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Resumen

Se ha logrado preparar hidrogeles de alcohol polivinilico con gel de Aloe vera utilizando
diferentes dosis de radiacién gamma, los que fueron caracterizadas por FT-IR y por su grado
de hinchamiento. Se han obtenido peliculas con buenas propiedades mecanicas a partir de 11
kGy. El grado de hinchamiento de estas peliculas disminuye de 2500 a 1000 % conforme se
incrementa la dosis de radiacion, pero a partir de 18 kGy ya no varia mucho. La pelicula
obtenida a 15 kGy presenta una mayor capacidad absorbente a pH basicos. Estas peliculas no
presentan actividad antimicrobiana pero si actlan como una barrera eficaz contra
microorganismos por lo que tienen potencial para ser utilizados como apositos para el
tratamiento de heridas y quemaduras.

Abstract

Hydrogels of polyvinyl alcohol with Aloe vera gel have been prepared using gamma
radiation (8-26 kGy), and were characterized by FT-IR and their degree of swelling was
determined. Those obtained with doses higher than 11 kGy show good mechanical
properties. The degree of swelling of these films decreases from 2500 to 1000 % as the
radiation dose increasing, but from 18 kGy it doesn’t change too much. The film obtained at
15 kGy has good water absorbent capacity at basic pH. These films have no antimicrobial
activity but they act as an effective barrier against microorganisms. This hydrogels have

potential to be used as dressings for the treatment of wounds and burns.

1. Introduccidn

Entre los materiales mas promisorios para el
tratamiento de heridas dificiles de cicatrizar y
guemaduras, se encuentran los hidrogeles en
forma de peliculas [1,2]. Estos materiales son
redes tridimensionales que tienen un gran
poder absorbente de soluciones acuosas.

Polimeros naturales como la quitina,
quitosano, alginatos [3] y carragenanos [4]
han sido utilizados para el tratamiento de
heridas porque participan de alguna manera
en el proceso de cicatrizacion. Sin embargo,
las propiedades mecanicas de estos
materiales no son muy buenas, por lo que se
combinan con otros polimeros sintéticos
biodegradables y biocompatibles como el
alcohol polivinilico (PVA) [5],
polietilenglicol [6] y polivinilpirrolidona
(PVP) [7], entre otros.

En el Instituto Peruano de Energia Nuclear
(IPEN) hemos desarrollado hidrogeles de
PVA-quitosano, entrecruzados por radiacion
gamma [8,9]. Estas peliculas actian como
una barrera eficaz para evitar la infeccion de
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las heridas. Adicionalmente, se ha
introducido aditivos naturales e inorganicos
para potenciar su actividad bioldgica. Las
peliculas conteniendo extractos de sangre de
grado (Croton lechleri) presentaron actividad
contra S. aureus y buenas propiedades
cicatrizantes en gquemaduras provocadas en
conejos y en cortes en ratones [10]. En
cambio, las peliculas de PVA conteniendo
nanoparticulas de plata presentaron actividad
contra P. aeruginosa [11]. Actualmente, se
esta tratando de reemplazar el quitosano por
otro producto natural de menor costo y de
propiedades biol6gicas interesantes. Hemos
escogido el Aloe vera por su gran
disponibilidad en nuestro medio y por sus
diversas aplicaciones en la medicina
tradicional [12].

El gel extraido de las hojas de Aloe vera es
muy utilizado en el tratamiento de lesiones a
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la piel y quemaduras debido a sus
propiedades antiinflamatorias, antifungicas y
cicatrizantes[13].  Asimismo, ha sido
utilizado en el tratamiento de dermatitis,
mucositis y Ulceras inducidas por radiacion
gamma [14]. Se ha demostrado que estimula
el crecimiento de fibroblastos y colageno,
promoviendo la cicatrizaciéon de heridas y
guemaduras e incrementando la resistencia
del tejido regenerado. Asimismo, contribuye
al incremento del acido hialurénico en los
tejidos [15-17].

