Contenido de Fuerza de Distancia de Permeabilidad + DS
DS (mm) humedad + DS rotura * DS rotura + DS (9/m*s*Pa)
(%) (kg)* (mm)*

Film 1 (Blanco) | 0,31 0,03 30,49 £ 0,96 0,83+0,16 5,52+1,02 2,72E-10 £ 5,37E-
11

Film 2 (Blanco) | 0,33 0,05 28,12 +0,775 0,91+0,22 5,55 +0,86 1,92E-10 + 3,40E-

11
Film 3 (Blanco) 0,96 + 28,39+0.56 0,44 +0,37" 6,44 +1,02" 4,74E-10 * 2,30E-
0,09" 117

Tabla 4.1 Resultados experimentales de las propiedades fisicoquimicas y mecdnicas de los films obtenidos
en el trabajo. Se expresan los resultados en media + desviacion estdndar de todos los experimentos
realizados por triplicado (n=3). Se evaluaron las muestras entre si con el test-t de Student *(p<0.05) *(n=6).
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4.3 Contenido de humedad

Los resultados del andlisis para determinar el contenido de agua en los films 1 (Blanco), 2
(Blanco) y 3 (Blanco) se resumen en la Tabla 4.1 y se expresan en media % desviacion estandar.
El analisis de la varianza (ANOVA) confirmé que existen diferencias significativas en el efecto de
la concentracion y tipo de reticulante sobre el contenido de humedad de los films (p<0,05).

Las ligeras diferencias observadas entre los contenidos de humedad de los films, principalmente
entre el film 1 y los films 2 y 3 pueden ser explicadas por la naturaleza hidrofilica del agente
plastificante utilizado en su sintesis (glicerol), asi como el caracter hidrofilico de los grupos
hidroxilo libres presentes en los biopolimeros (NaAlg y CMC).

Aungque la concentracion de NaAlg y CMC es igual en todos los casos, la concentracién de agente
reticulante idnico (CaCl,) usado en la sintesis del film 1 es la mitad de la usada en el film 2, esto
da a entender que el grado de reticulacion es menor, es decir, hay menos grupos hidroxilo
formando enlaces idnicos con el Ca*2. Esto explicaria el incremento en el contenido de humedad
del film 1 donde hay mas grupos hidroxilo disponibles para unirse a moléculas de agua. Estos
resultados estan en consonancia con los obtenidos por Costa et al., quienes demostraron la
relacidn existente entre la concentraciéon de reticulante (CaCl;) y el contenido de humedad de
films de alginato de sodio, donde se comprobd una disminucién en el contenido de humedad
con el incremento en la concentracién de agente reticulante.*

4.4 Propiedades mecanicas

La fuerza de rotura (BS) y la distancia de rotura (DB) son los parametros que representan las
propiedades mecanicas de los films. Los resultados del andlisis para los films 1 (Blanco), 2
(Blanco) y 3 (Blanco) se resumen en la Tabla 4.1 y se expresan en media % desviacion estandar.
El analisis de la varianza (ANOVA) confirmé que existen diferencias significativas en el efecto de
la concentracion y tipo de reticulante sobre la fuerza y distancia de rotura en los films (p<0,05).

La fuerza de rotura incrementd notoriamente con la concentracién de CaCl, usada para la
reticulacién iénica de los films, pasando de 0,83 + 0,16 kg a 0,91 + 0,22 kg entre el film 1y 2
respectivamente. Esto se debe al desarrollo de una estructura polimérica mas rigida a mayores
concentraciones de CaCl,. Los resultados coinciden con los obtenidos por Benavides et al.,
quienes demostraron el incremento de la fuerza de rotura en films de NaAlg a concentraciones
crecientes del agente reticulante (CaCOs), también observaron una disminucién en el indice de
elasticidad con el aumento de la concentracién de CaC03.*

Los resultados obtenidos en la determinacidn de la distancia de rotura de los films evaluados no
se corresponden con los hallados en la bibliografia, es posible que la diferencia en las
concentraciones de CaCl; entre el film 1y 2 no fuese suficiente para verse reflejada en la DB.

En el caso del film 3, los valores de BS y DB determinados varian mucho en comparacién con los
films 1y 2, tanto la disminucion en la BS como el aumento de la DB pueden ser explicados por
el método de reticulacién empleado. En la reticulacion quimica se da una interaccidn
desorganizada entre las cadenas de polimero y la epiclorohidrina, que rompe con la
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conformaciéon ordenada que tienden a adaptar tanto el NaAlg como la CMC, esto da lugar a la
formacidn de regiones amorfas de menor resistencia, pero que confieren mayor capacidad de
elongacion al film en el momento de la rotura.

