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Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

1. Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré oficialmente como pandemia,
el brote de coronavirus (COVID-19), desde el 11 de marzo de 2020 [1]. La
enfermedad se extendio en paises de todo el mundo. A nivel mundial, se calcula
gue han muerto mas de 5.57 millones de personas por COVID-19 [1], siendo
aproximadamente 185 veces mayor a la cantidad de muertos registrados por fiebre
amarilla, para la cual se calcula que mueren 30,000 personas al afio [2].

La enfermedad viral COVID-19 se transmite de una persona infectada a otras a
través de gotas de saliva expulsadas al toser y/o estornudar, ademas cuando se
toca un objeto o superficie contaminada con el virus SARS-CoV-2. El virus se puede
alojar en superficies contaminadas y al ser tocado por un individuo se adhiere a una
nueva superficie, en este caso la piel [1]. Mientras las autoridades sanitarias
trabajan para frenar su expansion, surge la necesidad en la poblacion del uso de
desinfectantes. Los desinfectantes dérmicos de base alcohdlica son los productos
mas comunes. Las presentaciones varian dependiendo del fabricante, pero las mas

comunes son geles y toallas humedas [3].

Los desinfectantes estan dirigidos a inactivar bacterias, virus y hongos en general.
Debido a este brote de coronavirus, surgio la necesidad de usar desinfectantes que
inactiven especificamente a SARS-CoV-2, pues el uso de sistemas virucidas

contribuye a evitar su propagacion.

Una de las medidas para evitar la propagacion del SARS-CoV-2 es el aseo de
manos, dado que el contacto con superficies contaminadas es una de las causas
de contagio [1]. Debido al aseo prolongado de manos con productos desinfectantes
de base alcohdlica, se ha notado que se esta sufriendo resequedad [3]. La adicion
de un componente que evite la resequedad en manos es algo relevante en nuevas

formulaciones. El uso de glicerina como humectante evita la resequedad, ademas
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Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

de que su uso en sistemas dispersos como las espumas no afecta de forma negativa

en su composicion.

Actualmente, la mayoria de los desinfectantes son formulaciones que emplean mas
del 50% de agua [3], el agua es un elemento esencial para la vida de los seres vivos
en el planeta y no es renovable, por lo que es muy importante no desperdiciarla. La
formulacion de desinfectantes en forma de espumas disminuye tanto el uso de agua

como de otros componentes, debido a que encapsulan una gran cantidad de aire.

Dado que una espuma requiere de tensoactivos en su formulacion. Es necesario
analizar los tensoactivos que tienen actividad virucida y que no tienen patogenicidad
en seres humanos. Se encontr0 que los tensoactivos utilizados en diversas
formulaciones virucidas son: bromuro de didodecil dimetilamonio (DDAB),
dodecilbencenosulfonato de sodio (SDBS), laureth sulfato de sodio (SLS), cloruro
de didecil dimetilamonio (DDAC), éter monododecilico de octaetilenglicol (C12Es) y
N-oxido de laurildimetilamina (LDAO). Todas las formulaciones localizadas en la
literatura tienen un porcentaje de inactivacion viral dentro del intervalo de 27% a

99.99% empleando concentraciones de entre 0.7% wt 'y 24.4% wt.

Se han realizado formulaciones virucidas con sistemas de nanoparticulas,
suspensiones, emulsiones, nanotubos y microparticulas. Actualmente, no se ha
formulado una espuma virucida. En el afio 2020, se propuso un gel a base de alcohol
para ser usado como espuma, sin embargo, la espuma fabricada no obtuvo una

eficacia significativa [3].

Los virus mas comunes, reportados en estudios de desinfeccion de superficies son
el bacteriéfago MS2 y el virus del herpes simple tipo 1. El bacteriéfago MS2 se utiliza
debido a su similitud estructural con el Norovirus murino y su no patogenicidad en
seres humanos. El Norovirus murino es uno de los tres tipos de virus frente a los
cuales se pone a prueba un sistema virucida [4], por lo que usar un analogo como

el bacteriofago MS2 nos brinda informacién acerca de la eficacia de un sistema

12



Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

virucida frente a un virus. El virus del herpes simple tipo 1, se utiliza debido a su
similitud estructural con los coronavirus, por lo que en estudios recientes de

desinfeccidn se esta usando a la par del bacteriéfago MS2.

En el presente trabajo se propuso la formulacion de una espuma que inactive SARS-
CoV-2 en aplicacion dérmica. Con el fin de llegar a la formulacion final, se llevé a
cabo una seleccion de tensoactivos basada en elegir al tensoactivo que de acuerdo
con sus caracteristicas fisicoquimicas y de accion, es la mejor opcién. Los
parametros que se revisaron para la seleccion fueron la presion maxima (TTmax),
fraccion molar correspondiente a la concentracion micelar critica (Xcmc), parametro
hidrofébico (B), tension superficial (I's), radio micelar (A), namero de agregacion,
punto de flama y los datos de toxicidad e irritacion cutanea de cada uno de los
tensoactivos. Después de comparar a todos los tensoactivos puros se eligio al
DDAC y Ci2Es para ser utilizados en mezcla con la glicerina, la cual, de acuerdo con
su comportamiento, favorece la formacion de espuma, tiene la capacidad de
disminuir la resequedad y es inocua en la piel. Al comparar el mddulo de elasticidad
al equilibrio y dinamico, para las mezclas de DDAC con glicerina y Ci2Es con
glicerina, el tensoactivo que obtuvo los mejores resultados fue el DDAC con
glicerina, ademas de los dos tensoactivos mencionados, el Ci2Es no cumple con el
intervalo requerido de concentracion y el DDAC si lo cumple, por todo lo anterior, la

propuesta de formulacién final es DDAC con glicerina.
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Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

2. Marco teodrico

En el presente capitulo se explica lo que es una espuma, desde la definicién hasta
las razones por las cuales se conoce que son sistemas termodinamicamente
inestables. Una de las propiedades que permiten el analisis de las espumas es la
tension superficial. Se aborda el tema de la tension superficial al equilibrio indicando
las ecuaciones que la describen, como lo son la ecuacion de adsorcion de Gibbs y
la isoterma de Langmuir. Se desarrolla el médulo de elasticidad de Gibbs, que
permite predecir la capacidad de formar espuma de una solucion acuosa de anfifilos,
asi como las ecuaciones que lo predicen. Debido a la falta de modelos que predigan
la estabilidad de espumas, se reportan estudios de la literatura sobre diferentes
factores que afectan la estabilidad de la espuma. Se estudia la tension superficial
dindmica mencionando el modelo difusional de Ward-Tordai para tiempos largos y

cortos, como un medio de abordar la prediccidn de estabilidad de las espumas.

Posteriormente, se define lo que es un virus, los tipos de virus que existen mediante
la clasificacion Baltimore y cuales son los mecanismos para inactivarlos.
Particularmente, se describe al SARS-CoV-2 y los virus que se emplean, para
estudiar los efectos de este virus en laboratorio. Finalmente, se describe la

epidermis como substrato del virus y los factores que generan irritacion cutanea.

2.1 Espuma

Una espuma es un sistema coloidal en el cual un gas, encapsulado en forma de
burbujas, esta disperso en un liquido. La formacidén de una espuma comienza con
la difusion de gas en un liquido. Las burbujas de gas tienen una densidad menor a
la del liquido, por lo que ascienden a la superficie. Cuando se burbujea el gas dentro
del liquido, cada burbuja es rodeada por el material anfifilico que se encuentre en
solucion. Cuando la burbuja asciende del liquido donde se forma, una pelicula de

liquido rodea a la burbuja con una segunda capa de moléculas anfifilicas
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Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

adsorbidas, lo que genera las celdas de la espuma. Depende de las propiedades
moleculares del material anfifilo en solucion, y del liquido con el que se forma la
espuma, si las burbujas se rompen y forman una espuma inestable o si las burbujas

no se rompen y forman una espuma estable.

Termodinamicamente, las espumas son inestables. Cuando se forma un coloide el
area aumenta, es decir, AA > 0. Ademas, la energia de superficie siempre, ¢ > 0,
por lo tanto el cambio en la energia libre de Gibbs, en el proceso de formaciéon de
un coloide, corresponde a AG > 0, lo cual indica un proceso de formacion no
espontaneo. Es decir, que se requiere de energia para formar un coloide. Es
importante resaltar que el proceso contrario ocurre naturalmente. Por tanto, al
formar una espuma, el proceso espontaneo es el colapso de la espuma y para
estabilizar a la espuma, se debe invertir energia, por lo que el proceso de formacién

de una espuma o cualquier coloide es termodinamicamente inestable.

AG Gdespués de formar la espuma __ Gantes de formar la espuma

- AA = Adespués de formar la espuma __ Aantes de formar la espuma

De acuerdo con el grado de estabilidad, las espumas se clasifican en espumas
inestables o transitorias y en espumas persistentes, las primeras presentan periodos
de vida cortos, de algunos segundos, mientras que las segundas se mantienen por
periodos de vida que pueden comprender dias. Las espumas permanentes se
forman cuando existe algiin mecanismo que previene la ruptura de la pelicula del

liquido en la espuma [5].

Para generar una espuma se requiere la presencia de algun material que abata la
tensiéon superficial, ya que de lo contrario al introducir una burbuja al seno de un
liquido puro, el gas se eleva a la superficie e inmediatamente escapa de la
superficie, sin dar lugar a la formacion de la espuma [5]. Dependiendo de la

reduccion de la tension superficial por un anfifilo y la concentracion del anfifilo
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Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

necesaria para reducir la tension superficial, es posible analizar la capacidad de un
anfifilo para generar espuma.

2.2 Tension superficial al equilibrio

Una superficie o interfase es la region que separa dos fases volumétricas. La
premisa fundamental de la termodindmica de superficies es considerar a la
superficie como una fase adicional a la que se asignan todas las variables
termodinamicas [6]. Las variables extensivas son expresadas como la suma de las
aportaciones de cada fase. La energia interna en la superficie entre las fases de un
sistema cerrado es funcién de la entropia, el rea y la cantidad de sustancia en la

superficie. La variacion de la energia interna de superficie es:

- (), (), are (L), wrn() e o

v, ni S,V,an

Donde U es la energia interna, S es la entropia, V es el volumen, aes el areayn la
cantidad de sustancia en la superficie. El superindice * indica que la propiedad es
de la superficie. Al definir las parciales de la energia respecto a entropia, volumen,
area y cantidad de sustancia como temperatura, presion, energia de superficie y
potencial quimico, la ecuacién (1.1) queda como:

dU* = TdS* — PdV* + oda + ¥, p;dn;* (1.2)

La temperatura es un potencial que permite el intercambio de energia térmica entre
fases, la presion es un potencial mecénico y el potencial quimico da lugar al
intercambio de material, mientras que la derivada parcial de la energia interna con

respecto al area es un potencial de superficie denominado tension superficial (0):

o= () =

16



Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

La tensién superficial se define como la energia necesaria para extender una
superficie en una unidad de area. Por lo tanto, la tension superficial tiene unidades
de energia por unidad de area, Jm2. Es comun utilizar también la equivalencia

mN/m.

Son tres los comportamientos que se pueden presentar al medir la tension
superficial en funcion de la concentraciéon en mezclas de dos componentes. En el
primer comportamiento la tensién superficial presenta una disminucion pequefia con
grandes cambios en la concentracion, por ejemplo, en liquidos ordinarios o
liofébicos. En el segundo comportamiento la tension superficial aumenta con la
concentracion, por ejemplo, en electrolitos en disolucién, causado por la repulsion
entre los iones de la superficie y su interaccion con el aire. En el tercer
comportamiento la tensién superficial disminuye de forma pronunciada al aumentar
la concentracion, hasta llegar a una zona donde la tension superficial se mantiene
constante, la cual es la concentracion micelar critica (CMC). Al llegar a la CMC las
moléculas de tensoactivo comienzan a formar agregados, los cuales se conocen
como micelas. Las micelas ademas de no tener actividad superficial vencen el
efecto hidrofébico, por lo que permiten que el soluto continle en una sola fase. La
prediccién del comportamiento de la tensidn superficial en funcion de la composicion

se logra mediante la ecuacion de adsorcion de Gibbs.

2.2.1 Ecuacioén de adsorciéon de Gibbs
En un sistema de dos fases, a temperatura constante y bajo la primera convencion
de Gibbs, V* =0, la ecuacion Gibbs-Duhem para la superficie queda como la
ecuacion 1.4:

ado +Y,;n;"dy; =0 (1.4)

La concentracion de superficie (I') se define como:

17
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De la ecuacion (1.4) y la definicion de concentracién de superficie se obtiene la

ecuacion de adsorcion de Gibbs:

do=-%;Tidy; (1.6)
La ecuacion (1.6) relaciona la tension superficial con la concentracion de superficie
y es valida sdlo en superficies donde la deformacion es reversible, como es el caso
de las superficies liquidas. En sdlidos los cambios en la superficie estan acoplados
con procesos elasticos [6].

Para un sistema binario la ecuacion (1.6) queda como:

Donde el disolvente es el componente (1) y el soluto es el componente (2). La

segunda convencion de Gibbs, I'; = 0, y omitiendo los subindices, se obtiene:

do =-T'du (1.8)
Para eliminar el signo negativo de la ecuacién (1.8) se define a la presién superficial
(), la cual es la diferencia entre la tension superficial del disolvente puro ¢° y la
tension superficial de la disolucion o:

T=0"-0¢ (1.9)
Por tanto, la ecuacion (1.8) en términos de la presion superficial es:

dn =Tdu (2.10)
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El potencial quimico de la ecuacion (1.10) puede ser tanto el de superficie como el
del seno volumétrico, ya que solo se analizan estados de equilibrio. El potencial
quimico en el seno del liquido u? es:

du®? = RTdInx + RTdIny (1.11)
Donde x es la fraccion molar del soluto, y y es el coeficiente de actividad. Analizando
el comportamiento de tensoactivos solo en la regién diluida y de acuerdo con la

convencion simétrica:

y; = 1cuando x; — 1

Yi = v cuando x; = 0

Donde y~ es el coeficiente de actividad a dilucion infinita, y es un valor constante.

La diferencial de la ecuacién (1.11) queda como:

du® = RTd Inx (1.12)
Al combinarse con la ecuacioén (1.10):

dm =T'RTd Inx (1.13)

Despejando I de la ecuacion (1.13):

1 dm

- E(@)T (1.14)

En funcion de la derivada de m con respecto a x la expresion (1.14) queda como:

r= ;‘—T(Z—’;)T (1.15)
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La ecuacioén (1.15) predice una disminucién en la tensién superficial al aumentar la
concentracion en la disolucion cuando la superficie se enriquece con soluto, I" > 0.
Cuando un soluto evade a la superficie, I'< 0, la tension superficial aumenta al
afiadir dicha sustancia. Esta ecuacion se utiliza para determinar I" al medir ¢ a
distintas concentraciones [6]. La ecuacion (1.15) sin embargo, no establece la
derivada de la presién superficial en funcion de la concentracion. Para predecir el
cambio de la presion superficial en funcion de la concentracion se han propuesto

distintos modelos entre ellos el modelo de Langmuir.

