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En México existen pocos investigadores que realicen estudios
micolégicos, recientemente se ha reportade que sélo hay doce
espocialistas que pueden encargarse de investigar sobre hohgos que
afectan a humanos, los cuales estan concentrados en hospitales. En
suma muchas veces ho se alcanza a identificar los hongos causantes
de enfermedades en el hombre. As{ mismo se maneja que del total de las

©®  Las tifas

enfermedades de 20 - 28 por clento es causado por hongos.‘
se presentan dentro de los diez primeros lugares de consulta en
México. ?

Las onicomicosis son comunes, dentro de todas las enfermedades de
la ufMa, occupan de un 18 a 40 por ciento aproximadamente. .10

Ahora bien la presencia de onicomicosis, enfermedad producida por
hongos sobre las uflas de manos y ples, es alta, sin embargo, pocos son
los estudios que se han realizado para determinar con mayor
aproximacién su incidencia. Por otra parte, a pesar de su presencia en
la poblacién no se le confiere importancia debido a que no se
presentan molestias come dolor, comezén, etc., aunque cuando todas las
uffas se han infectado, que es cuando se agrava la enfermedad, entonces
consideran pertinente ir a consultar a un médico o especialista.

Existen preparados farmacéuticos disponibles comercialmente,
tanto para un tratamientc sistémico como para un tratamiento tépico e
inclusive una combinacién de ambos, pero se tiene la desventaja de
que son muy largos (mas de un affod, la presencia de efectos adversos,

cuando se usa una via oral, es inevitable y solo se puede eliminar

suprimiendo el faArmaco, dando paso a una reinfeccidn y a un nuevo

TESIS 2
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tratamiento aumentando considerablemente su costo, y todo esto sin
contar que los paclentes suelen olvidar la toma o aplicacidn del
medicamento lo cual lleva a otra desventaja importante que es la
resistencia por parte de les microorgani smos a fArmacos

antimicéticos. *®

Aunado a todo lo anterior y hablando especificamente
de un tratamiento tépico debemos de tener presente la naturaleza de
las uffas humanas, que presentan una estructura muy +rapretada:, pues
estAn formadas por células gue contienen una alta cantidad de
queratina, dichas células estin fuertemente adheridas entre si{ y
dificilmente permiten la penetracién de alguna sustancia. Actualmente,
en nuestro pais, se ha intentado introducir el uso tépico de la Urea,
actuandoe como queratolitico, obteniendo buenos resultados en el

tratamiento de onicomicosis. ' *”?

Las sustancias queratoliticas tienen
como aceidén la de romper la queratina. Los principios activos que
genaralmente se utilizan son diverses, aundgue hay una gran inclinacidn
por los de tipo imidazol debido a sus excelentes resultados en la
eliminacién de los microorganismos productores de onicomlcosis.z'
Con todo esto, sucede en muchos casos, que ha pesar del gran ntmero de
principios actives contra esta enfermedad y de preparades que los
contienen, los resultados curativos no son exitosos y si muy costosos,
por lo que se requiere de tratamientos cortos y efectives. Un ejemplo
actual lo tenemos en el servicio de Dermatoclogia del Hospital «Dr.
Manuel Gea GonzAlez: C(Méxice), en pacientes con onlcomicosis se ha

demostrado la utilidad de los tratamientos combinados, sistémico y

tépico Cutilizan a la Uread y la mejor dosis de los antimicéticos
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orales, sin embargo, a pesar de la frecuencia de estas onicopatias,
adn no se cuenta con el tratamiento ideal para resolverl.as.'

Los sistemas terapéuticos de accién sostenlda nos permiten la
obtencidén de preparados farmacéuticos para el control adecuado de una
enfermedad ya que el nivel terapéutico se mantiene constante, Mediante
su desarrollo se obtienen disefios de medicamentos para via oral y
también para via tépica. Su caracteristica principal es que la
liberacién del farmaco se da en el sitio en donde el efecto se
requiore sea el miximo ¥ se mantenga constante durante un tiempo
determi nado.

Pocos son los estudios realizados en uffas humanas para eliminar
alguna enfermedad presente en las mismas, generalmente se trata de
estudios ~in vivor. En relacién a estudios ~in witro- los estudios
reportados respecto a la permeabilidad de la ufMa humana son pocos
enfocados principalmente a aspectos fisicoquimicos siendo un aporte
muy importante ya que se han establecido los posibles mecanismos de
transporte de un difusante a través de la ufia humana, “?

Tecndlogicamente para desarrollar un sistema terapéutico de
accién sostenida de ésta magnitud se requiere realizar un estudio de
difusién, éste puede dividirse en dos partes: »in vitrow e “in vivo:.
Anmbas partes comprenden el transporte de una sustancia a travées de una
membrana. La parte »tin vitro-, generalmente, requiere de un sistema
difusional adecuado Cceldas de difusiénd, aunque comerclialmente se
encuentran disponibles una gran variedad, é¢stas no son muy accesibles.

El estudio “in vivor se realiza con paclentes y se inflere si lo

TRSIS 4
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encontrado «in witror es factible analizando la evolucién de la

enfermedad en el mismo paciente. 1w

En este trabajo se desea realizar un estudio »in vitror que nos
permita establecer la permeabilidad de la uffa humana Para
antimicédticos tipo imidazol en presencia de sustancias queratoliticas
como base para el desarrollo de una forma Cfarmacéutica en el

tratamiento tépico de cnicomicosis.

En forma general, para llevar a cabo esta investigacidén «in
vitro+, se realizdé lo siguliente:;

1. Desarrolloc de una técnica analitica para cuantificar a los
antimicéticos tipo imidazol.

2. Desarrollo de celdas de difusién para probar la permeacion de
la ufa frente a los antimicéticos tipo imidazol.

3. Seguimiento del efecto de las sustancias queratoliticas sobre
la uffa apoyando la informacidén con micrografias. CEstudio por
Microscopia Electrénica de Barridol.

S. Establecimiento de 1la permeabllidad de la uffa humana a
antimicétitos tipoe imidazol en base a lo cobtenido en el punto

anterior. CEstudio de difusidnd

Por ultimo indicamos la forma en que se ha estructurado el

presente trabajo.
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Iniciamos con Generalidades, Capftulo I, en el que se habla de
las caracteristicas de: ufasx humanas, onicomicosis, tratamiento de
onicomicosis, celdas de difusién y difusién a través de la placa
ungueal .

El Capiftulo II se refiere a la Parte experimental, que contiene
lo relacionadeo a material y métodos: Evaluaciones previas Cse
incluyen algunos resultados), Estudio de Microscopia Electrénica de
Barrido y Estudio de Difusién.

En el Capitulo III se muestran los Resultados obtenidos,
referidos a los Estudios de Microscopia Electrénica de Barrido y de
Difusién,

En el Capitulo IV se presenta la Discusiédn & Anilisis de los
resultados presentados en el Capitulo anterior.

Las Conclusiones de toda 1la investigacién CBibliografica y
experimental) se indican al finalizar e! capitulo cuatro.

Se han incluido dos apendices: Apendice A en el que se incluyen
las caracteristicas fisicoquimicas, bioclédgicas de los principles
activos utilizados, mientras que en el Apendice B se presenta el
analisis estadisitico realizado a las curvas de calibacién para
cuantificar antimlicédticos tipo imlidazol.

Finalizamos el presente trabajo con las Referencias

bibliograficas consultadas.
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TAFIA D. PATRICIA ORJETIVOS

Para realizar el presente estudio se han planteado los siguientes

objetivos:

OBJETIVO GENERAL.

Realjzar un estudio “in vitro" para establecer la permeabllidad
de la uffa humana utilizando tres antimlcédticos tipo dimidazol:
Itraconazol, Ketoconazol y Nitrato de miconazol en presencia de
sustancias queratoliticas, como base para el desarrollo de una forma

farmacéutica en el tratamiento Lépico de onicomicosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

% Desarrollar una teécnica analftica sencilla para 1la
determinacién cuantitativa de los antimicédticos tipo imidazol:
Itraconazel. Ketoconazol y Nitrato de miconazol.

* Establecer para la técnica la linealidad del sistema, la
relacidn entre concentracidn y absorbancia, si existe diferencia
significativa entre dos dias y analistas diferentes e inferir su
aplicacién como técnica de analisis de lom antimicdticos tipo
imidazol.

* Determinar la interferencia de las sustanclas queratoliticas en
la técnica analitica de cuantificacién de los antimicédtices tipo

imidazol.
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* Disefiar y construir una celda de difusién para el estudio de
permeabilidad que permita el uso de uffas humanas como membrana, entre
compartimentos donader - receptor.

* Determinar con ayuda de Microscopia Electrénica de Barrido el
grado de afectacién por parte de las sustancias queratoliticas sobre

la ufa humana a 37 °

C, apoyando la informacién obtenida con
micrografias.

# Realizar el seguimiento de difusién de los antimicédticos tipo

imtdazol CItr 1, Ketoc 1 y Nitrato de miconazol), utilizando
uflas humanas como membrana con ¥ sSin presencia de sustanclias

queratolfticas CAcido salicilico, Urea y Papaina, a 37°%c.
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II.1. GENERALIDADES DE LA URA

1.1 DEFINICIONES
Las uflas forman parte del tejido epitelial. son un anexo de
la plel cuyo fin es el de proteger. Se caracterizan por estar formadas

?

de capas puramente celulares.* Son una modificacidén de las células

zda La

eplidérmicas cornificadas, estiAn compuestas de queratina dura.
queratina sintetizada se conserva como residuo estructural de las
células vivas. La queratina de la uffa esta constituida por cadenas de

péptidos en la configuracién helicoidal a. b

Asi{, a este tipo de
queratinas se les conoce come esclercoprotefinas Calbuminoides). *?

Las queratinas son estables e insolubles en agua, inertes
quimicamente y no se cdigleren con facilidad por las proteasas

.2

comunes.

Biloldgicamente son inertes ¥y son producto de los tejides vivos
subyacentes." Se ha propuesto recientemente que 1la queratinizacidén

es una respuesta al decremento del metabolismo celular y disminucidn

del abasto nutricional.”

1.2. FORMACION Y ESTRUCTURA DE LA URA,

La ufMa se halla situada sobre e! lecho de la ufla, en la que la
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dermis estd dispuesta en forma de eminencias en lugar de papilas como
en la piel. El lecho de la uffa presenta una rica inervacién y una
abundante irrigacién sanguinea. La parte proximal de la ufa se halla
en un repliegue de la piel, el swrco ungueal; la uffa es mis delgada
en esta reglén. El cuerpo de la ufia es una parte no cublerta y que
se halla firmemente unida al lecho de la uffa. La extremidad distal de
la uffa es libre -es el borde libre- y en cada lado esti rodeada de un
pliegue de piel danominado pliegue de la ulla. a3

l.a formacidn de la uffa se origina en la matriz, y se efectla
gracias al proceso de proliferacién y diferenciaciédn activa de las
células epiteliales ahi situadas, que gradualmente se queratinizan
formando una placa cérnea Ccélulas queratlntzantes).'

Asf la ufla queda constituida por laminas corneas compactas
fuertemente adheridas entre =i, que crecen en sentido distal de los
miembros, deslizindose sobre el lecho ungueal C(MHiponiquiod, el cual
tiene una estructura tipica como la de la plel pero no participa en la
formacién de la ufa, *°

Las células queratinizantes, retienen fragmentos nucleares y
estain fuertemente adheridas entre s{. En el extremo proximal de la uffa
se observa una media luna blanca, la lunula, la cual algunos autores
proponen que se debe a la reflexiédn de la luz de la interfase entre la
matriz y el lecho ungueal.7 y otros la refieren a el aire mezclado en
la matriz de queratina. En esta regién la matriz no estA adherida al

lecho ungueal. %% Criaumra ©
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4 3
5- 2
1 )
1. Matriz, 4. Lanula,
2. Pliegue de la uffa. 5. Borde proximal.
3. Lecho ungueal CHiponiquio). 8. Eponiquio.

20
FI1G. 1 KRTRUCTURA DE LA UNA HUMANA’

En promedio las uffas crecen de 0,8 - 1.0 mm por semana, a mMenos
que dicho crecimiento sea inhibido por alguna enfermedad. *¢ La
intensidad del crecimiento de la ufa difiere segin la edad. Las de lag

manos crecen mas rapido que las de los pies; todas crecen
mas

rapidamente en verano que en .inv.lerno.zz Asi la regeneracidén de una

uffa en un dedo de la mano ocurre de tres y medio a cinco y medio

‘meseS; la regeneracidn de una uffa de un dedoc del pie ocurre de seis a

o
ocho meses.?
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1.3. ULTRAESTRUCTURA ¥ COMPOSICION DE LA UNA.

La matriz de la uffa esta compuesta de una capa basal y varias
capas de células poligonales, lo cual corresponde a la capa escamosa
en la epidermis. Las células poligonales contienen abundantes granulos
de queratchialina lo que hace que Se observen blanquecinas y turbias.
Como las células de la matriz sufren mitosis, ellas se mueven hacia
arriba a la regidn de la superficie de la placa de la ufia, también hay

un movimiento distal y llegan a ser completamente qum~au.ni.zadas.7

1> Placa de la ufia.
La placa de la uffa es una estructura oblonga la cual es curva de
lado a lado, y esta insertada dentro de un surco, el surco o borde

lateral de la uffa, en cada margen lateral. Crrauma 20

1. Surco lateral 3. Borde libre
2. Margen lateral.

FI0. 2 PLACA OE LA UNA HUMANA, VISTA LATERAL
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El borde libre de la ufa es pardusco o amarillento y es continuo
hacia el lecho de la ula por el hiponiquio. La superficie externa de
la placa de la ufia es normalmente lisa y brillante; la superficie
posterior esta marcada por arrugas las cuales pueden ser atacadas
fuertemente por enfermedades, dentro de depresiones longitudinales en

el lecho de la ufia.

11) Capas de la placa de la uffa.

Se hah propuesto tres diferentes capas de la placa de la ula;
a> Dorsal,
bd Intermedio.

¢) Ventral.

o) CAPA DORSAL.

La capa dorsal se origina desde la porcidn proximal del pliegue
dorsal de la uffa. Las células queratinizadas se separan de la matriz,
y son removidas distalmente por la masa de nuevas células formadas en
la matriz, rapidamente pierden su nGcleo. MAs profunde a la placa
dorsal esta una zona transicional compacta, en la cual las eélulas

con nécleo contraldo pueden ser observadas.

82 PLACA INTERMEDIA.
La placa de la uffa intermedia es mis gruesa que la capa dorsal,

formando el volumen de la placa de la ufa. Esta capa se deriva de la
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uffa disminuida de la raiz de la matriz, sin la interposicién de una
capa granular. Remanentes nucleares basofilicos son visibles en la
capa intermedia y una zona transicional ancha estiA presente con ntcleo

prominente.

<> CAPA VENTRAL.

La placa ventral de la ufa es una capa delgada, una a dos células
de grosor, lo cual forma la base de la placa de la ufa, dicha placa
esta en contacto directo con el lecho ungueal. Las células en esta
regién surgen de las células del lecho de la ufa y son acarreadas
hacia delante y periféricamente en la direccidén del crecimiento de la
ufa. La sangre localizada entre el lecho ungueal y la placa es
acarreada distalmente en la misma velocidad que la velocidad de

crecimiento de la placa de la ula. ?

111D Irrigacidn sanguinea.

La matriz y el lecho de la uffa poseen un rico suministro de
sangre proveniente de dos arcos arteriales que se encuentran debajo de
la lamina de la ufa,*” Estos arcos arteriales anastomoticos proveen
la sangre abasteciendo a la placa ungueal, se conectan con dos
arterias laterales digitales y estan situadas profundamente en
contacto con el periosteo. Un arco es paralelo a la lunula, y el otro
es paralelo al margen libre de la uﬁa.7

En la profundidad de la dermis hacia el lecho de la ufa estd una
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anastomosis arteriovenosa especlallzada, la cual esta rodeada por
cédlulas contractiles, las células glomus., Esta células glomus cutineas
pueden cerrar el paso directo de la sangre desde la arteria a la vena,
sin pasar a traves del lecho capilar, y es asi un instrumento en la
regulacidn de la presién sanguinea, y en cambios de temperatura de los
digitos. También existe una arteria de medioc tamaMo conectada a la
interfalange distal Junto con el pliegue de la ufa, esto puede ayudar
para explicar la relacién enire los cambios de las uffas y las

enfermedades de los empalmes © uniones. ?

iv) Composicién quimica de la uffa.

El componente mAs importante de la uffla que es la queratina dura,
exhibe un alto contenido de sulfuro, es decir., aproximadamente 3.2 %,
principalmente en forma de cisteina C 9-12 % del peso de la ufad. En
enfermedades el contenido de sulfuroc de una uffa puede ser mis bajo de
lo normal. Las fibrillas de queratina estan orientadas principalmente
paralelas a la superficlie de la uffa de lado a lado. Existe una
diferenciacién natural entre la placa de la ufia dorsal, mis dura, y la
placa de la ufa intermedia, mAs flexible. La uffa contiene
aproximadamente un 8 - 12 % de humedad y un 0.12 - 0.78 % de grasa, en
adultos, y un 1.38% en bebés. El calcio constituye aproximadamente el
0.02 - 0.04 % del peso, y no contribuye a su dureza. Contiene ademas
fésforo, carbonato y arsénico. El contenido de calcio disminuye con la

7,38,48

edad después de 40 affos. CFIQURA 3D
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Humedad 12.0%

Cisteina 12.0%

Sulfuro 3.2%
Grasa 1.0%

Queratina 71.7%

Fio. 3. COMPORICION QUIMICA DK LA UNA HUMANA

1.4. ASPECTO FISICO.

La uffa presenta un color blanquecino., aunque sobre el lecho
ungueal se percibe rosado debido a la irrigacién sanguinea, Posee
brilloc observandose lisa la superficie, con ligeros surcos
longitudinales mas o menos paralelos, hid
El agua y la grasa contribuyen a darle su flexibilidad y brillo

caracteristicos a la 1amina. La superficie de la placa ungueal

presenta una pelicula lipidica, perc diversos agentes locales la
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despojan de su secresién protectora, entre ellos el 4lcall de los
Jabones o detergentes desengrasantes de uso casi inevitable para las
amas de casa, que se combina con las grasas de la uffa y ataca a la

queratina, haciéndola quabradiza. e

II.2. ONICOMICOSIS

2+.1. DEFINICIONES.

Onicomicosis es toda infeccidn de la ula causada por cualquier
hongo, levadura © moho. No debe confundirse con tiffa ungueal o de la
ufia, pues estos términos Se refieren solamente a las infecclones
causadas por dermatofites. b

Las cnicomicosis son ceomunes, dentro de todas las enfermedades de

12429 pn relacién a todas

la ufa, ocupan un 15 a 40 %, aproximadamente.
las enfermedades de la piel ocupan cifras de dos a tres por clenta,”

Crraura <.
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Onicomicosis
40.0%

=

Ent. de la uia
80.0%

FIQURA 4. PORCENTAJE DE ONICOMICOSIS CON RESPECTO AL
TOTAL DE KNFERMEDADES EN LA URA.

Las uffas de los pies se infectan mads frecuentemente que las de
las manos esto en relacién de cuatro a uno.**

L.as onicomicosis también pueden ser causa de otras infeccliones en
otras 4Areas de la piel o bien productoras de cuadros de
hipersansibilidad. ?