Hidrogeles obtenidos a partir de mezclas de
PVA, PVP y gel de Aloe vera han sido
preparados por el método de calentamiento-
enfriamiento y utilizando altas dosis de
radiacion gamma (25-50 KkGy). Estos
hidrogeles mostraron ser eficientes en la
cicatrizacion de heridas provocadas en
ratones [18].

En este trabajo presentamos la preparacion y
caracterizacion de hidrogeles de PVA-Aloe
vera obtenidos a dosis relativamente bajas de
radiacion gamma (8-26 kGy), comparado con
el de la literatura (25-50 kGy), como
materiales promisorios para el tratamiento de
gquemaduras.

2. Experimental

2.1

El Aloe vera L. utilizado fue cultivado en el
Centro Nuclear de Huarangal. EI PVA
proviene de Fluka (Mowiol 18-88, viscosidad
26-30 mPa.s, 4% en H,O a 20 °C). El
espectrofotometro  UV-visible  Biochrom,
modelo Libra S22. EI FT-IR marca Nicolet,
modelo impact 410. Se utiliz6 un irradiador
gamma marca Nordion, modelo Gammacell
220, con una fuente de cobalto-60.

2.2

Se cortd una hoja exterior de una planta de
Aloe vera a 7 cm del nacimiento de la hoja,
se lavé con abundante agua y desinfecto con
gasa embebida en alcohol a 70°, se quit6 las
espinas laterales y los extremos de la hoja.
Luego se dividid en 3 trozos y se dejo
remojando cada trozo en agua destilada
durante 4 dias, cambiando el agua cada 24
horas. Con la ayuda de una espatula se
arrastro el gel hacia un vaso limpio, evitando
raspar demasiado y coger tejido.

Generalidades

Obtencion del gel de Aloe vera

103

2.3 Preparacion de los hidrogeles de
PVA-Aloe vera

Se mezcld una solucion de gel de Aloe vera
en acido acético 0,1 M (1:4) con una solucién
acuosa de PVA al 1% (Aloe vera-PVA 1:2).
Esta solucion fue irradiada a las dosis de 3, 5,
8, 11, 15, 18, 20 y 26 kGy.

2.4 Determinacion
hinchamiento

del grado de

Se sumergié un trozo de hidrogel seco de
masa determinada, W, en un vaso con 20 mL
de agua, y se determind su peso humedo, W,
en funcion del tiempo. El grado de
hinchamiento (GH) se determiné utilizando
la siguiente formula:

GH (%) = (W;-W4)/Ws*100

2.5 Evaluacién de la actividad

antimicrobiana [19, 20]

Estas pruebas fueron realizadas con
Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922, cepas
adquiridas del Instituto Nacional de Salud.
Los microorganismos fueron cultivados sobre
agar casoy en plano inclinado. Se inoculé 3 a
5 colonias sobre caldo casoy (Merck), se
homogenizé y se diluyé el cultivo hasta
obtener una concentracion de 10° UFC/mL.
Este inoculo fue sembrado en placas con
Agar Muller Hinton, previamente incubadas
por 24 horas a 37°C. En las placas sembradas
se realizaron excavaciones de 10 mm de
didmetro, para colocar las muestras liquidas.
En las excavaciones realizadas se sembro
aproximadamente 100 pL de muestra. Se
dejo difundir por 5 minutos, y luego se
incub6 a 37 °C por 18 a 24 horas. Luego, se
procedid a  realizar las lecturas
correspondientes.

2.6 Pruebas de permeabilidad

La metodologia empleada fue similar a la
utilizada por Razzak [21]. El indculo de
cepas bacterianas se preparé en caldo casoy
incubado a 37 °C por 18-20 horas. La prueba
se realizd6 de dos maneras, en tubos y en
placas.

En placas: se utilizd agar selectivo, EMB
para E. coli y Baird-Parker para S. aureus. Se
colocaron las peliculas de Aloe vera-PVA, y
sobre ésta se coloc6 un inoculo del
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microorganismo. Se dejo incubando a 37 °C
por 7 dias.