2.2.2 Isoterma de Langmuir

Las isotermas de adsorcion son funciones matematicas del estilo utilizadas para
representar el proceso de adsorcion en una superficie, ya sea de un liquido sobre
un solido, un gas sobre un sélido, vapor sobre un liquido o un liquido sobre otro
liquido. La isoterma de adsorcién de Langmuir es un modelo cinético que describe
la ocupacion de material en la superficie en funcion de la concentracion en el seno

de la disolucion. EI modelo propone tres restricciones:

1) La superficie es ocupada por las moléculas formando solo una monocapa.
2) Las moléculas tienen la misma probabilidad de ocupacién en la superficie.

3) Las moléculas en la superficie no interactian entre si.

El modelo considera el equilibrio entre la velocidad de adsorcion y la velocidad de
desorcion en la interfase. La velocidad de adsorcion V,;; es proporcional a la
concentracion x en el seno del liquido y al nimero de espacios disponibles en la
superficie, la velocidad de desorcién V,,., es proporcional al nimero de espacios

ocupados en la superficie:

Vaas = Kaas (1-0)x (1-16)

Vies = Kgest (1-17)
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En donde 6 representa la fraccion de espacios ocupados en la superficie, 1 — 8 son
los espacios libresy Kk, Y Kges SON las constantes de proporcionalidad para la
adsorcion y para la desorcion respectivamente. Al igualar ambas velocidades y

expresarlas en funcién de 6 la isoterma de Langmuir queda como:

Bx (1.18)

- 1+f6x

Las constantes de adsorcion y desorcion estan relacionadas por la variable g =
K,as/Kaqes- Dado que la tendencia del soluto a establecerse en la superficie provoca
gue la constante de adsorcién sea mayor que la de desorcion y en consecuencia 8
sea mayor a 1. Los solutos con tendencia a permanecer en el seno del liquido tienen
una mayor constante de desorcién, que implica un valor de g menor a 1. Por lo que

B cuantifica el efecto liofébico del soluto.

La combinacion de la isoterma de Langmuir (1.18) con la ecuacion de adsorcion de
Gibbs (1.15) da como resultado una funcién que relaciona la presion de superficie
con la concentracion y los parametros de Langmuir. Esta ecuacién de estado de la
superficie establece la dependencia de las variables de la interfase con las del seno

del liquido.
Bx _ x dam
1+Bx  TsRT (dx) (1.19)

La integral definida de (1.19) queda como:

[T dmn =T,RT [ 1% dx (1.20)

De la cual se obtiene la ecuacion de estado de Langmuir en funcion de la presion
superficial y de la fraccién mol:

m =T RTIn(1+ fx) (1.212)
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La representacion de m en funcién de x permite realizar un ajuste no lineal de los
datos experimentales de presion superficial en funcion de la composicion ajustando
los parametros By I'RT, estos parametros son propios de cada combinacion soluto-

disolvente.

La ecuacion de estado de Langmuir describe como cambia la tension superficial de
una solucién acuosa de anfiflo con cambios en la concentracion del anfifilo. Es
posible analizar la formaciéon de espuma al conocer este cambio. Una forma de
calcular si una solucion acuosa de anfifilo es capaz de producir espuma es a partir

del moédulo de elasticidad de Gibbs.

2.3 Mobdulo de elasticidad de Gibbs

Gibbs establece una forma para calcular la deformacion de una superficie mediante

el mddulo de elasticidad de Gibbs &, que se expresa como:

do
dlnA

(1.22)

La ecuacion (1.22) relaciona el cambio del area con el cambio de la tensién

superficial.

Al reemplazar la tensién superficial por la presion superficial, el area por la fraccion
de espacios ocupados, pues g, y I's son constantes, y sustituyendo la derivada del

logaritmo natural por la expresion 1/x(dy/dx) = dy/dlnx nos queda la ecuacion:

dr/dlnx

£=20 dé/dlnx

(1.23)

La ecuacion anterior indica que la elasticidad es funcién del comportamiento de la

actividad superficial y de la adsorcion.
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Sustituyendo la ecuacion (1.23) en la ecuacién de adsorcién de Gibbs (1.14) se
obtiene el mddulo de elasticidad, definido por la primera y segunda derivada de la

funcién = m(In x):

(dm/dlnx)?
£= Z—dzn'/dlnxz (1.24)

En los casos donde el anfifilo tiene un comportamiento ideal o mantiene un
comportamiento tipo Langmuir, hasta la concentracion de saturacion, la elasticidad
tiene un comportamiento creciente y se mantiene constante a partir de la saturacion,

como se muestra en la siguiente ecuacién para el caso ideal:

e = 2 RTO = 2T RTBx (1.25)
Para el caso tipo Langmuir:

e = 2I',RT —— = 2T ,RTx (1.26)

El médulo de elasticidad analiza el potencial de una solucion de anfifilo para producir
espuma en funcion de cambios de estado de equilibrio. Sin embargo, dado que una
espuma es un sistema coloidal, y por tanto, inestable, el médulo de elasticidad de
Gibbs no predice si la espuma durara en el tiempo. Para eso se deben analizar otros

factores.

2.4 Estabilidad de espuma

Actualmente no se tiene una ecuacion que englobe y tome en cuenta todos los
factores que pueden afectar la estabilidad de una espuma. Como no se conoce una
ecuaciéon general, cada autor ha decidido atribuir el cambio en la estabilidad de una

espuma a diferentes factores. Se pueden realizar mediciones a diferentes
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parametros que nos brindan informacién de la estabilidad de la espuma como lo

hicieron los siguientes autores.

Hofmann y colegas midieron la altura de una espuma de soluciones acuosas de
SDS (dodecilsulfato de sodio por sus siglas en inglés) y NaCl, para determinar hasta
qué altura la espuma es estable. La espuma se estudié midiendo la altura de una
columna de espuma, generada en un cilindro de vidrio, utilizando un analizador de
espuma (DFA100, KRUSS® GmbH, Alemania). Se hizo pasar un flujo de aire a
través de una placa porosa, colocada en la parte inferior de la columna de vidrio, a
una velocidad de 0.2 L/min durante un tiempo suficiente para producir una altura

de espuma de 100 mmol/L en la columna [7].

La estabilidad de las laminillas de espuma individuales también fue medida por
Hofmanny colegas. Se midié con un dispositivo de construccién casera, que detecta
la presencia de una laminilla de espuma mediante la reflexién de un rayo laser, de
las laminillas formadas en el marco de vidrio montado en el fondo de un matraz. Tan
pronto como la sefal reflejada indique la ausencia de laminilla, es decir, su ruptura,
se forma una nueva laminilla girando el matraz. Debido a la automatizacion, se midié
y evalud estadisticamente mediante 10 repeticiones para una misma condicion, la
vida util de 100 laminillas individuales generadas a partir de las soluciones
respectivas de SDS y NaCl. Todas las mediciones se efectuaron a 22 £ 1°C en una

habitacién termostatizada [7].

Como resultado del estudio de Hofmann y colegas, se observd una notable
disminucién de la estabilidad de la espuma de las soluciones acuosas de
dodecilsulfato de sodio (SDS), al aumentar el contenido de NaCl, confirmado tanto
para las columnas de espuma como para laminas de espuma individuales.
Adicionalmente, Hofmann y colegas propusieron un parametro que relaciona la
estabilidad de la espuma, la viscosidad superficial, la frecuencia de difusion y el

modulo de elasticidad.
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Tcholakova y colegas midieron la distribucion del tamafio de burbuja como un factor
que afecta la estabilidad de una espuma de solucién acuosa de CssHs4O23. Una
camara de video, equipada con una lente de aumento de gran distancia de trabajo,
se enfocO en una determinada region de la muestra de espuma que estaba en
contacto con el prisma de vidrio, y se utilizé para capturar imagenes de las burbujas,
durante un periodo de 1h [8]. Tcholakova y colegas encontraron una correlacién

entre la estabilidad de la espuma y la tension superficial dinamica y de equilibrio.

Adicional a las mediciones realizadas por los autores antes mencionados, cada uno
consideré o tomé en cuenta la contribucion de otros factores, para los cuales no
hicieron mediciones, pero si reportan sus caracteristicas y valor numérico. Los
factores seleccionados fueron: la concentracidon de electrolitos, temperatura
utilizada durante las mediciones y los tipos de tensoactivos utilizados, para los
cuales también reportaron el tamafio de cabeza y cuerpo, asi como tipo de cabeza.

Dado que la formacion de una espuma es un fendmeno dinamico, se puede
relacionar la estabilidad de una espuma con la tension superficial, en funcion del

tiempo, también llamada tension superficial dinamica.

2.5 Tension superficial dinamica

La tensidn superficial en funcion del tiempo se denomina tension superficial
dinamica a(t). El intervalo de tiempo en el que se alcanza la tension superficial de
equilibrio depende del tipo de tensoactivo y de la concentracion, este tiempo puede

ser de milisegundos, horas o dias.
En la actualidad existen modelos que describen los procesos que gobiernan la

rapidez de transporte de las moléculas de tensoactivo, desde el seno del liquido

hasta el estado adsorbido en la interfase aire-agua [6].
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La tensién superficial dinamica se determina por los métodos de presidbn maxima de
burbuja, gota pendiente o volumen de gota [9]. El cambio de la concentracion en la
superficie I'(t), se infiere a partir de la tension superficial por medio de una ecuacion
de estado de la superficie, también existe la posibilidad de medicion directa

mediante la reflexion de neutrones [6].

2.5.1 Modelo difusional de Ward y Tordai

Ward y Tordai crearon un modelo difusional, para el cual se considera tanto la
difusién de las moléculas desde el liquido hacia la superficie como la difusién hacia
el seno del liquido [10]. EI modelo de Ward-Tordai plantea la existencia de una
region frontera inferior a la superficie denominada sustrato. El concepto de sustrato

se utiliza para establecer las condiciones del fendmeno de adsorcion.

El proceso de adsorcion comienza cuando se forma la superficie, después las
moléculas de tensoactivo se difunden desde el seno del liquido hacia el sustrato y
el equilibrio se establece, instantaneamente, entre la superficie y el sustrato [6].
Cada molécula de tensoactivo, que llega a la superficie, ocupa un lugar y se
adsorbe, al transcurrir el tiempo la superficie se satura y disminuyen los lugares
vacios, de manera que las moléculas de tensoactivo se acumulan en el sustrato
[10]. En el momento en el que la concentracién de tensoactivo en el sustrato es
diferente de cero, existe una contradifusion desde el sustrato hacia el seno del
liquido. La concentracion de tensoactivo en el sustrato seguird aumentando hasta
llegar al equilibrio con el seno del liquido. Si se cuenta con la informacion de la
concentracion de tensoactivo en el sustrato y la difusion de las moléculas del
tensoactivo hacia el seno del liquido, el flujo de tensoactivo se describe con la

ecuacion de difusién de Fick:

dc _ . 0%
at 9z2

(1.27)
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Considerando la condicion de conservacion de la masa en la superficie:

or dc

=D (5)0 (1.28)
En donde las condiciones de frontera e iniciales son:

c—->C”% Z > 0

Ent=0 c=C*®

—
Il
o

En el tiempo cero, la concentracion de tensoactivo en la superficie y en el sustrato
son iguales a cero, mientras que en el seno del liquido la concentracién de
tensoactivo es la concentracion experimental C* [6]. Cuando el tiempo aumenta la
concentracion de tensoactivo en la superficie y en el sustrato se incrementa. Si el
paso de las moléculas de tensoactivo del sustrato a la superficie es lento, se
establecera una contradifusion, en el caso contrario no procede la contradifusion.
Cuando el tiempo tiende a infinito la concentracidn en la superficie tiende al valor de
equilibrio, mientras que en el sustrato tiende a la concentracion en el seno del liquido

[6].

Resolviendo las expresiones (1.27) y (1.28) con las condiciones limite se obtiene la
ecuacion de Ward-Tordai, que describe el cambio de la concentracion en la

superficie con respecto al tiempo:

(o) =2 (%)1/2 [C°°t1/2 — 17" coae - ,1)1/2] (1.29)

Donde C® es la concentracion de tensoactivo presente en el seno de la disolucion
(z - o), D es el coeficiente de difusion de la molécula, C° es la concentracién en el
sustrato, I1 = 3.1416 y A la variable de integracion, es todo tiempo menor o igual a
t.
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1/2
La integral fot C%d(t — A)'/? indica la contradifusion de las moléculas adsorbidas:

esta aumenta al transcurrir el tiempo debido al mayor nimero de moléculas en la
superficie que, al no encontrar un lugar disponible en la interfase para adsorberse,
abandonan el sustrato y regresan al seno del liquido.

Las soluciones asintoticas de la ecuacion (1.29), describen las regiones en donde
el tiempo tiende a cero y cuando tiende a infinito. Las soluciones asintoticas
resuelven la ecuacion de Ward y Tordai en la region de tiempos cortos y en la region

de tiempos largos.

2.5.1.1 Aproximacion a tiempos cortos (t — 0)
Al comienzo del proceso de adsorcion, la superficie se encuentra practicamente sin
moléculas de soluto y la probabilidad de que las moléculas en el sustrato encuentren

un lugar vacio en la interfase, es alta. Despreciando el término de contradifusion, la

ecuacion (1.29) queda como:

ra)zzcw(%)uz (1.30)

Al comienzo de la adsorcién cuando ¢ — g5,ente; S€ PuUede aplicar la ecuacion

bidimensional del gas ideal:
mA = RT (1.31)
En funcion de la concentracién de superficie:

r==2 (1.32)
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Sustituyendo la ecuacion (1.32) en la ecuacion (1.30) y despejando :

T = 2RTC® (%)1/2 (1.33)

La ecuacion (1.33) permite comparar los datos experimentales de m en funcion de
t~1/2, Sj al graficar los datos se ajustan a una linea recta el mecanismo de adsorcién

es difusional [6].