Shi et al. determinaron que la reticulacion de celulosa con epiclorohidrina para la sintesis de
membranas resulté en una disminucién de la estructura cristalina del polimero y un aumento
en las regiones amorfas, lo cual tuvo un efecto en las propiedades mecanicas disminuyendo la
resistencia y aumentando la elasticidad de las membranas.*® Esto coincide con nuestros
resultados experimentales obtenidos sobre los films sintetizados.

4.5 Permeabilidad al vapor de agua

Los resultados del andlisis para determinar la permeabilidad de los films 1 (Blanco), 2 (Blanco) y
3 (Blanco) se resumen en la Tabla 4.1 y se expresan en media % desviacidn estandar. El andlisis
de la varianza (ANOVA) confirmd que existen diferencias significativas en el efecto de la
concentracién y tipo de reticulante sobre la permeabilidad de los films (p<0,05).

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) es un parametro importante en los films destinados al
tratamiento de las heridas crdnicas exudativas, si la WVP es demasiado alta se dara una
deshidratacién de la lesidn, lo que dificulta la curacién de la herida. Por otro lado, si la WVP es
muy baja se dara una oclusion de la zona, lo que evitara el drenaje del exudado y creard un
ambiente que facilite las infecciones.”

De las 3 muestras evaluadas el film con menor WVP fue el film 2 (Blanco) con una permeabilidad
de 1,92E-10 £ 3,40E-11 g/m*s*Pa. Este dato puede ser explicado por el alto nivel de reticulacidn
que experimenta este film, el incremento en la rigidez de la estructura polimérica a causa de la
concentracién de reticulante iénico (0,1% CaCly) usada, asi como la segunda reticulaciéon con
epiclorohidrina (reticulacion quimica) no solo disminuyen la cantidad de grupos hidroxilo
disponibles en la estructura del polimero para atraer moléculas de agua, también reducen el
espacio disponible entre las cadenas de los polimeros por el que las moléculas de agua pueden
difundir.

En comparativa con el film 1 (Blanco) que se trata con la mitad de la concentracién de reticulante
idnico (0,05% CaCl,) que el film 2, la permeabilidad al vapor de agua es mayor, siendo de 2,72E-
10 + 5,37E-11 g/m*s*Pa. De manera similar al caso anterior, el film 1 tiene una mayor cantidad
de grupos hidroxilo disponibles que atraen mas facilmente las moléculas de agua hacia el interior
del entramado polimérico, ademds, su grado de reticulacion menor genera una estructura
donde las cadenas de NaAlg y CMC se encuentran mas separadas, facilitando el movimiento de
moléculas de agua a través del film.

Por otro lado, la permeabilidad del film 3 (4,74E-10 + 2,30E-11g/m*s*Pa) es =1,7 y =2,5 veces la
obtenida con el film 1y 2 respectivamente. Esto es consistente con el tipo de reticulacidon que
se usa en su sintesis (Unicamente reticulacidn quimica), donde la epiclorohidrina da lugar a una
estructura polimérica desordenada con una mayor separacidn entre las cadenas del NaAlg y la
CMC debido a su tamafio, mucho mayor en comparativa con los iones de Ca*? que actian como
agente reticulante en los films 1 y 2. Esta separacién entre las cadenas de los biopolimeros
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facilita la difusidn de las moléculas de agua a través del film.

Segun la bibliografia, Giz et al. demostraron una disminucidn en la permeabilidad al vapor de
agua en relacidn a la concentracion creciente de reticulante idnico (Ca*?) en films de alginato de
sodio®’. Esto se corresponde con nuestros resultados experimentales.

En relacién a la influencia de la reticulacidn con epiclorohidrina en la permeabilidad al vapor de
agua no se encontraron datos de otros autores, sin embargo, nuestras conclusiones se asocian
adecuadamente a la bibliografia utilizada para explicar los resultados experimentales de las
propiedades mecanicas de los films (apartado 4.4)

4.6 indice de hinchamiento

El indice de hinchamiento (IH) (%) de los films 1 (Blanco), 2 (Blanco) y 3 (Blanco) fue evaluado
tanto en tampédn fosfato salino (PBS) (pH=7,4), como en fluido de herida simulado (SWF) (2%
BSA, 0,02 M CaCl,, 0,4 M NaCl, 0,08 M tampdn Tris)® (pH=7,5). Los resultados se representan en
la Figura 4.2 y se dan como media + desviacién estandar.

De los 3 films estudiados, el film 1 (Blanco) tuvo los peores resultados en cuanto a su capacidad
de absorcion de liquido, tanto en PBS como en SWF se dio una disolucién completa del film a los
90 y 130 minutos respectivamente, lo que impidié la continuacién de las medidas. Esta
desintegracion del film podria explicarse por su menor grado de reticulacion en comparativa con
los films 2 y 3, lo que podria facilitar la disolucién de las cadenas de alginato vy
carboximetilcelulosa una vez se satura de liquido la matriz polimérica.