Una vez establecida la onicomicosis, constituird un foco
permanente de Iinfeccidn para el ple, dando lugar, de esta manera, a un

circulo vicioso que requiere el tratamiente simulténec de los dos

TESIS 20



TAPFIA O. PATRICIA GENERALIDADES

padecimientos. De ordinario, la iniciacién de la parasitosis se hace
de uno de los bordes laterales, para seguir después el borde libre y
hasta el final atacar toda la uffa, la que se vuelve gruesa, estriada,
de color amarillento y quebradiza, acumuladndose debajo de su borde
libre gran cantidad de detritus que se desprenden con facilidad, en
los que se encuentra en abundancia el parisito producter, por lo que
se prefiere este material para tomar las muestras y hacer un examen
micolégico y no el raspado de la superficie de la ufNa, en donde los
elementos micdticos son muy escasos, ¢coh 1o que se corre el riesgo de
no encontrarlos. La matriz de la ufla no esta afectada, ya que se sabe
que los dermatofitos ho atacan los tejidos vives, quedando asi
confinada la infeccién a la queratina, Ya evolucionada la onicomicosis
es esencialmente crénica, lo que da lugar a que con el trancurso del
tiempo se afecten cada vez mayor numero de uffas y, en cocasiones todas
ellas. Practicamente la onicomicosis no presenta sintomas subjetivos

y asi es transportada por affos sin mayores molestias, '*

2.2 CARACTERISTICAS CLINICAS.

Los primeros signos de onicomicosis se van hacer presentes hacia
la poreidn distal de la misma, el hongo al asentar y progresat en lo
compacto de la uMa, en sus numerosos estratos cérneos, los separa y

les quita cohesién entonces ésta se observa engrosada, fragil o
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»fofa«, con frecuenclia se reduce de tamafo, +~carcomida~, cambia de

coloracién y se observa amarillenta, amarillento-café u oscura. *®

Los hongos se introducen y fracclionan la ufa mas que disolverla. 4

De forma inexplicable, la infecién micédtica puede afectar sdédlo
algunas de las uffas, dejando las restantes completamente intactas. Una
atractiva hipétesis propone que las uffas de crecimientc mis lento se
infecten con mayor facilidad, Esto, clertamente es as{ en el sindroms
de Cushing, donde la curacidén quirurgica por reseccién del tumer va
seguida de la desaparicién espontinea de la onicomicosis,? %18

Por lo genaral, la onicomicosis se acompafia de infecciones en
otras localizaciones. En la tiffa de los pies, especialmente cuando
ostin afectados los pliegues interdigitales, las ulNas pueden actuar
come reservorice a partir del cual se coriginan las reinfecciones

si las condiciones amblientales son adecuadas,*®

2.3. ONICOMICOSIS EN MEXICO.

En México pocos estudios se han realizade al respecto, poca
importancia se le da a esta onicopatia tanto en México como en el
resto del mundo, por lo que es dificil conocer como se presenta a
menudo la onicomicosis en la poblacién en general, pues la ayuda
médica o dermatolégica es usualmente solicitada en los casos mas
severos. En suma, no todos los cultivos proporcionan resultados

positivos, adn conh casoes microscédplcamente positivos. s
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En estudios recientes C1Q77 -~ 1987), se confirmaron el B0 por
ciento de onicomicosis, en la mitad se aislé al agente causal. El1 5S4
por ciento fue causado por Dermatofitos, 45 por clento lo causd
Candida, el uno por ciliento por hangos oportunistas, asi mnismo se
observéd un cuatro por clento en casos mixtos entre los dos primeros
grupos, ”

De los pcocos datos disponibles de estudios realizados en México
existe informacidén reportada en los affos de 1957, 1972 y 1888 scbre
onicomicosls causada por dermatofitos, ésta informacldn se resume en

: ]
la TABLA 12,

TABLA 1. LOE TRES DERMATOFITOS MAS FRECUENTEMENTE PRODUCTORES
DE ONICOMICOSIZ EN MEXICO (1937, 1972, $989),

Dermatafito 1957 (% 1972 % 1988 <X
T. rubrum S0 24.7 87
. T. tonsurans 37 13.4 s.8
T. mentagrophytes 13 21.3 3.0

Como se observa las tres especlies mas frecuentes de dermatofitos

son las mismas, con las variantes proplas de origen de la muestra
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estudiada. No obstante, llama la atencidén observar como la frecuencia
de Tricheophyton tonsurans ha disminuido sensiblemente desde 1957. Este
hecho esta en relacién con la mejoria del nivel soclio-econédmico de la
poblacién. s

Con respecto a Candida, siempre se ha observade come segundo
agente patégeno, después de Dermatofitos, e inclusive un agente
patégeno aislado €3 0 que llegd a ser causante de onicomicosis fué
Pt tyrosporum ovale (168720, el cual ya no se presenta con la misma

incidencia en los estudios recientes.”

2. 4. INCIDENCIA EN LA POBLACION.

La incidencia de onicomicosis en la poblacién estad en relacidn a
la edad, pues se sabe que es mayor en anclanos. Los nifios rara vez son
infectados, lo cual se atribuye a el rapido crecimiento de las uffas,
un procesco natural en el cual espontineamente se elimina al hongo.
Por otra parte, el padecimiento afecta a los dos sexos por 1gua1.“’“

Se aumenta el riesgo de contaminacién en amas de casa ya que Se

mantienen expuestas a diferentes factores, por ejemplo: humedad,

traumatismos, ete.”
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2.5. MICROORGANISMOS QUE LA CAUSAN.

La onicomicosis puede ser causada por Dermatofitos, levaduras u
mohos. *® En Méxicoa, como ya se menciond anteriormente., el mayor
porcentaje es causado por Dermatofitos, sienda Candida el segundo en
importancia, el resto del porcentaje, que es minime, es causado por
otros patégenos.!

Las levaduras son la causa mis comin de cnicomicosis en las ufias
de los dedos de la mano. En la onicomicosis de el pie, los
Dermatofitos es el agente causante principal, con mochos en segundo

3
lugar. Las levaduras rara vez causan onicomicosis en pie. *

1D Onicomicosis causada por dermatofitos.
Este tipo de onicomicosis se conoce generalmente como tiffa de las
ufas Ctinea ungutum).’
Pacientes con infecciones dermatofiticas en otras partes del

cuerpo presentan, generalmente, onhicomicosis. s

a) Distribucidn en México.

En Méxice se presentan con la sigulente distribucidén percentual:
T. rubrum, 87%; T. tonsurans, 9.85%; T. mentagrophytes, ax; M.
cants, 3% y E. floccosum, 1.5 %, Como en otras latitudes, la
parasitacién por Microsporum y Epidermophyton es rara. Con frecuencia

se observa, causado por T. rubrum, el llamado sindrome de una mano y
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los dos pies, que se manifiesta por onicomicosis o tifia de una mano y

los dos p.les.' Crigura 30

T. tonsurang 6.6%
T. mantagrophy 3.0%

. N M. canis 8.0%
““\“\\\ E. flocosum 1.6%

T. rubrum 87.0%

FIOURA 3. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE DERMATOFITOS
CAUSANTES DE ONICOMICOSIS EN MEXICO

A nivel mundial se ha encontrado que 7. mentagrophytes, infecta

principalmente las uffas de los pies al igual que £. floccosum, 1
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b) Factores predisponenteas.

Esta micosis se presenta en personas suceptibles; es de
transmisién exdgena y favorecida por traumatismos; constituye diez por
ciento de las dermatofitosis., Todos los dermatofitos son capaces de
preoducirla, pero cada 4area geografica tiene sus proplas especies.
Entre los hongos de distribucién mundial se tienen: Trychophyton
rubrum, Microsporum cants, M. gyseum, Eptdermophyton floccosum y T.
tonsurans, *191%

Se le considera un padecimiento frecuente en deportistas, sobre
tode en quienes practican la natacién, Son factores favorecedores:
calor, sudor, uso de calzado estrecho © de plastico, enfermedad
vascular periférica y depresién de la inmunidad. El sistema inmune del
paciente es importante; en dermatofitosis superficial crénica y
enfermedad dermatofitica, las cuales son caracterizadas por depresién
de la inmunidad mediada por células innata o adquirida, se observa
onicomicosis particularmente de una naturaleza crénica y recurrente.
Se ha relaciocnado con la mala higiene y la costumbre de no secarse
adecuadamente los pies. En la actualidad es muy probable su relacidén

con el uso de zapatos tenis, B-19/19

c) Incidencia en la poblacidén.
El padecimiento afecta a hombres y mujeres por igual, con
franco predominio de los 20 a los 40 afios de edad <48 20, si bien se

presenta desde los dos affos de edad hasta los 80 afios. En cuanto a la
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localizaeidn, los datos indican que aproximadamente en 70 % se afectan
las uffas de plies, sobre todo el primer dedo, en 27 % las ufas de las

manos, ¥ en 3 %, tanto manos como p!es.' Crigura o).

Unas de pies
70.0&2)I

FIGQURA 6. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA LOCALIZACION DE
ONICOMICOSISE KN UNAE DE MANOS Y PIKS CAUSADA POR DERMATOFITOS

La onicomicosis causada por dermatofitos solo se ha reportado el
43 por ciento en paclientes geriatricos en México, mientras que en

otras poblaciones la incidencia se reporta del 80 por clento, del que
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70 por clento se divide entre empleados, estudiantes y amas de casa.
Es baja la incidencia en campesinos debido al uso de sandalias o a la
falta de calzado.®

Un aspecto importante qtie se presenta es que si bilen pueden
infectarse todos los dedos del piles, espontidneamente algunas de las
uffas pueden curarse, © bien algunas pueden no infectarse a pesar de la

presenclia de ufas infectadas. *®

c) Clasificacidn.

De acuerdo a sus caracteristicas clinicas de este tipo de
onicomicosis se presenta su clasificacidn. Las caracteristicas
clinicas dependen del sitio sobre el cual las uffas son infectadas. *®
La onicomicosis causada por dermatofitos esta clasificada en cinco
tipos, que a continuacidén se enlistan.™*”

i. Onicomicosis subungueal distal.
2. Onicomiceosis lateral.
3, Onicomicosis proximal.
4. Onicomicosis blanca superficial.

5. Onicomicosis distréfica.

i4) Onicomicosis causada por Candida,
Entre las diferentes localizaciones de las candidosis, la .

localizacién ungueal ocupa el 35-45 por ciento. Candida albicans es la
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causa primaria de onicomicosis por levadura, aproximadamente un 70 por
ciento. También se han aislado otras levaduras infecclosas: C. hkruseti,

a,40

C. parapsilosis, C. tropicalis y C. pseudotropicalis. CFIQURA 7).

Otras levaduras
30.0%

\\

§

=

FIGURA 7. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE ONICOMICOSIS
CAUSADO POR CANDIDA.

La onicomicosis causada por Candida predomina en adultos €20 a 30
affos de edad), disminuyendo conferme a la edad, en cuanto a los niffos,

se observa una incidencia semejante a la producida por dermatofitos.
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la incidencia en adultos huestra cgue es de dos a tres veces mas alto
en mujeres que en hombres. Predomina la afeccidn en las uffas de las
manos, con 60 por ciento; en los plies se ve en 33 por clento, y en
ambos, en siete por ciento. C(rFigura ed Es mayor su frecuencia en

amas de casa (440 y en empleados y estudiantes (40 o’

Ufias de pies

Manos vy pies
7.0%

Ufias de manos

FIOURA B. DISTRIDUCION PORCENTUAL DE ONICOMICOSIS EN UNAS DE
MANGCS Y PIES CAUSARA POR CANDIDA.

a) Factores predisponentes.

Esta micosis es favorecida por maltiples factores locales,
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generales, yatrogénicos e inmunclégices, ™'

Los factores locales promueven la formacién de lesiones. Un dafo
unico o repetido en la cuticula durante el manicure y pedicure, o la
separacién de su lecho de la placa ungueal (onicolisis), causado por
factores quimicos o© mecinicos promueven 1la contaminacién. Ambos,
maceracidén y oclusién promueven el desarrollo de candidosis, as{i como
la hiperhidratosis y manos frias. Comc se mencionéd anteriormente, el
nimero de infecciones en amas de casa, enfermeras, personal
doméstico, cocineras, lava platos es mis alto dque en las otras
ocupaciones. El eontacto con substancias que contlenen azdcar explica
porque la candidosis frecuentemente ocurre en confiteros y gente que
maneja fruta. el

Los factores generales que pueden llevar a un desarrollo de
candidosis son: diabetes mellitus, hipoparatiroidismo, enfermedad de
Addison, disfuncién de la tiroides, malnutricién, mala absorcién,
discracia tal como leucemia o agranulocitosis, tumores malignos, y en
condiclones postoperativas. 112

Los factores yatrogénicos Ccorticoesteroides y substancias
antimicéticas y antibiéticosd), juegan un papel siempre en aumento el
desarrollo no sclamente de candlidosis cutanea, sino tamblén del tipo
visceral, ***

Los factores inmunolégicos causan paroniquia y onigquia, las
cuales son especlalmente resistentes. Candidiasis mucocutanea

crénica, caracterizada por infeccidn crénica de la uflas, la mucosa y

la piel, es un buen sjemplo de la enfermedad. Usualmente aparece en la
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infancia. ¥

La infececidn de la placa de la ufa se presenta principalmente como

un resultado de paroniquia crénica,*?

b) Clasificacidén.

Las caracteristicas clinicas de la onicomicosis causada por
Candida dependen del sitio scbre el cual ia uffa es infectada. 2

Los tipos de onicomicosis causados por Candida sSe presentan a
continuacién, **?
1. Parconiquia causada por Candida.
2. Onicolisis causada por Candida.

3. Oniquia.

11i) Onicomicosis causada por oportunistas.

Muchos hongos son fitopatogénicos o saprofiticos pero no
patégencs para humanos. Algunos, sin embargo, forman filamentos en las
substancia ungueal lo cual es detectable por medio de una microscopia
directa.*?

Predominan en personas de mids de 60 aNos de edad,
preferentemente invaden las uMas de los dedos grandes del pie. También
se cbservan en Jovénes. Son favorecidas por inicogrifesis, dedos
saobrepuestos, enfermedad periférica y contacto con ciertas

plantas. .13
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Los agentes etioldgicos que frecuentemente se observan en el
ple son Scopularipsis dbrevicaulls y especles de Aspergillus. Fusariun
oxysporum y Alternaria tenuts afectan preferentemente las uffas de las
manos, mientras que Hendersonula torulotdea infecta a pies y manos. M.
toruloidea puede ser responsable de pareniquia Yy puede atn
desarrollarse por s{ misma en la piel, as! ecomo también provocar
lesiones en las manos.™?*

Las lesiones de los dedos grandes del pie son onicolisis y
paquioniquia; ellas corresponden con la onicomicosis distal o lateral
en la seccién de dermatofitos.”

La enfermedad menos frecuente e la onicomicosis blanca
superiricial.“ Se han observado casos por Fusariwn, Scogulartopsis y

Aspergillus, todos ellos capaces de producir cromooniquia. 1.8.18

2.6. ONICOMICOSIS Y OTRAS ENFERMEDADES.

Existen enfermedades que pueden ser causas posibles de
onicomicosis como es la psoriasis, liquen plano, transtornos
metabdlicos, traumatismos, enfermedades reumiticas.”*?

Es dificil diferenciar las dermatofitosis ungueales causadas por
cosméticos de ulas de las onicomicosis.”®
Se presentan numerosas manifestaciones dormatoldédgicas en humanos

infectados de SIDA, entre esa varledad de enfermedades las primarias

son afeccliones en uffas y cabello. Sliendo una de estas la onicomicosis,
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principalmente la subungueal blanca proximal, la cual parece estar
relacionada a los efectos de la infeccién de HIV sobre el sistema
inmune. La incidencia de dermatofitosis en paclentes que son
seropositivos para HIV es similar a lo encontrade en grupos de gente
no seropositivos. Dentro de los microorganismos ailslados, en este tipo
de pacientes se encuentran: Trichophyton rubrum, Trichophyton
mantagrophytes, Epodermophyton floccosun a7

Constituye un problema importante el diagnéstico diferencial con

Psoriasis, que puede dar manifestaciones similares.”

II.3. TRATANIENTO DE ONICOMICOSIS

El tratamiento de onicomicosis es a menudo largo y dificil, y no
existe un tratamiento estandar. Actualmente es muy dificil limpiar
las uffas de hongos. i

Estadisticas de éxitos terapéutices indican que entre mas extensa
es la afeccldén menor es la posibilidad de curacidén, por ejemplo, solo

uno de once casos obtienen curacién si una o mas ufas estan
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completamente infectadas. o«

Varios factores deben considerarse  antes de decidir el
tratamiento apropiado:

ad La enfermedad puede ser causada por diferentes
microorganismos.

bd Existen diferentes formas de expresiédn clinica y la respuesta
terapdutica difiere por consiguiente,

cd Las uflas de las manos responden mejor Yy mis rapido al
tratamiento que las uffas de los pies, requieren la mitad de tiempa.

d) No es facil siempre identificar un hongo aislade como un
patégeno causante o comensal para la onicopatologfa.

La onicomicosis rara vez desaparece espontineamente y su
reincidencia es comin después del tratamiento. La localizacién de la
infeccién y la identificacidén de el hongo son factores importantes,
como quiera que sea un tratamiento especifico no debe ser iniclado
hasta que el patdégeno responsable ha sido identifjicado. Esto es
necesario para evitar la administracién de antimicédticos para
onicopatias diferentes de onicomicosis. Los oportunistas no responden
a antimicédticos orales, por lo que para estos no pueden ser

prescritos. **

3.1. FORMAS DE TRATAMIENTO.

Tres formas de tratamiento son posibles:
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ad) Tratamiento sistémico.
b) Tratamlento local. s
c) Remocién de la queratina afectada.
A menudo se acorta el tiempa de tratamiento si se combinan los
tres tratamientos entre si. Medidas quimicas o© quirdargicas también
pueden acortar la duraclidén del tratamiento, an algunos casos

reduciéndolo considerablemente. *?

3.2. TRATAMIENTO SISTEMICO.
Existen disponibles varios principios activos para su uso en el
tratamiento de onicomicesis por via oral. En el caso de los imidazoles

algunos son activos también por via tépica. «

1D GRISEOFULVINA.

Es un antibiétice derivado de especies como Pentetllium
griseofulvun. Es efectiva solamente contra dermatofitos. La
Griseofulvina impide la proliferacién del hongo en las partes
ungueales que crecen durante la toma regular e ininterrumpida del
medicamento, el cual interfiere en la sintesis y polimerizacidén de los
Acldos nucleicos.

La Griseofulvina es usualmente administrada en dosis diarias de

0.8 - 1.0 g, pero dosis de 2.0 g-sdiario son ocasionalmente
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administradas en adultes. Para las manos el tratamiento minimo es de
sels meSes y para los ples, de 12 a 18 neses. Por administracidn de
formas microcristalinas o ultramicrocristalipas, la reabsorcién puede
ser aumentada y la dosis reducida a la mitad. La reabsorcién también
puede mejorarse si la medicacién es tomada con comida grascsa. Pueden
ocurrir interacciocnes con fencbarbital y anticoagulantes del tipo de
la cumarina.®®

El tratamiento debe ser continuado hasta una cura completa
clinica y micoldgica. Las uffas de los pies no responden tan bien como
las uffas de las manos y tiane una alta probabilidad de reincidir.
Después de dos affos de tratamiento, la cura micoldgica y clinica para
uffas de ples infecladas por dermatofitos, tiene una probabilidad de
aproximadamente S0 a B0 por c¢iento. La reincidencia es comgn, Yy
alrededor del 40 por ciento de las uffas curadas pueden llegar a
reinfectarse dentro de un afo. 7. mentagrophytes var. interdigitale
responde clinicamente mejor que T. rubrum, no obstante T,
mentagrophytes es menos sensible en pruebas »in vivo:-. 18.41

Los dermatofitos se hacen resistentes a este antimicotico.

Existen datos con respecto del porciento de recuperacién con este

antimicético: *?

X

Tiffa capitis 03.1
Tiffa de plel glabrous 64.8
Tifia de las uffas de las manos 56. 2
Tia de las uffas de los ples 18.7
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S4lo es eficaz en el 15-18.7 % , en los dedos de los pies, por lo
que en estos su uso esta limitado, “ Ademis el tratamiento es caro y

prolengado. b

ad> Efectos adversos.
Los efectos adversos asociados con el tratamiento de
griseoful vina incluyen: 29
1. Hepatoxicidad.
2. Intolerancia gastrointestinal Cmala digestidén, diarrea,
gastritisd.
3. Dolor de cabeza.
4. Efectos hematoléglcos incluyendo leucopenia y anemia
crénica.
8. Lupus eritematoso coma erupciones.
8. Confusidén mental.
Como resultado de los posibles efectos adversos, la
interrupcidén del tratamiente algunas veces es necesario; y el

hemograma del paciente debe ser evaluado cada mes. 1o.28

iid> KETOCONAZOL
Es un derivado del imidazocl que es efectivo en el tratamiento de
infecciones de Candida y dermatefitos en uffas pero, también tiene un

pequefio efecto sobre los mohos, tales como S. brevicaulis., EL
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ketocconazol interfiere con el metabolismo del hongo a nivel de
Citocromo P450, bloqueando la conversién de lanosterol a ergosterol.
Este agotamiento de ergesterol resulta en cambios en la permeabilidad
de la membrana, llevando a la muerte celular.