2.5.1.2 Aproximacion a tiempos largos (t — )

En la regiéon a tiempos largos, la concentracion en el sustrato €° tiende a C* vy el
término diferencial (t — 1)'/2 tiende a t'/2, con lo que la ecuacién (1.29) queda

como:

') =2 (%)1/2 cetl/2 9 (2)1/2 o ftl/z

- . dtt/? (1.34)

Simplificando la integral de la ecuacion (1.34):

1/2 1/2
r@=2(2) " c=t2—2(2) " coc'/? (1.35)
Agrupando los términos:

1/2
4Dt
r@ = (2£) " = - ¢ (1.36)
La diferencia entre la concentracion del sustrato y la del seno del liquido esta
relacionada con la diferencia de la tension superficial de equilibrio y la instantanea.
Para expresar el cambio de la concentracion del sustrato, en funcion de los valores
de tension superficial, se aproxima la diferencia entre la concentracion al linealizarla

con respecto a o [6].
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lim AC = €® — €% = £ (0,4 — 0) (1.37)

t—oo do

Sustituyendo la expresion, (1.37) en la ecuacion (1.36):

- d -1/2
€® =0 =% (0,0-0) = r(%) (1.38)
1/2
o(t) = 0gg ~ T2 (55) V2 (1.39)

Mediante la ecuacion de adsorcion de Gibbs y la ecuacién (1.36), se obtiene la

aproximacion a tiempos largos:

do I'RT

ace ¢ (1.40)
o(t) = 0pq + %0;’2 (%)1/2 t=1/2 (1.41)
La ecuacion (1.41) en funcién de la presion superficial se expresa como:

m(t) = Toq — % (%)1/2 £=1/2 (1.42)

La ecuacion (1.42) expresa la relacién de la presién superficial con respecto al
tiempo, a diferencia de la ecuacion (1.34) que relaciona la concentracion de
superficie con el tiempo. La ecuacion (1.42) representa una linea recta cuya

ordenada al origen corresponde a m,, [6].

Si se analiza el proceso de formacién de espuma a largo plazo temporal, se emplea
la definicién del mdédulo de elasticidad para analizar la estabilidad de la espuma. A
partir de la relacion de presion superficial y concentracion, que se encuentra en la

ecuacion (1.42), se obtiene un moédulo de elasticidad dinamico al substituir la
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primera y segunda derivada de la ecuacion (1.42) en la ecuacién (1.24). La ecuacién

final es:
n1/2 (1—Bx)§
_ 1 -1/2 2 (+Bx)
€ =RT (D) t (FS,B) ﬁ(iigi)_l_l—xﬁx (143)

Con la ecuacion (1.43), se puede analizar el cambio del modulo de elasticidad en
funcién del tiempo. Si el moédulo aumenta 0 se mantiene constante, conforme
aumenta el tiempo, la espuma serd estable, de lo contrario, la espuma seria

inestable.

Ademas de proponer una espuma, que de acuerdo al médulo de elasticidad sea
estable, este sistema coloidal también debe inactivar al virus SARS-CoV-2 pues una
particularidad de la propuesta de formulacién es que debe ser una espuma virucida,
por lo anterior, debemos estudiar lo que es un virus y sus probables mecanismos

de inactivacion, en el siguiente apartado se profundiza mas acerca de estos temas.

2.6  Virus

Los virus son ensambladuras macromoleculares compuestos de material genético
viral encerrado en una capside proteica. Su tamafio y forma varia segun el virus y,
algunos, contienen una envoltura lipidica. Esta envoltura la obtienen durante del
proceso de morfogénesis, derivada del organelo celular del que procede. En virus
como la influenza, del herpes, coronavirus y el VIH, la capside esta compuesta de
lipidos y proteinas [11]. Existen diferentes formas de clasificar a los virus, pero la

clasificacion mas utilizada es la clasificacion de Baltimore [12].
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2.6.1 Sistema de clasificacion de Baltimore

El sistema de clasificacion de Baltimore es un esquema para clasificar virus basados
en el tipo de genoma y su estrategia de replicacion [11]. En este sistema de
clasificacion, los virus estan agrupados en grupos dependiendo de su tipo de
genoma (ADN, ARN, monocatenario o bicatenario etc.) y en su método de
replicacion. Inicialmente, este sistema incluia a seis clases de virus, sin embargo,
una séptima clase fue agregada para agrupar el genoma abierto del DNA de

Hepadnaviridae (virus de la hepatitis B).

Las siete clases de virus en el sistema de clasificacién de Baltimore son:

e Grupo Il. Virus ADN bicatenarios.
También llamados virus dsDNA por sus siglas en inglés, son el tipo de virus méas
simple; realizan la funcion de doble cadena entrando por las células y los ARN, que
trabajan conjuntamente con ellas, no reconocen este tipo de genoma, formando el
ARNmM encargado de producir la proteina capside. La replicacién del genoma del

virus se realiza directamente mediante replicacion del ADN.

e Grupo Il. Virus ADN monocatenarios.
Son conocidos también como virus ssDNA, estos siempre presentan un caracter
positivo, formado por una sola cadena de ADN, se transforma en bicatenario para
poder transcribir la informacion. Al igual que el grupo I, la replicacién del genoma

del virus se realiza directamente mediante replicacion del ADN.

e Grupo lll. Virus ARN bicatenarios.
También se conocen con el nombre de virus dsRNA, son virus con doble cadena;
las formaciones de estos virus dan lugar a las proteinas reguladoras y estructurales.

La replicacion del genoma solo se realiza si a la célula entra la capside junto al virus.
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o Grupo IV. Virus ARN monocatenarios positivos.
Es un tipo de virus simple de una sola cadena, conocido también como virus

(+)ssRNA, siendo su genoma de naturaleza ARNm.

e Grupo V. Virus ARN monocatenarios negativos.
Estos virus no son capaces de transmitir ninguna informacion celular, se les llama
también virus (-)ssRNA y posee ARN dependientes de una sola cadena; al momento

de infectar una célula, estos forman los ARN complementarios.

e Grupo VI. Virus ARN monocatenarios retrotranscritos.
A diferencia del grupo V, estos virus se encargan de transmitir cualquier tipo de
mensaje, produciendo una cadena de ADN en primer lugar monocatenaria y luego,

se convierte en bhicatenaria. Se conocen con el nombre de virus sSRNA-RT.

e Grupo VII. Virus ADN bicatenarios retrotranscritos.
Ultimo grupo de virus descubierto, el ADN contagiado con el virus penetra en la
célula, siendo reparado e integrado al genoma huésped, cumpliendo sus etapas de
la misma manera que los virus monocatenarios. Tras su descubrimiento le dieron el
nombre de virus dsDNA-RT.

Dentro del grupo IV se encuentra el SARS-CoV-2, virus de importancia a nivel
mundial por ser el causante de la COVID-19.

2.6.2 SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae y al género de los
Betacoronavirus, descendientes del material genético del murciélago. Sus proteinas
estructurales incluyen proteinas de espiga (S), de la envoltura (E), de membrana
(M) y de la nucleocapside (N) [13]; tiene un tamafio aproximado de 50 a 200 nm y
una de las secuencias de RNA de las mas largas. En la figura 1, se observa un

esquema del virion. EI RNA viral provoca que las proteinas no estructurales formen
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complejos de replicacidén-transcripcion, dentro de vesiculas de doble membrana.
Las proteinas (S) forman los picos en la superficie viral y son responsables del
apego a las células del huésped receptor; la proteina (M) da forma a los viriones,
promueve la curvatura de la membrana y se une a la nucleocapside; la proteina (E)
juega un papel en el ensamblaje de virus y liberacion, y esta involucrado en la
patogénesis viral; finalmente, la proteina (N) une la estructura al RNA viral [14]. Una
vez dentro del organismo huésped, se ancla a las células receptoras, lo que permite
el comienzo de una fase proteolitica y, posteriormente, procede la fusién de las
membranas del huésped y del virus. Esto permite la replicacion y generacion de

mas viriones, la estructura quimica completa del virus [15].

A UNTREATED VIRUS B PRONASE~ OR BROMELAIN-TREATED VIRUS

GLYCOSAMINO-
GLYCAN

£

LIPID
BILAYER

RNA | HELICAL ;
N | NUCLEOCAPSID

C VIRUS FROM TUNICAMYCIN-TREATED CELLS

Figura 1. Esquema de un coronavirus. E1 y E2 son glicoproteinas de la membrana. N es la

proteina de la nucleocéapside [16].
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Neuman y colegas analizaron la estructura de la proteina (M) del coronavirus.
Encontraron que las particulas del virus varian en tamafio y que depende de la
presencia de una de dos tipos de proteinas (Miong). También observaron evidencia
estadistica que sugiere que la incorporaciéon de proteina de espiga (S) a la
estructura esta relacionada con el tamafio de particula y que la proteina (S), se
concentra en regiones donde existe la proteina (Miong) [17]. La figura 2 presenta una
propuesta del ensamblado y estructura del coronavirus. Nal y colegas analizaron la
distribucion y maduracion de las proteinas superficiales del SARS-CoV [18].
Observaron que la proteina (M) suele tener una mayor presencia cerca del aparato
de Golgi de la célula infectada y esta ensamblada a partir de N-glucanos, con alto
contenido en manosa, modificados a complejos de N-glucanos. Estos glucanos son

carbohidratos enlazados covalentemente a proteinas, lipidos y glucidos [19].

D Normal budding

o

M in the !
endoplasmic reticulum \‘

Wi

Low curvature

Inefficient budding .
Conversion
L toM, e
Transport

Inefficient
conversion
to Moy

Stabilization of M, o
High curvature
Efficient budding

Osmotic or
mechanical
stress?

Defective
assembly
‘ m Destabilization

M_ompacr COMmMon
Inefficient S incorporation
Low curvature

Larger particle size
Inefficient budding

RNP elongation

M, onc destabilized
RNP elongation
S and size unaffected

Figura 2. Interpretacion de la estructura y ensamblado del coronavirus [17].
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No existen trabajos donde se estudie directamente la inactivacion del SARS-CoV-2
mediante el uso de una espuma desinfectante, sin embargo, existen estudios sobre

la inactivacion de otros virus utilizando diferentes sistemas coloidales.

2.6.3 Inactivacion viral

Se presenta una tabla (anexo 2), con datos de sistemas coloidales y tensoactivos
desinfectantes, obtenidos con el buscador Scopus, para determinar los principales

mecanismos de inactivacion viral.

De los articulos enunciados en la tabla (22), el sistema coloidal mas usado contiene
0 es constituido por nanoparticulas en un 50%, el segundo sistema méas usado es
la suspension con un 31%; finalmente, los sistemas coloidales de emulsion,
nanotubos y microparticulas son usados en un 6% cada uno. La mayoria de los
sistemas coloidales son nanoparticulas ya que al ser mayor su actividad bactericida,
se requieren menores cantidades, la actividad bactericida para nanopatrticulas esta
reportadas de un 80.50% a un 99.85 [20].

Las nanoparticulas de plata son el agente mas estudiado y, por ende, del que se
dispone mayor informacién en cuanto a su mecanismo de actividad antimicrobiana,
es activo contra el virus del herpes simple tipo 1, las bacterias Gram-negativas
(Escherichia coli) y Gram-positivas (Staphylococcus, aureas). Su mecanismo de
accion puede resumirse en tres principales: el primero se explicaria por la liberacion
gradual de iones de plata que inhiben la produccion de adenosin trifosfato (ATP) y
la replicacion del ADN, factores fundamentales para la supervivencia celular; el
segundo mecanismo podria atribuirsele a la capacidad de las nanoparticulas para
generar un dafio directo a la membrana celular y, el tercero, por la generacion de
especies reactivas de oxigeno que generan estrés oxidativo y posteriormente, la

muerte celular [21].
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Davis y colegas estudiaron una suspensién de quitosano. El quitosano es un
polisacarido cationico compuesto de glucosamina y acetilglucosamina. Aunque los
mecanismos de accion antimicrobiana del quitosano no se comprenden
completamente, existen varios mecanismos hipotéticos basados en la carga positiva
del grupo NHs [22]. Los probables mecanismos de inactivacion viral contra el
norovirus murino y el bacteri6fago MS2 ocurren mediante la fuga de material
intracelular, a través del dafio estructural, debido a la interaccion entre las cargas
negativas de la superficie exterior de la célula y las cargas positivas del quitosano,
blogueando el transporte de nutrientes hacia y desde la célula, en forma de pila,
sobre la superficie celular e interfiriendo con la transcripcion del DNA. Cuando se
aplica a hongos y levaduras, se cree que el quitosano interfiere con la replicacion
del DNA al unirse a él, aumentando la permeabilidad de la membrana debido a la
pérdida de la integridad estructural y reduce el crecimiento por quelacion de iones

metélicos esenciales 0 acumulacion de quitosano dentro de la célula.

Conley y colegas realizaron un ensayo con una emulsion a base de LDAO (N-6xido
de laurildimetilamina). El probable mecanismo de accion contra el retrovirus de
leucemia murina xenotrdpica, se atribuye a las interacciones entre la emulsién y los
componentes lipidicos de la membrana externa del virus, que provocan la ruptura

de la membrana y, en ultima instancia, la pérdida de virulencia [23].

Brady y colegas emplearon SWNT - MWNT (SWNT: nanotubo de pared simple y
MWNT nanotubo de pared multiple, por sus siglas en inglés) para filtrar y eliminar
virus y bacterias contenidas en agua de rio y efluentes de aguas residuales tratadas.
Los probables mecanismos de inactivacion viral contra el bacteriéfago MS2, ocurren
mediante una regulacion positiva de genes que apoya la inactivacion por dafio de la
membrana celular y estrés oxidativo. La filtracibn en profundidad tiene lugar
predominantemente en la capa de MWNT mas gruesa y uniforme. El filtro elimina
todas las bacterias mediante un mecanismo de tamizado y, la capa superior de
SWNT, proporciona altos niveles de inactivacion de bacterias, asi como microbios

del agua de rio y efluentes de aguas residuales tratadas [24].
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El virus se puede alojar en superficies contaminadas y al ser tocado por un individuo
se adhiere a una nueva superficie, en este caso la piel, por lo que el sustrato elegido

para su desinfeccion es la piel.

2.7 Piel

La piel es un Organo complejo que recubre la superficie corporal, pesa
aproximadamente el 15% del peso total del organismo y posee un grosor de entre
1 mm y 4 mm [25]. La composicion, la funcion, la estructura y las caracteristicas
fundamentales de la piel varian segun la regién anatémica en la que se encuentre,

es decir, la piel no es un érgano homogéneo.

Dentro de las funciones de la piel destaca la proteccion mecénica e inmune,
termorregulacion, excrecién, sensorial y metabdlica, permitiendo asi una adecuada
relacion e intercambio con el ambiente. En la piel se distinguen tres capas, como se
muestra en la figura 3, la mas superficial es la epidermis, subyacente a ésta se
encuentra la dermis y a un nivel mas profundo estad el tejido subcutaneo o

hipodermis [25].
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Figura 3. Esquema gréafico representativo de la estructura general de la piel, donde se aprecian las

tres capas de la piel, su vascularizacion e inervacion [25].