Como hinchamiento inicial a tiempo 10 minutos, el film incremento entre 2,5 y 3 veces su
tamafio, llegando a un hinchamiento maximo de 350% (PBS) y 384% (SWF). Aunque el perfil de
hinchamiento del film pueda parecer ideal, mostrando una mayor absorcién de liquido inicial en
comparativa con el film 2 y 3, su desintegracién total lo descarta completamente como posible
prototipo de apdsito superabsorbente para el tratamiento de heridas crénicas exudativas.

En relacién a los films 2 (Blanco) y 3 (Blanco), estos demostraron los mejores perfiles de
hinchamiento tanto en PBS como en SWF, ambas muestras perduraron en el tiempo durante el
desarrollo del ensayo sin mostrar signos de descomposicion estructural. Esto indicaria un grado
de reticulacién deseable en el que la matriz polimérica permite la retencién de liquido
manteniendo la tension entre las fibras de NaAlg y CMC. Sin embargo, hay una clara diferencia
en la capacidad de hinchamiento entre las dos muestras, siendo el IH del film 2 =1,85 veces
mayor que el IH del film 3.
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Figura 4.2 Representacion del indice de hinchamiento (%) en funcién del tiempo (minutos) de los films 1
(Blanco), 2 (Blanco) y 3 (Blanco) en a) tampén fosfato salino (pH=7,4) y b) fluido de herida simulado®
(pH=7,5). Se expresan los resultados en media + desviacion estdndar de todas las medidas realizadas por
triplicado (n=3).

Aunque los resultados obtenidos podrian determinar al film 2 (Blanco) como la muestra mas
indicada para su uso como apdsito para el tratamiento de heridas exudativas, es necesario
realizar mas ensayos experimentales que permitan establecer el indice de hinchamiento en
equilibrio y el tiempo de desintegracion de los films 2y 3.
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4.7 Perfil de liberacidn in vitro de MnL

Los resultados de liberacion de los complejos de Mn obtenidos a partir de los films (Figura 4.3)

fueron extremadamente irregulares. Esto podria indicar que el método utilizado para el estudio

de la liberacién no fue el mas adecuado (apartado 3.3.6). Por ejemplo, es posible que los errores

experimentales del ensayo puedan ser explicados por la tendencia del film 1 para desintegrarse
en medio liquido, observada en los resultados del indice de hinchamiento (apartado 4.6), y el
poco volumen tanto de liquido de liberacidn usado, como volumen de muestra tomada en cada

medida.

140
130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30

Liberacion (%)

20 -

10

140
130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Liberacion (%)

E a) PBS Film 1 (Blanco)

] @ Film 2 (Blanco)

] Film 3 (Blanco)

]l ~@

] @ y ° ®

g ® ®

g ® ®

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (minutos)

] b)swr

] ® ® - py 4 ]

1 ® ® b

? ®

1 Film 1 (Blanco)

:I @ Film 2 (Blanco)

] Film 3 (Blanco)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (horas)

Figura 4.3 Representacion de la liberacion (%) de MnL en funcidn del tiempo (minutos) de los films 1 (0,1%
MnL), 2 (0,1% MnL) y 3 (0,1% MnL) en a) tampdn fosfato salino (pH=7,4) y b) fluido de herida simulado®
(pH=7,5). Se expresan los resultados en media + desviacion estdndar de todas las medidas realizadas por

triplicado (n=3).
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A pesar de la elevada desviacién encontrada en los resultados experimentales, se evalué el perfil
de liberacidén de los films ajustandolos al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas. Este modelo
cinético es el mas utilizado para definir el mecanismo de liberacién de moléculas a partir de
matrices poliméricas. Tiene en cuenta tanto la porosidad, como la capacidad de hinchamiento y
la separacién que ocurre entre las cadenas de los polimeros una vez se encuentran en
disolucién.*®*° El modelo Korsmeyer-Peppas viene definido por la ecuacién (4.1):

Qoo

Donde Q/Q-- es el porcentaje de molécula liberada a tiempo t, K es la constante de difusion de
la matriz de liberacién y n es el exponente difusional, el valor de n es el que caracteriza el
mecanismo de transporte que prima en el perfil de liberacion de la molécula.®®

Los resultados del ajuste, asi como los valores del parametro n de los films evaluados tanto en
tampdn fosfato salino como en fluido de herida simulado se resumen en la Tabla 4.2.

Muestra Tampon fosfato salino Fluido de herida simulado
r n r? n
Film 1 (0,1% MnL) 0,969 0,319 0,906 0,210
Film 2 (0,1% MnL) 0,997 0,244 - -
Film 3 (0,1% MnL) 0,957 1,072 0,995 0,078

Tabla 4.2 Resultados del ajuste por minimos cuadrados de los resultados experimentales de liberacion de
MnL al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas. Se incluye el coeficiente de correlacion (r?) y el valor del
pardmetro n.

