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Resumen

En la actualidad se busca la aplicacién y desarrollo de materiales que sean de
origen natural y que cumplan con caracteristicas de calidad y su funcién no se vea
afectada o reducida en comparaciéon con los materiales sintéticos ya existentes.

Cualquier sustancia aplicada sobre la piel enfrenta tres rutas diferentes de pe-
netracion: intercelular, transcelular y a través de los apéndices de la piel, como los
foliculos pilosos, las glandulas sebaceas y las glandulas sudoriparas.

La Food and Drug Administration afirma que los riesgos para los consumidores
de materiales a escala nanométrica son bajos, dado que no hay evidencia de que
las nanoparticulas contenidas en productos de aplicaciéon topica o en este caso
textiles penetren la piel adulta intacta, esta afirmacion es cierta para la mayoria de
nanoparticulas; aunque, también es importante notar que existen pocos estudios
publicados en cuanto a penetracién dérmica de estos materiales

En cuanto a materia de seguridad, una de las mayores preocupaciones es la to-
xicologia de las nanoparticulas ya que muchas de ellas poseen propiedades redox
o son fotocataliticas; por ejemplo, las nanoparticulas de diéxido de titanio pre-
sentes en bloqueadores solares, ademas de que la exposicion al sol genera radica-
les libres que podrian degradar a los componentes del producto o bien atacar a
las células de la piel. Actualmente ya esta demostrado que el diéxido de titanio en
nanoparticulas, presentes en cosméticos y bloqueadores solares, generan radica-
les libres y pueden ocasionar dafios al ADN de las células de la piel, provocando
desde una simple inflamacién de tejidos hasta tumores.

Por otro lado, cuando la funcién de barrera de la piel se ve comprometida, como
en los casos de piel envejecida o que presente alguna patologia como lo es una he-
rida, puede haber un potencial incremento en la penetracién de nanoparticulas. Por
lo tanto, la penetracion dérmica de los materiales a escala nanométrica es un tema
de debate, debido al creciente numero de estudios que se estan llevando a cabo a
este respecto. LLas mayores preocupaciones consisten en la posibilidad de penetra-
cién y acumulacion de materiales a afirmacion mediante estudios recientes.

Por lo tanto, el presente estudio propone el estudio del dafio oxidativo celular
y la genotoxicidad producida por las particulas nanométricas inorganicas, sobre
células dérmicas. A través de un analisis de absorciéon UV y pruebas de citotoxi-
cidad del gel.

Palabras clave: Aloe vera; biocompatibilidad; nanoparticulas; diéxido de titanio.
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1. Introduccion

En la actualidad se busca la aplicacién y desarrollo de materiales que sean de
origen natural y que cumplan con caracteristicas de calidad para sus diferentes usos.
Por lo que se estudian e investigan nuevos componentes que puedan ser conside-
rados como alternativa para el desarrollo de materiales biodegradables y que su
funcién no se vea afectada o reducida a materiales sintéticos ya existentes [1].

Un material compuesto o “composite” es un sistema material integrado por
una combinacién de dos o mas micro o macro estructuras que difieren en forma
y composicion quimica y que son esencialmente insolubles entre si. L.os compo-
sitos conservan, al menos parcialmente, las propiedades de sus sistemas consti-
tuyentes y se diseflan para que presenten la combinacion de propiedades mas fa-
vorable. Por lo general, estos se dividen en tres tipos por su composicién, como:
Compoésitos de particulas, de fibra, laminares y naturales o biocompositos [2].

Los biocompositos se conocen porque sus componentes son polimeros bio-
degradables como matriz, generalmente polimeros de origen lignocelulosico de-
bido a que provienen de fuentes naturales, renovables, bajo costo y diferentes
propiedades que dependen de la aplicacion al que se vaya a dirigir [3].

Los biopolimeros o polimeros naturales son aquellos producidos por un orga-
nismo vivo, lo cual los hace renovables y biodegradables, algunos de los cuales ya
son producidos y extraidos a gran escala para multiples productos [4]. Los biopo-
limeros naturales provienen de cuatro grandes fuentes: origen animal (colageno/
gelatina), origen marino (quitina/quitosan), origen agricola (lipidos y grasas e
hidrocoloides —proteinas y polisacaridos) y origen microbiano (acido polilactico
—PLA-y polihidroxialcanoatos —PHA) [5].