El régimen de dosis para onicomicosis es 200 mgrdia, la cual debe
ser tomada preferentemente con comida. El tiempo de tratamiento
para infecciones por Candida es la misma que con griseofulvina. Para
infecciones por Candida de las ufas de las manos, la duracion es
alrededor de seis a siete meses.

Los resultados tienden a ser mejores para las uffas de las manos
que para las infeccliones de las ufas de los pies. Asi mismo, para las
uffas de los piles, la curacién de la infeccidn tiene una buena
probabilidad que puede ser reducida por el alto porcentaje de

reincidencia después de que el tratamiento es terminado. a.ze

ad Efectos adversos.
Estos efectos adversos, generalmente, desaparecen al suprimir el

farmaco. *?

1. Nausea.

2. Vémito.

3. Dolor abdominal
Prurito,

5. Dolor de cabeza.

8. Flebre.
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7. Fotofobia

8. Hepatoxi cidad,

Las ventajas del Ketoconazol sobre la Griseofulvina puedsn
considerarse las sigulenhes:“’“
) a) Es active en onicomicosis causada por Candida.
b)) Es active i{n vitro contra dermatofitos resistentes a
Griseofulvina,
c) Es efactivo contra onicomicosis crénica generalizada por
dermatofitos.

Los efectos adversos son mis probables en dosis altas durante
tratamientos prolongados, tales comeo los que se requieren en
onlicomicosis. Reacciones alérgicas serias también pueden presentarse.
Estos efectos adversos son muy similares a los que se presentan con la

Griseoful vina,”*?

4111 ITRACONAZOL

Es un agente antimicédtico, activo oralmente, derivado triazélice.
es muy activo -_'v:n vitro+ contra Dermatofitos y Candida spp., pero al
igual que la Griseofulvina y el Ketoconazol tiene un peguelo efecto
sobre mohos., **
El Itraconazol tiene un espectro un poco mas amplio que el

Ketoconazol Ctiene actividad contra Aspergillus y Sporothixd, y es

aproximadamente diez veces mas active que el Ketoconazol -in vitro-
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28
contra muchos hongos.

En la administracién sistémica de Itraconazol se obtienen niveles
mAs altes en la epidermis que en el plasma, principalmente debido a la
afinidad fuerte del Itraconazol por cilertos tejidos, incluyendo a la
queratina. 24

Generalmente se acepta que la incorporacién de medicacidn y
nutrientes ocurre via la matriz de la ufMa, que es la ruta de
penetracidn del farmaco en la placa ungueal. Existe, sin embargo, una
segunda ruta, la llamada via del lecho ungueal. Por esta ruta, el
farmaco y los nutrientes penetran por el extremo distal de la placa
ungueal mucho miAs ripidamente, lo que puede ser esperado si se
consideran las bases de un crecimiento normal de la uffa via la matriz
de la uffa. Experimentos indican que el Itraconazol utiliza esta
segunda ruta. **

La presencia de Itraconazol puede cbservarse en la placa ungueal
dista)l después de un mes de tratamlento, y después de cuatro meses, se ’
encuentra un incremente rapide en la concentracidn, Esto parece
indicar que el Itraconazeol es inicialmente suministrade via el lecho
ungueal, y después del cuarto mes, tanto por via del lecho ungueal
como la matriz.?®**

En México se ha usado recientemente en onicomicosis, con buencs
resultados, utilizando una dosis de 100 mg-/dia, con tasas de curaclén
de 73 a 92 por ciento.’?

Una ventaja sobre los otros antimicédticos revisados es que el

Itraconazol es “bien tolerado:, lo cual ha sido demostrade en varios
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estudios clinicos, asi mismo la dosis terapdutica es mas baJa.“"

El mecanismo de accidén del Itraconazol es comparable con el  de
Ketoconazol pero tiene un grado mucho mis grande de selectividad para

el Citocromo P450 del hongo. Esto explica probablemente la ausencia de

efectos secundarios en el higado. axe
1v) TERBINAFINA
Es wuna alilamina que es menos activa «in vitro+ contra

dermatofitos y hongos dimorfos. Es meﬁos activa contra clertas
espacies de Candida tales como C. aldicans y C. tropicalis. »In wivo~
es efectiva contra Dermatofitos después de tiha administracidén tépica y
sistemica.

La Terbinafina también afecta la sintesis de ergoesterol: inhibe
la conversion de escualeno en époxido de escualeno pof bloqueoc de la
enzima escualeno epoxidasa. Esta enzima no es del tipo de enzimas de

Citocromo P4S0.*?

a> Efectos adversos.
Los efectes adverses de terbinafina son rares, pero les
siguientes han sido reportados:
1. S{ntomas gastrointestinales CnaAusea, dolor estomacal
transitoric). v
2. Reacciones alérgicas en piel C1 0.

3. Sintomas moderados no especificos (1 oL
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No han sido reportados efectos adversos hematolégicos, hepaticos
© renales.

El régimen de dosis para terbinafina es 125 mgr/dia Cvia oral, dos
veces al diad. El tratamiento puede ser acortado Ctres a seis meses],

para la curacién de onicomicosis, '™

v) ANTIBIOTICOS MACROLIDOS POLIENICOS.

Nistatina y Anfoteracina B son principalmente usados, a menudo en
combinacién con antibiétices y~so corticeoestercides para el tratamiento
de paroniquia crénica. 19

Con respecto a la Nistatina, desafortunadamente se oresentan
problemas de solubilidad, estabilidad, absorcién y toxdicidad que han
limitado su use.'®

En general, los macrdlidos se unen a los esteroles de membrana
con lo cual alteran las caracteristicas de permeabilidad de 1la

membrana ocasicnando la muerte celular.*®

3.3. TRATAMIENTO LOCAL.

En general las ufias son resistentes al tratamiento, sobre todo
tépico, por lo que en la actualidad se trata de aumentar 1la
penetracidén por oclusién y con agentes adyuvantes en el Lransporte.s

La queratina es muy resistente a la penetraciédn antiséptica y de
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antimicéticos., La remocidn parcial o incompleta de la placa ungueal
es, sin embargo, necesaria para tales agentes Lépicos. exclusivamente
el tratamiento local de onicomicosis, =i es exitoso, puede llevar
arriba de 18 meses.'®?

No obstante, la aplicacidn debe prolongarse al menos durante 90
dias, en la espera de resultados satisfactorios.

El tratamiento de las infecciones producidas por hongos plantea
muchos mis problemas. Ofrece alguna posibilidad la aplicacién tépica
de medicacidn después de pulir o raspar minuciosamente las upias, *°

Generalmente se usan imidazoles y triazoles para la aplicacidn
lecal variando el grado de resul tado, ™2

El imidazol es un grupo quimico con gran capacidad reactégena,
habiéndose sintetizado numer osos derivados con propledades
farmacoldégicas muy distintas. Los fungicidas poseen un amplio espectro
Yy on general acttan lesionando la membrana de las células para i{impedir
1a sintesis de ergosteral.“

Estos antimicédticos se usan en formulacliones que contienen etanol
o bien se presentan como cremas. Limitados casos son curados con
estas formulaciones. Por otra parte, antimicoticos sistéemicos deben
ser usados en el tratamiento de infecciones por dermatofitos para
acortar la duracién del tratamiento.

Algunos tipos de estas formulaclones son:

1) MICONAZOL EN ALCOHOL (2%0.

El nmiconazol es una alternativa para el tratamiento sistémico de
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un ndmero limitado de uas en paclentes con una respuesta desfavorable
a una terapia sistémica o en casos donde la administracidn coral de
antimicédticos esta contraindicada. Puede combinarse, por ejemplo, con

una separacién quimiomecénica, 2

11> TIOCONAZOL EN ALCOHOL (8X0.
Aplicaciones locales de tioconazol en combinactén con

Griseofulvina puede acortar el tiempo de tratamiento. &

111> AMOROLFILINA O NITRATO DE MICONAZOL EN BARNIZ.

Una reclente formulacién es la preparacidn del antimicédtico
usando como vehicule barniz. Se cuenta con poca informacién al
respecto, pero dentro de los antimicdticos utilizados estd la
Amorolfilina y el Nitrato de miconazol. En relacidn a la
primera, comprende una nueva clase de antimicédticos para uso local que
ha mostrado gran actividad contra Dermatofitos y levaduras ~in vitro-
a bajas concentraciones. Se ha preparado en un barniz para ufas, que
la contiene a concentraciones de das por ciento y cinco por ciento, ¥y
su aplicacién es de una o dos veces por semana. E!l miconazol también
ha sido preparado asi, con buenos resultados, el tiempo de tratamlento

se reduce a un poco mas de tres meses. 130888
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1iv) GLUTARALDEHIDO.
Se usa una solucidén de glutaraldehido al 10 %, como tratamtento
tépico efectivo, de acciédn prolongada, en la infeccidn ungueal tanto

de dermatofitos como no dermatofitos.*t

v) OTROS ANTIMICOTICOS.

Se ha experimentado con otros antimicdédticos para el tratamiento
tépico de la onicomicosis, pero su uso es muy Limitado. La
separaclidén de la uffa en combinacién con la Ciclopiroselamina ha sido
descrito como un buen tratamiente para la cnicomicosis causada por H.
torulotidsa. **?

Los antibidticos macrélidos polienicos tépicamente se usan para

la terapia de infecciones producidas por Candida. to

3¢4. REMOCION DE LA QUERATINA AFECTADA.

1) ELIMINACION MECANICA.

Esta puede ser llevada a cabo por recorte, limade, y~ o curetaje
de la ufla, con © sin anestésicos locales. De esta forma es posible

acortar el tiempo de tratamiento.
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11> ELIMINACION QUIMICA.

Puede ser realizada con acido saliciflico al 30 % urea al 40 %
Ctambién al 22% o yoduro de potasie al 50 % La piel que esta
alrededor de la uffa es protegida con cinta adhesiva, y el emplasto es
aplicado sobre la afeccidén de la placa ungueal y cublerta con celofan
o plastico. La porcidn distal entera de el dedo de la mano o el pie es
entonces vendado por una a dos semanas. Después. la uffa puede ser
removida sin dolor ya sea por levantamiento de la placa ungueal
completa © por recorte de las partes anormales, esto se sigue por
curetaje ligero hasta una ufa normal clinicamente observada en todos
los lados. Con ufas muy delgadas la raspadura ligera de la superficie
de la uffa es necesaria para aumentar la penetracién de los agentes.

Las partes infectadas de la uffa bajo la pared proximal de la uffa,
y sobre todo los lados laterales de la placa ungueal no son facilmente
penetradas. Después de la remocidn de la uffa, es adn necesario aplicar
agentes antimicédticos topicos hasta que una nueva ufia es formada, Con
este método se acorta el tratamlento comparado con un tratamiento
usando Griseofulvina o Ketoconazol.

Esta técnica es indoleora y no presenta riesgo de infeccidn o
hemorragia, lo que le ‘convierte en un método ideal para tratar a

pacientes con diabetes ¢ insuficiencia vascular y neurcpatia. 18,43

1v) CIRUGIA.

Probablemente el procedimiento que depara mAs curaciones es la
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extirpacidén quirtrgica de las ufas. is

La extirpacidén parcial del lecho de la uMa puede acortar el
tiempo de tratamiento en un 50 por ciento. La extirpacién completa de
la uMa no es aconsejable, porque la pérdida de contrapresién por la
placa ungueal puede causar expansién del tejido distal poco resistente
por lo cual el borde distal de la placa ungueal nuevamente crecido
puede ser filjado en el crecimiento {limtado del 1lecho ungueal

subyacente Chipertrofia de la capa cdérnead. b

3.5. USO DE QUERATOLITICOS EN EL.TRATAMIENTO LOCAL.

Ya se habia hecho mencién anteriormente que las queratinas son
proteinas muy insolubles del tipo albuminoideo, para separar las
proteinas queratinicas es necesario convertirlas en formas solubles.
Su cadena polipeptidica fundamental posee conformacidén de a-hélice
orientada hacla la derecha, estabilizada por puentes de hidrégeno.
Ademis, en grado variable, se presentan uniones cruzadas constituidas
por enlaces de disulfuro. .7

Al grupo de los queratoliticos pertenece una serie de sustancias
capaces de desintegrar la capa cérnea e inhibir la proliferacidédn de la
capa germinativa. De ahi que provocan la caida de la capa cérnea o
reducen su espesor anormal, tratandose de sustancias irritantes

20,28

enérgicas. Generalmente se trata de agentes reductores que

rompen los enlaces de disulfuroe (S-S comc son los compuestos con
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grupos -SH, los cuales reducen la querauna.m'“

Existen varias sustancias queratoliticas, sin embargo, dichas
sustancias estan enfocadas a una aplicacién scbre la queratina de la
dermis, mis no sobre la de las ulas, ejemplo de estas tenemos a
Propilénglicol, Urea, Acido salicilico, Fenol, etc. Dada la diferencia
entre la queratina de la dermis para con la de las uffas, no todas las
sustanclas anteriores podrian servir como queratolitices de uas. *°
En México se ha usado extensamente en onicomicosis a la Urea.®*
Aunque recientemente se ha introducido el uso de enzimas, como es el
caso de la Papaina. had

Estas sustancias acttan solubilizando la queratina, desintegran
la molécula, como es el caso del Acido salicilico, Propilénglicel. Un
mecanismo general que se describe es que rompen los enlaces hidrégeno
de la queratina, fomentandec la disclucidén de la queratina. La Urea
ademas de Le_ner la propiedad anterior, posee una aceidn humidificante,
ayudando al desprendimiento de la capa cérnea mas facilmente. =

El Acido salicilico puede solubilizar las proteinas de 1la
superficie celular que mantienen el estrate cdérneo intacto,
ocasionando as{ la descamacién de residuos querataticos, posee una
accién directa sobre la queratina, con desintegracién de la molécula.
Es sumamente irritante, siendo queratolitico en concentraciones de 3 a
B8 % Cpara pield). Si su concentracién es mayor de 8 % puede destruir
los tejidos. El excipiente que se utilliza para su aplicacién puede ser

una pomada, una pasta, un barniz (sustancias que se evaporan y dejan

una pelicula recubriendo la parte afectada) o un emplasto (excipiente
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sélido que se ablanda a‘37k°¢ y lé sirve de soporte tela o huled, Se
aconseja limitar la cantidad total de acido salicilico aplicado y la
frecuencia de aplicacién. Su uso tépico puede estar relacionado con
irritacién local, inflamacién aguda y aun formacidn de tlceras si las
dosis son elevadas, No se ha reportade su uso en ulias humanas. 2®

La Urea es queratolitica. Su mecanismo de aceldén parece
comprender alteraciones en la prequeratina ¥y la queratina, que
conducen a un aumento en su sSolubilidad. Puede romper los enlaces
hidrégenc que mantienen intacte al estrato cédrneo. Como agente
queratolitico se usa en concentracién al 20 %, puede acompaffarse con
sensacién de escozor desagradable que obliga a suspender su
medicacidn, Principal mente se utiliza como queratolitice en
enfermedades como lctioslis, hiperqueratosis de palmas y plantas, y
actualmente se utiliza en onicomicosis.?®

Ejemplos de tratamientos antimicéticos que contienen sustancias
queratoliticas reportadas. son e

Crema de Bifonazol con urea al 40%.

Itraconazol o Grisecofulvina come antimicético tédpico, usando Urea

Se ha observado que con la crema de bifonazol el espesamiento de
la uMa disminuye siendo estos uUlitimos resultadoes tan buenos como los
realizados con la Griseofulvina y justifican consideraciones de
terapia loccal combinada con remocidén de la ula como una alternativa en
el tratamlento sistémico, particularmente para la uffa grande del
ple.‘z En México, la segunda opcién ha dado buencs resul tados. *

La Papaina es una enzima proteolitica (3.4.22), endopeptidasa.
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posee un grupe sulfhidrilo dentro de su sitio activo, el cual debe
ser mantenido en la forma reducida para su actividad, esto es, actta
como agente reductor Caccién sobre enlaces disulfured, al igual que

las sustanclas queratoliticas anteriores. "

3.6. EFECTIVIDAD DE UN FARMACO ANTIMICOTICO.

Por dltimo para determinar la efectividad de un farmaco
antimicédtico se utiliza el método usado por Zaias, marcando en 1la
parte normal de la unién de las zonas sana y enfermas. Si el
medicamento y la dosis son efectivos, se establece una barrera clinica
a la invasién proximal del hongo; si no hay barrera, el hongoe
invadira la parte marcada en la ula. En este caso de nuevo se marca la
uffa y se aumenta la dosis. Al mismo tiempo se puede marcar el borde
proximal para medir el indice de crecimiento ungueal. Se ha visto que
puede haber dosis efectivas inicialmente que luego dejan de serlo. La
recajda puede deberse a un hongo quiescente o a reinfeccién; por tal
motivo, es recomendable el uso de un antimicédtico local después de la
cyuracién.

Estudics en México han demostrado la utilidad de los tratamientos
combinados y la mejor dosis de los antifungicos orales, sigulendo la
técnica mencionada. Sin embargo, aun no se cuenta con el tratamiento
ideal para resolverlas, a pesar de la gran frecuencia de estas

onicopatias. ®
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II.4. CELDAS DE DIFUSION

4.1. CONCEPTOS.

Cuando se desea investigar «in wvitro- el transporte de sustancias
a través de una membrana implica la construccién de un sistema
difusional adecuado. Se encuentran disponibles comercialmente, o bien
estdn reportadas en la literatura, una gran variedad de sistemas
difusiocnales que han sido desarrollados para usarse con membranas de
diferente naturaleza, perc a pesar de gue algunas se han disefado para
estudios similares, su diversidad es notable. Muchas de esas celdas
estan sujetas a errores en su diseffo y produccidn.

Las celdas de difusién general mente tienen elementos comunes: dos
cAmaras o compartimentos, uno conteniendo el agente activo C(vehiculo
donadord y el otro conteniendo una solucidn receptor agitada
Ccompartimentc receptor), separadas por una pieza de piel u otro tipe
de membrana. Variables tales como la temperatura, concentraciones del
compartimento., muestreo, y agitacién deben ser llevadeos a cabo sin
sacrificio de la sensibilidad analitica.

Una clave concerniente en el uso de celdas de difusién es si hay
agltacion suficiente para prevenir concentraciones locales de farmacos
y para minimizar capas de difusién estaticas. Asi la meta es mantener

condiciones “sink: durante todo el experimento.

B
W
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La agitacidén o mezclado es mis comunmente llevada a cabo por
barras de agitacién magnética; sin embargo, un disefio adecuado de
agitacién en celdas de difusién puede ser un problema en varios tipos
de celda. El control de la temperatura ha sido realizado usando
chaquetas de agua o simplemente sumergiende 1la celda entera en baRo
de agua o de arena. Gradientes de temperatura pueden ser introducidos
si el borde de la membrana no es adecuadamente calentado; tales
gradientes de temperatura podrian ser agravados por sistemas de
agitacién incompleta del fluidoe. Sin embarga, pequeffas varlaclones en
la temperatura es posible que no afecten significativamente las

velocidades relativas de penetracidn. o, 21

4.2. CONCEPTO DE DIFUSION A TRAVES DE UNA MEMBRANA.

La difusidén ésta definida como un proceso de transferencia de
masa de moléculas individuales de una sustancia debido a un movimiento
molecular al azar y asociado con un gradiente de concentracién. El
paso de materia a través de una barrera puede ocurrir por simple
permeacién molecular o por movimientos a través de poros y canales, lo
cual depende a su vez del tamaffo de las moléculas, del tamafio de los
poros o canales, de la presencia de cargas electrostaticas tanto en la

molécula como en la membrana.