Lo primero que se puede observar en los resultados del ajuste son los coeficientes de correlacion
relativamente bajos, esto es asi por los valores de error experimental del ensayo. A pesar de
esto, los datos obtenidos para el parametro n nos permite tener una idea de los mecanismos de
trasporte que actuan sobre la liberacidn del complejo de manganeso desde la matriz polimérica
de los films.

Los valores obtenidos para el pardmetro n sugieren que el mecanismo predominante en la
liberacion del MnL es la difusion del complejo desde las capas mas superficiales del film una vez
entra en contacto con el medio acuoso, al finalizar este proceso el ritmo de liberacidn disminuye
y predomina la difusién del MnL desde capas mas interiores del film. Este mecanismo vendra
definido por el tamafio de poro, el grado de reticulacién y la capacidad de hinchamiento de la
matriz polimérica.*®

Estos resultados estdn en consonancia con los obtenidos por Maver et al., quienes evaluaron el
perfil de liberacién in vitro de diclofenaco y lidocaina a partir de un film de NaAlg y CMC con el
uso de una celda de difusion de Franz, sus resultados se ajustaron al modelo cinético Korsmeyer-
Peppas, el cual determiné que el mecanismo de liberacidn fue una combinacidn de procesos de
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difusidn y procesos de erosion controlada de la matriz polimérica.>®

Ademas, observando los resultados (Figura 4.3) se podria relacionar el perfil de liberacion de los
films con su indice de hinchamiento (apartado 4.6), en ambos casos el film 2 tiene el mayor
indice de hinchamiento y la mayor liberacién de MnL en comparativa con los films 1y 3.

Para finalizar, atendiendo a los métodos y resultados que utilizan otros autores para llevar a
cabo esta determinacién, se hace evidente la necesidad no solo de repetir este ensayo, sino de
mejorar la metodologia empleada en este experimento con el fin de obtener resultados que
aporten informacion fiable acerca del perfil de liberacidn de los films sintetizados.

4.8 Adsorcion de proteinas y angulo de contacto

La adsorcién de proteinas en mg BSA/cm? film y el dngulo de contacto (AC) (°) de los films 1
(Blanco), 2 (Blanco) y 3 (Blanco) se resumen en la Tabla 4.3, los resultados se representan como
media + desviacidn estandar.

Muestra Adsorcién de proteinas * DS (mg/cm?) Angulo de contacto + DS (°)
Film 1 (Blanco) 0,46 £0,21 63,64 +£4,16
Film 2 (Blanco) 0,61+0,13 49,30 + 3,87
Film 3 (Blanco) 0,41+0,16 51,06 £9,21

Tabla 4.3 Resultados experimentales de la absorcion de proteina y el dngulo de contacto evaluado en agua
destilada de los films obtenidos en el trabajo. Se expresan los resultados en media + desviacion estandar
de todos los experimentos realizados por triplicado (n=3).

El dngulo de contacto entre un liquido y una superficie permite determinar la humectabilidad
de la superficie y da una idea de las propiedades hidrofilicas del material que se evalla. Lee et
al. demostrd una relacidn existente entre el angulo de contacto del agua, la adsorcidon proteica
y la proliferacion celular de fibroblastos de ratén en una membrana de polietileno, donde un AC
de =45°-62° permitié un mayor nivel de adhesidn y proliferacién celular.>* Asi mismo, Machida-
Sano et al. determind la relacion entre el tipo de reticulacion idnica, la adhesion y proliferacion
celular de fibroblastos humanos y la adsorcién de proteinas sobre una membrana de alginato
de sodio.>

En este caso, las caracteristicas de los films no permitieron evaluar la adsorcién de proteinas
segun los métodos utilizados por los autores anteriormente mencionados, por esto se optd por
evaluar la adsorcion de proteinas segun la metodologia descrita en la seccién de materiales y
métodos de este trabajo (apartado 3.3.7). No se encontraron diferencias significativas en los
resultados experimentales de adsorcién de proteina o el dngulo de contacto de los films.

Aun asi, se podrian relacionar las ligeras diferencias entre la cantidad de proteina adsorbida por
cada muestra con los resultados obtenidos en la determinacién del indice de hinchamiento
(apartado 4.6) donde el film 2 tiene el mayor indice de hinchamiento y la mayor adsorcién de
proteinas en mg BSA/cm?. Ademas, los resultados obtenidos de dngulo de contacto entran en el
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rango valores determinados por Lee et al. como positivos a la hora de promover la proliferacion
y adhesién celular de fibroblastos de ratdn, lo que podria indicarnos que todos los films
evaluados poseen esta cualidad.