Hasta hace poco, la mayoria de las fuentes de .4/e colocan en la familia de los
lirios (Liliaceae), pero de acuerdo con Grindlay y Reynolds [6], ahora se ha desig-
nado su propia familia, conocida como Akaceae. Reynolds describi6 314 especies
en sus monograffas clasicas; ahora hay mas de 360 especies [6]. La nomenclatura
de A. vera ha sido muy confusa, y la planta ha sido conocida bajo una variedad de
nombres. Hay por lo menos cuatro especies principales que tienen propiedades
medicinales: Ale Barbadensis Miller, Aloe perryi Baker, Aloe ferox y Aloe arborescens.

LLa mayoria de las plantas de A/se no son toxicas, pero algunas son extremada-
mente toxicas pues contienen algunas sustancias nocivas. .Aoe Barbadensis Miller
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es considerada como la mas potente con propiedades medicinales y, por lo tanto,
es la mas popular. El alve vera es una planta suculenta perenne con rosetas basa-
les formada de hojas gruesas. En las plantas jovenes, las hojas aparecen a nivel
del suelo, pero el tallo puede crecer hasta 25 cm en las plantas mas viejas. En la
planta puede haber de 12 a 16 hojas, al centro las jovenes mas o menos erguidas
y hojas inferiores mayores de mas amplia difusién. La planta es madura cuando
tiene alrededor de 4 afos de edad y tiene una vida util de unos 12 afios. Cuando
estan bien desarrollados, las hojas individuales pueden alcanzar una altura de 60-
90 cm de largo y 5-10 cm de ancho, la base va disminuyendo hasta un punto con
dientes similares a una sierra a lo largo de sus margenes. Una seccion transversal
de la hoja revela un aspecto ligeramente céncavo en la superficie adaxial, mientras
que la superficie abaxial inferior es notablemente convexa. En las plantas jovenes
y en las ventosas, que crecen desde la base de la planta, las hojas son de un color
verde brillante, con manchas blanquecinas irregulares en ambos lados. A medida
que maduran las rosetas, hojas sucesivas tienen menos puntos, y hojas completa-
mente maduras son de un color gris verdoso impecable [7].

El Aloe Barbadensis Miller pertenece al género de aloe herbacea, arbustiva, su-
culentas xeréfilas perennes. De acuerdo con el USDA Ale vera pertenece a la
familia de las liliaceas [8]. El gel de aloe vera mostré muchas actividades fisiol6-
gicas y biologicas tales como la capacidad de curacion de quemaduras en la piel,
lesiones cutaneas, acné, la psoriasis, la anemia, anti-cancer, el agente anti-viral,
protector UV efecto profilactico contra las radiaciones nucleares accidentales,
agente antiinflamatorio, analgésico, antioxidante y también puede ser utilizado
como pesticida natural [9]. El gel de aloe vera contiene una fracciéon importante
de polisacaridos que representan cerca del 20 % de los solidos totales del parén-
quima mucilaginoso de las hojas y aproximadamente 20 glicoproteinas asociadas
con estos polisacaridos que contribuyen a actividad farmacolégica de alve vera en
la estimulacion de la proliferacion celular y sus otras actividades biolégicas [10].
Estos carbohidratos estan formados principalmente de mananos altamente ace-
tilados y polisacaridos pécticos. La composicion de los carbohidratos de la pulpa
ha sido descrita en numerosos reportes e incluyen manosa, galactosa, arabinosa,
acidos glucoroénico y galacturénico [8]. La composicion total del gel de alve vera
comprende polisacaridos, proteinas, minerales y lipidos. Las hojas de .A/e vera se
componen de tres distintas regiones morfoldgicas: exocarpio piel, conductos de
aloina o acibar, pulpa o tejido parenquimatico que es el mucilago incoloro que
comprende el grueso de la hoja [11].
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Su actividad depende de varios parametros estructurales tales como el grado
de acetilacion, el peso molecular, tipo de azucar, y ramificacion glucosidica [12].
El constituyente y la estructura de los polisacaridos cambian con los cambios del
entorno de crecimiento y condiciones de cultivo de .A/e Barbadensis Miller. Son
pocos los informes que se ocupan de los polisacaridos de la piel de .Ale Barba-
densis Miller [13].