2.7.1 Epidermis

La epidermis, es un epitelio de revestimiento estratificado cuyo origen embriolégico
es el ectodermo, su funcion principal es actuar como barrera frente al medio externo
y esta constituida por cinco estratos donde la célula que predomina en nimero es
el queratinocito (95% de las células epidérmicas). Ademas de los queratinocitos, se
encuentran otros tipos de células como los melanocitos que se encargan de secretar
melanina, las células de Langerhans cuya funcién principal es la proteccion
inmunolégica y las células de Merkel muy importantes en la percepcion tactil de la
piel [25].

El queratinocito es el componente celular mas abundante de la epidermis, es de
origen ectodérmico y, desde la capa basal epidérmica, va ascendiendo por los

diferentes estratos de la epidermis hasta llegar al estrato cérneo donde se descama
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y se elimina. La funcion principal de los queratinocitos es formar la barrera

epidérmica que separa al individuo del medio externo [25].

2.7.2 lrritacion cutanea

La irritacion cutanea es un fenomeno de origen inflamatorio [26], se presenta cuando
aparecen lesiones en la epidermis y/o aparicién de una reaccion inflamatoria a nivel
de la dermis, generando signos visibles como eritemas, edemas o escaras. Los
eritemas son el enrojecimiento de la piel en un area limitada o por completo,
mientras que los edemas son la hinchazén causada por la acumulacion anormal de
liguidos en el cuerpo. Las escaras son tejido muerto que se desprende de la piel

sana después de una lesion.

Una reaccion alérgica es la afeccidén en la que el sistema inmunoldgico reacciona
de forma anormal frente a una sustancia extrafia, esta reaccion es una de las causas
que puede producir irritacion cutdnea, por lo cual es necesaria la evaluacion de los
componentes en una formulacion, y asi garantizar los efectos esperados de su uso
[26].
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3. Objetivo principal

e Propuesta de formulacion de una espuma que inactive a SARS-CoV-2

mediante aplicacién dérmica.

3.1 Obijetivos particulares

e |dentificar los sistemas coloidales virucidas reportados en la literatura.

e Evaluacién de los componentes de sistemas coloidales virucidas.

e |dentificar los tensoactivos empleados en formulaciones coloidales virucidas.

e Evaluacién de un componente que disminuya la resequedad dérmica.

e Justificar el uso de espumas desinfectantes.

e Identificar los microorganismos mas comunes utilizados en pruebas de
desinfeccién de superficies en laboratorio.

e Propuesta de pruebas de inactivacion viral basadas en normas oficiales
internacionales para realizar en una espuma que inactive SARS-CoV-2.

e Propuesta de pruebas de irritacion ocular y dérmica para una espuma
virucida que inactive SARS-CoV-2, basadas en manuales y normas oficiales.

e Propuesta de un Procedimiento Normalizado de Operacién (PNO), para la

produccion de una espuma virucida.
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4. Metodologia

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica enfocada a articulos, tesis y patentes. Las
fuentes fueron Proquest, Scifinder limitando a patentes, IMPI, Spacenet, WIPO,
Web of Knowledge y Scopus. Para realizar la busqueda bajo un lenguaje controlado
se llevd a cabo una lluvia linglistica de la cual se obtuvieron las siguientes palabras:

virucidal, virucide, viricide, viruscide, viral inactivation y colloids.

Se recopilaron en una tabla los datos de sistemas coloidales desinfectantes y
tensoactivos desinfectantes. Los datos recabados fueron el tipo de sistema coloidal,
substrato a desinfectar, microorganismo a desinfectar, componentes responsables
de la desinfeccion, tensoactivos empleados, concentracidon, condiciones de uso,

tamafo y eficacia.

Con la informacién obtenida mediante la blsqueda bibliogréfica, se identificaron
seis tensoactivos que, de acuerdo a la literatura, ya han sido probados en la
desinfeccién de superficies: bromuro de didodecil dimetilamonio (DDAB), cloruro de
didecil dimetilamonio (DDAC), dodecilbencenosulfonato de sodio (SDBS), éter
monododecilico de octaetilenglicol (C12ES8), laureth sulfato de sodio (SLES) y N-

oxido de laurildimetilamina (LDAO).

Se obtuvieron datos experimentales de presion superficial en funcidn de la
concentracion para cada tensoactivo mencionado y, a partir de esta informacion, se
calcularon los valores de los siguientes parametros moleculares: presiéon maxima
(Trmax), fraccion molar - correspondiente a la concentracion micelar critica (Xcmc)-,
parametro hidrofébico (B) y tension superficial (I's). Se realizé una busqueda
adicional para obtener el radio micelar (A), el nimero de agregacion, el punto de

flama y los datos de toxicidad e irritacion cutanea de cada uno.
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Los parametros evaluados de cada tensoactivo, se compararon entre si, de cada
parametro se eligié a un tensoactivo. La seleccion se baso en la facilidad de poder
ser usado en mezcla. Como restriccion se determiné descartar al que mostrara alto

nivel de toxicidad o irritabilidad cutanea.

Se calcul6 el médulo de elasticidad de espuma con las ecuaciones (1.26) y (1.43),
desde la CMC hasta 4% wt, para los componentes puros, los cuales se refieren a
los tensoactivos seleccionados a partir de sus parametros y datos de toxicidad e
irritabilidad cutanea. Se trazo el grafico del médulo de elasticidad en funcion de la
concentracion para cada tensoactivo, se trazaron dos gréficas, una utilizando los
valores obtenidos de la ecuacion (1.26) y otra a partir de los obtenidos de la
ecuacion (1.43). Los tensoactivos que de forma individual, en el médulo de
elasticidad, mostraron los mejores resultados fueron los seleccionados para ser
usados en mezcla. Se calculé el pardmetro hidrofébico B y la concentraciéon a

saturacion I's de las mezclas de tensoactivos con glicerina.

Se calcul6 el médulo de elasticidad con las ecuaciones (1.26) y (1.43), para las
mezclas de tensoactivos con glicerina desde la CMC del tensoactivo hasta 4% wit.
Se graficé el modulo de elasticidad en funcién de la concentracién de cada mezcla
de tensoactivo con glicerina y se trazaron dos graficas, una utilizando los valores
obtenidos de la ecuacion (1.26) y otra a partir de los obtenidos de la ecuacion (1.43).
Se realizd la busqueda de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
tensoactivos en estudio, en mezcla con la glicerina. Se analiz6 el médulo de
elasticidad para las mezclas propuestas; el tensoactivo que en mezcla con la
glicerina tuvo los mejores resultados, aplicando tanto la ecuacion (1.26) como la
ecuacion (1.43), permiti6 la seleccion del tensoactivo para la propuesta de

formulacion final.

Se buscaron datos de los tensoactivos utilizados o de tensoactivos similares, y de

la glicerina, sobre formacion de espuma. Los datos debian referir informacion como:
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la altura de espuma en funcion de la concentracion; con la informacién mencionada

se calculo la concentracion de maxima formacion de espuma.

Se propuso un analisis de inactivacion viral, para realizar este ensayo se utilizo
como referencia la prueba de cuatro campos, como lo indica la norma europea EN

16615: 2015. Antisépticos y desinfectantes quimicos.

Se realizaron dos propuestas de andlisis de irritacion cutanea, el primero, es una
prueba aplicada en conejos y la segunda en seres humanos. Adicional a las dos
pruebas anteriores, se realiz6 una prueba de irritacion ocular en conejos, pues
cualquier sustancia que se aplique en piel corre el riesgo de entrar en contacto con

0j0s.
Se anexa al final de esta tesis, un informe de Proceso Normalizado de Operacion

(PNO) que se elaboro para la propuesta de formulacion de espuma, para replicar

este proceso cuando se requiera.

44



Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

5. Resultados y discusion

Para analizar los tensoactivos seleccionados, en diferentes formas virucidas, se
efectudé una amplia revision bibliografica en buscadores digitales. Para el caso de
tesis: Proquest; para articulos: Scopus, SciFinder y Web of Knowledge; para

patentes: IMPI, Escacenet y WIPO. La tabla 1, presenta los datos encontrados.

Tabla 1. Resultados de la revision bibliografica en diferentes buscadores, utilizando
lenguaje controlado, usando la palabra colloids y diferentes para referirse a

inactivacion viral.

Scopus  SciFinder Web Of Proquest IMPI WIPO Espacenet

Knowledge
virucidal 40 3 4 116 0 23 289
virucide 4 4 0 9 0 19 119
viricide 0 1 0 0 0 6 97
viruscide 0 0 0 0 0 0 0
inac\::Lition 8 ! 2 4l 0 19 788

De acuerdo a la revision bibliogréfica efectuada, el buscador con mayor cantidad de
articulos relacionados al tema es Scopus. Para una busqueda mas particular de
articulos, la mejor opcion es SciFinder, ya que permite seleccionar informacion mas
especifica afiadiendo una busqueda secundaria a la busqueda inicial. Se encontrd
gue existe mayor cantidad de patentes registradas sobre el tema que articulos sobre
el mismo. Se puede concluir que las palabras mas representativas para la busqueda
de informacién sobre el tema son colloids, virucidal y viral inactivation, dado que la
busqueda con la palabra viruscide no arrojé ningun resultado en el buscador, por lo

gue el uso de este término se descarta para referirse a la inactivaciéon de un virus.
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Los resultados obtenidos en virucide y viricide fueron duplicados de los resultados
de virucidal y viral inactivation, por lo que se recomienda para un basqueda méas

completa el uso de las palabras virucidal y viral inactivation.

Se selecciond al buscador Scopus para hacer la revision de todos los articulos que
podrian contener informacion relevante sobre inactivacion viral, dado que muestra
la informacion mas reciente sobre el tema y ademas, gran parte de los articulos
contenidos en SciFinder también se encuentran en Scopus. De las patentes

revisadas no se obtuvo informacion relevante.

Se generd una tabla (anexo 2) a partir de la busqueda en Scopus. De los 22 articulos
que contempla la tabla, se detecta que el sistema coloidal mas usado son las
nanoparticulas con un 50%, el segundo sistema, es la suspensién con un 31%, y
finalmente, los sistemas coloidales de emulsion, nanotubos y microparticulas,
usados en un 6% cada uno. Cada sistema coloidal contiene en su formulacién
componentes responsables de la desinfeccion, en la tabla 2 se mencionan e indica

el tamafio y eficacia de estos componentes.

Tabla 2. Tamarfo de los componentes responsables de la desinfeccion.

Componente Tamarno Eficacia

Nanoparticulas porosas de silica funcionalizadas con

. L . . . 236 £ 18.8 nm 27.00%
grupos amino, con &cido siquimico y quercetina

Suspension de nanoparticulas de fullereno aqu-nCeo

L 50+0.4 .00%
sensibilizadas con UV-A 80.50 £0.46 nm 59.00%

Suspension de nanoparticulas de fullereno aqu-

- .46 £ 0.22 2.50%
NnCeo(OH)s sensibilizadas con UV-A 8.46£0.22 nm 82.50%

Nanoparticulas porosas de silica funcionalizadas con 145 + 6.1 nm 83.00 +
grupos amino, con quercetina - 0.23%
Nanoparticulas de plata 10 nm 90.00%
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Componente Tamano Eficacia

Nanoparticulas de oro multivalentes funcionalizadas 4 nm > 90.00%

SWNT (Nanotubo de pared simple) - MWNT (nanotubo

de pared multiple) 18.2nm 91.40%
N-6xido de laurildimetilamina (LDAO) 320 ym 93.80%
MUS (4cido undecanosulfénico) : OT (1-octanetiol) 2.8+ 0.6 nm 95.00%
Nanocables de plata 60 nm > 95.00%
Nanoparticulas de plata <20 nm > 95.00%
Coloides de plata 10 nm > 95.00%

Suspension de nanoparticulas de fullereno aqu-

0,
NnCeo(NH2)s sensibilizadas con UV-A 1.92£0.46 nm 96.10%

Nanoparticulas porosas de silica funcionalizadas con 98.50 +
: . L 211 £19.6 nm

grupos amino, con acido siquimico 1.23%

Nanoparticulas de silice (SNP) recubiertas con 80 nm 98.50 +

bromuro de didodecil dimetilamonio (DDAB) 6.00%

EVA-SiO, -Ag (Compuesto de SiO,-Ag inmovilizado en

0,
una matriz polimérica (acetato de etilvinilo)) 50 nm 99.85%

Revestimiento de 6xido cuproso (Cu20) y particulas
ligadas con poliuretano

10 pm 99.90%

El tamafio de los componentes responsables de la desinfeccion estan dentro del
intervalo de 1.92 nm a 3.2x10° nm, siendo el componente mas pequefio de acuerdo
a la tabla 2, a las nanoparticulas de fullereno aqu-nCeso(NH2)s y el mas grande el
N-6xido de laurildimetilamina. Con la particula mas pequenia, la interaccion con el

virus fue mayor, con un valor de 96.10% de inactivacion viral, mientras que con una
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particula intermedia, nanoparticulas porosas de silica funcionalizadas con grupos
amino, con acido siquimico y quercetina; 236 nm, la interaccién es menor, con un
95.2% de inactivacion viral; finalmente, la interaccion con la particula mas grande
fue menor a las particulas anteriores, siendo de 93.8%. Como se muestra en la
grafica 1, los resultados sugieren que las propiedades antivirales incrementan al
disminuir el tamafio de particula, la razon se debe a la interaccion que tienen las
particulas antes mencionadas de acuerdo a su tamafio, pues al disminuir el tamafio

de particula se facilita una asociacion mas estrecha con los objetivos biolégicos [27].
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Grafica 1. Tamafio de los componentes responsables de la desinfeccion.

En esos sistemas formulados con tensoactivos, los tamafios de las nanoparticulas
van de los 80 nm a los 3.2x10° nm, siendo las nanoparticulas de silice (SNP)
recubiertas con bromuro de didodecil dimetilamonio (DDAB) las méas pequeiias, de
acuerdo a la tabla 2, y el N-6xido de laurildimetilamina la méas grande. Con la
particula mas pequefia la interaccion fue mayor, siendo de 98.5% de inactivacion

viral, mientras que para la particula mas grande la interaccion fue menor: de 93.8%
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de inactivacion viral. De acuerdo a estos resultados, se determina que al disminuir
el tamafio de particula, la interaccién con los objetivos biolégicos aumenta y al

aumentar el tamafo de particula la interaccion disminuye.

Los sistemas coloidales muestran una eficacia de inactivacion viral dentro del
intervalo 27 % al 99.99 %. De acuerdo a la tabla 2, el sistema de menor eficacia lo
son las nanoparticulas porosas de silica funcionalizadas con grupos amino, con
acido siquimico y quercetina, y el de mayor eficacia el cloruro de didecil
dimetilamonio. Estas nanoparticulas mostraron una inactivacion viral del 27 %, a
una menor concentracion (12.1 % wt), por lo que el estudio concluyé que al
aumentar la concentracion de nanoparticulas en la formulacion se induce un efecto
de inhibicién mas fuerte [28]. El cloruro de didecil dimetilamonio fue el mas eficiente
debido a su mecanismo de inactivacion, el cual consiste en la interrupcion de las

interacciones intermoleculares y la disociacion de las bicapas lipidicas [29].