4.9 Evaluacién de la citotoxicidad in vitro. Ensayo de captacion del rojo
neutro

Con el fin de evaluar la biocompatibilidad de los componentes de los films obtenidos, asi como
del complejo de manganeso a distintas concentraciones, se realizd un ensayo de citotoxicidad
basado en la captacién del colorante rojo neutro por parte de las células viables sobre un cultivo
de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT).
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Figura 4.4 Porcentaje de viabilidad de los queratinocitos determinado por el ensayo de captacion del rojo
neutro incubados 24 horas con disoluciones 1:10, 1:25 y 1:50 de los films a) 1 (Blanco), b) 2(Blanco) y c) 3
(Blanco). Los resultados se expresan en media * desviacion estdandar (n=3).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontraron diferencias significativas en la viabilidad de las células incubadas con las
muestras en comparativa con las células no tratadas. Los resultados tras 24 horas de incubacion
con distintas diluciones de los films 1 (Blanco), 2 (Blanco) y 3 (Blanco) (Figura 4.4) dieron
resultados de viabilidad altos (>80%), excepto en el caso de las diluciones 1:10 de los films 1y 2
conun 71% vy 78% de viabilidad celular respectivamente. Esta disminucién en los porcentajes de
viabilidad no es suficiente para determinar un efecto citotdxico por parte de los films, por lo que
se concluye que su composicidn es biocompatible.

En otros estudios se dan resultados similares a los obtenidos en este trabajo. Por ejemplo,
Sharma et al. evalué la citotoxicidad de films de alginato de sodio, pectina y carboximetilcelulosa
sobre células HaCaT mediante el ensayo MTT sin encontrar efectos significativos de los films
sobre la viabilidad celular.>®
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Figura 4.5 Porcentaje de viabilidad de los queratinocitos determinado por el ensayo de captacion del rojo
neutro incubados 24 horas con disoluciones 0,0009 mM — 0,25 mM de MnL en medio de cultivo. Los
resultados se expresan en media + desviacion estandar (n=3).

En relacidn a la citotoxicidad del complejo de manganeso, no se encontraron diferencias
significativas en la viabilidad de las células incubadas con las muestras de MnL en comparativa
con las células no tratadas. Los resultados tras 24 horas de incubacién con distintas
concentraciones del complejo en medio de cultivo (0,0009 mM — 0,25 mM) (Figura 4.5) dieron
resultados de viabilidad altos (>96%), por lo que se concluye que no poseen una actividad
citotéxica, al menos en ese rango de concentracionesy en los tiempos de exposicidn estudiados.

En la bibliografia no se encontraron datos que respaldaran estos resultados, principalmente por
la falta de coincidencia en las concentraciones de complejo de manganeso evaluado, la linea
celular utilizada y el método empleado para determinar la biocompatibilidad.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.10 Evaluacién de la viabilidad mitocondrial in vitro. Ensayo XTT

Con el fin de contrastar los resultados obtenidos y profundizar en el efecto citotdxico de los films
sintetizados, asi como del complejo de manganeso, se decidié realizar un segundo ensayo de
viabilidad celular enfocado en la evaluaciéon de la viabilidad mitocondrial y complementario del
anterior.

El ensayo XTT se basa en la reduccién de la sal de tetrasodio XTT a formazdan por parte de las
células metabdlicamente activas.3® A diferencia del ensayo de captacion del rojo neutro, el cual
evalta la viabilidad en funcidn de la integridad de la membrana plasmatica, el ensayo XTT
permite discriminar el efecto sobre el metabolismo celular de las muestras evaluadas que,
aunque conserven su integridad de membrana, no son metabdlicamente viables.
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Figura 4.6 Porcentaje de viabilidad de los queratinocitos determinado por el ensayo de XTT incubados 24
horas con disoluciones 1:10, 1:25 y 1:50 de los films a) 1 (Blanco), b) 2(Blanco) y c) 3 (Blanco). Los
resultados se expresan en media + desviacion estandar (n=3).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de este ensayo (Figura 4.6) fueron similares a los obtenidos en la evaluacion de
la citotoxicidad por el método de recaptacién del rojo neutro. No se encontraron diferencias
significativas en la viabilidad de las células incubadas con las muestras en comparativa con las
células no tratadas. Los resultados tras 24 horas de incubacion dieron resultados de viabilidad
altos (>95%). No se observo un efecto citotéxico sobre el metabolismo mitocondrial por parte
de los films, por lo que se concluye que su composicion es biocompatible.
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Figura 4.7 Porcentaje de viabilidad de los queratinocitos determinado por el ensayo XTT incubados 24
horas con disoluciones 0,0009 mM — 0,25 mM de MnL en medio de cultivo. Los resultados se expresan en
media + desviacion estandar (n=3).

Sin embargo, en los resultados de viabilidad mitocondrial obtenidos tras la incubacién con
concentraciones de MnL 0,0009 mM — 0,25 mM (Figura 4.7) si se encontraron diferencias
significativas (andlisis de la varianza - ANOVA) entre la concentracion de tratamiento y la
viabilidad metabdlica (p<0,05). El anadlisis estadistico de Student determind que la mayor
variabilidad entre las muestras se encontraba en las concentraciones superiores a 0,075 mM,
donde se observd una disminucion de la viabilidad mitocondrial (<60%) dosis-dependiente.