El diéxido de titanio (TiO,), es un material de gran importancia tecnoldgica
por sus propiedades fisicoquimicas: es un semiconductor tipo n sensible a la luz
que absorbe radiacion electromagnética, principalmente en la regiéon UV; ade-
mas, es un 6xido anfétero muy estable quimicamente [14]. Se utiliza en grandes
cantidades como pigmento en pintura y alimentos, recubrimiento anticorrosivo,
sensor de gases, de manera general en la industria de la ceramica, aditivos, farma-
céuticos y absorbente de rayos UV en productos cosméticos [15].

Las nanoparticulas de di6éxido de titano han sido obtenidas utilizando diversos
métodos, entre los que se destacan la sintesis quimica en fase vapor, hidrotermal,
precipitacion controlada, sol-gel y precursor polimérico (Pechini); de estos méto-
dos dependera el control del tamafio de particula y pureza quimica [16].

La quimica de la superficie de 6xidos metalicos se controla directamente por
la estructura de la superficie, en la que los lados acido-basico crean cationes me-
talicos y aniones de oxigeno. Las nanoparticulas de diéxido de titanio tienen
tres fases metaestables, que son conocidos como rutilo, anatasa y brookita. La
estructura de rutilo es la fase regular para el dioxido de este metal, la mayoria de
las nanoparticulas de diéxido de titanio comerciales son una mezcla de anatasa,
rutilo y anatasa [17].

Aunque se definen sus propiedades mas importantes como no toxicas, com-
patibles con las mucosas y la piel, estudios recientes han demostrado que las
nanoparticulas de diéxido de titanio inducen dafio en el ADN y el aumento del
riesgo de cancer y el mecanismo podrian relacionarse con el estrés oxidativo y a
su alta exposicion. Las nanoparticulas de diéxido de titanio han sido clasificadas
por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés) como posible carcindgeno para los seres humanos [15].

Estudios que utilizaron un modelo de raton demostraron que la sonda oral
de TiO nanosized causé efectos genotodxicos y citotoxicos a través de la inflama-

cion y el estrés oxidativo in vivo. Estudios in vitro en células de pulmén humano
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de los efectos genotdxicos y oxidativo inducido por la generaciéon oxidante de
TiO,, revelaron inflamacion y la apoptosis en las células epiteliales del pulmon;
encontrado una caida de 15 % en la viabilidad y la activacién de la autofagia en
queratinocitos primatios humanos tratados con 10 ppm de nano-TiO, [18].

La primera definicién oficial de biocompatibilidad fue dada en 1987 como:
“La capacidad de un material para llevar a cabo una respuesta huésped apropiada
en una aplicacion especifica.” [19].

Aunque posteriormente se definié de una manera mas adecuada como: “Ha-
bilidad de un biomaterial para llevar a cabo una funcién deseable con respecto
a una terapia médica, sin producir efectos indeseables locales o sistémicos en el
recipiente o beneficiario de esta terapia, generando una respuesta celular o tisular
apropiadamente benéfica en una situacioén especifica y optimizando el rendimien-
to clinicamente para esta terapia” [20].

Esta tltima definicién destaca los impactos que tiene la interaccion de los bio-
materiales con los tejidos vivos, no sélo el efecto negativo que puede llegar a te-

ner, sino como responsables de promover el proceso de crecimiento celular [19].

A su vez, un biomaterial se distingue por su capacidad de estar en contacto
con tejidos del cuerpo humano cumpliendo alguna funcién o remplazando un
tejido sin causar un dafio inaceptable, que pueden proceder de una fuente biol6-
gica o no bioldgica; lo que puede resumirse como cualquier material farmacolé-
gicamente inerte disefiado para ser implantado o incorporado a un sistema vivo
[19 y 20].

En la actualidad, debido al desarrollo cientifico y tecnolégico del mundo mo-
derno y al uso no racional de la explotaciéon de los recursos se ha propiciado la
contaminacién del ambiente, lo que ha causado un deterioro en la capa de ozo-
no. Por tal motivo el hombre actual se encuentra expuesto a diferentes tipos de
radiacion solar [21]. La luz solar produce dafio cutineo porque las radiaciones
ultravioletas son absorbidas por el ADN, ARN, proteinas, lipidos de membranas
y organelos celulares presentes en la epidermis y la dermis, incluyendo el sistema
vascular. Los efectos de los rayos UV son acumulativos y dosis-dependientes
y estan en relacién a la duracion, frecuencia e intensidad de la radiacién; como
efecto inmediato conducen a producir una inflamacién y, como efecto tardio,
cancer de piel. El 95 % de radiaciones que inciden sobre nuestra piel son Infra-
rrojos (>760 nm) y luz visible (400-760 nm). Sélo el 5 % es radiacion UV de la
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cual el 2 % corresponde a la UVB (290-320 nm) y el 98 % a la UVA (320-400
nm) la que puede dividirse en UVA largos o UVA-I (340-400 nm) y UVA cortos
o UVA-II (320-340 nm) [22].