Matematicamente, la difusidn queda definida por la primera Ley
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de Fick:

J = — 4]

con la cual se indica que la cantidad de materia (M que fluye a
través del grosor de una membrana CsD, en la unidad de tiempo Ctd, es

conocido como flujo CJD. CECUAcION 1D

Cuando el flujo es proporcional al gradiente de concentracién

daCr/dX, tenemos CECUACION 2D:

dc
J= - DW @

en la cual D es el coeficiente de difusidn de un difusante Cem®ssd, C
@s la concentracidén (g/cms). X es la distancia de maovimiento
perpendicular a la superficie de la membranma dcm. Una condicidén
importante es gque se debe de asumir el estado estaclonario, es
decir, que la velocidad de entrada del difusante es igual a 1la
velocidad de salida. Cuando el gradiente de concentracion a través de
una membrana es constante (dCs/dX)., significa que existe una relacion

lineal entre la concentracién y la distancia.
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La rrouma o nos presenta un corte transversal de una celda de

difusidén en el que se cobservan dos compartimientos separados por una
membrana S de grosor h.

Compartimento
donador Cs

Cd

Cr

Compar Limento
Cz P
receptor

— h ——]

FIOURA ©. CORTE TRANSVERSAL DE UNA CELDA DE

DIFUSION CON UNA MEMBERANA
DE OROSOR h, QUE SKPARA A DOS EOLUCIONER. SE PRESENTA UN ORADIENTE
DE CONCENTRACION DE UN DIFURANTE,

C1 ES DIFERENTE Dk Cp v €2 ES

DIFERENTE DE CR.

Y si las concentraciones del compartimiento donador y del
compartimiento receptor son Cd y Cr

respectivamente, la primera ley

de Fick puede ser escrita CECUACION 3):

TERIS
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en la cual C(Ct - C20/h es aproximado a dC/dX, La concentracién Ci y
Cz, que son concentracicnes de la membrana no son cenocidas
generalmente, pero pueden ser reemplazadas par el coeficiente de
particién Ck2 multiplicado por la concentracién € o por Cr. El

coeficlente de distribucidn o particiédn, esta dado por Cxcuacion 4):

Cs C2
K Ca < ter

entonces si sustitufmos l1a XCUACION 4 en 1la ECUACION 8:

dM _ DSK €CCd - Crd
dt

o
h

si se mantienen condiciones -sink: en el compartimento receptor,

entonces Cr = 0,

DK Ca |y,
en el cull:
P = th Cemrseg) $7)

siendo P el coeficiente de permeabilidad, tiene unidades de velocidad
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lineal.
En algunos casos no es posible determinar D, i 4 o R,
independientemente para calcular el valor de P. Uno puede entonces

obtener a P de graficar M vs. t (xcuacion e):

M = PSCd t o

asumiendo que Cd permanece relativamente constante en todo el tiempo.
Muchas veces se presentan casos como el de la FIOURA 10, en la
cual se observa al ilnicio una figura convexa sobre el eje de tiempo

para después mostrar una tendencia lineal,

c

a

n

1

i

d d

a i

¢ r
u
»

d a

e
t
-

{ Tiempo

FIGQURA 10. SE PRESKNTA UN ORAFICO QUE REPRESENTA LA CANTIDAD
DE UN FARMAGC A PASANDO A TRAVES DE UNA MEMBRANA INERTE COMO UNA
FUNCION DEL TIEMPO. SE PUEDE APRECIAR UN ESTADPO ESTACIONARIO
¥ UN ESTADO NO ESTACIONARIO. LL IS EL TIEMPO LAG.
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Esta parte c¢onvexa de la cturva inicial es un estado no
estacionario. Tiempo después, la velocidad de difusidén es constante,
la curva es esencialmente lineal, y entonces el sistema se encuentra
en un estado estacionario. Cuando la porcién de la linea del estado
estacionaric es extrapolada a el eje de tiempo, el punto de
interseccién se concce como el tiempo Lag, Q.L. Este es el tiempo
requerido para que un penetrante pueda establecer un gradiente de
concentracién sobre la membrana desde un compartimento donador a un
compartimento receptor.

Por lo tanto, si consideramos a tL, la EcuacioN B8 queda:

M Ct - tw [

o SDKCd
R

y el tiempo lag CO.LD esta dado por

2
h
L, =85 o

Esta ultima relacidén C(g0) provee un medico para calcular el

coeficiente de difusisn,

4.3, CLASIFICACION DE LAS CELDAS DE DIFUSION.

AUn cuando las celdas son muy diversas se pueden clasificar con
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base en su similitud o disimilitud del tamafc del compartimento y
geametria. A causa de la idiosincrasia ascociada con la ubicacidén de la
membrana, es posible una subclasificaciédn de los sistemas conforme a

la colocacién de la membrana, es decir, horizontal y vertical.

4.3.1. Celdas de difusién horizontales.

Las celdas de difusién horizontales usualmente comprenden dos
canla;-as © compartimantos: donador, Cd y receptor Cr., El primero
contiene al difusante en solucidén y el segundo a la soclucién
receptora. Estas dos camaras estan separadas por una membrana, como ya
se habia mencionadeo anteriormente. La parte superior de ambos
compartimentos puede estar abierta o cerrada.

Uno de los problemas con este tipo de celdas es obtener una
agitacién adecuada. El contenido de una o ambas camaras puede ser
agitado para asegurar la dispersién adecuada de las moléculas del
farmaco y para minimizar las capas de difusidén estaticas, una de las
ventajas en este tipo de celdas es que la agitacion puede obtenerse
utilizande una barra de agitacién magnética o blen utilizar una
propela adaptada a un agitador que permita alcanzar la velocidad de
agitacién deseada. Otro problema que puede encontrarse es la formaclén
de burbujas de aire sobre la superficie de la membrana, sobre todo a
temperaturas elevadas, lo cual puede ser controlade con una agitacidén

adecuada.
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Este tipo de celdas es posible subclasificarlas en celdas de
difusion horizontales estiticas y de flujo continuo. La diferencia es
que en la segunda subclasificacién la soluciédn de la fase receptora va
cambiando constantemente permitiendo mantener condicicnes nsink:

durante todo el experimento, b

4.3.2. Celdas de difusién verticales.

La medida de velocidades de permeacién bajo condiclones
similares a aquéllas encontradas «tn vivo: requiere de un diseffo de
celda diferente. Las celdas de difusién vertical, por tanto, se
conocen también como celdas de difusidén disefladas para imitar las
condiciones +in vivo+, aunque también pueden ser utilizadas para
estudios “in vitro- principalrﬁente para estudios de permeacidén y
evaporacidén en piel.

Les sistemas que muestran condiciones semejantes a las
encontradas «in vivo" son normalmente verticales con la camara
inferior diseffada para contener el fluido receptor. La camara inferior
es agitada o© reciclada para procurar mantener condicicnes ~sink:
durante todo el experimento. Una ventaja de los diseffos de celdas
verticales es la capacidad para variar la naturaleza del vehiculo
donador. Una capa de material puede ser aplicada por evaporacién
del disolvente; unglentos, pastas, membranas sintéticas en vez de piel

natural, ¥y dispositivos transdermales pueden ser estudi ados.
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Condiclones atmosféricas Cpor ejemplo, humedad) pueden ser controladas
en estas celdas. Tratamientos secuenciales, tales como pretratamientos
con un aumento segulide por deposicién de un farmaco, es facllmente
alcanzado usando celdas verticales. Es también posible manejar
experimentos de dosis finitos e infinitos. Dentro de este tipo de
celdas se conocen dos tipos, al igual que en las celdas de difusidén
horizontales: estaticas y de flujo continuo.

Ambos tipo de celdas verticales presentan baja o© incompleta
aglitacidn de la fase receptora y por otra parte el volumen de la misma
fase receptora es algunas veces grande y requiere de un mayor muestreoc
de alicuotas por lo que se ve incrementado el tiempo de operaciédn y
error. En cuanto el volumen grande, este podria ser deseable para
proveer condiciones =sink: en la fase receptora, sin embargo, en el

flujo continue tales wvolumenes grand son ind bles. La principal

desventaja parece estar en la habllidad para agitar dicheos volumenes

rapida y uniformemente. 124

4.4. DISERO DE LAS CELDAS DE DIFUSION.

El disefle y construcceidn de las celdas de difusién deben de
atender las caracteristicas de la membrana C(naturaleza, grosor Yy
tamaffo disponible), tipo de formulacidn a utilizar, as{ como también

contemplar las condiciones prevalecientes en el laboratorio,
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asi también lo relacionado al equipo y economia del laboratorio en

donde se desee realizar una investigacién con sistemas difusionales.
Utilizando la clasificacién anterior se indican algunos de los

criterios que se deben de considerar al diseffar una celda de difusidn

horizontal y vertical. b

4.4.1. Disefio de celdas de difusién horizontal.

E]l diseffo y construccidn de este tipo de celdas es relativamente
sencillo. Se deben de atender a las caracteristicas que scon deseables
en cualquier celda de difusién y asi construir celdas adecuadas para
el estudio en donde sean requeridas. Generalmente los compartimentos
se sujetan con tornilleos o pinzas, aqui es necesaric tomar en cuenta
este aspecto en el disefMo para no tener problemas de fugas de
las soluciones de los compartimentos en donde es colocada la membrana.
La mayoria de las veces se limita su uso para difusantes disueltos en
vehiculos liquides.

Configuraciones de celda de difusidén horizontal incluyen formas T
y formas L. Muchas celdas de difusién estan construidas en vidrio,
también en latén y otros materiales plasticos. Por otro lado, la
membrana puede ir soportada en una malla, a veces, existen problemas
en el montaje de la membrana dada la geometria de la celda. El disefio
horizontal de las celdas de difusidn exponen a la membrana a

disol ventes en ambos lados durante todo el experimento llevando a
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efectos de solvatacién potencial. Los datos obtenidos en este tipo de
camaras son uUtiles si se reconocen las limitaciones de los

disetos, 1710

4.4.2. Diselio de celdas de difusién vertical.
El diseffo de este tipo de celdas esta basado en la celda de

t?

difusidén de Franz. Los disefios para estas celdas son mis

sofisticados ¥y no tan facilmente se pueden construir. Pueden
construirse en vidrio, plastico o latén. 1749

Este diseffo variard dependiendo scobre el tipo de formulacidén bajo
la cual se investigue. Otro aspecto por considerar en el disefio es el
lugar en donde Se realizarin las tomas de muestra del compartimento
rocep'.or.u

Existe un nuimero de celdas diseffadas y probadas durante los
altimos 28 ~ 30 aRos, de ahfi que una variedad de celdas de difusién
esten disponibles comercialmente. Sin embargo, muchas de estas celdas
presentan defectos en su disefio, Siendo uno de estos la longitud del
compartimento raceptor, la cual muchas veces no permite la agitacién
adecuada de todo el volumen contenido en la fase receptora. Gummer
disefid celdas verticales de flujo continuo basandose en los errores
existentes en las celdas de difusién comerciales, encontrando que los

eriterios que deben de tomarse en cuenta en este tipo de celdas deben

de comprender lo siguiente: es esenclial que el diamétro de la camara
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inferior sea tan grande como sea posible con el fin de agitar una
altura de liquido mayor, es deseable también que el volumen de la
cdmara inferlior sea igual o© menor a 5.8 mitlilitros, el 4area
superficial de la piel sea de 1 em® Y que la celda sea compatible con
los aparatos de agitacién existentes. Agi, por lo que se ha diche
antericrmente. el punto critico en el disefio de celdas verticales es
el disefio de la camara inferior, pues es importante mantener un
diamétro grande en relacién a la altura para favorecer la agitacién, y
Junto con esto evitar la formacién de burbujas de aire sobre la
superficie inferior de la membrana, © bien utilizar disoclventes

desgasificados. 2

IXI.5. HAFUSION A TRAVES DE LA UNA HUMNANA

Las propiedades de la placa ungueal son gobernadas por su
construceidn anatdmica y sus propleades fisicoquimicas. Como se ha
mencionado la placa consiste de un laminade de hojas de células

queratinizadas. Tiene menor contenido de lipides ¥y menor capacidad
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para absorber agua que la piel. La queratina citoplasmitica esta
parcialmente cristalina y parcialmente amorfa. Seccicnande la placa
ungueal se observa una capa delgada de lipidos que separa a las
células. Estos lipidos son residuos de las membranas celulares
originales y aparentemente suplen por destitucién intercelular a la
membrana cublierta de granulos durante la formacién de la placa
ungueal, en el primer nivel de organizacién.

Para un permeante dado, el principioc comin de transporte de masa
puede darse en dos formas: un paso directamente a trives de las
unidades celulares apiladas una scbre otra que estan separadas por
medio de la sustancia intracelular o bien puede fluir principalmente
alrededor de los contenidos celulares por medic de una cadena
intraconectada de los residuos 1lipidicos., La primera de esas
posibilidades involucra pasar entre las cavidades de la queratina y,
al ternadamente, romper la estructura protelica, un proceso
intercelular. Y la segunda se basa en el paso entre los lipidos de la
uffa, solubilizandolos, siendo tctalmente extracelular. Se ha pensado
que la placa ungueal puede actuar como un hidr'ogel concentrado. La
permeabilidad esta influenciada por las caracterisiticas
fisicoquimicas tanto de la uffa humana como del! difusante.

La uia tiene una hidrofobicidad mas alta que la de la piel. Se ha
establecido que 1la permeabilidad esta mas orientada bhacia 1lo
termodinamico Casociado al incremento de la hidrofobicidad) que hacia
lo cinético Ctamaffo molecular). Scbre un amplio rango de polaridad, la

placa ungueal esta relacionada directamente a 1la permeablilidad
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mientras que lo contrario es cierto para el estrato cérneo. Se ha
revisado la permeabilidad de compuestos alcancles, la cual refleja un
compertamiento general de la uffa, sugiriendo que moléculas organicas
de bajo peso molecular pueden ser permeables., Por lo que se ha
propuesto que la permeabilidad de la placa ungueal aumenta al aumentar
la polaridad de los permeantes, aunque también se han obtenidos buencs
resultados cuando se tiene una polaridad muy baja, por lo que la
permeabilidad aumenta con el incremento de la hidrofobicidad de los
permeantes. Si esta suposicién es cierta, entonces compuestos muy
polares pueden ser sorpresivamente liberados ficilmente a través de la
ufia humana hacia un tejido basico. E! hecheo de que la Urea pueda ser
usada para romper queratina y separar la placa ungueal de su lecho es
una observacién que soporta lo anterior.

Ciertas propiedades tdxicas e irritantes de sustancias médicas
obtenidas mediante pruebas realizadas sobre piel no pueden ser
extrapoladas a la uffa. Los criterios establecidos usados para la
selecclidn de farmacos para piel no son aplicables para las uffas, se
ha westablecido que también criterios fisicoquimicos goblernan la
selecciédn de candidatos terapeutices para tratar los desordenes de la

45
ula humana.
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OINTRODUCCTION

De acuerdo con el diagrama de flujo presentamos a continuacién
una breve explicacién de como se estructuréd nuestra investigacién, se

dividis en tres etapas.

Etapa I (Evaluaciones previas)s
* Se desarrollé y evalud una técnica de cuantificacién para
antimicoticos tipo imidazol.
* Se evalud la influencia de las sustancias queratoliticas en 1la
técnica de cuantificacidén de los antimicédtices.
* Se determiné la solubilidad de los antimicédticos tipo imidazol en

una mezcla Etanol-agua C80:402 a 37 «C.

Etapa 1I (Estudlo por Microscopfa Electrénica de Barridad.

* Se observd la superficie externa de la wuMa humana a nivel
microscoépico.

* Se evalud el daMo causado scbre la estructura ungueal al limar la
superficie de la uRa.

#* Se evalud el daffo causado sobre la esstructura ungueal por aceién de
tres sustancias queratoliticas Urea, Papaina ¥y Acido salicilico,
en dos grupes de uflas: uflas con superficie =sin limar y uffas con

superficie limada.

TESIS 69



Tapia O, Patricia CAPITULO IV

Etapa III CEstudio de difusidénd.

De los resultados obtenidos en las Etapas I y II dependendieron
las condiciones establecidas en la Etapa III. De la Etapa I se
necesitéd que la técnica de evaluacién fuera adecuada y que hno
interfirieran las sustancias queratoliticas en dicha técnica, asi
mismo se determiné la sclubilidad de los antimicédticos. En la Etapa II
se selecciond a la sustancia queratolitica que presentd mayor efecto
sobre la estructura ungueal, asi{ también se revisd que tan Util es
limar la superficle ungueal. Por lo que:

* Se construy¢ una celda de difusién adecuada para el estudio.

* Se realizd el estudio de difusioén.

Una vez esbozada la ferma en que Se trabajéd, presentamos a

continuacion la parte experimental.
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IV. 1. MATERIALES ¥ EQUIPO

1.1. PRINCIPIOS ACTIVOS Y REACTIVOS.

A>) Nitrato de miconazol, Ketoconazel, Itraconazol C(JansSsen
Farmacéut.ica) <cuspo,

B> Ac.léo salicflico. ¢G. R>

€d Urea. ¢G6. R

DO Papaina CUSPD.

EJ Verde de bromocresol. ¢G. R

F2 Acido citrice. ¢G. RO

G2 Acido clorhidrice. ¢G. A3

H3 Cloroformo. €G. A

IJ> Hidréxido de sodio.CG. R

J> Etaneol abseoluto, (6. R

1.2. MATERIAL.

De vidrio 8
Pipetas volumétricas de 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 18 mL.
Pipeta graduada de iml. '

Vasos de precipltados de 50, 100 y 250 ml.

Embudos de separacién de 125 ml.

TESIS . 71




Tapia O. Patricia CAPITULO 1V

Gensratl,
Soporte universal
Anilles

Pinza para sujetar Jjuntas esféricas, de ‘acero inoxidable C19-85),

1.2. EQUIPO.
General
Balanza analitica SAUTER Type 41410
Potenciométro CORNING, Mod, 7
Electrodo de calomel saturado y de vidrio, CORNING.

Vortex

De difustén
Celdas de difusién.
Parrilla, Thermolyne Mod. HP-A19158
Baffo de arena

Termémetro de mercurio C-10 a 400 °C>

De evaluacidtn
Espectrofotométro de doble haz, UV-Visible, HITACHI Mod. 100
Miceroscopio electrénico de barrido, JEOL CJISM-25SII).

Calibrador SCALA. Metro Méx, (1,20 mmd,
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v, 2. METODOS

Es importante mencionar que durante toda la experimentacidén se
utiliza como solvente una mezecla Etanol -Agua (80-40), excepto en los
casos en los que se indique otro disolvente. Dicha mezcla es debida a
que. por una parte la ufa humana absorbe agua permitiendo un mejor
manejo o‘man!.pulacién de la uffa pues le quita rigidez a la misma y por
otra es necesaria la presencia de etanol ya que las sustancias
antimicédticas son insolubles en agua, al igual que el Acido

salicilico,

2.1. EYALUACIONES PREVIAS CEtapa ID.

Para poder llevar a cabo el estudioc de permeabilidad de la ufa
humana fue necesario realizar una serie de evaluaciones previas por
medic de las cuales se establecid la solubilidad de los antimicéticos,
se cuantificd a los antimicédticos tipo imidazol, se evalud si existe
alguna interferencia de las sustancias queratoliticas con la
cuantificacidn de los antimlcédticos, asi como también se incluye la

parte correspondiente a la preparacidén de las soluclones.