Se seleccionaron los sistemas coloidales que contienen tensoactivos. La busqueda
arrojo un total de seis constituyentes: bromuro de didodecil dimetilamonio (DDAB),
cloruro de didecil dimetilamonio (DDAC), dodecilbencenosulfonato de sodio
(SDBS), éter monododecilico de octaetilenglicol (C12Es), laureth sulfato de sodio
(SLES) y N-oxido de laurildimetilamina (LDAO).

Para poder evaluar a los seis tensoactivos, primero se analizaron sus propiedades
fisicoquimicas y biologicas, como base de seleccidon adecuada para su uso en una
mezcla. A partir de este momento, también se considerara la participacion de la
glicerina, para cumplir con el objetivo de trabajo de un componente que atenue la
resequedad en la piel. Se eligio este polialcohol, debido a su inocuidad y que no

afecta de forma negativa la formacion de una espuma [30].
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5.1 Componentes puros

La tabla 3, presenta el porcentaje en peso del tensoactivo utilizado en las mezclas
de formulacién virucidas, utilizadas por diferentes autores. Se afiade la proporcion
en peso de la glicerina, utilizada en formulacién de espumas cosméticas, para ser

considerada en la formulacién de espuma virucida.

Tabla 3. Concentracion de los tensoactivos responsables de la desinfeccion y glicerina.

Tensoactivos Concentracion
Bromuro de didodecil dimetilamonio (DDAB) 10% wt
Cloruro de didecil dimetilamonio (DDAC) 3% wt
Dodecilbencenosulfonato de sodio (SDBS) 3% wit
Eter monododecilico de octaetilenglicol (C12Es) 3% wt
Laureth sulfato de sodio (SLES) 3% wit
N-6xido de laurildimetilamina (LDAO) 10% wt
Glicerina (CsHsOs) 3% wit

Cuatro de los tensoactivos enunciados se emplean a concentraciones de 3% wt,
mientras que los dos tensoactivos restantes se emplean en concentraciones de 10%
wt. La razdén para que los autores utilizaran estas concentraciones fue debido a que
tomaron como referencia las formulaciones que ya estan en el mercado, y que
utilizan tensoactivos para inactivar microorganismos, tal es el caso del trabajo de
Jahromi y colegas, quienes propusieron su formulacion en referencia a productos
como jabones liquidos y toallitas desinfectantes [31]. Peterson y colegas, obtuvieron

una mejor humectacion utilizando glicerina al 3% wt, ademas de una formulacién de
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espuma mas estable, dado que la glicerina aumenta la viscosidad del sistema. Por
esta razon se decidi6 utilizar esta concentracion [30].

Para obtener los parametros moleculares de cada tensoactivo, se trazo el grafico
de tension superficial en funcidén de la concentracion, (gréfica 2). Derivado de la
grafica, se pudo obtener la presion maxima (TTmax), la fraccion molar correspondiente
a la concentracion micelar critica, (Xcvmc) y el parametro hidrofébico (B) de cada
tensoactivo. En la gréfica 2, se puede observar que los tensoactivos que promueven
una mayor tension superficial son el DDAB y el SDBS, mientras que el tensoactivo
Ci2Es es el que tiene la menor tension superficial, no obstante, es el SDBS el que
alcanza el mayor valor de tension superficial a concentracion menor que el DDAB,
por lo que tomando en consideracion el valor de tensién superficial y de

concentracion, el SDBS es un tensoactivo adecuado para formulacion en mezcla.

51



Propuesta de formulacion de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

80 1 1 1 1 1
| | | |
- -Laureth sulfato de sodio (SLES)
= =-Bromuro de didodecil dimetilamonio (DDAB) i
e-9¢ -#-Dodecilbencenosulfonato de sodio (SDBS)
Bl U -#-Cloruro de didecil dimetilamonio (DDAC)
i ® - -#-Eter monododecilico de octaetilenglicol {Cq2Eg)
.\.. N-oxido de laurildimetilamina (LDAQ)
) "Iv
60 . \ \
L 4
[ —
N ® \
|E ) . ﬂ\ i
] [ J
Z \
£ . - * o
— AN @ N _
® L ® ®
° 40 N e ‘ \ \
_ '-—-.\ \ \ .. i
‘ S
® -0
\. e
h \ W }
h .-. . /
. -
20_ T 1T TTrn O LLELILLE T rrrm rrrrrimt LLBLBLIL
| | | |

10° 107 10° 10° 10° 10° 107 10"
C [M]

Grafica 2. Variacion de la tension superficial en funcién de la concentracion de
tensoactivo.

A continuacion, la discusién de que tensoactivos son ideales para ser utilizados en
mezcla sera a partir de los parametros moleculares, tal como se indica en las tablas
4y5.
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Tabla 4. Parametros moleculares de los tensoactivos estudiados.

LLIVIN Xeme 'sRT

Tensoactivo B E_flca_colla
[mN m-l] [mol mol?] [mN m-l] viruciaa
Mejoro la
eficacia
Laureth sulfatode ;50 100x105 5.47x10°  11.24 virucida
sodio (SLES)
entre 15y
27%
Mejoré la
. eficacia
Dodecilbencenosulfo 59 55 1 914104 4.32x10°  6.79 virucida
nato de sodio (SDBS)
entre 15y
27%
N-6xido de
laurildimetilamina 47.22 6.79x10°  2.10x10* 11.61 93.80%
(LDAO)
Bromuro de didodecil
dimetilamonio 36.05 3.72x107  6.65x107 11.47 98.50%
(DDAB)
Cloruro de didecil
dimetilamonio 42.07 8.58x107  2.55x10%0 3.14 99.99%
(DDAC)
Eter monododecilico
de octaetilenglicol 36.76 9.12x10°  2.98x10° 2.75 99.99%

(C12Es)

El tensoactivo con el mayor valor de Trmax es LDAO, mientras que el tensoactivo con
el menor valor es DDAB. EIl valor de presibn maxima o en general, presion
superficial, estd asociado con el valor de tension superficial, pues la diferencia entre
las tensiones superficiales del disolvente puro y del soluto en disolucion, es lo que
nos permite obtener el valor de presion superficial (Ecuacion 1.9). La presion
superficial, causada por los efectos de las atracciones intermoleculares existente en

la interfase, es representada por una fuerza por unidad de longitud, por esta razon,
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el tensoactivo con el mayor valor de TTvmax, en este caso el LDAO, es un tensoactivo

elegible para ser usado en mezcla.

El tensoactivo con el valor mas alto de xcvc es CizEs, en tanto que el tensoactivo
que tiene el valor mas bajo es DDAB. El valor de xcwmc indica la concentracion
minima a la cual comienza la formacion de micelas, un valor bajo de CMC indica
gue no se requiere una alta concentracion de tensoactivo para poder llegar a la
formacion de micelas, por esta razon se prefiere trabajar con tensoactivos con una
CMC baja. Por el valor obtenido de xcmc, DDAB es un tensoactivo adecuado para

formulacién en mezcla.

El cociente de las constantes de adsorcion y desorcion (K,qs Y Kges), €S unindicador
del reparto de la especie con actividad superficial entre la interfase y la fase
volumétrica, parametro que cuantifica el efecto liofébico (poca afinidad con el
solvente). ElI parametro hidrofébico (B) es una funcion de la no idealidad de la
superficie y de las interacciones intermoleculares, medidas como la concentracion
xcme [32]. LDAO es el tensoactivo con el menor valor de 3, mientras que DDAC es
el tensoactivo con el valor de  mas alto. Cuando se manejan tensoactivos, se
recomienda trabajar con aquellos que tienen un bajo valor de 3, pues este parametro
nos ayuda a predecir como sera la interaccién de un tensoactivo con moléculas
polares, en especial con el agua. Como las moléculas de agua son polares, los
hidrofobos no se disuelven bien entre ellas. Las moléculas hidrofébicas en agua,
suelen agruparse formando micelas. Debido a lo descrito en este parrafo, y por el
valor de B para LDAO, este tensoactivo se incluye como un candidato a ser usado

en mezcla.

La concentracion de soluto adsorbido esta representada por I, dado que en la
superficie es finita la concentracion de moléculas; en esta region tiene como limite
méaximo la concentracion superficial a saturacion ['s. El parametro 'sRT se obtuvo
como se indica en la ecuacién (1.21), al evaluar la region correspondiente a x—Xcmc.

De acuerdo a los resultados obtenidos para los seis tensoactivos, el tensoactivo con
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el mayor valor de 'sRT es LDAO, mientras que el tensoactivo con el menor valor es
Ci2Es. La energia de las moléculas en la interfase 'sRT indica como serd la
adsorcion del anfifilo: a mayor valor de 'sRT mayor sera la adsorcion del anfifilo
[32], por esta razon el tensoactivo con el mayor valor de 'sRT, es este caso LDAO

y seré considerado como candidato para ser usado en mezcla.

De acuerdo a lo observado en la gréafica 3, al aumentar el valor de B también
aumenta el valor de la eficacia virucida, sin embargo, esta tendencia sélo se ve
reflejada en tres de los seis tensoactivos estudiados, por lo que no se encontré una
relacion entre el pardmetro hidrofébico y el aumento o disminucion de la eficacia

virucida.
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Grafica 3. Eficacia virucida en funcién del parametro .

De acuerdo a lo que se indica en la gréafica 4, al disminuir el valor de 'sRT aumenta
el valor de la eficacia virucida, esto sucede para cuatro de los seis tensoactivos
estudiados, de los dos tensoactivos restantes no se cuenta con el valor exacto de
eficacia virucida, por lo que se deduce que no existe una relacidon entre el aumento

o disminucion de la eficacia virucida y el valor de 'sRT.
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Grafica 4. Eficacia virucida en funcion del parametro 'sRT.

Los pardmetros moleculares también abarcan la geometria micelar. Para saber

como trabajan los tensoactivos en forma de micela, se buscoé en la literatura datos

del radio micelar (A) y nimero de agregacion, estos se indican en la tabla 5.

Tabla 5. Parametros moleculares de los tensoactivos estudiados (geometria micelar).

Tensoactivo

A

Radio micelar

Numero de
agregacion

Eficacia
virucida

Laureth sulfato de sodio (SLES)

Dodecilbencenosulfonato de

sodio (SDBS)

22.5

20.0

Mejoro la
710 _ ef_lcama
virucida entre
15y 27%

Mejoro la
750 _ ef_lcama
virucida entre
15y 27%
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Tensoactivo Radio micelar Numero'qle E_fica_cia

A agregacion virucida

N-6xido de(lfg'r;\lg)imetilamina 15.4 49.0 93.80%
dimetiamonio (DDAB) 50.0 370 98.50%
Cloruro de di(clijegxg)imetilamonio 20.0 43.6 99.99%
Eter monododecilico de 400 89.3 99.99%

octaetilenglicol (C12Es)

El radio micelar indica el tamafio que tiene una micela conformada por un tipo de
tensoactivo. El tensoactivo con el menor radio micelar es LDAO y el tensoactivo con
el mayor radio micelar es DDAB. Anteriormente ya se indicdé que al disminuir el
tamafio de particula la interacciébn con los objetivos biolégicos aumenta, y al
aumentar el tamafio de particula la interaccion con los objetos biolégicos disminuye
[27], siguiendo este supuesto se prefiere el uso del tensoactivo con el menor radio
micelar, en este caso, LDAO sera considerado como el candidato para ser usado

en mezcla.

El nimero de agregacion es una descripcién del nimero de moléculas presentes en
una micela, una vez que se ha alcanzado la concentracién micelar critica. Con mas
precision, se ha definido como el numero medio de mondmeros de tensoactivos en
una micela esférica. De los seis tensoactivos del estudio, el que tiene el menor
namero de agregacion es DDAB, mientras que el Ci2Es es el tensoactivo con el
mayor namero de agregacion. Ya que se requiere aumentar el nimero de probables
interacciones con los objetivos biolégicos y un tensoactivo [27], es recomendable
trabajar con el tensoactivo de mayor niumero de agregacion, pues de esta forma

aumenta la probabilidad de interaccion con los objetivos biolégicos debido al
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aumento de monOGmeros presentes en la micela, por lo anterior el tensoactivo

candidato para ser usado en mezcla es Ci2Es.

De acuerdo a lo observado en la grafica 5, no existe una tendencia entre el radio
micelar y la eficacia virucida, si bien hemos indicado que al disminuir el tamafio de
particula la interaccidén con los objetivos bioldgicos aumenta y al aumentar el tamafio
de particula la interaccion con los objetos biolégicos disminuye [25], esto es indicado
en la literatura como probables interacciones, por lo que puede no ser valido para
todo tipo de tensoactivos, por tanto, no se encontrd una relacion entre el radio

micelar y la eficacia virucida para los seis tensoactivos estudiados.
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Gréafica 5. Eficacia virucida en funcion del radio micelar.

De acuerdo a lo que se indica en la grafica 6, no existe una tendencia entre el
namero de agregacion y la eficacia virucida. Anteriormente, se ha indicado que al
aumentar el numero de agregacion aumentan las probables interacciones con los
objetivos biolbgicos, no obstante, las interacciones siguen siendo probables, por lo
gue pueden variar, por consiguiente, no se encontré una relacion entre la eficacia

virucida para los seis tensoactivos estudiados y el nimero de agregacion.
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Grafica 6. Eficacia virucida en funcion del nUmero de agregacion.

Para poder trabajar con cualquier tipo de sustancia es necesario considerar el punto
de flama asociado a ella, dependiendo del valor que tenga sera posible trabajar con

ella o en el caso contrario sera descartada. Los valores de punto de flama de las
sustancias estudiadas se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Puntos de flama de los tensoactivos estudiados y glicerina.

Tensoactivo Punto de flama

Laureth sulfato de sodio (SLES) La sustancia no es inflamable.

Dodecilbencenosulfonato de sodio (SDBS) Superior a 93.3°C

N-6xido de laurildimetilamina (LDAQ) La sustancia no es inflamable.

Bromuro de didodecil dimetilamonio

La sustancia no es inflamable.
(DDAB)

Cloruro de didecil dimetilamonio (DDAC) 93°C
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Tensoactivo Punto de flama
Eter monododecilico de octaetilenglicol 135°C
(C12Es)
Glicerina (C3HgOs) La sustancia no es inflamable.