Estos resultados podrian compararse a los obtenidos por Chen et al.,, quienes evaluaron la
citotoxicidad de complejos de manganeso polinitrogenados sobre células de feocromocitoma
de ratén (PC12) mediante el ensayo XTT. Los resultados de estos autores demostraron una
relacidn dosis-dependiente de la viabilidad celular con una disminucién la misma (<75%) a partir
de una concentracién 250 uM.>

Estos resultados sugieren que el complejo de manganeso tiene un efecto citotdxico sobre la
viabilidad mitocondrial a dosis altas (<0,075 mM) aunque no parece afectar a la integridad de la
membrana plasmatica. Teniendo en cuenta este efecto, se decidid excluir las concentraciones
mas altas de posteriores ensayos de viabilidad. Estos resultados, aunque preliminares, son
fundamentales para incorporar posteriormente en estos sistemas tipo apdsito, una dosis
minima eficaz y terapéutica, pero no citotdxica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.11 Evaluacion de la proliferacion celular en ambiente extracelular
oxidativo

Con el fin de evaluar la capacidad antioxidante de los complejos de manganeso en el medio
extracelular se coincubaron los queratinocitos con las concentraciones de MnL determinadas y
un agente oxidante, se usé t-BHP 20 uM y H,0, 20 uM y 200 uM como controles de oxidacidn.
También se incluyé como control antioxidante acido ascérbico 200 uM. Cabe destacar que en el
caso del control (+) (t-BHP 20 uM + acido ascérbico 200 uM) se dio una reaccidn entre los
compuestos que impidid la correcta lectura de las muestras, tras la observacién al microscopio
de los pocillos afectados se confirmé que no hubo mortalidad celular, sin embargo, no se
produjo una coloracién en el medio que permitiera su lectura por métodos espectroscdpicos.
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Figura 4.8 Porcentaje de viabilidad de los queratinocitos determinado por el ensayo XTT incubados 24
horas con disoluciones 1 uM, 20 uM, 35 uM'y 75 uM de MnL en medio con a) t-BHP 20 uM, b) H20; 20 uM
y ¢) H202 200 uM. Se usa como control positivo de actividad antioxidante dcido ascorbico 200 uM. Los
resultados se expresan en media + desviacion estandar (n=3).

44



4. RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza (ANOVA) determind que existen diferencias significativas entre la
concentracidon de MnL en el tratamiento y la viabilidad en ambiente oxidativo (p<0,05). En los
resultados obtenidos para las células coincubadas con t-BHP 20 uM (Figura 4.8-a) se observo
que el mayor porcentaje de viabilidad (>77%) se dio con las concentraciones 20 uM y 35 uM,
este efecto también se observd en las células tratadas con H,0, 200 uM (Figura 4.8-c).

Por otro lado, no se pudo determinar una concentraciéon que promoviera la proliferacion en las
células tratadas con H,0, 20 uM (Figura 4.8-c), la baja concentracion del agente oxidante no
permitié determinar el efecto de este sobre el cultivo, por lo que no se pudo evaluar la posible
actividad antioxidante del complejo.
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Figura 4.9 Porcentaje de viabilidad de los queratinocitos determinado por el ensayo de XTT incubados 24
horas con disoluciones 1:10, 1:25 y 1:50 de los films a) 1 (Blanco), b) 2 (Blanco) y c) 3 (Blanco) en medio
con H20:2 100 uM, se usa como control positivo de actividad antioxidante dcido ascérbico 200 uM. Los
resultados se expresan en media + desviacion estandar (n=3).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez establecido el rango de concentraciones de MnL con mayor efecto antioxidante en un
ambiente extracelular oxidativo (20 uM — 35 pM) se repitié el ensayo ajustando la concentracion
de H,0; a 100 pM, esto con el fin de lograr un efecto oxidante en el entorno celular sin llegar a
causar una excesiva mortalidad. Ademads, se evaluaron diluciones 1:10, 1:25 y 1:50 de los films
1 (Blanco), 2 (Blanco) y 3 (Blanco) sintetizados con la intencidn de determinar si la matriz de
liberacion del MnL podria actuar como coadyuvante en el efecto antioxidante del MnL.

En la Figura 4.9 se pueden observar los resultados de viabilidad celular de la coincubacién de
diluciones de los films con H,0, a 100 uM como agente oxidante. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en términos de actividad antioxidante entre la composicion de
los films evaluados y la viabilidad celular (expresado en %).
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Figura 4.10 Porcentaje de viabilidad de los queratinocitos determinado por el ensayo XTT incubados 24
horas con disoluciones 20 uM, 25 uM, 30 uM y 35 uM de MnL en medio con a) t-BHP 20 uM, y b) H20. 100
uM. Se usé como controles positivos de actividad antioxidante a-tocoferol 200 uM (t-BHP) y dcido
ascorbico 200 uM (H:z0:). Los resultados se expresan en media + desviacion estdandar (n=3).