TESIS 73



Tapia 0. Patricla CABITULD IV

2.1.1. Determinacién de la solubilidad de los antimicéticos tipo
imidazol.

La solubilidad de los antimicédticos tipo imidazol se determind en
una mezcla etanol-agua C80:403, a 37 °C, por triplicado. En 10 ml de
la mezcla etanol-agua se adiciond una cantidad conocida del
antimleético agitando con un vortex, se mantuve a 37 °C con agitacidén
casual. despuds de 15 dias se cuantificéd al antimicetico Cver 2.%1.2.0

obteniendo los siguientes resultados de solubilidad:

TARLA 2. SOLUBILIDAD DE LOE ANTIMICOTIGOS TIPO IMIDAZOL KEN UNA
MEZCLA ETANOL-AQUA (dO:40) A 37 °C,

Solubi lidad
Antimicotico cmgomls
Nitrato de miconazol 35.31
Ketoconazol 37.80
Itraconazol 0.81

2.1.2. Cuantificacién de antimicéticos tipo imidazol.

Se desarrolld una técnica colorimétrica que consiste en una
extraceidén miltiple ¢(n=3) de un complejo amarillo formado entre el
antimic6tico tipo imidazol y el Verde de bromocresol en un sSistema

aguascloroformo a pH 3.°
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Se describe el procedimiento para la obtenciédn del complejo
amarillo Antimicdtico-Verde de bromocresol CA-Vb):
1., Tomar una alicuota de la solucién que contiene al antimicético
Csolucién estaAndar & muestrad,
2. Adicionar dentro de un embudo de separacidn de 125 ml, 15 ml de la
solucién de verde de bromocresol, 5 ml de buffer pH 3, alicuota
muestra y 10 ml de cloroformo. Agitar el embudo durante BO segundos.
3. Separar la fase clorofdrmica que contiene al complejo amarillo y
lavar dos veces la fase acucsa con cinco mililitros de cloroformo
agitando cada una durante 30 segundos.
4. Recolectar los extractos cloroférmicos y diluir a 28 ml con
cloroformo dentro de un matraz aforado. A ésta solucién se le

determina la absorbancia en el espectrofotométro.

2.1.3. Obtencién de espectros de absorcidén,

Se realizé un espectro de mixima absorcién en la regidn
ultravicleta de los antimicédticos disueltos en etanol para determinar
la longitud de onda de maxima absorcién de los antimicédticos y
establecer su uso como técnica de cuantificacién. Asi mismo se realizd
otro espectro de maxima absorcién en la reglién visible para los

complejos antimicédtico-Verde de bromocresol.
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1) Espectro de absorcidén en la regién ultravioleta.

Se realizé un espectro de mixima absorcidén en la regidén
ultravioleta para cada uno de los antimicéticos disueltos en etanol.
Utilizando concentraciones de 12.0 mcgs/ml para Nitrato de miconazol y

Ketoconazol, y de 10 mcgsml para Itraconazol. Criguma 14)

> = 0O Z » W ¥ 0 A B >

00 300 400
LONGITUD DE ONDA (nm)

FIAQURA 11
ESPECTROS DE MAXIMA ABSORGION EN LA REGION ULTRAVIOLETA PARA
we== NITRATO DE MICONAZOL, eratsnr e KETOCONAZOL (12 megs/ml) K
I TRACONAZOL (10 mcgr/ml), DISUKLTOS KN ETANOL.
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11) Espectro de absorcién en la regién visible para el complejo
amarillo Antimicético tipo imidazol-VYerde de bromocresol.

Utilizando la técnica para la cuantificaclén de antimicéticos
tipe imidazol (2.1.2), se formaron los complejos coloridos para cada
uno de los antimicédticos y se obtuvieron los espectros de maxima

absorcién en la regién visible para cada complejo A-Vb., C(rrauma 12)

» % 0 Z >» B X 0 0O w >

o0 So0 a0c
LONGITUD DE ONDA (nm)

FIOURA 12
ESPECTROR DE MAXIMA ANSORCION EN LA REGION VISIBRLE FARA
eweeNITRATO DX MICONAZOL-VERDE DK BROMOCREKSOL (£3 mcgs/ml}
worresss KETOCONAZOL-VEADE DE BROMOCRESOL (18 mcg/ml)
avem I TRAGONAZOL-VERDE DK BROMOCRESOL (50 mcgs/mb)
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Se determind la longitud de onda de maxima absorcién para cada
uno de los complejos amarillos formados en fase cloroférmica a partir
de los espectros de maxima absorcidn antericres.

De esta forma la longitud de onda de maxima absorcién CAmaxd

determi nada para cada complejn fué de:

Amax
Nitrato de miconazol ~Verde de bromocresol 422 nm
Ketoconazol ~Verde de bromoecresol 420 nm
Itraconazol-Verde de bromocresol 420 nm

De acuerdo con los espectros de maxima absorcidén, no es posible
cuantificar a los antimicéticos tipo imidazol en la regién
ultravioleta, pues como podemcs observar en la Frauma 4 las Zonas que
presentan los picos de mayor absorbancia no estan bien definidos y en
suma estan muy cercanos al limite inferior de la regidén ultravioleta
c200 nmd, lo cual no es muy adecuado desde el punto de
vista analitico. La tdnica excepcidén podria ser para el Itraconazol,
que presenta un pico de absorcién bien definide en 380 nm. Por el
contrario, los espectros de mixima absorcidn obtenidos en la regién
visible debidos al complejo amarillo, A-Vb, si nos permiten la

cuantificacién adecuada de los antimicédticos.
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2.1.4. Preparacién de soluciones para la elaboracidn de las
curvas de calibracién.

Para cuantificar a los antimicédticos tipo imidazol se uytilizd la

técnica indicada en el punto 2.1.2.

Las soluciones reactivas preparadas en medio acuoso son Buffer de

Citratos~HCl CpH 3) y Verde de bromocresol c10™* M.

Se prepararon soluciones estindar de Nitrato de miconazel y de

Ketoconazol, siendo para ambas el mismo procedimiento. Se disclvieron

So
18
28
1a

se

mg del antimicédtico en S0 ml de etanol. De esta solucidén se tomaron
ml, se agregaron dentro de un matraz aforado de 100 ml, adicionando
ml de etanol y 680 ml de agua destilada. Esta tltima solucidn fue
que se utilizd para elaborar las curvas de calibracién, de la cual

tomaron alicuotas cen concentraciones de 3, 6, 8, 12, 15 y 18

mcgsml para Ketoconazol ¥y en el caso de Nitrato de miconazol se

realizd un punto extra con una conhcentraclidén de 21 megs/ml.

ng

Con respecto a la solucién estandar de Itraconazol, se tomaron 80

de Itraccnazol y se disolvieron en 100 ml de etanol, a partir de

esta solucidn se tomaron directamente las alicuotas para la curva de

calibracién con concentraciones de 32, 84, 06, 128, 160, 192 mcg-/ml.

2.1.5. Elaboracién de curvas de calibracidn.

Se prepararon siete sistemas para el Nitrato de miconazol y seis

para el Ketoconazol e Itraconazol. Todo se realizé por triplicado, en
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dos dias diferentes con dos analistas, El anilisis estadistico
realizado se muestra en el Apéndice B.

Las concentraci ones del complejo Antimicéiico-Verde de
bromocresol para Nitrato de miconazeol y Ketoconazol fueron 3.0 - 21.0
Y 3.0 - 18.0 mag-ml, respectivamente. Mientras que para Itraconazol
las concentraciones fueron de 32,0 - 162.0 meg/ml .,

Se utilizé un blanco reactivo y las lecturas de los valores de
absorbancia se realizaron a la longitud de onda correspondiente para
cada complejo.

Los valores de absorbancia obtenidos para las curvas de
calibracién se resumen en las tablas siguientes, en donde se
relaciona la concentraciédn con la absorbancia promedio CAmed), asi
mnismo se presenta el coeficiente de variaciédn para cada concentracién,

CTABLAS 3-0).

TABLA 8. RELACION ENTAK ABSORBANCIA MEDIA ¥ CONCENTRACION
PARA LAS CURVAS DE CALINSRACION DE NITRATO DE MICONAZOL, DIA 1 Y DIA 2,
ANALISTA 1.

DIA 1 DIA 2

C Cmcgr/ml) l Amed l C Yo C (mcgrmld l Amed lC Y 0
3.0024 0. 0783 1.85127 3.0048 0.0783 1.9500
6, 0048 0. 2640 2.3704 6. 00386 0. 2220 2. 8080
8.0072 0. 3720 2. 2004 9. 0144 0, 3209 2. 2359
12.0008 0.8042 1.7661 iz.0182 0. 4880 2.2812
185.0120 0. 6361 1.8880 18. 0240 0.5813 2. 6808
18.0144 0. 7800 1.6841 18. o288 0.7407 1.0312
21.0168 0. 9148 1.7674 21.0336 0. 8933 2.5132

Lecluras realizadas con blanco reactivo.
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TABLA -. RELACION ENTRE ARSARBANCIA MEDIA Y CONCQENTRACION
PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION DE NITRATO DE MICONAZOL, DIA 4 ¥ DIA 2.
ANALIZYA 2.

DIA 4 DIA E

C Cmcgemld [ Amed l C VvV (O C Cmog/ml) l Amed [c VO
3.0011 0.0888 1.8481 2.0978 0.0813 | 2.08Q7
6. 0023 0. 2843 ©. 4848 5. 6950 0.2670 | 0.8081
9., 0034 0.3783 0.8431 8. 8025 0.3787 | 0.3207
12. 0048 0.8203 0. 3288 11. 8800 0.8263 | ©.7901
18, 0057 0. 8248 Q.1880 14,9875 0.8300 | o.2%502
18. 0089 0.7780 0.2104 17. 9880 0.7800 | 0.1048
21.0080 0.8993 0.1388 20. 9828 0.8987 | 0.1387

Lecturas realizadae con blanco reactive.

TABLA 3, RELACION ENTRE ABSORBANCIA MNEDIA ¥ CONCENTRAGIOMN
TARA LAS CURVAS DE CALIBRACION oE KETOCONAZOL , DIA 1 ¥ DIA 2.
ANALISTA 1.

DIXA 1 DIA 2

C Cmcgrml) j Amed ! CV o C Cmcgrmld) Amed Ic v
3, 000 0.1073 | 2.3447 3.038 0.0980 | 2.e8987

B. 000 0.3043 | 2.180 6. 072 0.3257 | 2.1807

8, 000 0.48%0 | 2.5182 o.108 0.4860 | 2.4444
12, 000 0.8027 | 2. a068 12.144 0.8383 | 1.93587
15, 000 ©. 7347 | 2.3343 18.180 0.8017 | 1.0408
18, 000 0.9063 | 2.2104 18.218 0.0450 | 1.8013

Leciuraas realizadas con blonco reactive.
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TABLA O. RELACION ENTRE ABSORNANCIA MEDIA Y CONGENTRACION

PARA LAS CURVAS DX CALIBRACION DE KETOCONAZOL, DIA 1 ¥ DIA

ANALISTA 2.
DIA 3 DIA z

C Cmcg/ml) Amed C Vo C Cmcg/ml) Amed C VYo

3. 0028 0.t123 1.8202 3.0028 0.1080 2. 7258

6, 0053 0.3167 1.0739 8.00886 0.3207 0. 2859

9. 0078 0.4653 0.9036 9.0084 0.8010 0.4312

12.0106 0.6170 0.4771 12.0112 0. 8237 1.3179

18,0132 0.7570 0.4314 18.0140 0.7900 1.8430

18. 0159 0.6297 0.3072 18,0188 0.9413 0. 8557

Lecturas realizadam c¢on blanco reactivo.
TABLA 7. RELACION ENTRE ABSORBANCIA MEDIA ¥ CONCENTRACION

PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION DE ITRACONAZOL, DIA ¥ DIA

ANALISTA 1.
DIA & DIAa 2

C (mcgsml) l Amed [ & <] C Cmcgsml) Amed [+38 A4 +]

32.00 0.1713 2.6318 31.84 0.1593 2.6129

64,00 0.2930 2.7304 63.68 0. 2880 2.1e12

98. 00 0.4757 2.2083 5. 52 0. 4570 1.7811

128.00 0. 60687 1.6811 127.36 0. 5850 1.6835

160.00 0, 74650 1.6796 159, 20 0. 7280 2.0234

192.00 0.8033 1.5824 191.04 0. BOG? 1.7301

Lecturae
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TABLA B, RELACION ENTAK ABSORBANCIA MEDIA ¥ CONCENTRAGION
PARA LAS QURVAS DE JALISRACION DE ITRACONAROL, DIA 4 ¥V DXA A&,
ANALISTA 2.

DIA 1 DIA 2

€ Cmog/mld | Amed | €V €3O | € Cmcgrml) Amed €V €30

32,00 0.1650 0.4948 32. 00 0.1616 1.8233
64.00 0.2833 1.0120 64.00 0. 2807 0.7069
88, 00 0. 4703 1.4489 a8. 00 0. 4880 0. 7808
128.00 0.88g7 o.p219 128.00 0. 5880 0. 4939
180.00 0.7337 0.2317 189,01 0.7413 0.0833
192,00 0. 8880 0, 2400 191.01 0.89120 | 0.8848

Lecturos realizaodas con blanco reactivo.

Se presentan a continuacién les grAficos de las curvas de
calibracién para los tres antimicédiicos, realizados por triplicado, dos
dias diferentes con dos analistas. En la TAsLA o se indica el orden en

que se presentan las graficas de las curvas de calibracidn,
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CON

Dos

TABRLA ©. ORDEN EN QUE SE PRESKNTAN LAS CURVAS DE CALIBRACION PARA
CADA ANTIMICOTICO, KLABORADAS EN DOS DIAS DIFERENTES
ANALISTAS,

GRAFICO ANTIMICOTICO ANALISTA
1 Nitrato de miconazol b
e Nitrato de miconazol e
3 Ketoconazol 1
4 Ketoconazol 2
5 Itraconazol 1
] Itraconazol 2
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ANALISTA 1
KETOCONAZOL DIAS 1 Y 2

ABSORBANCIA

12

02 L . :
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FIGURA 6
CURVAS DE CALIBRACION,
ANALISTA 2
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ANALISTA 1
ITRACONAZOL DIAS 1Y 2

X194
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FIGUARA 7
CURWAS DE CALIBRACION.
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2.1.6. Influencia de las sustancias queratoliticas en 1la

cuantificacién de antimicéticos tipo imidazol.

Se evalud si las sustanclas queratoliticas a utilizar CUrea y
Acido salicilico, excepte Papaina), influyen en la técnica de
cuantificacién de leos antimicédticos tipo imidazol. Con respecto a la
Papaina, no se considerd debido a que precipita en las condiciones
bajo las cuales se realizd la evaluacidn.

Se realizé lo siguiente:

Para cada sustancia se prepararon res concentraciones por
triplicado conteniendo al antimicético Ceoncentraciédn fijad, como
disolvente se utilizé una mezcla de etanol—agua C(B80-40> y se
mantuvieron durante 18 dfas a 37 +*C. Las concentraciones utilizadas
para Urea fueron de 20, 30 y 40 %, mientras que para Acido salicilico
fueron de 10 y 20 % Con respecto a los antimicédticos Llas

concentraciones utilizadas fueron de B0 mg/ml para Nitrato de

mi Ll y Ket l, mientras quepara Itraconazol fué de 20 mg-ml.

Determinando cuantitativamente al antimicético Cver 2.1.2.3 al inicio
y término de los 15 dias. Se manejaron como controles solucicnes de
los antimicéticos disueltos en la mezcla Etanol-Agua, bajo las mismas
condiciones.

Durante la realizacidén de esta evaluacion nos percatamos que la
solubilidad de los antimicéticos en la mezcla Etancl-Agua. aumenta
cuando se encuentra presente Acido salicilico Cver TABLAS 2 ¥ 16 D.

Como resultados preliminares se encontré que el Acido salicilico

si interfiere en la técnica de cuantificaeciédn, por lo que se obtienen
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valores en las lecturas de absorbancia mas ait.os. dicha aportacién se
corrige con un blanco reactivo preparado con Acido salicilico. Es
necesario mencionar que el Acido salicilico reacciona quimicamente con
el Ketoconazol e Itraconazol, siendo esta una reaccién colorida Cceolor
vinod.

Con respecto a la Urea no se encontré ninguna interferencia en
la técnica de cuantificacién ni reaccidén quimica con los
antimicéticos.

En general disminuyé la cantidad del antimlcético al término de
los 1S dias, en todos los casos, aunque fue minima. Dicha disminucién

se presentd de la siguiente forma CTABLA t0):

TABLA 10. VARIACION EN LA CONCENTRACION DE SOLUCIONKE DE TRES
ANTIMICOTICO® KN FPRESENCIA DE BSUSTANCIAS QUERATOLITICAR (87 °0)
DESPUES DE 13 DIAS.

ANTIMICOTICO ci. c [
Cmg/ml> Cmgs/ml)
Nitrato de miconazol 60 57.8
Ketoconazol B8O 57.3
Itraconazol 20 19.8

Ci= concentracion iniciat.
Cf= concentracion final.
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2.2. ESTUDIO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE LA URA
HUMANA CETAPA IID.

Con la finalidad de conocer la superficie externa de la ufia
humana y el grado en que se pueden afectar o dafar la misma en
presencia de sustancias queratoliticas, se realizé un estudio
utilizando un Microscopio Electrénico de Barrido,

Las uffas humanas utilizadas para este estudio fueron obtenidas de
una misma fuente.

Se mencioné en las generalidades (Tratamlentos de onicomlcosisd
que es recomendable limar la superficie de la uNa antes de aplicar
un tratamiento sobre la misma, de esto surge la necesidad de conocer
que tanto influye limar la superficie ungueal, por lo que se optd por

trabajar con dos grupos de uRas:

i) UMas humanas sin limar su superficie externa.

113 Uflas humanas con superficie externa limadas. En este caso, se
limaren las superficies moderadamente (se quitd el brillo de
la ufMad) en direccidn perpendicular al crecimiento de las

mismas con una lima para uffas.

Se fijaron contreoles para cada una de las uMas humanas partiendo
por la mitad cada uffa humana, sometiendo una mitad al tratamiento y
conservando la otra mitad como su control.

Los dos grupos se sometieron a un tratamiento durante 4 dias a 37

*C, en presencia de tres sustancias queratoliticas con las siguientes
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concentraciones Cp/vd:

a) Papaina C(Buffer de fosfatos) 18%
b) Acido salicflico 30%
cd) Urea 40%

Al término del tratamiento se sacaron todas las uffas de las
solucliones queratcoliticas. Se dejaron secar durante un mes. Una vez
sSecas Se colocaron cada una en un portamuestras de bronce cilindrico y
se cobservaron al microscopio electrénico de barrido obteniendose las

micrografias.

2.3 ESTUDIO DE DIFUSION (Etapa III)

Para la reallzacidn de este estudio, primero, se construyeron las
celdas de difusién, asi mismo se tomaron los resultados cbtenidos en
las dos etapas anteriores. A continuacién se indiecan las condiciones
bajo las que se realizd el estudio, mis adelante se explicari en que

nos basamos para establecerlas,
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2.3.1. Disefio 'de celdas de difusidn.

Se indicd anteriormente las caracteristicas necesarias que se
requieren en un sistema de difusién, Para este estudio se disefid la
siguiente celda de difusidén Criaura 18] . Se trata de una
celda horizontal estatica. Se eligié este tipo de celda por su facil
construceidn para su construcclién se utilizaron matraz erlenmeyer de

50 ml, adaptandose en el taller de scplado de vidrio de la FESC-UNAM.

s
e
m
1
I 5 cm
CAD C B
FIGQURA 18
CELDA DE DIFUSION DISENADA PARA NUESTRO ESTUDIO
A) VISETA FRONTAL Y B) VISTA LATERAL.
o2
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Gomo se indica en la rraura 19, las porcicnes en las que se monta
la mombrana, ©o en nuestro caso a la uffa humana, tiene esmerilada su
superficie externa, con un diamétro interno de 7 mmn y uno externo de
13 mm. Estas celdas permiten un control de temperatura ya que por su
tamafo pueden ser colocadas dentro de un bafo de arena y la agitacidén
se puede cobtener utilizando una propela de vidrio diseffada

especialmente de acuerdo a las dimensiones del sistema.