El punto de flama es una caracteristica que se utiliza para determinar el riesgo de
incendio, permite distinguir sustancias inflamables de sustancias combustibles. De
acuerdo a la OSHA (Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional por sus
siglas en inglés) las sustancias que tienen un punto de flama inferior a 37.8°C
(100.0 °F), se llaman inflamables, mientras que las sustancias que tienen un punto
de flama de 37.8°C (100.0 °F) o superior, pero menor a 93.3°C (200°F), se llaman
combustibles [33]. Debido a la clasificacién asignada por la OSHA, debemos
trabajar con sustancias que sean clasificadas como no inflamables, ya a
temperatura ambiente, para la cual estd pensada la propuesta de formulacién, las
sustancias deben ser estables y no debe existir el riesgo de inflamabilidad. Por lo
descrito anteriormente, las siete sustancias propuestas son candidatas para ser

usadas en mezcla.
Antes de comenzar con las propuestas de mezcla se requiere revisar la informacion

de toxicidad e irritacién cutanea que tienen las sustancias consideradas para ser

usadas, estos datos se indican en la tabla 7.
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Tabla 7. Datos de toxicidad e irritacion cutanea de los tensoactivos estudiados y glicerina.

Tensoactivo

Datos de toxicidad e irritacion

Laureth sulfato de sodio
(SLES)

Dodecilbencenosulfonato
de sodio (SDBS)

N-6xido de
laurildimetilamina
(LDAO)

Bromuro de didodecil
dimetilamonio (DDAB)

Cloruro de didecil
dimetilamonio (DDAC)

Eter monododecilico de
octaetilenglicol (C12Es)

Glicerina (C3sHsOs)

Humectante con propiedades detergentes y
reblandecientes, modifican la estructura del cerumen
facilitando su extraccion. EI SLES es considerado seguro,
aunque los efectos de irritacion se incrementan al aumentar
la concentracion (>28%) y frecuencia. La Administracion de
la Salud y Seguridad Ocupacional OSHA y la Agencia
Internacional en la investigacion contra el cancer IARC, han
llegado a la conclusion que dicho producto no es
cancerigeno.

El contacto puede irritar la piel y los ojos, con la posibilidad
de dafio grave al ojo. Su inhalacion puede irritar la nariz, la
garganta y los pulmones y causar tos, respiracion con
silbido y/o falta de aire. Estd en la Lista de Sustancias
Peligrosas (Hazardous Substance List), ya que ha sido
citado por el Departamento de Transporte (DOT) vy la
Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos
(EPA).

Cutanea en conejo: LDsp 3.536 mg/kg.

Esta sustancia no es clasificada como peligrosa segun la
legislacién de la Union Europea. Resultado de irritacion de
la piel en conejo: negativo. DLso rata: 2,714 mg/kg.

Puede producir irritacion de piel y mucosas (incluyendo
0j0s) a altas concentraciones. Sin embargo, las soluciones
diluidas no suelen producir irritacion cutanea.

Cutanea en rata: DLso > 2,000 mg/kg.

La sustancia desengrasa la piel, lo que puede producir
sequedad y agrietamiento.

Cutanea en conejo: DLsg > 10,000 mg/kg.
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Para que cualquier sustancia sea usada en la propuesta de formulacién, es
necesario revisar que no sea toxica, para ello se revisé lo que dicen de cada
sustancia, diferentes agencias como la OSHA y la EPA. El SLES es considerado
seguro en concentraciones menores al 28%, ademas la OSHA y la IARC
concluyeron que este tensoactivo no es cancerigeno, por lo anterior, puede ser
considerado como candidato para la formulacion. EI SDBS esta en la Lista de
Sustancias Peligrosas ya que ha sido citado por el DOT y la EPA, por lo que se
descarta su uso. EI LDAO, en su ficha de informacién no contiene datos de toxicidad
y se indica como una sustancia segura, por lo anterior puede ser usado en la
formulacion. ElI DDAB al igual que el LDAO, es considerada una sustancia segura
en su ficha de informacion y no es clasificada como peligrosa segun la legislaciéon
de la Union Europea, asi que puede ser usada en la formulacion. El DDAC es
considerado seguro en soluciones diluidas, este tipo de soluciones son las elegidas
para la propuesta de formulacién, no se descarta su uso. El C12Es es una sustancia
gue desengrasa la piel, lo que puede producir sequedad y agrietamiento, sin
embargo, no es considerada una sustancia toxica y ya que en la formulacion se
incluye a la glicerina como un componente que disminuye la resequedad, el Ci2Es
puede ser usado en la formulacién. Finalmente, la ficha de informacion de la

glicerina indica que es una sustancia segura y gue no es toxica.

Con el fin de conocer la informacién de irritacion cutdnea de las sustancias
propuestas, se revisaron los datos reportados de DLsocutanea. En toxicologia se
denomina dosis letal media (DLso) a la cantidad de la dosis de una sustancia,
radiacion o patdégeno necesaria para matar a la mitad de un conjunto de animales
de prueba después de un tiempo determinado, estos datos pueden ser de
exposicion en conejo o en rata. Para algunas sustancias los valores de DLsocutanea
no estan reportados, la razon es porque son sustancias reconocidas como inocuas
para la piel y asi se reporta en sus fichas de informacién. El criterio para determinar
gue las sustancias propuestas no generan irritacion cutdnea es comparar sus
valores de DLsocutanea con otras sustancias. De acuerdo a lo reportado para LDAO,

el valor de DLsocutanea es de 3.536 mg/kg, este valor lo podemos comparar con
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sustancias como el cianuro de hidrogeno con un valor de DLsocutanea de 3.7 mg/kg
[34] y la nicotina con un valor de 3.3 mg/kg [35]. Haciendo una comparacion entre
los datos reportados de DLsocutanea de LDAO, cianuro de hidrogeno y nicotina
podemos indicar que este tensoactivo, tiene un alto grado de toxicidad en piel, por

lo que se descarta su uso en la propuesta de formulacion.

De acuerdo a lo reportado para DDAB, DDAC y glicerina, los valores de DLsocutanea
estan dentro del intervalo de 2,000 a 10,000 mg/kg, se puede comparar estos
valores con los de sustancias como la sal de mesa, para la cual se tiene reportado
un valor de DLsocutdnea de 3,000 mg/kg [36] y la lactosa, con un valor de 10,000
mg/kg [37], por lo que haciendo la comparacion, basandonos en los datos
reportados podemos indicar que las sustancias DDAB, DDAC vy glicerina pueden
provocar una irritacion en piel similar a la que causan la sal de mesa o la lactosa,
por lo tanto, las sustancias DDAB, DDAC y glicerina son seguras para ser usadas

en piel.

La busqueda de sustancias candidatas a la propuesta de formulacién, se estableci6
primero, que fueran tensoactivos con actividad virucida, después en que fueran
tensoactivos no inflamables y finalmente, en fueran tensoactivos no toxicos ni
irritantes, ya que la propuesta de espuma virucida es para aplicacion en piel. Se
reviso la concentracion habitual de uso, el radio micelar, el nimero de agregacion y
los parametros moleculares Tmax, Xeme, By F'sRT, después de analizar los datos se
sugirieron los candidatos para ser usados en mezcla. Por concentracion y valor de
tensién superficial, SDBS fue considerado como una opcién para la formulacion, sin
embargo, por estar en la Lista de Sustancias Peligrosas, citada por el DOT y la EPA,
se descarta su uso. Por el valor de 1rmax, B, 'sRT y su radio micelar, el candidato
para ser usado fue LDAO, no obstante, debido a su valor de DLso cutanea, este
tensoactivo no puede ser usado en la propuesta de formulacién. Por el valor
obtenido de xcmc, DDAB es un tensoactivo adecuado para formulacién en mezcla 'y
de acuerdo a su valor de DLso cutanea, es seguro para ser usado en piel. Debido a

su numero de agregacion, Ci2Es puede ser usado en la propuesta de formulacion,
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este tensoactivo puede provocar resequedad en altas concentraciones pero como
se propone su uso en bajas concentraciones y ademas un componente en la
formulacién es la glicerina, la cual evita la resequedad en piel, el uso del Ci2Es no
se descarta. EI DDAC es seguro para ser usado en piel, por lo que también se

contempla como un candidato para la formulacion.

Después de examinar toda la informacion fueron seleccionados los tensoactivos
DDAB, DDAC y Ci2Es, para que cada uno se use en mezcla con la glicerina y de
esta forma, sea propuesta la formulacion final. Las propuestas de mezclas de

tensoactivos se describen a continuacion.

5.2 Componentes en mezcla

La forma para elegir la propuesta de formulacibn més adecuada, es analizando el
mddulo de elasticidad, pues a partir de este se puede conocer si la espuma es
estable o inestable.

Para analizar el médulo de elasticidad se tienen dos propuestas, la primera es
analizando el médulo de elasticidad al equilibrio, utilizando la ecuacion (1.26), y la
segunda es analizando el modulo de elasticidad en funcién del tiempo, utilizando la
ecuacion (1.43). Previo a preparar las mezclas, para llegar a la propuesta final,
aplicaremos las ecuaciones mencionadas, a los tensoactivos seleccionados: DDAB,
DDAC y Ci2Es, con la finalidad de revisar como se comportan por separado y de
esta forma elegir cuales seran utilizados en mezcla con glicerina. Los resultados a

partir de la ecuacion (1.26) y la ecuacion (1.43), se indican en las tablas 8 y 9.
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Tabla 8. Datos de elasticidad (épsilon) y la fraccion mol de los tensoactivos DDAC,

DDAB y Ci2Es aplicando la ecuacion (1.26).

DDAC DDAB CiEs

XDDAC XDDAB Xc12€E8
€ €
MOlppac/MOlsol MOlppas/MOlsol Molc12e6/MOlsol

8.58x107 1.37x10? 3.72x10”7 5.67x10* 9.12x10°3 1.49x10?
1.00x10° 1.60x10? 1.00x10° 1.53x10° 1.00x107 1.64x10?
1.00x10° 1.60x103 1.00x10° 1.53x10* 2.00x102 3.28x10?

€

1.00x10* 1.60x10* 1.00x10* 1.53x10? 3.00x10 4.92x10?
1.00x10°® 1.60x10° 1.00x103 1.53x10° 4.00x107 6.56x102
1.05x10* 1.68x10’ 1.03x10* 1.57x10° 8.17x10 1.34x10°

Para obtener un valor de €, es necesario un valor de fraccion mol. Ya que se requiere
de mas de un valor de €, para poder graficar el comportamiento de DDAB, DDAC y
Ci2Es, se utilizaron seis diferentes concentraciones de cada tensoactivo, tal como

se muestra en la grafica 7.
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Grafica 7. logioe en funcion de la fraccion mol de DDAC, DDAB y Ciz2Es aplicando

la ecuacion (1.26).

De acuerdo a la grafica 7, el tensoactivo que tiene una mayor estabilidad de espuma
es DDAC, pues alcanza los valores mas altos de €. Todos los datos considerados
en la gréafica, se refieren al modulo de elasticidad en el equilibrio, pues la ecuacion
(1.26) no contempla los cambios que pueden suscitarse con el paso del tiempo.
Para poder considerar el cambio debido al paso del tiempo, es necesario utilizar una
ecuacion que tome en cuenta el tiempo, tal como lo hace la ecuacion (1.43), por lo
tanto, también esta ecuacion se aplico a los tres tensoactivos propuestos para la
formulacién, los resultados obtenidos de la ecuacién (1.43) se muestran a

continuacion en la tabla 9.

66



Propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

Tabla 9. Datos de elasticidad y la fraccién mol de los tensoactivos DDAC, DDAB y

Ci2Es aplicando la ecuacion (1.43) y un tiempo de 10 segundos.

DDAC DDAB C12Es
XDDAC € XbpDAB € Xc12e8 €
MOlppac/MOlsol MOlppas/MOlsol Molci12e8/mMOlsol

8.58x10” 2.35x1038 3.72x10”7 1.16x10732 9.12x10°3 2.49x103!
1.00x10°® 1.48x1038 1.00x10° 5.29x10734 1.00x102 1.89x103!
1.00x10° 1.48x104! 1.00x10° 4.97x10°% 2.00x1072 2.36x10732
1.00x10* 1.48x10% 1.00x10* 4.93x1040 3.00x10%2 6.98x10733
1.00x10® 1.48x10% 1.00x103 4.93x10% 4.00x107 2.95x1033
1.05x10* 1.28x10%3 1.03x10* 4.51x1049 8.17x10%2 3.46x1034

Tal como se menciond anteriormente, para obtener un valor de € es necesario un
valor de fraccién mol, sin embargo, para poder utilizar la ecuacién (1.43), también
se requiere de un valor de tiempo, Golin y colegas indican que el tiempo de duracién
promedio de un desinfectante de aplicacién dérmica es de 10 segundos [3], por lo
anterior, 10 segundos fue el tiempo que se utilizé para aplicar la ecuacioén (1.43). Se
utilizaron seis diferentes concentraciones para graficar el comportamiento de DDAB,

DDAC y Ci2Es, tal como se muestra en la grafica 8.
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Grafica 8. logioe en funcion de la fraccion mol de DDAC, DDAB y Ciz2Es aplicando
la ecuacion (1.43).

De acuerdo a la grafica 8, el tensoactivo que tiene una mayor estabilidad de espuma
es el Ci2Es, pues es el que alcanza los valores mas altos de €. Todos los datos
considerados, se refieren al médulo de elasticidad dinamico, pues la ecuacion (1.43)
contempla los cambios que pueden suscitarse con el paso del tiempo. Al comparar
las graficas 7 y 8, podemos observar que los tres tensoactivos estan invertidos,
mientras que en la gréfica 7 los tensoactivos de mayor a menor valor de € son el
DDAC, DDAB y Ci12Es, en la grafica 8 los tensoactivos de mayor a menor valor de €
son el Ci2Es, DDAB y DDAC. El comportamiento de DDAC y DDAB es muy similar,
sin embargo, de los dos tensoactivos el DDAC es el que alcanza los valores mas
altos de € de acuerdo a la ecuacion (1.26), por ello, de ambos tensoactivos se eligid
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al DDAC para ser considerado como candidato para la mezcla. De acuerdo a la
ecuacion (1.43), el Ciz2Es es el tensoactivo con los valores mas altos de ¢, por tal

motivo, este tensoactivo también es elegido como candidato de la mezcla.

Las dos propuestas de mezcla son: DDAC y Ci2Es con glicerina (CsHsOs). Asi como
se realizo para los tensoactivos de forma individual, también para las mezclas se
aplicaron las ecuaciones (1.26) y (1.43). Para utilizar cada ecuacion se requiere
conocer el valor de Pmezia ¥ SRTmezla, para obtener esta informacion, se
propusieron ecuaciones a partir de datos de tensoactivos similares a los estudiados,
con un componente similar a la glicerina, en este caso un alcohol (Cn(OH)n). Los
tensoactivos elegidos para obtener el valor de Bmezca Y 'SRTmezcia fueron SDS y
CTAB, en las tablas 10 y 11, se indican los datos de los tensoactivos antes

mencionados.