La exposicion prolongada a la radiacion UVB es responsable del cancer de
piel dado que penetra superficialmente en la piel afectando la epidermis en donde
dafa directamente el ADN celular. Por su parte, la radiacion UVA penetra mas
profundamente, afectando la dermis, destruyendo las fibras elasticas y colagenas
y condicionando envejecimiento, inmunosupresion, reacciones fotoalérgicas y re-

acciones fototoxicas [23].

Para una mejor proteccion solar lo mas recomendable serfa el evitar el sol,
pero eso imposible debido a las actividades diarias de las personas [24]. Hoy en
dfa contamos con un nimero considerable de fotoprotectores o bloqueadores
solares con muy alto factor de proteccion solar, disponibles para su recomenda-
cién o prescripcion. De los cuales sus principios activos responsables de la acti-
vidad de fotoproteccién son comunmente avobenzona, bemotrinizol, bisoctrizol
y dioxido de titanio [25].

Por lo tanto, resulta interesante caracterizar matrices microestructuradas a
partir de la interaccion de agentes bioactivos y poliméricos de origen vegetal para
incrementar la biocompatibilidad de las nanoparticulas al contacto con tejido
dérmico por exposicion al compésito o a las radiaciones UV.

2. Materiales y métodos

Se realiz6 la extraccion de mucilago de Ale Barbadensis Miller de acuerdo con
la metodologfa de Femenia et al. (1999) [8]. Se recolectaron hojas de 30 a 50
centimetros de largo de plantas mayores de 4 afios de edad; se lavaron con agua
destilada para eliminar cualquier tipo de suciedad; se cortaron las espinas y se re-
tird la piel para solamente recolectar el mucilago; se triturd por 30 segundos y se
filtré para retirar rastros de fibras y particulas de gran tamafo y, posteriormente,
se liofiliz6 para su uso.

Se utilizaron nanoparticulas de la empresa Sensient Colors Latin America, ubi-
cada en el Estado de México. De ellas se determinaron grupos funcionales por
espectrometria de infrarrojo con transformada de Furier (FTIR, por sus siglas en
inglés) y tamafo de particula por microscopia electrénica de barrido.
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2.1 Caracterizacion fisicoquimica de mucilago de Aloe Barbadensis
Miller y nanoparticulas de diéxido de titanio

Se realiz6 el andlisis quimico proximal del mucilago en polvo de Ake Barba-
densis Miller mediante los métodos oficiales de la norma del AOAC del 2012 [26].
Haciendo uso de estos métodos se determiné el porcentaje de humedad, porcen-
taje de cenizas, porcentaje de extracto etéreo o lipidos y porcentaje de nitrégeno
total. También, se determiné el porcentaje de carbohidratos totales de .A/e Bar-
badensis Miller, esta ultima determinacion se realizé por diferencia de porcentaje
de las cantidades anteriores.