En tubos: sobre la boca del tubo, conteniendo
caldo EC para E. coli y Giolitti Cantoni para
S. aureus, se colocod una pelicula de Aloe
vera-PVA y se asegurd con cinta. Sobre la
pelicula se inoculd el cultivo y se dejo6
incubando por 7 dias, embebiendo
constantemente el caldo con la pelicula. Se
sembrd el mismo indculo sobre tubo sin
pelicula (tubo control).

3. Resultados y Discusion

El tratamiento seguido para la obtencion del
gel de Aloe vera es similar al reportado en la
literatura [22], comprobando que luego de
cuatro dias de lavado ya no quedaban trazas
de aloina.

Este gel es insoluble en agua pero se disolvio
facilmente en una solucion de AcOH al 1 %,
mostrando un comportamiento similar al
quitosano.

Para la preparacion de las mezclas PVA-Aloe
vera se tuvo que disolver primero el gel en
una solucion de AcOH al 1 % antes de
mezclarla con la solucién de PVA, debido a
que el gel no se disolvia completamente en la
solucién de PVA.

Las peliculas obtenidas por entrecruzamiento
por radiacion gamma, presentan propiedades
mecénicas diferentes en funcion de la dosis
de radiacion. Por debajo de 8 kGy, los
materiales obtenidos no tienen consistencia
gelatinosa y son muy fluidos. En cambio, a
partir de 8 kGy se obtienen peliculas con
buenas propiedades mecénicas, Figura 1.

Figura 1. Hidrogeles de Aloe vera - Alcohol
polivinilico a las dosis de 8, 11, 15y 26 kGy.

Todas estas peliculas presentan el mismo
espectro IR, muy similar al espectro IR del
PVA (3300 cm™ grupos OH y 1750 cm™
grupos residuales acetato) combinado con
picos caracteristicos del gel de Aloe vera en
3300 cm™, 1700 cm™ y la zona de 1000-1500
cm™, Figura 2.
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La forma de las curvas de hinchamiento varia
en funcion de la dosis a las que se obtuvieron
las peliculas de PVA-Aloe vera. Las peliculas
irradiadas a 11 kGy fueron las que alcanzaron
méas rapidamente su punto de saturacion.
Luego de 50 minutos de contacto con el agua
su grado de hinchamiento fue de 2500%. En
cambio, las otras peliculas obtenidas a dosis
de radiacion gamma mayores a 15 kGy se
saturaron recién después de aproxima-
damente 200 minutos, Figura 3.

a)

it

Figura 2. Espectros FT-IR de las peliculas de: a)
PVA, b) Aloe vera, y c) hidrogeles de Aloe vera-
PVA a las dosis de 8, 11, 15y 26 kGy.

El grado de hinchamiento disminuye desde
2500 % para las peliculas obtenidas a 11 kGy
hasta 1000 % para las obtenidas a 18 kGy,
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para mantenerse casi constante con el
incremento de radiacion gamma, Figura 3.
Este comportamiento difiere del observado
en los hidrogeles de PVA-PVP-Aloe vera en
el que el grado de hinchamiento continda
disminuyendo en funcién de la dosis de
radiacion. En cambio, los hidrogeles de PVP-
PVA-Aloe vera presentan un grado de
hinchamiento mucho mayor, 4500 %, debido
principalmente a la presencia del PVP [18].

2500 4

Grado de hinchamiento / %
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Figura 3. Grado de hinchamiento de los
hidrogeles de PVA-Aloe vera obtenidos por
irradiacion gamma, 11, 15, 18, 20 y 26 kGy.

La velocidad de absorcidon de agua aumenta
con el pH del medio para el caso de las
peliculas obtenidas a 15 kGy. A partir de pH
7, las peliculas alcanzan su punto de
saturacion en 75 minutos. En todos los demas
casos, el tiempo para alcanzar la saturacion
se mantiene alrededor de 200 minutos.