Por otro lado, observando los resultados del porcentaje de viabilidad de los queratinocitos
coincubados con 20 uM, 25 uM, 30 UM y 35 uM de MnL en medio con t-BHP 20 uM y H,0, 100
UM (Figura 4.10) como agentes oxidantes, se pudo determinar que la concentracion de complejo

de manganeso con mayor actividad antioxidante fue 25 uM MnL frente al H,0, y 20 uM MnL
frente al t-BHP.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Chen et al., quién demostrd el efecto
antioxidante de complejos de manganeso polinitrogenados sobre células tumorales y
neuronales de ratén incubadas durante 24 horas con H,O, 100 uM, la viabilidad celular
incrementd entre un 60% y un 90% en funcion del tiempo de preincubacién de las células con el
complejo de manganeso.>*
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4.12 Evaluacién de la migracion celular. Ensayo scratch

Con el fin de determinar si el complejo de manganeso ligando podria tener algun efecto
observable sobre la migracidn celular, se evalto el “cierre” de una incision realizada sobre una
monocapa confluente de queratinocitos. La Figura 4.11 ilustra algunos ejemplos de las imagenes
de microscopia tomadas, asi como de la medicidn del area en las muestras.

Figura 4.11 A. Imdgenes tomadas por microscopia dptica de la muestra 20 uM MnL a distintos tiempos
desde el inicio del ensayo. B. Representacion del proceso de toma de medidas de drea en la muestra 20
uM MnlL a distintos tiempos desde el inicio del ensayo. Tanto el tratamiento de las imdgenes como la
medicion del drea se realizé con el software ImageJ.
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Figura 4.12 Representacion grdfica del indice de “cierre” de la incision (%) realizada sobre la monocapa de
queratinocitos en funcion del tiempo (horas). Se utiliza como control (+) de migracion normal medio de
cultivo y como control (+) de actividad antioxidante acetilcisteina 200 uM.
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De todas la muestras y controles evaluados se observd el mejor efecto positivo en la migracion
celular con la concentracién 25 uM MnlL, cuyo indice de “cierre” tras las primeras 24 horas de
incubacion fue del 78,2% (Figura 4.12), 0,68% y 15,8% por encima del control positivo para
migracion normal el control positivo para migracién en medio antioxidante respectivamente.

En general, los resultados fueron muy similares para todas las concentraciones de MnL
evaluadas, excepto en el caso de MnL 35 uM, cuyo efecto final fue el mismo que en todas las
muestras y controles, pero su velocidad de “cierre” fue mucho menor.

Los resultados generales de este ensayo podrian compararse con los obtenidos por Stelling et
al. quienes demostraron el efecto positivo de Mn*? sobre la migracién de células de epitelio
pulmonar de ratén (LLC), incubaron células LLC con 10 uM de MnCl; durante 1 hora y observaron
un incremento en los eventos de migracién del cultivo en comparativa con el control.>®

4.13 Evaluacién de la morfologia celular. Tincién Giemsa

Con objeto de evaluar los posibles cambios en la morfologia celular de los queratinocitos
provocados por el complejo de manganeso, se observé por microscopia dptica células HaCaT
incubadas por 24 horas con 20 uM, 25 pM, 30 uM y 35 pM de MnL y se comparé con el control
(+) (medio de cultivo).

Figura 4.13 Imdgenes tomadas por microscopia éptica de queratinocitos humanos incubados 24 horas con
20 uM MnL (derecha) en comparativa con el control (+) (medio de cultivo) (izquierda).

No se observaron diferencias macroscdpicas en la morfologia de las muestras en comparativa
con el control positivo (Figura 4.13). Se podria concluir que el complejo de manganeso a las
concentraciones evaluadas no tiene efectos sobre el tamafio, forma o estructura de las células
HaCaT. No se encontré informaciéon en la bibliografia que respalde estas conclusiones, es
necesario continuar investigando los efectos que el MnL pueda tener en la morfologia celular o
en su posible captacion.

4.14 Evaluacion de la actividad antioxidante frente al ROS intracelular

Con la intencidn de profundizar en el efecto antioxidante de los complejos de manganeso, asi
como en el posible efecto coadyuvante que los films sintetizados, se determiné la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular en queratinocitos humanos tras su
estimulacién con H,0, 100 uM vy 2,4-clorodinitrobenceno (DNCB) 60 puM como agentes
oxidantes. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.14 y Figura 4.15.
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Los resultados obtenidos fueron en extremo irregulares, presentando una elevada variabilidad
en la mayoria de las muestras evaluadas. Estos resultados han servido para determinar que el
tiempo de incubacion de las células con los agentes oxidantes fue excesivo (24 horas), dando
como resultado mortalidad en el cultivo. Este efecto se observd en las intensidades de
fluorescencia extremadamente bajas tanto en los controles como en las muestras coincubadas
con H;0; 100 uM o DNCB 60 puM. La observacion del cultivo por microscopia éptica una vez
finalizado el ensayo confirmé la mortalidad celular producida por los agentes oxidantes.