2.2 Cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC)

Para la identificacion de los diferentes monosacaridos en las muestras de mu-
cilago del Ale Barbadensis Miller, se utilizé la técnica de cromatograffa en capa
fina de alta resoluciéon (HPTLC, por sus siglas en inglés), segun a la metodologia
propuesta por Mancilla-Margalli y Lépez en el 2006 [27], se utilizé una placa de
silica gel 60 F254 con soporte de aluminio (marca Merck) con dimensiones de
20x10 cm2. En ésta se aplicaron muestras de 3 uL. de soluciones estandar de
diferentes azucares en diferentes carriles: arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa,
sacarosa, ramnosa, xilosa, fucosa, manosa y soluciones de acido como el galac-
turénico, glucorénico y poligalacturénico, todos los estandares se prepararon a
una concentraciéon de 3 mg/mL con agua desionizada. También, en la placa se
aplicaron 15 pL de la solucién elaborada con el mucilago Ale Barbadensis Miller,
ésta a una concentracioén de 6 mg/mlL con agua desionizada. La fase mévil estu-
vo compuesta de butanol, propanol y agua desionizada a una concentraciéon de
3:12:4 v/v/v, respectivamente. Como revelador se utilizé una solucién consti-
tuida de difenilamina, anilina, acetona y acido fosférico a una concentraciéon de
0.4: 0.4:16:3 w/v/v/v, respectivamente. Finalmente, la placa se calent6 a 120 °C
durante 1 minuto y se observo la separacion de los compuestos mediante bandas
de diferentes colores. Por otro lado, la identificacion de los carbohidratos presen-
tes en cada una de las muestras se realizé6 comparando sus factores de retencion
(Rf), los cuales se obtuvieron a partir de la siguiente ecuacion (Ec. 1), con los Rf
de los estandares.

Distancia recorrida de la muestra
Rf=— : : e (Ec. 1)
Distancia recorrida por el disolvente
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2.3 Espectroscopia de infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Para la determinaciéon de los grupos funcionales del mucilago de Ake Barba-
densis Miller se utilizé un equipo de espectroscopia con transformada de Fourier
modelo IRAffinity-1 de la marca Shimadzu, este equipo nos permitié colocar la
muestra sin ningun tipo de procesamiento previo y el intervalo del espectro que
se uso fue de 4000 a 500 cm! [12].

2.4 Caracterizacion por microscopia foténica, MEB y ME'T del bio-
composito

Para la determinacién de la distribucion de las particulas de didxido de titanio
se utilizé un microscopio 6ptico Nikon 80i, Japon; se realiz6 un frotis de los ge-
les, y se observé y capturd con micrografias a un aumento 6ptico de 4X 'Y 20X.

Para la determinacién de la microestructura y distribucion de particulas del
biocomposito con o sin nanoparticulas de diéxido de titanio, se utiliz6 un equipo
de microscopia electronica de barrido (MEB) de la serie EVO LS 10 de la marca
Carl Zeiss. Este equipo nos permitié someter la muestra sin una preparacion pre-
via y a una presion ambiental para un mejor andlisis; las condiciones de trabajo
se ajustaron de acuerdo a la muestra. Se hizo uso de microscopia electronica de
transmision (MET) con el fin de caracterizar la morfoldgica del biocomposito y
tamafio de las micro y nanoparticulas de didxido de titanio.

2.5 Determinacion de color

Para la determinacion de color se utilizé un Colorimetro Milton Roy mod. Co-
lor mate, el cual estd provisto de un iluminante D65 y un angulo de observacién
de 10°. Fue colocada una muestra del gel de mucilago de Ale Barbadensis Miller
con y sin nanoparticulas de diéxido de titanio en cubas de cristal del equipo
para muestras liquidas o semisélidas. Los datos obtenidos se analizaron mediante
el sistema CIELAB donde L* correspondié a la coordenada de luminosidad,
a*(+rojos, -verdes) y b*(+amarillos,-azules) corresponden a coordenadas de cro-
maticidad y H® tono. Se utilizaron las siguientes ecuaciones (2-4) [28].

Sistema CIELAB.
LX=116*%(Y/Yn)1/3-16....cccenn... (Ec.2)
a*=500[(X/Xn)"*-(Y/Yn)"?]......... (Ec.3)

b= 200[(Y/Yn)!*-(Z/Zn)"]........(Ec.4)
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Con estandares del modelo colorimetro Milton Roy. Xn = 95.05 Yn = 100 Zn
=100.91

2.6 Adsorcién de rayos UV

Para la determinacion de la adsorcion de rayos UV de la muestra del biocom-
posito se utilizé un luxémetro modelo EA30O de la marca EXTECH INSTRU-
MENT para medir la cantidad de luz que atraviesa la muestra con una lampara
UV modelo UVLMS-38 de 8 vatios. Se someti6 la muestra a diferentes longitudes
de onda UV de 254, 302 y 365 nm que abarcaron el espectro de ese tipo de ra-
diacién (similar al los emitidos por las radiaciones solares), la muestra se coloco
en medio de un portaobjeto (marca LEUKA de 26.4x76.2 mm con un espesor
de 1.2 mm) y un cubreobjetos (marca Deltalab de 24x50 mm) con un grosor de
0.5 mm de tal manera que cubriera el detector del equipo con una distancia de
24 centimetros de la lampara de luz UV en el interior de una caja para eliminar el
ruido del exterior.