La integridad de las peliculas durante el
proceso de hinchamiento fue evaluada por la
pérdida de masa luego de cada proceso de
hinchamiento. Las peliculas irradiadas a
bajas dosis fueron las que mas masa
perdieron. Las que fueron irradiadas a 15
kGy perdieron hasta un 20 % de masa en el
primer proceso mientras que en el segundo
no se observé disminucion de masa. En
cambio, las que fueron irradiadas a 20 kGy
no mostraron ninguna variacion de su masa

inicial en ninguno de los ciclos de
hinchamiento.
3.1 Evaluacion de la actividad

antimicrobiana

Estas pruebas fueron realizadas para las
peliculas de PVA-Aloe vera y a sus
soluciones respectivas. A las 24 horas de
lectura se observa que las peliculas obtenidas,
a diferentes dosis de radiacion, no presentan
actividad antimicrobiana frente a E. coli,
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Figura 5a. Una situacion similar se observa
para la cepa de S. aureus. Para el caso de las
soluciones utilizadas para preparar los
hidrogeles, la solucion acuosa de acido
acético al 1 % present6 un halo tenue, lo que
se manifiesta también en la solucién acética
de Aloe vera (L), Figura 5b.
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Figura 4. Grado de hinchamiento de los
hidrogeles de PVA-Aloe vera a diferentes pH: a)
15, b) 18 y ¢) 20 kGy.

3.2

En placas: Luego de 24 horas, se observa
que las colonias de S. aureus crecen encima
de la pelicula, pero no llegan a atravesar la
pelicula, inclusive luego de 7 dias. En efecto,
al quitar las peliculas de su ubicacion inicial
no se observo el crecimiento caracteristico de
las colonias de S. aureus en el medio
utilizado, Figura 6. Esta prueba se hizo con

Evaluacion de la permeabilidad
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una pelicula completamente extendida y otra
enrollada (menor superficie de contacto y
mayor oxigenacion). Lo que si se observa, es
que hay difusion de los componentes del
medio de cultivo a través de la pelicula, por
el crecimiento caracteristico de la bacteria
encima de la pelicula. En el caso de E. coli,
tampoco se observé crecimiento por debajo
de las peliculas.

a) b)
Y X N
& &
W ; ]
&®
Figura 5. a) Actividad antimicrobiana de

hidrogeles de Aloe vera-PVA obtenidos a
diferentes dosis de radiacion: 12, 15, 18 y 26 kGy
(W, X, Y, Z respectivamente), b) PVA al 10 %,
solucion acética de Aloe vera y solucion de éacido
acético (K, L, N respectivamente) frente a E. coli.
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Figura 6. Prueba de permeabilidad frente a S.
aureus luego de 7 dias. Las flechas indican la
posicion inicial de las peliculas.
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Figura 7. Prueba de permeabili-dad frente a S.

aureus a las 24 horas (centro) y a los 7 dias
(derecha).

En tubos: se observa la presencia de S.
aureus por el ennegrecimiento del tubo
control debido a la reduccion, por parte de la
bacteria, del telurito presente en el medio de
cultivo, Figura 7. En el tubo conteniendo la
pelicula en su parte superior, no se encontrd
evidencia de crecimiento a pesar de tener la
pelicula embebida con el caldo de cultivo,
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inclusive luego de 7 dias, indicando que las
bacterias no atravesaron la pelicula de PVA-
Aloe vera.

4. Conclusiones

El entrecruzamiento de las cadenas de PVA 'y
del gel de Aloe vera se logra a partir de 11
kGy. El grado de hinchamiento de estas
peliculas disminuye de 2500 a 1000 %
conforme se incrementa la dosis de radiacion;
sin embargo, a partir de 18 kGy ya no varia
mucho. La pelicula obtenida a 15 kGy
presenta una mayor capacidad absorbente a
pH basicos. Estas peliculas no presentan
actividad antimicrobiana pero si actlan como
una barrera eficaz contra microorganismos
por lo que tienen potencial para ser utilizados
como apositos para el tratamiento de heridas
y quemaduras.
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