Tabla 10. Datos de fraccion mol de CTAB, fraccion mol de C3OH y presion superficial
de diferentes mezclas de CTAB/CsOH.

XC30H XC30H XC30H XC30H XC30H XC30H

Xctas 0.00 Xcras 1.26x10°% 2.51x10° 5.01x10° 7.94x10% 1.00x1072
molcTae/molss T [MN mM™?]  molctas/molsol T [mMN m]
7.29x107 4.35 1.84x108 5.85 8.94 13.13 16.52 19.44
1.10x10° 8.40 1.84x10°7 6.81 9.17 13.60 17.95 20.73
1.82x10° 18.56 9.21x107 8.40 10.53 14.32 18.34 22.07
2.19x10°6 21.68 1.84x10¢ 12.43 15.65 16.85 19.70 23.09
2.84x10° 25.45 3.68x10°6 16.05 19.54 23.26 25.46 26.49
3.64x10° 27.66 7.37x10°¢ 22.86 25.22 27.59 29.48 31.54
4.53x10° 30.11 1.11x10° 28.08 29.18 30.04 31.07 32.73
7.18x10°6 31.84 1.47x10°5 31.63 32.97 34.23 35.50 36.76
1.81x10°S 33.04 1.84x10°5 33.93 34.16 34.47 34.79 35.50

En la tabla 10 se indican los datos de diferentes mezclas de CTAB/C30OH, de cada
par de datos de fraccion mol de CTAB y fraccion mol de C3OH, se obtiene un valor
de presion superficial, este valor de presion se puede considerar en funciéon de la
fraccion mol de CTAB y C3OH, como se indica en la grafica 9, para obtener un valor
de Bmezcla.
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Gréfica 9. Presion superficial en funcion de la fraccion mol de CTAB y C3OH.

La representacion de m en funcién de x, permite realizar un ajuste no lineal de los
datos de presion superficial en funcién de la composicion, al trazar la grafica de
cada mezcla se obtiene el valor de Bmezcla, 1a Bmezcla €S propia de cada mezcla por lo
que a partir de la grafica 9 se obtuvo el valor de seis PBmezcla. LOS valores de cada

Bmezcla S€ presentan en la tabla 11.
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Tabla 11. Datos de fraccion mol de CTAB y C3OH, fraccion mol de SDS y C30H, y

valor de BexpCTAB Yy BexpSDS.

XC30H XC30H
m0|030:/m0|sol Bexp“T4° mO|C30Ii/mO|soI Bexp°°
0.00 8.73x10° 0.00 9.23x10°
1.26x103 1.25x106 4.56x10%2 2.21x10°
2.51x103 4.83x108 9.12x107? 1.47x10°
5.01x103 4.17x106 1.37x101 2.27x10°
7.94x103 9.92x10°% 1.82x101 1.24x10°

1.00x10%? 5.86x108

A diferencia de los valores de Bmezcla, de las diferentes mezclas de CTAB/C30H, los
valores de Bmezcia de las mezclas SDS/C30OH no se obtuvieron en el grafico de « en
funcion de x, se obtuvieron al despejar 8 de la ecuacién (1.21), ya que en la
bibliografia se encontr6 el valor de T’ para cada mezcla. Para SDS, se tienen cinco
valores de Bmezcla. Ahora que se cuenta con valores de Bmezcla, para diferentes
combinaciones de tensoactivos y alcoholes, estos valores se muestran en la grafica
10.
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Grafica 10. Parametro hidrofébico de mezclas de CTAB/C30H, y mezclas de
SDS/C30H en funcion de la fraccion mol de CTAB y C3OH, y SDS y C30H.

En la grafica 10 se muestran las Bmezcla de las mezclas de tensoactivos y alcoholes,
para obtener una ecuacion que permita calcular el valor de Bmezla de los
tensoactivos propuestos para la formulacion (DDAB, DDAC y Ci2Es), se efectud un
ajuste de las Bmezcia, por ello, en la grafica se muestran Bexp que corresponden a los
valores de Bmezcla que se muestran en la tabla 11, y los Bcac que corresponden al
ajuste de la ecuacion. Se obtuvieron dos ecuaciones a partir del ajuste, una para
CTAB y otra para SDS, se eligio la que corresponde al ajuste de CTAB debido a
que es la que mejor se ajusta a los valores de Bmezcla. Para que la ecuacion tenga
sentido fue necesario dar significado a todo lo que contempla, por lo anterior, la

ecuacion queda de la siguiente forma:
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Btensoactivo ﬁglicerina

500 xglicerina) (144)

ﬁmezcla = ﬁtensoactivoe

La ecuacion (1.44) se aplicé a los datos de los tres tensoactivos seleccionados para
la formulacion DDAB, DDAC y Ci2Es, sin embargo, los resultados muestran valores
de Bmezcla SiN sentido, erréneos, por esta razon se descartd el uso de la ecuacién

(1.44) para obtener el valor de Bmezcla.

Debido a que la ecuaciéon (1.44) se descartd, fue necesario proponer una nueva
forma de obtener la Bmezcia. Dado que se conoce el valor de 3 para cada sustancia y
también su fraccién mol, se puede utilizar esta informacién para proponer una nueva

ecuacion, la ecuacion queda expresada como:

.Bmezcla = .Btensoactivoxtensoactivo + ﬁglicerinaxglicerina (1-45)

Aplicando la ecuacion (1.45), los valores de Bmezcia de los tensoactivos propuestos
para la formulacion muestran mayor coherencia y pueden ser utilizados para
calcular el médulo de elasticidad. Ahora que ya contamos con una ecuacion que
permite calcular el valor de Bmezcia, SOl0 falta una ecuacién que permita obtener el
valor del producto N'sRTmezcla, para ello es necesario emplear nuevamente datos de
mezclas de CTAB y C30OH, y mezclas de SDS y C3OH, pero ahora utilizando sus

valores de 'sRT, estos datos se indican en la tabla 12.

Tabla 12. Datos de 'sRT de mezclas de CTAB/C3OH, y mezclas de SDS/C30H.

XC30H F'sRTcras XC30H F'sRTsps

molcsoH/molsol [MN m] molcson/molsol [MN m]
0.00 17.95 0.00 6.57
1.26x10°3 10.41 4.56x1072 5.23
2.51x10°3 7.32 9.12x107 3.59
5.01x10°3 8.02 1.37x101 2.28
7.94x1073 6.82 1.82x101 1.83

1.00x102 3.74
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En la tabla 12 se muestran los datos de diferentes mezclas de CTAB/C3OH y de
SDS/C30H, de cada par de datos de fraccion mol de los tensoactivos y alcohol se
obtiene un valor de 'sRT, este valor se puede graficar en funcion de la fraccion mol
de cada componente de cada par: CTAB/C30OH y SDS/C30H, como se indica en la

grafica 11, para obtener el valor de 'SRTmezcla.
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Grafica 11. 'sRT de mezclas de CTAB/C30H, y mezclas de SDS/C30OH en funcion
de la fraccion mol de CTAB y C30OH, y SDS y C30OH.

La representacion de 'sRT en funcion de x, permite realizar un ajuste no lineal de
los datos, donde para cada mezcla se obtiene el valor de 'sRTmezcla propio de cada
mezcla, por lo que a partir de la gréfica 11, se obtuvieron seis valores de 'sRTmezcla
para CTAB y cuatro para SDS.
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Para obtener una ecuacion que permita calcular el valor de 'sRTmezia de los
tensoactivos seleccionados (DDAB, DDAC y Ci2Es) para la formulacion, se realizd
un ajuste de las pendientes 'sRTmezcla, por ello en la grafica 11 se muestran 'sRTexp,
que corresponden a los valores de '[SRTmezcla enlistados en la tabla 12, y los 'sRTcaic
que corresponden al ajuste de la ecuacién. Se obtuvieron tres ecuaciones a partir
del ajuste, una para SDS y dos para CTAB, la primera ecuacion de CTAB fueron
considerados todos los valores de 'SRTmezcla, ¥ la segunda fue sin considerar el
ultimo valor de 'sRTmezcla, debido a que al no tomar en cuenta este valor el ajuste
es mas acertado. La ecuacion que se eligio es la que corresponde al segundo ajuste
de CTAB. Para que la ecuacion tenga sentido fue necesario dar significado a todo

lo que contempla, por lo anterior, la ecuacion queda de la siguiente forma:

I—;RTmezcla = FSRTglicerina e(_z I'sRT giicerina I'sRT tensoactivo xglicerina)

+ (FSRTtensoactivo - I;RTglicerina) (1-46)

La ecuacion (1.46) se aplicé a los datos de los tres tensoactivos para la formulacion
DDAB, DDAC y Ci2Es, los resultados obtenidos no originaron ningun error y pueden
ser utilizados para calcular el médulo de elasticidad, por lo tanto, la ecuacion antes

mencionada fue la seleccionada para obtener el valor de la pendiente 'SRTmezcla.

Ahora que ya se cuenta con las ecuaciones para obtener Bmezcia y [SRTmezcla, S€
pueden preparar las mezclas para llegar a la propuesta de formulacién final. Los
resultados de aplicar las ecuaciones (1.26) y (1.43) a las mezclas de
DDAC/C3HsO3 y C12Es/C3HsOs, se indican en las tablas 13y 14.
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Tabla 13. Resultados obtenidos de elasticidad y fraccion mol para DDAC/C3HgO3 y
Ci12Es/C3HsOs, aplicando la ecuacion (1.26).

DDAC/C3HgO3 C12Es/C3HgO3
XDDAC XC12ES8
molppac/mMolsol & molci2es/Molsol &
8.58x107 1.27x103 9.12x10°3 1.21x10?
1.00x10° 1.51x103 1.00x102 1.34x10?
1.00x10-° 2.95x107? 2.00x102 3.01x10?
1.00x104 1.74x100 3.00x102 5.01x10?
1.00x10-3 1.61x102 4.00x102 7.34x101
1.05x101 1.76x106 8.17x102 2.06x102

Para obtener valores de €, es necesario elegir un intervalo de concentracion, la
region seleccionada fue CMC al 4% wt. A partir de la CMC, el tensoactivo forma
micelas y hasta el 4% wt, se les utiliza cominmente [31]. Como se requiere de mas
de un valor de € para poder trazar el comportamiento grafico de DDAC y CizEs, se
utilizaron seis diferentes concentraciones en el intervalo elegido para cada

tensoactivo, tal como se muestra en la grafica 12.
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Grafica 12. logio€ en funcion de la fraccion mol de DDAC/CsHsO3 y Ci12Es/C3HsOs3

aplicando la ecuacion (1.26).

De acuerdo a la grafica 12, el tensoactivo que tiene una mayor estabilidad de
espuma es el DDAC/C3HsOs, pues alcanza los valores mas altos de €. Todos los
datos en la gréfica, se refieren al médulo de elasticidad en el equilibrio, pues la
ecuaciéon (1.26) no contempla los cambios que pueden suceder con el paso del
tiempo. Para poder considerar el cambio debido al paso del tiempo, es necesario
utilizar la expresion que considera al tiempo, la ecuacion (1.43), por lo tanto, también
esta ecuacion se aplico a los dos tensoactivos seleccionados para la propuesta de
formulacién final, los datos obtenidos mediante la ecuacion (1.43) se muestran a

continuacion en la tabla 14.
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Tabla 14. Resultados obtenidos de elasticidad y fraccion mol para DDAC/C3HgO3 y

C12Es/C3Hs0O3, aplicando la ecuacién (1.43) y un tiempo de 10 segundos.

DDAC/C3HsO3 C12Es/C3HsOs3
XDDAC Xc12E8
MOlppac/MOlsol & MOlc12e8/MOlsol &
8.58x10”’ 6.27x10° 9.12x10° 2.95x10!
1.00x10°® 6.03x10° 1.00x10? 2.98x10!
1.00x10°® 2.94x10% 2.00x10%2 3.35x10!
1.00x10* 4.35x102 3.00x10%2 3.72x10!
1.00x10°3 4.11x103 4.00x102 4.08x10*
1.05x10* 4.28Ex10° 8.17x10%2 5.61x10!

Como ya se ha indicado anteriormente, para poder utilizar la ecuacién (1.43) es
necesario un valor de €, un valor de fraccion mol y un valor de tiempo, Golin y
colegas indican que el tiempo de duracion promedio de un desinfectante de
aplicacion dérmica es de 10 segundos [3], por lo anterior, nuevamente mediante la
ecuacion (1.43), se obtuvo 10 segundos como intervalo de accion desinfectante de
la mezcla. Se utilizaron seis diferentes concentraciones para graficar el
comportamiento del DDAC y Ci2Es, las cuales son las mismas concentraciones
usadas para la ecuacién (1.26). EI comportamiento de ambos tensoactivos se
muestra en la gréfica 13.
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Grafica 13. logioe en funcion de la fraccion mol de DDAC/CsHsO3s y Ci12Es/C3HsOs3
aplicando la ecuacion (1.43) y un tiempo de 10 segundos.

De acuerdo a la grafica 13, el tensoactivo que tiene una mayor estabilidad de
espuma es el DDAC/C3HsOs, pues alcanza los valores mas altos de €. Todos los
datos graficados se refieren al médulo de elasticidad dinamico, pues la ecuacion
(1.43) contempla los cambios que pueden suceder con el paso del tiempo. Al
comparar las graficas 12 y 13, se observa que los dos tensoactivos propuestos
tienen un comportamiento similar en ambas gréaficas y, tanto aplicando la ecuacion
(1.26) como la ecuacion (1.43) DDAC/C3HsOs es el tensoactivo que tiene una mayor

estabilidad de espuma con respecto al C12Es/C3HgOs.
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Existe una restriccion final para elegir cual sera el tensoactivo a utilizar en la
propuesta de formulacion. El tensoactivo seleccionado debe utilizarse en un
intervalo que abarca desde por encima de la CMI y la CMC, hasta por debajo de la
CMFE. La concentracidon minima inhibitoria (CMI) es la concentracibn mas baja
donde un antimicrobiano inhibe el crecimiento de un microorganismo después de
su incubacién. Para que una sustancia tenga actividad antimicrobiana se debe usar
la CMI o concentraciones por encima de esta. La concentracion micelar critica es la
concentracion minima de tensoactivo a partir de la cual se forman micelas
espontaneamente en una disolucién, para que inicie la formacién de micelas se
debe alcanzar la CMC o estar por encima de la misma. Por lo anterior, el tensoactivo
elegido debe ser usado por encima de CMI y CMC. La CMFE se refiere a la
concentracion de maxima formacion de espuma, después de esta concentracion
puede darse un decaimiento de la espumacion, por lo cual se prefiere trabajar con
un tensoactivo por debajo de su CMFE. En la tabla 15 se indican los valores de CMI,
CMC y CMFE, tanto para el DDAC como para el Ci2Es.