2.7 Biocompatibilidad in vitro

Se usaron dos tipos de lineas celulares: una, de fibroblastos y, la otra, de quera-
tinocitos; ambas células epidermales. Las cuales se cultivaran en medio Dulbecco
con antibidtico, factores de crecimiento y suero fetal bobino al 10 % definidos
para cada linea celular. Se haran subcultivos en cajas de 24 pozos con una de den-
sidad de 10x10° células para su evaluacion de citotoxicidad con sulforodamina B
la cual se evaluara por espectrofotometria a una longitud de onda de 570nm en
un lector de ELISA Synergy2 con el programa Gen5 Data Analysis Subcultivos.

Se acondicionan los reactivos a utilizar media hora antes de usar a bafio ma-
ria a 37 °C, se esteriliza campana de flujo laminar por 30 minutos en luz UV. Se
limpian con sanitas y etanol al 70 % los reactivos y equipos a utilizar para llevar
a cabo el subcultivo. Se sacan las cajas Petri con células de la incubadora y se
observan en el microscopio para observar asegurar que tengan una confluencia
mayor al 90 % y se realiza un registro fotografico para el seguimiento de la mor-
fologia celular de la propagacion. Se introducen las cajas Petri de las células y se
les retira el medio de cultivo mediante una pipeta Pasteur y una bomba de vacio
teniendo cuidado de no rasgar la monocapa formada por las células; se le agregan
8 ml de medio Dulbeco/F12 para realizar un lavado para eliminar restos celulares
y volver a retirar el medio con la pipeta Pasteur; se agregan 2 ml de tripsiana al
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0.25 % e incubar por 5 minutos para despegar las células de la caja; se inactiva la
tripsina con 2 ml de medio de inactivacion; se disgregan las células mediante una
micropipeta de 1 ml aspirando y vertiendo el medio por toda la caja este paso se
repite unas 30 veces; se transfieren las células a un tubo Falcon de 15 mly se cen-
trifuga a 400 g durante 5 min a 24 °C; se retira el sobrenadante teniendo cuidado
de no tomar el pellet (pastilla celular) y se resuspende de 1 a 3 ml dependiendo
del tamafio del pellet y se dispersa el pellet con una pipeta de 1 ml.

2.8 Conteo celular

Se colocé en un tubo Eppendorf (0.5 ml) 10 ul de azul de triptéfano 0.4 % y
10 pl de medio con células resuspendidas y se mezcld por unas 10 veces; se co-
locaron 10 pl de la mezcla en una camara de Neubahuer para realizar el conteo.

Las células vivas se vieron redondas mientras que las muertas eran azules, des-
pués de contar los cuadrantes, el numero de células vivas se determiné mediante
la siguiente Ecuaciéon (Ec. 5):

(Sumatoria células vivas)(20000)(vol.de medio usado)
Células vivas totales = :

....(Be.5)

Se calculé la cantidad de células necesarias y medio para subcultivar fibroblas-
tos (Para 50 ml de medio Dulbeco’s modified Eagle’s médium Ham’s F12 nu-
trient mixture con 43.95 ml a 4 °C, Suero fetal bovino 10 % 5 ml, Antibiotic-an-
timicotico Penicilina: 100 pg/ul, Estreptomicina: 100 pg/ul, Fungizona: 0.25 pg/
ul -20 ° 500 pl, Piruvato sédico 500 ul y glutamax 500 ul a 4 °C.

Como medio de inactivacion: Dulbeco’s modified Eagle’s médium Ham’s F12
nutrient mixture 1x a 4 °C en 45 ml, Suero fetal bovino 10 % 5 ml, Tripcina 0.25
% para 10 ml, Tripcina 2.5 % -20 °C 1 ml) en la caja de 24 pozos (500 ul por
pozo) para incubar a 37 °C en una atmosfera de CO, al 5 % y llevé a cabo la
evaluacion citotoxica con sulforodamida B.