2.3.2 Preparacién de soluciones para el estudio de difusidn.

1) Solucidn de papaina,
Se pesaron 0.450 gramos de papaina y se disolvieron en 3.0 ml de
buffer de fosfatos pH 8.2, 8z

11) Solucidn de Nitratoe de miconazol, Ketoconazol e Itraconazol.
Se pesaron 1.8, 1.1258 y 0.024 gramos de Nitrate de miconazol,
Ketoconazol e Itraconazol, respectivamente y se disolvieron en 30 ml
de una mezcla Etanol 7Agua (680:40D.

i14) Solucidén de acido Salicllico.
Se pesaren 8 gramos de Acide salicilico y se disolvieron en 30 ml de
una mezcla Etanol - Agua C80:400.

iv) Solucidn antimicético-sustancia queratolitica.
‘e disolvieron el Nitrato de miconazel y el Acido salicilico en 30 ml
de la mezcla Etanol/Agua (80:40) en las cantidades ya mencionadas.
Para Ketoconazol e Itraconazol esto no fué posible debide a la

reaccién quimica que presentan con el Acido salicilico.
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2.3.3. Preparacién y montaje de la uffa humana como membrana
dentro del sistema de difusidén.

Se realizéd el estudio de difusién utilizando uffas humanas de
manos. El area de exposicidédn de la membrana fue de 0.1863 cm®

La uffa humana fué¢ soportada en rondanas de plastico, dejando
expuesta un Urea central circular de Smm a través de la cual la
permeaciédn fué medida. Se utilizé silicén para unirlas.

Una vez realizado 1lo anterior, se colocd el dispositivo
anterior entre las dos mitades de las celdas de difusién, unjendo de
nuevo con siliecén y sujetando ambas terminales con una pinza. Crioura
14). Cuidando que la superficie externa de la uffa humana quedara del

lado del compartimento donador CCd3.

FIQURA 24
KESQUEMA DEL SISTEMA DK DIFUSION UNA VEZ COLOCADA LA UNA HUMANA
ENTRE AMBOS COMPARTIMIENTOS.
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Se dejé endurecer el silicén 24 horas, al término de las cuales
se colocd el sistema difusional dentro de un bafio de arema, con una

temperatura de 37 *C. Se verificd que no se presentaran fugas de las

soluciones col d. en b partimentos por donde se unen ambas

celdas,

2.3.4. Descripcidn del estudio de difusidn.

Las sustanclias querateoliticas fueraon selecclionadas una vez
realizado el estudio de Microscopia Electrénica de Barrido CEtapa IID.
En base a ésto, se utilizaron como sustanclias queratoliticos Papaina y
Acido san.cillcovy se limS ia superficie externa de la ufta humana. Por
otra parte, dado que la papaina se desnaturaliza al entrar en contacto
con etanol o los antimicéticos, es necesario utilizarla por separado.

Antes de establecer las condiciones de experimentaclén
definitivas, se realizé una serie de pruebas preliminares con las
cuales se filjaron el tiempo de los experimentos, verificandoe al misme
tiempo si 1las sustancias queratoliticas selecciconadas fueron las

adecuadas. Estas pruebas se resumen a continuacién en la TABLA 4.
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TARLA 11, PRULBAS DE DIFUSION PRACLIMINARES VAR IANDO
LAS SUSTANCIAS GUERATOLITICAE ¥ LOS TRATAMIENTOS SONRE LA UNA HUMANA.

ANTIMICOTICO URA QUERATOLITICO | RESULTADO
Ketoconazol Sin limar Urea N, 80 dias
Itraconazol ¥ sin Urea N. 80 dias

Nitrato de miconazol tratamiento™ UrearsAs N. 80 dias
Ketoconazol Limada Urea N, BO dias
Itraconazol y sin Urea N, B0 dias

Nitrato de miconazol tratamiento™ UreasAsS N, 60 dias
Ketoconazol Limada Urea As! N, 60 dias

/P, 30 dias
Itraconazol ¥y con Urea~As? N, 80 dias
/P, 30 dias
Nitrato de miconazol Lratamiento* Urea AS N. 80 dias
/P, 30 dias

fapalina ¢13%), 24 h a 37 °c,

Pretratamiento con Aclido salicilico (20 %), 45 dias a 37 *cC.
AS = Acido salicilice.

N = Negative, P = rositivo.

Las condiciones finales del estudic de difusiédn fuercon:

1> Dentro del compartimento donador (Cd) se agregaron 3 ml c_{s
solucidén de papaina al 18 %, dejando asi durante 24 horas. Al mismo
tiempo que se agregaron dentro del compartimento receptor CCrd 30 ml
de una mezcla de EtanolsAgua CB80:40) CTodo a 37 *C).

2) Una vez transcurridas las 24 horas se recolectd la mezcla de
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sa colocd la sustancia queratolitica y/o antimicético de acuerdo a la

TABLA 12:

TABLA 12. FORMA EN QUX SE REALIZARON LOS KSTUDIOS DK DIFUSION.

ESTUDIO DE A. SALICILICO ANTIMICOTICO ANTIMICOTICO +
DIFUSION SOLO (20%0 SOLO A. SALICILICO
PARA CA) [§ 3] 20 %
Nitrato de - - Tedo el estudio
miconazol
Ketoconazol 18 dias 15 dias -
Itraconazol . 15 dtas 15 dias -

Se realizo primero la parte (A) y enmeguida la parte (B).

Lo anterior se realizé debido a la reaccién existente entre

Ket. 1 e Itr 1 con Acido salicilico. €2.1.6)

2.3.4. Toma de muestra del Compartimiento receptor (Crd

Una vez que se adiciond la solucién con el antimicético tipo

imidazol dentro del timento donag CCd) del sistema de difusidn
se tomaron muestras de un mililitro del compartimento receptor (Crd a
intervalos de tiempo determinados cuidande de tomar la muestra en
todos los casos en el mismo sitio y de agitar ligeramente la solucidén

contenida en dicho compartimento. El volumen de la muestra tomada fué
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repuestc por mezcla de Etanol-~Agua nueva.

Se cuantificd la cantidad presente de antimicético tipo imidazol
en el compartimento receptoer C€Crd, utilizando la técnica descrita

anteriormente.C2.1.2.0
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En este capitule se muestran los resultados experimentales
obtenidos Gnicamente para las Etapas II y IXII, los resultados de la

Etapa I ya fueron indicados en el capitulo anterior. -

V.I. ESTUDIO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE LA UNA
HUMANA.

Al término del tratamiento c<on sustancias queratoliticas se

observaron las uffas humanas, presentando cada una un aspecto fisico

diferente CPrueba cualitativa de apreciacién Tisicad., CraBLA 18)

TABLA 18, APRECIACION FISICA oE UNAS HUMANAS TRATADAS CON
SUSTANCIAS QUERATOLITICAS (CUATRO DIAS, 87 *C), AL TERMINO DEL
TRATAMIENTO.

URAS QUERATOLITICOS OBSERVACIONES

8in limar Control Rigida, dura,

Limada Control Disminuye ligeramente la dureza.

Sin limar Acido salicilico Flexible, suave.

Limada Acido salicilico Se aumentan las caracteristicas
anteriores.

Sin limar Urea Flexible.

Limada Urea Aumenta su flexibilidad.

Stin limar Papaina MAs suave y flexible que con
Acido salicilico.

Li mada Papaina Se ve acrecentado lo anterior.
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Se pros.nt.i a continuacién una serie de micrografias obtenidas de
uffas humanas tratadas con sustancias queratoliticas Crigumas 13-24):
Urea, . Acido salicilico y Papaina, durante cuatro dlas a 37-C,
obtenidas del Microscopio Electrdénico de Barrido,

El orden en que se presentan tiene el fin de comparar los ef&:tos
que se originan en la superficlie externa de la ufla humana sin limar y
la uffa humana limada, para una misma sustancia queratolitica, Junto
con sSus controles respectivos. Asi la serie se inicia con las
micrografias de Urea, seguidas de las micrografias de Acido salicilico

¥ por dltimo las micrografias de la Papaina.

FIGURA 135. MICROGRAFIA DX LA UNA HUMANA SIN TRATAR.
(AMPLIFICACION 4300X)
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FIGURA 13. MICROGRAVIA DE LA SUPERFICIE EXTERNA DX LA UNA
HUMANA SIN LIMAR: A) CONTROL, B) TRATADA CON UREKA (40%),
CUATRO DIAS A 87 *c, (AMFLIFICACION $300X)
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FIGURA 17. MIGROGRAFIA DE LA SUPERFICIE EXTERNA DE LA UNA
HUMANA LIMADA; A) CONTROL, R} TRATADA CON UREKA (40%),
CUATRO DIAS A 37 "G. (ANMFLIFICACGION 3150Q0%)
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FIGURA 18. MIGROGRAFIA DE LA SUPERFICIE EXTERNA DE LA UNA
MUMANA SIN LIMAR; A) CONTROL, B) TRATADA CON ACIDO SALICILICO
{20%), CUATRO DIAS A 857 °C. (AMPLIFICACION 1300X}
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FIGURA 1. MICROGRAFIA DE LA SUPERFICIE EXTERNA DE LA UNA
HUMANA LIMADA; A} CONTROL, B) TRATADA GON ACIDO SALXCILICO
(20%), CUATRO DIAS A 37 °C, (AMPLIFICACION 1300X)
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FIQURA 20. MICROGRAFIA DL LA SUPLRFICIE EXTEANA DE LA URA
HUMANA SIN LIMAR; A) CONTROL, B) TRATADA CON FAPAINA (13%),
CUATRO DIASE A 87 "C. (AMPLIFICACION $30OX)
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FIGURA 21. MICROORAFIA DE LA SUPERFICIE EXTERNA DE LA URA
HUMANA LIMADA; A} CONTROL, B} TRATADA GON PAPAINA UBN),
CUATRO DIAS A 97 *C. (AMPLIFICACION 1300%)
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Vamos a indicar las caracteristicas encontradas en cada muestra.
En la riouma 13 Campliacidén mayor, 4800X) se puede apreciar de cerca
la estructura ungueal observandose huecos. En las micrografias de las
uffas control sin limar Crioumas 1sa, sa, Yy 20a) observamos escamas,
cuya superficie se aprecia rugesa, existen alrededor de las escamas
Zonas oscuras. que asemejan cavidades, se observan también fragmentos
pequefios, pocos restos celulares. En las micrografias de las uffas
humanas control limadas CFioumas 17a, 1Pa ¥y 21a), las escamas se
aprecian fragmentadas, su superficie se ve rugosa, se aprecian
claramente cavidades y fragmentos pequeffos al igual que en las ufas
sin limar, estos Gltimos en mayor cantidad., De acuerde con las
micrografias se puede observar en todas las uffas humanas control con
sus superficies externas sin limar y limadas, la presencia de laminas
celulares o© escamas, también se observan huecos pequefics y en el
caso de las ulas humanas limadas se observan fragmentos.

A continuacién se indican las caracteristicas observadas en las
micrografias de las ufas humanas tratadas con sustanctas
queratoliticas, la comparacién que se hace es con respecto a su
control,

En la uffa humana con superficie externa sin limar tratada con
Urea, 40 % CFIQURA 10b), las escamas estan ligeramente fragmentadas,
los huecos se aprecian un poco mids grandes. En lo que respecta para la
uffa humana con superficle externa limada CrrauRra 1476, la
fragmentacién es ligeramente mas notoria, aumentando el numerco de

huecos, el efecto es ligeramente superior al obtenido en la figura
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" anterior.

Para la uffa sin limar tratada con Acido salieflico, 30 % Criaumra
18b), la fragmentacidén de las escamas y los huecos son muy notorios.
En la uffa tratada de igual forma pero con la superficie externa limada
Crzauma 10b) se aprecian abundantes fragmentos pequefios y hay mayor
numerco de huecos de un tamafo mids grande. En comparacidén a la uMa sin
limar el efecto se ve muy potenciado.

Con la uKa sin limar tratada con Papaina, 185 % (rxaura 20b) se
aprecia la fragmentaciédn de las escamas y la presencia de mayor numero
de huecocs. En la ufia con superficie externa limada tratada con
Papatina, 19 % (rFricuma z1b2, es mids notoria la fragmentacidén, asi
también el numerc de huecos es mayor y son mAs grandes. Al comparar
ambas figuras es notoria la diferencia entre limar y no limar 1la
superficie externa de la ufa.

En general y con lo que respecta a las uffas humanas tratadas con
sustancias queratoliticas =sin limar se observan muy similares a las
control con la variantLe que los huecos se notan un poco mads grandes y
las escamas estan un poco fragmentadas. En cambio, para las ufas
humanas limadas el ntmero y el tamafo de los huecos es mayor, aunado
a una mayor cantidad de fragmentos.

Para finalizar esta seccién se muestra una tabla CTaBLA 14D en la
que se asigné un nuimero, arbitrariamente, de acuerdo a los efectos
observados en las micrografias originados por las sustancias
queratoliticas sobre la superficie ungueal externa. A las muestras

control se les asignéd un valor de cero a partir del cual se evalué a
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las demAs muestras y se l_es dldrun'v. valor segtn el efecto observado,
osto se hizo con el fin de proporcionar: una idea general de lo que se

obtuvo experimentalmente.

TABLA 14. ASIONACION ARBITRARIA EXOUN KL EFECTO OBTENIDO POR  LAS
SUSTANGIAS QUKRATOLITICAS SOBRI LA SUPERFICIK UNOQUIKAL EXTERNA BIN
LIMAR ¥ LIMADA.

URA QUERATOLITICO EFECTO

Sin limar Control
Urea
Acido salicillico
Papaina

[

Limada Control
Urea
Acido salicilico
Papaina

[V U T 2 I

Y. I. ESTUDIO DE DIFUSION.

El estudic de difusién se realizé por duplicado para Nitrato de
miconazol y Ketoconazol; y solo una vez para Itraconazol, con una
duracién de 13 y 15 dias para los dos primeros, respectivamente; y de

80 dias para el uUltimo. En el caso del estudioc para Itraceonazol, se
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realizé una sola vez debido a dos motivos: ne fue suficliente la
cantidad del principio activo Cltraconazold Yy el tiempo de
experimentacién fue muy larga, dos meses, esto Ultimo debido a la baja
concentracién utilizada Csolubilidad muy baja en el disolvente
utilizadod. Las muestras\del compartimento receptor CCrd se tomaron
cada 48 h para Nitrato de miconazol y Ketoconazel, para Itraconazol se
tomaron muestras cada S dias, el volumen de la muestra fue de un

mililitro el cual fue repuesto con solucidén nueva.

Se mueerar.x los resultados en la TABLA 13 para Nitrato de
miconazol, TABLA t8 para Ketoconazol y TasLa 17 para Itraconazol. Se
presentan las concentraciones, [+ Cmegs/ml), presentes en el
compartimente receptor CCrd a intervalos de tiempe determinados, t
Cdias) y considerando que @l volumen en el Cr fue de 30 ml, se

presentan también la cantidad, M (mgd), presente en este volumen.
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TABLA 13, RELACION ENTRE CONGCENTRACION {Ch, GANTIRAD M ¥ Kk
TIEMPO (t) PARA NITRATO DE MIYCONAZOL. OBTENDA PARA LA UNA HUMANA CON
8U SUPERFICIKE EXTERNA LIMADA Y TRATADA CON PAFAINA (13 ) 2a h, N

FPRAKXEENGIA DE AQIDO SALIGILIGO (20 ). REALIGADO POR DUPLICADO (27 °C).
EXPERIENCIA 1 EXPERIENGIA 2

t Cdias? C Cmcgs/ml) M Cmgd t (dias) C Cmcgsmld M Cmgd)

1 10.83 0.3185 1 3. 38 0. 899

3 117.84 3.534 3 103. 88 3.114

8 281.79 7.531 <] 210.31 6.309

7 301,27 9. 038 7 270.73 8.121

9 397. 48 10.723 =] 331.18 9.939

11 438, 93 13.188 11 401, 42 12.043

13 513,54 15. 406 13 480. 60 14. 420
TABLA fd, RELACION ENTRE CONCENTRACION (G), GANTIDAD (M) ¥ KL

TIKMPO (L) PARA KETOCONAZOL, CBTENIDA PARA LA UNA HUMANA LIMADA 8U CON
SU SUPKRFICIE EXTIRNA LIMADA, TRATADA GON PAPAINA (13 %), 24 b Y ACIDO
SALICILICO (20 %), 15 DIAS. REALIZADO FOR DUPLICADO (27 °C).

EXPERIKXNCIA £ EXFPERIENCIA 2

t C(dtas) C Cmcgs/ml) M Cmgd t Cdias> C Cmcgsmld M Cmgd
3 27.23 0.817 3 36.28 1.088

8 41.81 1.288 8 5%.82 1,650

7 61,93 1.858 7 o2, 56 2,778

=] 74.34 2.380 a 112.87 3.386

11 8. 01 2.987 11 130.86% 3.919

13 105.24 3.157 13 150. 80 4.8677

18 127.87 3.827 15 181.98 85,510
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TABLA 17, RELACION ENTRE CONCENTRACION (CG), CANTIDAD (M) Y KL
TIEMPO (L) PARA ITRACONAZOL, OBTENIDA PFARA LA UNA HUMANA CON =U
SBUPERFICIK EXTERNA LIMADA, TRATADA CON FAPAINA (13 %), 24 h ¥ AcIDO

SALICILICO (20 %}, i3 DIAS. REALIZADO UNA SOLA VEZ. (87 °C)
EXPERIENCIA 1
t Cdiasd C Cmcgs/ml) M Cmgd
30 22, 08 o.072
35 29.74 0.724
40 2g. 42 0. 841
48 33.10 0.832
S0 36.78 1.133
53 40.47 1.2083
80 44.14 1,346

Kl antimicotico fue cuantificable
& partir del dia 30, antes no se
pudo cuantificar.

En las tres tablas el tiempo se considera a partir del momento en
que se cclocd la solucidn del antimicédtico dentro del compartimento

donador.

De acuerdo con el modelo matemitico propuesto (EcuacioN 8):

M = PSCGCt

S es el aArea expuesta de la uffa humana = 0.1963 r:m2

Cde 60 mg-smlL Nitrato de miconazol y 37.5 Ketoconazol
0.8 mg/ml CItraconazol)
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utilizando esta ecuacién se llevaron los datos a un grafico, M vs, t.

Comarico 7 para Nitrato de miconazol, por duplicado; omarico @ para
Ketoconazol, por duplicado; y orarico p para Itraconazol). A partir de
estos griaficos se obtuvo el valor de tiempo lag, Q.L. para cada

antimicético extrapolando la linea hacia el efe de las «x-.

Para obtener el valor del coeficiente de permeabilidad CP),

utilizamos la ECUACION 7.:

h es el grosor de la uffa humana, valor promedio = 0.0275 cm

Asi mismo podemos obtener los valores del coeficiente de difusidn

CD) y del coeficiente de particién (k) de las KCUACIONES 0 y 11:

h
L'_ - 8D (o
D = _Phr a1y
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NITRATO DE MICONAZOL

Curva M va, t

o Cant, difusante {mg)

16k

A0F.

i 1 1 1 1 1 1

1 3 5 7 g 1
Tiempeo (dias)

* Exp.1 ~—— Est.1 * Exp.2 — Est. 2

FIOURA 7, CURVA DE LA GCANTIDAD DIFUNDIDA (M) CON RESPECTO AL TIEMPO
(T} PARA NITRATO DE MICONAZOL, UTILIZANDO COMO MEMARANA URA HUMANA CON
BUPERFICIE EXTERNA LIMADRA TRATADA CON PAPAINA 5% 24 h, EN PRESENCIA
DE ACIRO EBALICILICO (20%). (REALIZADO A 37 *C, POR DUFLICADO).
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KETOCONAZOL
Curva M vs. t

6 Cant, de difusante {mg)

O 1 1. l"i | I l.‘l

8 6 7 8 1 18 16°
Tiempo (dias)

* Exp.1 —— Est.1 * Exp.2 — Est.2

FIQOURA 8. CURVA DE LA CANTIDAD DIFUNDIDA (N} CON RESPECTO AL
TIEMPO (T) PARA kKTOCONAZOL, UTILIZANDO COMO MEMBRANA URA HUMANA cON
SUPERFICIE KEXTERNA LIMADA TRATADA CON FAPAINA (43 M), 24 h, Y

ACIDO
SALJICILICO {20 %), 15 DIAS. (REALIZADO A 97 °C, FOR DUPLICADO.
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ITRACONAZOL
Curva M ve. t

5Cemt. de difusante (mg)

0.6 ﬁ

O‘O 1 i VI'F'I 1 1 1
30 8 40 46 60 66 60

Tiempo (dias)

¢ Exp. 1 - Est. 1

FIOURA ©O. CURVA DE LA CANTIDAD DIFUNDIDA (M) CON RESPECTO AL
TIEMPO T PARA ITRACONAZOL, UTILIZANDO CoMO MEMBRANA uRa HUMANA
LIMADA TRATADA CON PAPAINA (5 %, 24 h, Y ACIDO SALICILICO (20 %) 13
DIAS. (RKALIZADO A 87 *C, UNA SOLA VEZ)
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Con los valores cbi‘.enidos‘“delr ‘éoéfi;:iente de permeablilidad (P,
coeficiente de difusibn'CD). ébé!‘iéienie de particién kD y tiempo lag

ct.l_), para cada antlm&cétlco.‘ se constrﬁyé la rtaBLA 18.