Este error experimental impidid el correcto andlisis de los datos, pues la falta de controles no
permitid realizar un estudio comparativo entre la respuesta al ROS intracelular de las
concentraciones de MnL contra la respuesta del cultivo incubado con los agentes oxidantes.
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Figura 4.14 Intensidad de fluorescencia medida en el cultivo coincubado por 24 horas con H202 100 uM 'y
muestras de a) Film 1 (0,1% MnL), b) Film 2 (0,1% MnL) y c) Film 3 (0,1% MnL). Se incluye como control
positivo de actividad antioxidante dcido ascorbico 200 uM. Los resultados se expresan en media *
desviacion estdndar (n=3).
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No obstante, se obtuvieron medidas de intensidad de fluorescencia altas en las muestras
coincubadas con MnL en ambos controles oxidantes (Figura 4.15). Aunque esto no permite
precisar la actividad antioxidante del complejo en relacidn al ROS intracelular, los resultados son
prometedores y estdn en consonancia con los obtenidos en este mismo trabajo sobre la
determinacién de la capacidad antioxidante del complejo en ambiente celular oxidativo
(apartado 4.11).
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Figura 4.15 Intensidad de fluorescencia medida en el cultivo coincubado por 24 horas con distintas
concentraciones de MnL (20 uM, 25 uM, 30 uM, 35 uM) en medio con a) DNCB 60 uM y b) H202 100 uM.
Se incluye como control positivo de actividad antioxidante dcido ascorbico 200 uM (solo en b). Los
resultados se expresan en media * desviacion estdndar (n=3).

Esta aparente actividad antioxidante del manganeso en relacion al ROS intracelular fue evaluada
por Chen et al., quienes demostraron una disminucién del 40% en los niveles de ROS intracelular,
determinado por fluorescencia del DCF, de células neuronales de ratén incubadas con complejos
de manganeso polinitrogenados durante 24 horas.>*

Para finalizar y en vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que seria necesario
continuar con la investigacion sobre el efecto de estos complejos de manganeso como agentes
antioxidantes frente al ROS intracelular. Ampliando este tipo de ensayos de actividad
antioxidante y variando los distintos factores que puedan afectar a estos procesos (tiempo de
exposicién, concentracion de estimulos, etc).
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten concluir que es posible producir
films a base de polimeros reticulados y con las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y de
biocompatibilidad celular adecuadas para una posible aplicacion como apdsitos para la
absorcién de exudados de heridas.

Se logré demostrar el efecto que distintos métodos de reticulacidn tienen sobre las
propiedades mecdnicas de los films sintetizados. Esto se vio reflejado en los resultados
obtenidos a partir de los ensayos de caracterizacién, donde el indice de hinchamiento,
resistencia, permeabilidad, flexibilidad y liberacién variaron en funcién del tipo de
reticulacion y concentracion de agente reticulante usado. De las tres muestras
evaluadas, es el film 2 el que presenta los mejores resultados de caracterizacién,
teniendo propiedades mecanicas similares a las buscadas en los apésitos destinados al
tratamiento de heridas croénicas.

Ademas, se comprobd la total biocompatibilidad que polimeros como el alginato de
sodio y la carboximetilcelulosa presentan sobre cultivos in vitro de queratinocitos
humanos, al no indicar citotoxicidad celular en ninguno de los ensayos realizados. Por
otro lado, la evaluacién de la actividad antioxidante de los complejos de manganeso
demostré su potencial como moléculas bioactivas con capacidad de contrarrestar los
procesos oxidativos caracteristicos de las heridas crénicas, pudiendo ademads obtener,
unos rangos de concentracién considerados como biocompatibles.

Atendiendo a estos resultados, se puede decir que se obtuvo de manera exitosa un
prototipo de apésito superabsorbente, antioxidante y suplementado con complejo de
manganeso para su posible aplicacion en el tratamiento de las heridas crdnicas
exudativas. Cabe puntualizar, que al tratarse de un prototipo inicial es necesario
continuar con el estudio de todas sus propiedades de interés, con el fin de obtener una
formulacidn final que cumpla con los requerimientos que este tipo de apdsitos deben
tener para llegar a la fase final de un estudio preclinico.

Para finalizar, y en vista de los resultados preliminares, pero prometedores, que se han
obtenido en este trabajo, cabe mencionar la necesidad de continuar con la investigaciéon
sobre las posibles aplicaciones que los biopolimeros y los complejos metalicos
biomiméticos pueden tener en el drea clinica como formulaciones para el tratamiento
de las heridas crénicas exudativas.
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