2.9 Evaluacién citotdxica
Tras haber transcurrido 24 horas se tomo registro fotografico de las células de

las placas y se retir6 el medio agitando enérgicamente la caja en una sola direccion
solo una vez; se fijaron las células colocando por capilaridad a cada pozo 500 ul
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de 4cido tricloroacético al 10 % y se dej6 reposar por una hora a 4 °C; transcu-
rrido el tiempo de fijacion se realizaron 5 lavados con 500 pl de agua destilada a
4 °C; al finalizar el lavado se dejoé secar a temperatura ambiente durante toda la
noche; pasado el tiempo de secado se colocaron 200 pl de sulforodamida B y se
dejé reposar por 30 minutos a temperatura ambiente; posteriormente, se realiza-
ron cinco lavados con 500 ul de 4cido acético al 1 %; al término de los lavados se
coloco la placa boca abajo sobre una toalla de papel para retirar el resto del liqui-
do y se colocé en la campana de extraccion para secar durante una hora y media.

Por ultimo, se agregaron 200 pl de tris-Base (10 Mm, pH 10) por pozo para
solubilizar el colorante y se midié densidad 6ptica a 570 nm utilizando el lector
de placas ELISA, para determinar el porcentaje de citotoxicidad, mediante la
siguiente Ecuacion (Ec. 6):

(DO células tratadas) - (DO dia cero)
(DO células sin tratamiento) - (DO dia cero)

*100

% de citotoxicidad =

we...(Ec.6)

Este ensayo midi6 la cantidad de SRB fijada a las proteinas celulares en placas
de cultivo previamente fijadas con acido tricloroacético. Dado que la unién de la
SRB es estequiométrica, la densidad optica que se observé fue proporcional a la
masa celular [29].

3. Resultados

Se hizo la determinacion quimica de los componentes presentes en el mucila-
go de Alve veraliofilizado, para lo cual se obtuvo en una mayor proporcion carbo-

hidratos (60.78 %), de acuerdo con lo esperado. Asi como una gran proporcion
de minerales (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del aloe barbadensis miller.

Determinacion quimica Ake Barbadensis Miller

humedad 9.19931054
cenizas 22.3829179
lipidos 42647776
proteina 3.4242773
carbohidratos 60.7287166
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Los azucares disueltos que se pudieron observar por el RF de las bandas en la
Figura 1, obtenidas de la muestra, con respecto a los estandares, fueron glucosa,
rhamnosa y acidos poligalacturénicos. Se hace notar que se esta corriendo una placa
con hidrolizados del mucilago para detectar la presencia del resto de los estandares.

02
o1
. Y
o
ERSmm3 Q 8BS SC =
WA w = ‘£ o= w
20088862 9 t o
u,E"’UCUo:DEw =)
ao*Pe2 & E5 52 =
e “=0gs2g=
D 2 ol
T m
¥ 86
(%] ek
U
<< 8."5
g
<

Figura 1. Azdcares encontrados en el mucilago por medio de una placa de

cromatografia en capa fina.

A su vez se utiliz6 el densitometro de HPTLC marca CAMAG, Suiza, para
comparar las bandas de los estandares con el barrido de los hidrolizados.
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Figura 2. Espectros de geles de aloe vera con didxido de titanio a diferentes concentraciones.
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Con respeto a los espectros de FTIR (Figura 2) se observaron absorciones
caracteristicas para grupos OH (alcohdlicos, 4cidos y/o fenodlicos) entre 3550 y
3200 cm-1, sefial un poco desplazada con respecto a los OH libres (3650-3584
cm™), para grupos carbonilo se observan en la region de 1870 y 1540 cm™ que
podrian corresponder a grupos carbonilo de: cetonas, aldehidos, acidos o ésteres
[30], de entre los cuales destaco el de acido galacturénico que se encuentra 1745
cm’, glucomananos 1720 cm™, grupos C-O-C'Y CH3 (1407 cm™ y 1254 cm™)
[31], residuos de monosaciridos (1070 cm™ - 1043 cm™), rhamnogalacturanos
(1100 ecm™ -1017 cm™) [12]. Los picos representativos del diéxido de titanio se
encontraron uno a 511 cm-1 caracteristica de la fase inorganica presente en la
muestra y concretamente estarfa relacionada con los enlaces Ti-O y Ti-OH, otra
banda localizada (400 y 650 cm™), banda que se pudo asociar a uno de los modos
vibracionales del Ti-O [16].