TABLA 28, VALORES DE COXFICIENTE DE FERMEABILIDAD ey,
COEFICIENTE DE DIFUSION (D), COKEFICIENTE DE PARTICION (k) ¥ TIEMPO LAO
DE LOS ANTIMICOTICOS TIFQ IMIDAZOL OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE PARA LA
UNA HUMANA CON SUPERFIGIKE EXTERNA LIMADA, TRATADA CON PAPAINA (13%) Y
ACTDO SALICILICO (20 %), A 3?7°C.

» SUSTANCIA P cemtd | D ocem®md t cmo k
cx 10° % cx 107
Nitrato de miconazol 3.025 3.041 0. 8572 0.4186
Nitrato de miconazocl 4. 208 1.687 0, 502 0.563
Ketoconazol 1.283 0. 750 1.10@ 0. 380
Ketoconazol 0. 825 1.188 1,114 0.a2288
Itraconazol 8. 858 2.167 0. 798 0.879

La TanLA tp nos presenta los valores promedio de los coeficientes
de permeabilidad, difusisén y el tiempos lag para cada antimicético
incluyendo los valores obtenidos por Walkers y colaboradores (45) para

agua y etanol obtenidos de uffas humanas sin tratamiento.
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TABLA 10. VALORKS PROMEDIOS DK LOS COXFICIENTKS DE PERMEABRILIDAD
¢P), DIFUSION (D) ¥ TIKMPO LAG DE KOS ANTIMICOTIGOS TIPO IMIDAZOL
OBTENIDOS KEXPERIMENTALMENTE PARA UNAS HUMANAS CON SUPERFICIK EXTERNA
LIMADA MODKERADAMENTE, TRATADAS CON PAPAINA (15 %) ¥ ACIDO SALXCILICO
f20 %), A 8?7 ‘c.

SUSTANCIA P Ccmd | D Com'vhd | t <R

cx 10™™ ¢x 10 %
Nitrato de miconazol 4.087 2.384 0.538
Ketoconazol 1.104 0.837 1.1128
Itraconazol 5. 868 1.128 1.114
Aguas i8.504 1.e17 0. 240
Etanol* 5. 800 0.088 0.470

‘Vﬂl?l‘.l experimentales para ufias ain tratamiento
obtenidos por Walkers y colaboradores (43>
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Al igual que en el capitulo anterior la discusién se efectud
unicamente para las Etapas II y III, Inicialmente se presenta la
discusién para el ZEstudio por Microscopla Electrénica de Barrtido
Cefecto de sustancias queratoliticas) y enseguida se presenta para
el Estudio de difusién (permeabilidadde la ulfa humanad, final{zamos
con un enfoque practico de lo que se obtuvo en este trabajo para el

tratamiento de onicomicosis

a) Efecto de sustancias queratoliticas.
En general podemos hablar de dos efectos:
1. Efecto causado al limar la uffa humana y.

2. Efecto causado por las sustancias queratoliticas.

1> Efecto de limar la superficte ungueal.

Con la uffa humana sin limar se pudo conocer que a hnivel
microscédpico la uffa estid formada por escamas, las cuales se encuentran
apiladas, la superficie de las escamas se aprecia rugesa lo cual es
debido a la presencia de huecos pequefiitos, indicande con esto que se
trata de una superficle no continua CFroura 13), las zonas oscuras que
se observan alrededor de las escamas son pequefias cavidades que
separan levantando ligeramente una parte de la escama superior de la

inferior. Cuando la ufla humana es limada, lo que se esta generande es
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la fragmentacidn de las escamas supariores, algunas veces
retirandolas, hecho que nos permite observar algunas cavidades mayores
a las normalmente existentes, debajo de las escamas superiores, asi
como también algunos huecos se ven de un tamaffo mayor con respecto al
tamaffo normal y por el mismo efecto de limar la superficle se
encuentran fragmentos que es muy probable que se traten de lipides

Junto con restos celulares.

2) Efecto de las sustancias Queratoliticas.

Como ya se indicd en los resultados es apreciable un efecto sobre
la superficie ungueal por accidén de las sustancias queratoliticas.

A continuacién se realiza una comparaclén de los efectos
obtenidos por 1las sustancias queratoliticas sobre la estructura
ungueal considerando las concentraciones utilizadas de las mismas.
Empezamos con la Urea €40 %0 a quien se utilizéd con la concentracién
mayor en comparacién a las otras dos sustancias, sin embargo, el
efecto obtenido es muy pobre. En cambio, la Papaina (15 %20, utilizada
con la concentracidn mas baja, en nuestro estudic, el efecto es mucho
mayor. Con respecto al Acido salicilice €30 20, el efecto que tiene es
muy similar al que presenta la Papaina. As{ la uUnica diferencia entre
el Acido salicilico y la Papaina es la concentracién utilizada. pues
el primero requiere del doble de la concentracién del segundo para
obtener un efecto similar. Esto nos hace suponer que si se manejaran

concentraciones iguales el efecto mayor lo tendria la Papaina, por lo
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que decimos que se cobtiene un mayor daffo sobre la estructura de 1la
uffa humana con Papaina, seguida del Acido salicilico presentando el
menor daffo la Urea.

Para poder explicar como es que Se tiene diferente grado de daffo
sobre la estructura de la uffa humana es necesarioc referirse al
mecanismo de accidn de las tres sustancias queratoliticas. En general,
son dos mecanismos, ambos involucran una reaccién de reduccidn, en el
primero la reaccidn es sobre el enlace puente de hidrdgeno, lo cual es
cierto para el Acido salicilico y Urea; en el segundo mecanismo la
reaccidén se presenta sob;;.e‘ los enlaces disulfuro, dicho mecanismo es
el que presenta la Papaina. Quimicamente la estructura ungueal debida
a su alta cantidad de sulfuro presenta formacidn de enlaces disulfuro
que en comparacidn con la piel es mucho mayor, por 1o que la
estabilizacién de la queratina de la uffa humana esta grandemente
influenciada por los enlaces disulfuro, sin olvidar la importancia que
ejercen los enlaces puente de hidrédgenoc. Ahora bilen, esto explica ean
parte por que la Papaina provoca un daffo mayor, pero aparte debemos de
considerar la naturaleza de la misma, ya que como enzima posee una
actividad mayor, pues debido a su capacidad selectiva puede romper
enlaces en donde se encuentran amincicidos basicos, por lo que su
efectc se ve potenciado. El daffo debido al Acido salicllico, cuya
reaccidn es scbre los enlaces puente de hidrégenc, es provocada por el
grupo carboxilo, grupo altamente reactégenc, no asi{ para la Urea. que
€1 bien también lleva a cabo una reaccidn muy parecida Cactua sobre

puentes de hidrédgenol. su grupo reactdgeno ho es superado por el grupo
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del Acido salicflico.

Resumiendo, las micrografias obtenidas de las uffas humanas coh su
superficie externa sin limar y limadas tratadas con sustancias
queratoliticas indican que dichas sustancias si afectan la estructura
de la uffa, rompiendo la queratina dandeo lugar a una fragmentacidn
celular, originando huecos o cavidades mayocres a las normales, con
respecto a los fragmentos es muy probable que se trate de lipidos
Junto con restos celulares. Con estos resultados podemos ver que si
bien macroscédpicamente la uffa humana no permite el pasoc de sustancias
tan facilmente debide a su estructura apretada, microscépicamente es
posible observar que los huecos que presenta bilien pudieran permitir el
paso de algunas sustancias. El efecto de las sustancias queratoliticas
Se ve aumentando cuando se lima la superficlie de la uffa humana por lo
que decimos que es adecuadc que se lime la ufa antes de aplicar

cualquier tratamiento sobre la uffa humana.

b> Permeabilidad de la ufia humana.

A partir de los resultados anteriores se rijaron las
caracteristicas del estudioc de difusidén, aunado a lo encontrado en las
evaluaciocnes preliminares {celdas de di fusidn, técnica de
cuantificacén, influencia de las sustancias queratoliticas sobre la
técnica de cuantificacién, etc.). De sesta forma se decidid limar la

superficie externa de las uffas, utilizar coma sustancias

TESIS



tapla O. Patricia . DISCURION

queratoliticas Acido salicilico y Papaina, descartando la Urea, as!
mismo y debido a la reaccidn del Acido salicilico con Ketoconazol e
It.ract.:nazo.l se cambiaron las condiciones de experimentacidén.

El anilisis lo dividimos en tres secciones. Iniciamos la primera
seccidén del anilisis CO retomando en forma general los valores de los
coeficlentes de difusién (D), permeabllidad C(P). y de particidn (kd,
por antimicético, enseguida se hace una comparacidén entre los tres
antimicéticos con la salvedad de que no se trabajé bajo las mismas
condiciones, y por tltimo, se realizd una comparacidn con los valores
obtenidos por Walkers y colaboradores C45). La segunda seccidn (W) se
raefiere al anilisis de las caracteristicas tanto de la membrana como
de las sustancias difusantes. Y en la tercera seccidén CUD hablamos
de un posible mecanismo de difusién de los antimicéticos a través de

la placa ungueal.

¢{) Valores experimentales obtenidos.

Iniciamos esta parte del analisis retomande los valores
experimentales obtenidos de los coeficientes de difusién <D,
permeabilidad CP), particidn Ckd para cada antimicédtico. CTABLA 18D,
En el proceso de difusién se requirié de tiempo para que el difusante
penetrara la uffa humana Ctiempo lag, tLd.

De entrada los valores del coeficiente de difusién CD) nos estan

indicando que efectivamente se esta pr tando el pr de difusidén

para todos los antimicédticos. Ahora tomemos los valores del

coeficiente de particidén CKO, podemos observar que son menores a la
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unidad lo cual nos tndica la preferencia de la sustancia permeante de
permanecer en la solucién acuosa-etanolica, mias que en particidén en el
interior de la membrana, lo que indica la alta hidrofobicidad de la
uffa humana. Los valores de permeablilidad CP) obtenidos para todos los
antimlicédticos nos idican que 1a uNa humana es permeable a los
antimlicéticos y que dicho proceso es posible por la presencia de
sustancias queratoliticas, pues en los estudios realizados sin la
presencia de dichas sustancias no se observéd permeabllidad. Asi los
valores de permaabllidad (P) obtenidos por duplicado para Nitrato de
miconazol son muy similares entre si, lo mismo podemos decir de los
valores obtenidos, por duplicado, para Ketoconazol. CTasLa 18],

Dado que las condicicnes experimentales bajo las que se
trabajé no fueron las mismas para los tres antimlicéticos se
presenta un pequefio anilisis para cada uno de éstos.

La difusién para Nitrato de miconazol se ve facilitada por la
presencia de Acido salicilico durante toda la experimentacién. Esto
suglere que dada la presencia de Acido salicilico es muy probable que
el fraccionamiento de la queratina se haya presentado constantemente,

pr do més fr taciones, ay con este efecto a un aumento

en el tamafio de los huecos, permitiendo de esta forma un mayor paso
del antimicédtico, este efecto no se presenta con los otros dos
antimicéticos.

Con respecto a Itraconazol debemcs de considerar que si bien
estadisticamente los resultados obtenidos experimentalmente no fueron

adecuados debido a que se realizé una sola vez, consideramos
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‘ conveniente reportarlos bajo esta salvedad., Asi, notamos que aun

" cuando se realiza un tratamiento de 185 dias con Acido salicilico y se
utiliza una concentracidén baja enel compartimento donador (2.6 X, su
permeabilidad es mucho mayor que para los otros dos antimicdticos. Su
valor del coeficlente de particién es muy cercanoc a la unidad, lo que
probablemente se deba a que es una molécula semipelar y ademis algoe
muy importante posee una mayor afinidad por la queratina de la ufia
humana. E! hecho que presente un tiempo lag mayor en comparacidn a los
otros dos antimicéticos es debido a la baja concentracién en que fue
utillzado CCad.

En el caso del Ketoconazel Yy atendiendo las condicicnes
experimentales de trabajo los resultados fueron mucho mencres en
relacién ai Nitrato de miconazol. El hecho de haber obtenido un
valor bajo del coeficiente de difusién noes suglere una similitud con
lo encontrado para piel con molecular polares, en las que el soluto
enlazado puede ser razén de obtener coeficientes de difusidén pequefios.
En nuestro estudioco de los tres antimicédticos utilizados., es el
Ketoconazol el dque presenta un polaridad mayor ¥y su bajo valor
del coeficiente de difusién podria preobablemente deberse a un
enlazamiento con la estructura proteica.

Si comparamos los valores de permeabilidad (P) obtenidos en esta
investigacién con los obtenidos por Walkers y colaboradores <45

CraBLA 10), es claro que nuestros resultados son menores.
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i) Analisis en funcion de las caracteristicas fisicoquimicas de
la ua humana y de los antimicoticos.

Ya habfames indicado que la difusién depende de la resistencia de
paso de la molécula penetrante que esti en funcién de la estructura
molecular del farmaco y naturaleza quimica de la membrana, as{ también
basandonos en que existe un aumento de la permeabilidad al aumentar la
polaridad de los penetrantes y como base para una primera
aproximacién, se deben de considerar las caracteristicas de la ufa
humana y las caracteristicas de las sustancias permeantes,
antimicéticos.

Con respecto a la uffa humana se debe de tener en cuenta que su
estructura es mas apretada, contiene mencr cantidad de lipidos, mayor
cantidad de queratina y absorbe menor cantidad de agua, todo esto en
comparacién con la plel, per lo que su naturaleza es hidrofébica, mas
alta que la de la piel. En cuanto a las sustancias permeantes se deben
considerar la polaridad y el tamafio molecular Chabilidad para
difundird.

Llevemos ambas observaciones a nuestro experimento y notaremos
que los antimicédticos son moléculas grandes, semipolares, esto
es, ofrecen mayor resistencia para difundir, por lo que si nos basamos
en la premisa que a mayor polaridad se tiene mayor permeabilidad,
antonces podemos decir que la permeabilidad de los antimicédticos se ve
impedida por su baja polaridad y por su tamafo molecular., sin poder
establecer cual serfa la primer limitante. Otro aspecto por considerar

as que la permeabilidad también se presenta con moléculas poco
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polares, pequefas. Esta ultima observacién no serifia factible en
nuestra investigacién por que los antiMcéLLcQs tienen un tamafio
molecular grande.

De acuerdo con nuestra investigacién, la permeabilidad es
ligeramente superada solamente cuando se ponen los antimicéoticos en
contacto con las sustancias queratoliticas que dan paso a la formacidén
y aumento del tamafo de los huecos, de tal forma que, hay mayor
espacio por donde puedan difundir los antimicéticos., Con esto la
influencia del tamaffo molecular de los antimicédticos puede ser
descartada. Ahora observemes que cuando Walkers y colaboradores (43
realizan el estudio de difusién para Agua y etanol en la ufia
humana, sin ningin tratamiento, se trata de moléculas pequefias y
polares, por lo que ofrecen poca resistencia para difundir, lo que les
permite cbtener valeores mayores en sus resultados en comparacion a los
que nosotros obtuvimes.

Reuniendo tode lo analizado podemos establecer que tanto la
polaridad y el tamafio molecular de los difusantes as{ como la
naturaleza de la membrana juegan un papel importante en el procesoc de
difusién ya que de estos depende que dicho proceso se presente. En
nuestra investigacién el proceso de difusién finalmente es limitado

por la polaridad de los antimicéticos.
4t) Mecanismo de difusion de los antimicoticos a traves de la

placa ungueal.

Hablar de un posible mecanismo de difusién a través de 1la placa
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ungueal es tomar en cuenta dos opciones: mecanismo de difusién que
sigue la ruta de los lipidos, debido a la solubilizacién de lipidos y,
el otro mecanismo se refiere al paso de las sustanclas atravesando la
placa ungueal, difundiendo entre las cavidades proteicas.

Cuando se realiza el estudio sin tratamiento con sustanelas
queratoliticas no se observa difusién, lo cual suglere que no se
presenta ninguno de los dos mecanismo descritos anteriormente o si se
presentan es demasiado lento el proceso de difusién, pues se ve
impedido por la estructura apretada de la placa ungueal, tamafio y
polaridad de los antimiecdticos. En camblo, cuando se realiza el
estudio con el tratamiento de sustancias gqueratoliticas dicho proceso
sl se presenta, por lo que podemos establecer que al irse rompiendo la
estructura proteica Cqueratinad se ve facilitada la difusién debido a
un aumento en la cantidad y tamaMo de huecos por los cuales pueden ir
difundiendo los antimicédticos Cricura 135. De los dos mecanismos
presentados anteriormente es el segundo mecanismo el que gobierna
nuestro estudio seguldo del mecanismo de solubilizacién de li{pidos,
pers en una proporcién menor, sin contribueidn significativa, ya que
no serfia muy factible, pues si bien el etanol puede disoclver soclo
ligeramente a los lipidos la proporcién en que se encuentra no
ayudaria mucho.

Walkers y colaboradores (450 propusieron que moléculas poco
polares podrian seguir la ruta de los lipidos y asi ser capaces de
permear a la ufMa humana, lo que preobablemente podria ser el caso del

Itraconazol, pero serla arrlesgado decir que dicha sustancia presenta

TESIS 130



Tapia 0. Patricia L DISCUSION

este mecanismo, pues no contamos con los elementos suficientes que nos
ayuden a establecerlo, ya que la experimentacién solo se realizéd una

sola vez

APLICACION DE NUESTRA INVESTIGACION EN EL TRATAMIENTO DE

ONICOMICOSIS.

Es de suma importancia considerar que cuando se establece la
onicomicosis la estructura de la ula humana se va modificando
progresivamente, torniAndose gruesa y porosa debida a la accidn de los
hongos que van degradando la queratina lo que va originade la
formacidn de huecos. Se plantean dos posibilidades, una en funcidén de
lo reportado en la literatura y la segunda en funcidén de lo obtenido
en esta investigacidén: a2 obtener efecto utilizando solamente a
los antimicéticos Catacaria solamente a los hongos?, y &2 obtener
efecto con los antimicéticos Junto con las sustancias queratoliticas
Cse atacaria a los hongos facilitando la difusién del antimicéticod,
este efecto es favorecido si se lima la superficie externa de la ufa
humana infectada. Esta @ltima opcidn es la que prebablemante
constituird un tratamiente mas rapide y efectivo, sin olvidar el
interés y culdados que el pacliente tenga durante dichao tratamiento.

Con esta lnvestigacién‘ se han abierte caminos de posteriores
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estudios que seria importante pbderlos desarrollar y explicar, Por
ejomplo, la reaccién colorida an‘bre Ka!.cconazo‘l. e Itraconazol con
Ac..ldo salicilice, y con respecto a esta investigacién podria ser
adecuado modificar algunas condiciones ‘de experimentacién como
trabajar con ufas humanas infectadas por hongos, combinar las
sustanclas queratoliticas, utilizar otros antimicéticos, en el caso de
Itraconazol utilizar disolventes en los que sea mis soluble,
reduciendo de esta forma el tiempo de experimentacién.