Como se puede observar en las imagenes (Figura 3), el aumento de la presen-
cia de nanoparticulas de diéxido de titanio por la concentracién de didxido de
titanio se destacé la formacién de aglomerados de las particulas debido a que su
interaccion se ve incrementada por la concentracion, notandose a pesar de ello
una distribucién homogénea en el gel.

Figura 3. Identificacién de diéxido de titanio mediante de rayos X con microscopia

electrénica de barrido.
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Como se pudo observar en las micrografias de liofilizados de los geles se not6
una superficie rugosa con poca presencia de poros y conforme se fue aumentan-
do la concentracion de diéxido de titanio se incrementé la cantidad de poros; con
el analisis de rayos X se identificé la presencia de diéxido de titanio en el gel, asi
como su distribucion.

Como se pudo observar en las graficas a longitudes de ondas de 366 a 254
(Figuras 4 y 5) que cubren los extremos del espectro de luz UV, se observo que
por si solo los geles mucilago son capaces de impedir el paso de rayos UV que va
desde un 30 % un 40 % con respecto a la concentraciéon de mucilago que va de
un 4 a 6 %, respectivamente.
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Figura 4. Porcentaje de adsorcion de rayos UV a 366 nm.
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Figura 5. Porcentaje de adsorcion de rayos UV a 254 nm.
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Al incrementarse la cantidad de particulas de diéxido de titanio el paso de
rayos se vio disminuido hasta en un 98 % y 99 % con respecto a la concentracion
de mucilago a una longitud de onda de 254 nm, en un 85y 100 % en la longitud
de onda de 366 nm.

Se evaluaron los geles de mucilago al 4 % con y sin particulas de TiO,. Como
se muestra en la Figura 6, no se observé visualmente un efecto citotdxico con
el gel puro después de una hora de incubacién, ya que las células permanecen
pegadas a la superficie de la placa y con una morfologfa alargada.

Gel puro 4% Células

Figura 6. Tratamiento con gel A) Células cubiertas con gel al 4 % aloe vera B) Monocapa de células.

De lo contrario, a partir de las 24 horas se observé un desprendimiento de
las células y tomarfan una forma circular y flotaria en el medio, se cuantifico este
efecto mediante una evaluacion de sulforodamida B durante 24 horas de exposi-
cion, con los resultados mostrados en la Figura 7:

Grafica de citoxicidad

41.91176471

E TOXICIDAD

Figura 7. Efecto citotoxico con respeto a la concentracioén de TiO,.
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Como se puede apreciar, se cuantificé (Figura 7) un efecto citotéxico que se
va incrementando conforme se aumenta la concentracion de didéxido de titanio;
se obtuvo que el gel sin particulas de diéxido de titanio tuvo un efecto citotoxico,
lo cual puede deberse que al retirar el gel de la placa se haya llevado junto con el
gel cierta cantidad de células, ya que se cubrié6 completamente los pozos con el
gel y éste se retird para su tratamiento con sulforodamida B. Se plante6 solamen-
te usar 150 pl de gel por pozo para evitar el arrastre de las células y asi evitar un
falso negativo.

4. Conclusion

El Gel de Aloe fue un vehiculo seguro y compatible para acarrear nanoparti-
culas de Didxido de Titanio a la piel. Sin embargo, dada la fuerte reticulacion de
este Gel principalmente constituido por Xilanas, fue necesario definir una canti-
dad menor a la prevista para formar la matriz (biocomposito nanoestructurado).
Por otro lado, fue evidente que al aumentar la concentracion de nanoparticulas,
que aunque se distribuyeron homogéneamente, se dio lugar a la formaciéon de
aglomerados que cambiaron fisicamente el color del compésito.

Finalmente, el efecto de absorcién de rayos UV se present6 en una relacion
exponencial con respecto a la concentracion de nanoparticulas utilizadas. Ade-
mas del aumento en la citotoxicidad de las nanoparticulas en los cultivos de célu-

las a altas concentraciones en el sistema 7 vitro.

El principal impacto de este trabajo lo constituy6 la generacion de conoci-
miento de la relacion existente entre la conformaciéon de biocompésitos, su ca-
racterizacion y las pruebas de biocompatibilidad ante radiaciones UV. Lo que dio
como resultado un sistema seguro para el manejo de nanoparticulas de didxido

de titanio al contacto con la piel en posible uso como bloqueador solar del gel
de _Aloe vera.
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