Finalizando, la incidencia de onicomicosis en México es alta, a
pesar de que existen los medicamentos, los tratamientos no suelen ser
muy efectivos y es muy probable la reincidencia, efectos adversos y
resistencia de los hongos frente a los fArmacos utilizades. En una
basqueda de eliminar esta enfermedad con tratamientos cortos vy
efectivos se ha realizado este estudio en el que se ha encontrado que
es posible la permeabilidad de antimicéticos tipo imidazol a través de
la placa ungueal siempre y cuando se encuentren presentes o se realice
un tratamiento con sustancias queratoliticas. Con esto se ha avanzado
en el desarrollo de una forma farmacéutica para el tratamiento tépico
de onicomicosis, pues se han estudiado las bases que permitan su
continuacidén, de tal forma que se deberin de tomar en cuenta los

criterios ya expuestos anteriormente en el dise®o de la formulacién.
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L La Lécnlca de cuantificacién desa}-rolladi resultd ser adecuada
para. la cuantificacién de antimicéticos tipo imidazol. reuniendo las
caracteristicas necesarias que estadisticamente son aceptables.
Potencialmente puede ser aplicable para la cuantificacién de otros

antimicéticos tipe imidazol.

2. La permeabilidad de la uMa humana a antimicéticas tipo
imidazol: Nitrato de miconazol, Ketoconazol e Itraconazol; es posible
solo sl se realiza un pretratamiento con sustancias queratoliticas:
Papaina, Acido salicillico. Es muy probable que otros antimpicéticos

tipe imidazol presenten un comportamiento similar.

3. Las sustancias queratoliticas dalan la estructura de la uMa
humana, causando la formac¢idédn de huecos mediante el fraccicnamiento de
la queratina, se observa un mayor efecto para la Papalna, seguida del

Acido salicilico y por Gltimo, la Urea.

4. El mecanismo de difusién predominante es el paso de las
sustancias penetrantes entre la estructura proteica, facilitado por
las sustancias queratoliticas y limitade por la polaridad de las
mismas sustancias. Por lo que a mayor polaridad de las sustancias

permeantes mayor permeabilidad de las mismas para la uffa humana.
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§. La onicomicosis tiene una alta incidencia en nuestro pais. Los
tratamientos existen pero no son efectivos por lo cual se propone a
través de esta investigacidn el desarrollo una forma farmacéutica con

la posibilidad de obtener un tratamiento tépico corto y efectivo,
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APENDICE A

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE PRINCIPIOS ACTIVOS.

ITRACONAZOL CORICONAZOL).

CCaslisaCl2Nm04D
Polvo blanco cristaline, inodoro. Peso molecular 708.84, Punto de
fusisdn 168.2 °C. Practicamente insoluble en agua, ligeramente soluble

en etanol, soluble en cloroformo. Es una base extremadamente débil.

CpKa 3.75. Derivado triazol. antimicético.2®

—
q»
CHy C1

. C
CHy -—-CO—NON-OO -cu,_ﬁ(:} '@c\
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KETOCONAZOL.

CC20H20C12N404D
cis~1-acetil—4-{4-[2-C2,4-diclorofenil)—2-imidazol-1-i1metil-1,3~dioxo
lan—4-yimetiloxilfenil jpiperazina.

Peso molecular 531.4. Punto de fusién 148 °C. Polve blance,
eristalino, inodoro. Practicamente inscluble en agua, scluble en
etanol, muy soluble en cloroformo. Deri vado fenetilimidazol,

antimicético, ¥4

e o O OOy
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NITRATO DE HICONAZOL.

CC1aH15C LeNsOeD.

1-[3 (2,4-diclorobenciloxdd-A-C2,4~diclorofenilletil l-imidazol
mononitrato.

Peso molecular 478.1, punto de fusidn 182 °c. Polvo blanco o casi
blanco cristalino, 1nodoro. Muy ligeramente soluble en agua,
ligeramente soluble en etancl y soluble en cloreformo. Tiene un pKa de

8.7. Derivado fenetilimidazol, antimicético,™4¢

Cl

Cl

Hﬁ_cu‘cm et

€l
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ACIDO SALICILICO

CCTM1E030

El Acido salicilico forma cristales blancos, usualmente en agujas
finas como un polvo cristalino blanco y esponjoso. Tiene un sabor
dulzén seguido por uno pungente y es inodoro. Es scoluble en agua, muy

soluble en etanol. Es un 4acido orginico fuerte CpKa del grupo

carboxilo es 3.0).

COOH

Es bacteriostatico, impide la sintesis del 4acido pantoténico,
.ractar esencial de la reproduccidn microblana, antiséptico,
queratolitico, Es posible que ocurran reacciones urticarias,
anafilacticas y de eritema multiforme en persona alérgicas a los
salicilatos. Debera tenerse cuidado cuando se emplee este agente en
extremidades de persocnas dlabéticas o <con enfermedad wvascular

periférica. 20,23,20,44
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PAPAINA

Peso molecular 20.7 D.

Se trata de una proteasa vegetal que se encuentra en las frutas del
papayoterc (Cartca papayad.

La papaina es una enzima hidrolasa, ¢3.4.22.2) con actividad en
los enlaces peptidicos (proteasa tiold, Esta formada por una sola
cadena polipéptidica C(Estructura o). Contiene un residuc simple de
cisteina por molécula lo que le confiere una alta reactividad., La
cisteina que tiene en su centro active debe de ser mantenido en la
forma reducida para su actividad. Contiene grupos ~SH. El ntmero de
subunidades es uno. Es de amplia especificidad. actda en aminoicidos
basicos y azufrados,

Condiciones éptimas de pH es de 8-7, aunque se ha reportado un pH
&ptimo de pH de 8.2, Por lo que presenta su actividad proteolitica en
medios acidos © basicos débiles.

Cuando el grupo -SH esta en forma de un disulfuro mezclado con
la cisteina, la enzima exhibe bajos niveles de actividad proteolitica.

Es inhibida por reactivos bloqueadores de grupos sulfhidrile,
iones, metales pesados, derivados carbonilos, Acido ascérbico, aire y
otros agentes oxidantes. En cambio los grupos -CN, -S, glutation y

Cistefna la activan, 20444°
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UREA

CCHeN202
Cristales incoloros o polvo cristalino blanco. ca=xi incdoro de
sabor salino, Facllmente soluble en agua y etanol, No es liposcluble,

ligero olor a amonfaco al humedecer.

NH
o’ -

TSNH,

En un vehiculo compatible de crema o base de unglento la urea
tiene efecto suavizante y humectante scbre el estrato cérneo. La urea
se abscorbe por via percutanea. Se distribuye en forma predominate en
el espacio extracelular y se excreta en la orina.

La urea incrementa el contenido hidrico del estrato cérnee cemo
_consecuancla de las caracteristicas higroscépicas de esta molécula

23,28,
natural 20732044
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APENDICE B

ANALISIS ESTADISTICO PARA LA TECNICA DE CUANTIFICACION
DE LOS ANTIMICOTICOS TIPO IMIDAZOL.

Se presenta a continuacién el anilisis estadistico realizado a
las curvas de calibracién preparadas por triplicadoe en dos dias
diferentes con dos analistas.

Dade el intervalo de concentraciones utilizado para cada
antimicético, indicamos que la sensibilidad de la técnica utilizada es
similar para los derivados benzimidazol, siendo mayor para el
Nitrate de miconazol, asi{ mismo la longitud de onda de maxima
absorcidén vari{a para los tres antimicéticos. La formacién del complejo

y su extraceién fue cuantitativa a pH 3.°

a> Relacidn entre Absorbancia y concentraciédn y Linealidad del
sistena

Para evaluar la relacidn entre absorbancia ¥y concentracién en

TESIS 143



Tapia O.

Patricla

APENDICE B

las curvas de calibracién se realizé un anidlisis de regresién,

Ecuacién de regresidn:

en donde :

A = Absorbancia,

C = Concentracién.

Para cada uno de los antimicédticos se

ecuaciones CrasLa zod.

TABLA 20,

a = Ordenada al origen,

ECUACION DE REJRESION
DPE LOS ANTIMICOTXICOS TIFO IMIDAZOL ELABORADAZX DOE DIAS
DOS ANALISTAR.

Amwa+mC

tienen

PARA LAR CURVAS

m = Pendiente de la recta,

las sigulentes

DK CALIBRACION
DIFERENTES CON

DIA ANALIETA 1 ANALIETA 2
Nitrato de miconazol

DIA 3 ~0.038 + 0.0448 C A= ~0.024 + 0.0442 C

DIA 2 -0.080 + 0.0444 C A= -0,024 + 0.0444 C
Ketoconazol

DIA 8 -0.019 + 0.0820 C A= -0.013 + 0.0824 C

DIA 2 -0.080 + 0.0844 C A= -0.018 + 0.0541 C
Itraconazol

PIA 1 0.017 + 0.0045 C A= 0,009 + 0.0048 C

DIA 2 0.004 + 0.0040 C A= 0.005 + 0.0047 C
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Dicho analisis indicé que los valores de los parametros
estadisticos establecidos obtenidos se encuentran dentro de 1lo
especificado, es decir: ICS <€ 0.0 < ICI CTABLAS 2¢ - 230, por lo
que hay una recta en la familia de curvas que pasa por el intercepto,

con 85% de confianza; el valor del coeficiente de regresidn l"z

= 0,90,
y el coeficiente de variacién CV X > 3%, se cumple para todos los
antimicéticos. Excepto para Nitrato de miconazol, Analista 1, dia 2

del cual el intervalos de confianza no incluye al valor de cero.

Coen lo que respecta a la linealidad del sistema, se realizé un
ANOVA, resultando en todes los casos el valor de F experimental es
menor al valor de F tedrico CFexp € Fteord, CTABLAS 24 - 230 por lo se
establece que las curvas de calibracién para los antimicéticos

representa sistemas lineales.
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TABLA 21. LINEALIDAD DKL BSISTEMA Y ANALISIS DE VARIANZA PARA LAS
CURVAS DE CALIRRACION DEL NITHATO DK MICONAZOL, EN DOS DIAS
DIFERENTES. ANALISTA & ¥ ANALISTA 2.
ANALISIS DE REGRKSION
Paramstro LA € plA &
. m 0.048951 0.0444
* b -0.0361 -0. 06086
# ICI, ICS 0.001., -0.071 0.047, -0.087
- r 0.0985 0. 9088
«r? o.g872 o.0867
ANALISISE DE VARIANZA
Bta bla B
Ftub“’:“'l") 12.22 12.22
Fexp 11.94 9.81
HALISTA 8
ANALISIS DK REORESION
Paramétro boA © BtA 8
*m 0.0440 0. 0444
* b -0.0200 -0. 0239
* ICI, 1CS 0.081, -0.,076 0.084, -0.072
- r 0.9883 0.9880
e r? 0.00886 i 0. 888680
ANALISISE DK VARIANZA
Bla § BlA B
Fiab 12,22 12.22
(ODN, 1,4
Fexp | 4.04 2.48
m = PENDIENTE , b,= INTERGEFTO, ' = COEFICIENTE DE
DETERMINACION, r = COEF ICIENTE DE CORRVRELACION.
ICI,ICS=INTERVALO DE CONF FANZA INFERIOR ¥ SUPERIOR
Fexp = VALOR pE F EXPERIMENTAL OBTENIDO.
Ftab = VALOR DE F OBTENIDO DK TABLAS,
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TABLA 22. LINEALIDAD DIEL SISTEMA Y ANALIBIS DE VARIANZA PARA
LAE CURVAS DE CALIBRACION DEL KETOCONAZOL, KEN POS DIAS DIFERENTES.
ANALISTA 4 Y ANALISTA 2.

ADALISTA © -

ANALISIS DK REJRESION

Paramétro ptA € Blh B
-m 0.0820 0. 06389
«b -0.0100 -0. 02067
« ICI, IcS | 0,048, -0.084 | 0.044, -0.103
-r o0.9070 0. 90686
«r? 0.9841 0. 9832

ANALIS IS DE VARIANZA

Bia 1 Bl B

Ftab o o> 17.44 17,44

Fexp T 16. 02 ) 18. 54
MALISTA 8

ANALISIS DE REJRESION

Paramétro EDA n @']A a

e m 0.0824 0. 0830
b -0.01 368 -0.0180
« ICI, ICS | 0.085, -0.087 | 0.083, -0.087
e r 0.9987 0.90966
er® 0.9834 0.0032
ANALIS X S DE VAR XAN!A
BlA 1 BiA
Flab o iom 17.44 17.44
Fexp 1.21 3. 80
m 2 PENDIEINTE , b== INTERCEPTO, I'st COKF ICIENTE DK

DETERMINACION, I~ = GOEFICIENTE DE GORRELACION.
ICI,ICS=INTERVALO DE CONF X ANZA INFERIGR Y SUPERIOR
Fexp = VALOR DE F EXFERIMENYTAL OBTENIDO.

Ftab = vALOR DE F OBTENIDO DE TABLAS,
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TABLA 29, LINEALIDAD DEL BEISTEMA Y ANALISIE DE VARIANZA PARA LAS
CURVAS DE CALINRACION DEL ITRACONAZOL, KN bosg DIAS DIFERENTES.,
ANALISTA & Y ANALISTA 2.
MDALIBYVA ©
ANALIB IS DK AKJIRESION
Paramétro GlA © Doh 2
-m 0.0040 0.0048
* b 0.0178 0.0041
* ICI, ICS | 0.053, -0.017 | 0.037, -0.026
- 0.09680 0.9001
. r* 0.@o81 0.0882
ANALIS IS DE VARIANIZA
pta € pla &
Frab o e 17. 44 17. 44
Foxp .08 4.41
ARALOBTA B
ANALIS IS DE REOREEION
Paramétro plA 1 bla 8
em 0.0048 0.0047
e b 0.0008 0.o00=20
« ICI, XCS | 0.087, -0.055 | 0.041, =-O.040
«r 0.0688 0.9080
. r? 0.0071 0.00861
ANALISISE DE VARIANZA
DA 1 BlA B
Flab, o om 17. 44 17. 44
Fexp 3,84 2.08
m = PENDIKENTE , bz= INTERCEPFPTO, I = COKF ICIENTE DE
DETERMINACION, r = COEF XCIENTE DE CORRELACION.

ICI,ICS=INTERVALO DK CONPF IANTA INFERIOR Y SUPERIOR

Fexp = VALOR DE F EXPERIMENTAL OBTENIDO.
Ftab = VALOR DPE F OBTENIDO DE TADLAS,
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b)) Limite de deteccidn para las curvas de calibractién.

Los limites de deteccidn se cbhtuvieron interpolando el intervalo
de confianza superior del intercepto CICS, ver TaBLAs 21 - 28 ) scbre
la curva experimental de las curvas de calibracién. Se presentan los
valores promedios de los limites de deteccidn para cada antimicdético

Cdos dias) por analista. CrasLa 24). Como se puede apreciar los

valores son muy similares presentan la misma tendencia para b

analistas.

TABLA 2¢. LIMITES DE DETECCION PROMED IO PARA LAS CURVAS DK
CALIBRACION DE LOS ANTIMICOTICOS TIFO IMIDAZOL KLABORADAS FPFOR DOS
ANALIETAS.

ANTIMICOTICO LIMITES DE DETECCION (mcg/ml)
ANALIETA 1 ANALISTA 2
Nitrato de miconazol 1.2180 1.0721
Ketoconazol 1.8081 1.4064
Itraconazol B8.9438 8.0174

¢> Sensibilidad.
Para determinar el incremento minimo de concentracién medible
que esti definido por la pendiente del griafico absorbancia

concentracidén y del incremento minimo de respuesta medible o la
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desviacién estindar de la respuesta variable. Se obtuvo mediante el

uso de la ecuacidén sigulente:

m = pendiente de la curva de calibracién.

Los valores obtenidos para la sensibilidad, presentan la misma
tendencia y son muy similares para ambos analistas. CrasrLa 230, El
Nitrato de micenazol tiene una mayor sensibilidad e Itraconazol menor

sensibilidad.

TABLA I3. SENSIBILIDAD PROMEDIO PARA LAS CURVAS. DX CALIBRACION
DE LOS ANTIMICOTICOS TIPO IMIDAZOL KLABORADAS FOR DOS ANALISTAS.

SENSXIBILIDAD
ANTIMIGOTICO
ANALXISTA 4 ANALISTA 2
Nitrato de miconazol 2.4997 2.3102
Ketoconazol 1.9874 2.0008
Itraconazol 0.3441 0.31868
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> Diferencia entre dias para ambos analistas.

Para establecer la diferencia entre dias para cada analista, se
utilizé una prueba de paralelismo para pendientes e interceptos.Con la
prusba de paralelismo para las pendientes se encontréd en todos los
casos que los valores de t experimental cae dentro del intervalo

C=tiab < texp < tiab), CTABLA 20D.

YABLA 23, PRULBA DKE PARALELISMO PARA LAS PENDIENTES. ANALIETAS 1

DARIBTA 1
Nitrato de miconazol (tes%, <) -2.77 { 1.78 K 2.77
Ketoconazol (tosx,s) -3.18 <-2.27 < 3.18
Itraconazol (te3x,a) -3.18 < 0.00 < 3.18
ADAMISTA B
Nitrato de miconazol <(Losw, 4> -2.77 < -2.31 < 2. 77
Ketoconazol (tosw,s) -3.18 <-2.868 < 3.18
Itraconazol «(tesx,a) -3.18 < -0.27 < 3.18

t = valor do “t de studento obtenido do tablas:>

En la prueba paralelismo para los intercepto se encontré en todes
los casos que los valores de t experimental cae dentro del intervalo
C=tiab < texp € ttab), CTABLA 277 por lo que se establece que no hay
diferencia significativa entre curvas de calibracidén elaboradas en dos

dias diferentes, con un 83 % de confianza, para ambos analistas.
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TABLA 27. PRUKBA DI PARALELISEMO PARA LOS INTERCEPTOS, ANALISTAS 1t

v 2
ADAISTA 10

Nitrato de miconazol (to3%, ¢ ~2.77 < 0,02 € 2.77

Ketoconazol (i193%,3) -3.18 < 0.08 < 3.18

Itraconazol (tesw,s) -3,18 < 0.08 < 3.18
ADARISTA B

Nitrato de miconazol (teax, 4) ~2.77 < 0.43 < 2.77

Ketoconazol (tosK,s) -3.18 < 0,17 < 3,18

Itraconazol (iom3%,3) -3.18 < 0.41 ¢ 3.18

12

t = valor de “t de students' obtenido de tablas.

) Diferencia entre analistas.

Nuevamente se realizd un ANOVA para establecer la diferenci:
entre analistas, obtenliendo en todos los casos que los valores de F
experimental es menor a F de tablas CFexp < Fteor) CraBLA 28) por lo
que no existe diferencia significativa entre los dos analistas que

prepararon las curvas de calibracidén, con 85 % de confianza.

TABLA 28. ANALISIS D& VARIANZA PARA ESTABLECER LA DIFKRENCIA
ENTRE DIAS Y ANALISTAS.

BlA LDAMSTTA

Flabs ,8) Fexp Ftabt2 .8} Fexp
NHitrato de miconazol -6.32 3.19 4.48 <.20
Ketoconazol 5.32 2.87 4.46 3.389
Itraconazol 5.32 1.82 4.48 2.85

Fiab = valor de F obtenido de tablaa.®
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Analizados los puntos antericres podemos concluir de éste
analisis estadi{sitico que las curvas de calibracién elaboradas por
triplicado, dos dias diferentes y trabajando dos analistas presentan
linealidad del sistema, y dado que se trata de una técnica
colorimétrica, decimos que cumple con la Ley de Lambert-Beer, dentro
de un intervalo de concentraciones, siendo para Nitrato de miconazol
de 3 ~ 21 mcg/ml; para Ketoconazol de 3 - 18 mcgs/ml y para Itraconazel
de 32 - 192 mcg/ml. Es indistito el uso de cualquiera de las dos
curvas de calibracién elaboradas tanto en dias diferentes y como no
existe diferencia significativa entre analistas la técnica es
reproducible. Finalmente la técnica colorimétrica es adecuada para la
determinacidn analitica cuantitativa de 1los antimicéticos tipo
imidazol utilizados. Potencialmente puede ser adapatada a otros

antimieédticos tipo imidazol.
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