Tabla 15. Datos de CMI, CMC y CMFE para los tensoactivos DDAC y CizEs.

Tensoactivos CcMC CMI CMFE
[mol mol?] [mol mol?] [mol mol?]
DDAC 8.58x107 2.03x10° 1.81x10*
Ci2Es 9.12x10°3 2.40x10° 1.08x10*

El valor de la CMC se obtuvo a partir del calculo de los parametros moleculares tal
como se indica en la tabla 4. El valor de la CMI se obtuvo a partir del trabajo de Fair
y colegas [39], el cual consiste en la produccion de tensoactivos con actividad
antimicrobiana mediante el empleo de tecnologias amigables con el medio
ambiente. El valor de la CMFE se calcul6 a partir de datos de formacion de espumas
y emulsiones, en las cuales se usaron los tensoactivos DDAC, Ci2Es 0 similares.
Binks y colegas realizaron un estudio en el cual midieron la altura a emulsiones de
CTAB de diferentes concentraciones [40], de acuerdo a lo descrito en el capitulo de
estabilidad de espuma podemos inferir que a mayor altura mayor sera la estabilidad,
por lo anterior y debido a la similitud del CTAB con el tensoactivo propuesto, la
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concentracion donde se alcanzé la mayor altura de espuma, la cual fue
2.03x10° [mol mol1], es la que empleamos como la CMFE para DDAC. Yaklin y
colegas midieron el potencial Z a espumas de Ci2Es en diferentes concentraciones
[41], estos autores indican que entre mas cercano a cero sea el valor del potencial
Z de una espuma, esta serd méas estable, por lo tanto se eligié como la CMFE para
Ci2Es, la concentracion con el valor de potencial Z mas cercano a cero, la cual fue
1.08x10* [mol mol1].

De los dos tensoactivos mencionados en la tabla 15, Ci2Es no cumple con el
intervalo requerido, pues el valor de su CMFE es menor al valor de su CMC, por lo
cual se descarta su uso. EI DDAC cumple con la condicion de que se puede usar
en un intervalo que abarca desde por encima de la CMI y la CMC, hasta por debajo
de la CMFE, por lo cual se elige como el tensoactivo para ser usado en conjunto
con la glicerina, en la propuesta de formulacion final. Las concentraciones de las

sustancias para la formulacién final quedan de acuerdo a la tabla 16.

Tabla 16. Propuesta de formulacion final de espuma virucida para aplicaciéon

dérmica.

Concentracién Masa de sustancia por 100

Componentes [mol mol?] gramos de formulacién
DDAC 9.18x10° 3.5000 mg
C3HgOs 4.10x10* 3.0000 g
Agua de dureza estandarizada 99.58 96.9965 g

(WSH por sus siglas en inglés)

La concentracion de DDAC se eligio a partir del intervalo que existe entre la CMC,
CMI y la CMFE, dentro de este intervalo se encuentra la concentracion
9.18x10° [mol mol%]. La concentracion de glicerina es 4.10x10 [mol molt] debido
a gue en esta concentracién la glicerina favorece la formacién de espuma, a una
concentracion mayor provoca el efecto contrario [30]. El resto de la formulacion sera

de agua con dureza estandarizada, pues es el tipo de agua que se destina para
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pruebas de desinfeccion de superficies [38]. La propuesta de formulacion final
también se indica en unidades de masa, debido a que méas adelante utilizaremos

estos valores para elaborar un Proceso Normalizado de Operacion (PNO).

Ahora que ya se tiene la formulacion final podemos usarla para una propuesta de
andlisis de inactivacion viral, pues para dicho andlisis requerimos conocer cada

componente y su concentracion de uso.

5.3 Propuesta de analisis de inactivacion viral

Para una determinacion precisa debe trabajarse en una zona de diluciones tal que
a una pequefia variacion en la dilucién le corresponda una variacion claramente
detectable en la respuesta. Por esta razdn, se eligio la zona correspondiente al 50%
de efecto, y el titulo de la muestra se expresa como numero de "Dosis Infecciosas
50%" (Dlso), que representa la dosis (dilucion de muestra) que produce efecto
(muerte o enfermedad del animal o embrion, efecto citopético en cultivos celulares)
en el 50% de las unidades de prueba. Segun el tipo de efecto buscado, la Dlso puede
expresarse como Dosis Letal 50% (DLso), Dosis Infectante de Cultivo de Tejidos
50% (DICTso0), Dosis Infectante de Embriones 50% (DIEso) [42].

La obtencion del DICTso, es el método de cuantificacion utilizado con mas frecuencia
y aunque no representa a un niumero concreto de particulas virares, si muestra la
capacidad de infeccion del virus, la cual estad relacionada con el nimero de
particulas virales presentes. Por ejemplo, se parte de un inéculo 10° TCIDso/mL, lo
gue significa que cuando se afiade 1 ml de inéculo con una dilucién 1:100000, por
ejemplo, para seis placas de cultivo, tres de ellas se infectan; si transcurrido un
tiempo determinado el valor de la dosis infectiva cambia, por ejemplo, a 102
TCIDso/mL, significa que para que se infecten tres de las seis placas, dicha dosis
debe ser mil veces menos diluida, de una dilucién 1:100000 pasa a una dilucién
1:100, por lo que se tiene mil veces menos cantidad de virus que al principio [42].
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La propuesta de inactivacion viral planteada ya fue realizada por Becker y colegas,
en el afio 2020 [38]. Esta prueba tiene la particularidad de que sigue lo indicado por
la norma europea EN 16615: 2015. Antisépticos y desinfectantes quimicos, que ya
fue empleada en SARS-CoV-2, razon por la cual fue la seleccionada, ademas los
resultados de Becker y colegas indican que las propiedades de inactivacion de virus
de los desinfectantes de superficies pueden evaluarse con una prueba que simule
condiciones practicas con accidon mecanica, lo que da como resultado datos mas
confiables que las pruebas de suspensidn cuantitativas existentes y/o una prueba

de portador sin ninguna accién mecénica.

5.3.1 Realizacion del ensayo de inactivacion viral

La suspensién de SARS-CoV-2 se prepara infectando monocapas de lineas
celulares A549 (células de carcinoma epitelial de pulmén humano). Los titulos de

virus de estas suspensiones oscilan entre 10° a 101° TCIDso/mL.

Para determinar la eficacia virucida de cada mezcla, se realiza la prueba de 4
campos de acuerdo con la norma europea EN 16615: 2015. Antisépticos y
desinfectantes quimicos [43]. Se deben marcar cuatro cuadrados como campos de
prueba en material de PVC y material de recubrimiento UV (PUR), formando una

fila, a 5 cm de distancia entre si como se muestra en la figura 4.
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1-4: test fields, 25 cm? each
1: inoculated field

wipe

field field field |

+———uEg ——»

“ 50 cm .

Figura 4. Prueba de los 4 campos. Se prepara material de PVC con revestimiento superficial de
poliuretano de 20 x 50 cm grabando cuatro cuadrados de 5 x 5 cm. El campo de prueba 1 esta
contaminado con una cantidad definida de in6culo de virus (suspensiéon de virus + sustancia de
interferencia). A esto le sigue un proceso de limpieza (movimiento de 2 segundos) con un bloque de
granito. Después de un tiempo de exposicién definido de la sustancia de prueba, los virus de prueba
restantes se recuperan de los cuatro campos de prueba con hisopos. El objetivo es mostrar una
reduccion de los virus de prueba en el campo de prueba 1 y la transferencia a los campos de prueba
2—4 previamente libres de virus (dibujo esquematico segun la norma europea EN 16615:2015) [38].

El campo de prueba 1 se inocula con la suspension del virus SARS-CoV-2. Se
deben descargar con pipeta 50 yL de in6culo en el primer campo de prueba y
distribuir con una espatula de vidrio. Un bloque de granito se debe mover
rapidamente del campo de prueba 1 al campo de prueba 4, y de vuelta, en no mas
de 5 segundos. Después de 10 minutos de contacto y secado, se deben depositar
10 uL de la propuesta de espuma virucida sobre la superficie contaminada, como
se indica en la tabla 17 y se debe dejar reposar durante 1 minuto.

Tabla 17. Propuesta de espuma virucida para la prueba de inactivacion viral.

Comp'qnentes WSH Propuesta Propuesta Propuesta
Concentraciéon [mol mol?] 1 2 3
DDAC 0 9.18x10° 0 9.18x10°
C3HgOs 0 0 4.10x10*  4.10x10?
Agua de dureza estandarizada 100 99.99 99.59 99.58

(WSH por sus siglas en inglés)
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En latabla 17, se indican 3 propuestas de formulacion y un control que solo contiene
agua. La propuesta que se plantea de acuerdo a los resultados obtenidos es la
propuesta 3, sin embargo, es necesario conocer cOmo es que interactia el SARS-
CoV-2 con cada uno de los componentes de la formulacién, por lo cual la propuesta
1 s6lo contempla tensoactivo + agua, y la propuesta 2 sélo contempla glicerina +

agua.

Pasado el minuto, el SARS-CoV-2 se debe recuperar de los cuatro campos con un
hisopo de nailon. Los hisopos de cada campo se deben transferir a 5 mL de Medio
Esencial Minimo (MEM), respectivamente, y los tubos se deben agitar durante 120

segundos.

La prueba de los 4 campos se debe realizar para cada una de las soluciones
virucidas propuestas y todos los experimentos se deben llevar a cabo por triplicado.

Los titulos de SARS-CoV-2 se determinan mediante técnicas de dilucion de punto
final, de acuerdo con la norma europea EN 14476: 2014. Eficacia virucida de
productos desinfectantes [4]. La norma indica que para preparar las diluciones
requeridas se debe colocar un volumen constante de diluente en una serie de tubos,
gue corresponde a 9 décimas partes del volumen que se necesita trabajar. Se
coloca una décima parte del virus (soluto) en el primer tubo y se homogeneiza, una
décima parte del volumen del primer tubo se transfiere al segundo tubo, este
procedimiento se repite hasta el ultimo tubo como se observa en la figura 5. La
concentracion del soluto se reduce 10 veces de un tubo a otro. El titulo del virus se

expresa como logioTCIDso/mL, con un intervalo de confianza del 95%.
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1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100000
107 107 107 107 10°
1 2 3 4 5
— — — — - =
= =t — bt - -

SUSFENSIIN
iy
DE VIRLIS 8 mil. de solucitn salina

tubes 1- 6

Figura 5. Esquema de diluciones seriadas para determinar el titulo de un virus [44].

Finalmente, se determina el factor de reduccién de virus (FR) en los campos de
prueba. La reduccion del virus se calcula comparando los titulos de virus de cada

campo de prueba con los inmediatamente posteriores.
Ya que la propuesta de espuma virucida es de aplicacion topica, es necesario

realizar una propuesta de analisis de irritacion cutanea para asegurar que el uso de

la espuma es seguro.
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5.4 Propuesta de analisis de irritacion cutanea

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos indica que la prueba debe
realizarse en conejos sanos, sin embargo, como la aplicacién final serd en seres

humanos también se propone una prueba en piel humana.

5.4.1 Prueba de irritacion cutanea en conejos

La prueba de irritacion cutanea propuesta esta descrita en el método MGA 0515
Irritabilidad en piel de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos [45]. Esta
prueba pone de manifiesto las reacciones inflamatorias locales que se presentan
sobre piel intacta y piel erosionada de conejos albinos previamente rasurados

después de la aplicacion de una sustancia.

5.4.1.1 Realizacion del ensayo de irritacion cutanea en conejos

Utilizar seis conejos albinos sanos, adultos y con peso de 2 a 3.5 kilogramos. Un
dia antes de la prueba; sujetar a los conejos firmemente en cepos, el cepo, como
se observa en la figura 6, es un instrumento que permite la manipulacion de los
conejos, cuando los conejos ya estén en el cepo rasurar el area dorsal de cada
animal, a uno y otro lado de la columna vertebral, de la region escapular a la lumbar.

Se debe evitar la irritacion mecéanica y después, retirar el pelo suelto.

El dia de la prueba, delimitar cuatro areas de 4 centimetros por lado; en dos de
ellas, intercaladas, hacer una incision cuidando de no lesionar la dermis o causar
sangrado. Aplicar en las cuatro areas 0.5 mililitros o 0.5 gramos de la propuesta de
espuma virucida. Cubrir cada area de aplicacion con un parche de gasa cuadrado
de 2.5 centimetros de lado y grosor de dos monocapas. Asegurar los parches con
tela adhesiva y proteger los bordes para evitar fugas del producto. Cubrir el tronco

de cada animal con material impermeable para mantener los parches en su lugar y
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retardar la evaporacion. Transcurridas 24 horas de exposicion, retirar los parches y
evaluar las reacciones resultantes de acuerdos con la tabla 18.

En el capitulo de piel, se indico que los eritemas son el enrojecimiento de la piel en

un area limitada o por completo, mientras que los edemas son la hinchazén causada

por la acumulacion anormal de liquidos en el cuerpo.

Tabla 18. Criterios de clasificacion para prueba de irritabilidad dérmica en conejos.

Reaccidn cutanea Valor
No eritema 0
Eritema muy ligero (apenas perceptible) 1
Eritemay formacion de Eritema bien definido 2
escara .
Eritema de moderado a severo 3

Eritema severo a formaciéon ligera de

escaras (heridas en profundidad) 4
No edema 0
Edema muy ligero (apenas perceptible) 1
Edema ligero (bordes del érea 5
conspicuos por elevacion definida)

Formacion de edema
Edema moderado (elevacion de 3

aproximadamente 1 milimetro)

Edema severo (elevacion mayor de 1
milimetro y extendiéndose mas alla del 4
area de exposicion)
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Figura 6. Cepo: Instrumento ideado para inmovilizar a un conejo [46].

Efectuar lecturas nuevamente a las 72 horas de aplicacion. Sumar los valores para
eritema y formacion de escaras (tejido muerto que se desprende de la piel sana
después de una lesion) a las 24 horas y 72 horas, tanto para piel intacta, como para
piel erosionada (cuatro valores). De manera semejante, sumar los valores para la
formacion de edema a las 24 horas y 72 horas, para la piel intacta y erosionada
(cuatro valores). El total de los ocho valores se divide entre cuatro para dar el valor
de irritacion, como se indica en el ejemplo de la tabla 19. El valor registrado para
cada lectura es el valor promedio de los seis animales de prueba.
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Tabla 19. Ejemplo de obtencién del valor de irritacion de una muestra en prueba.

Reaccion cutanea Tiempo de exposicion (horas) Valor

Piel intacta 24 2

Eritemay Piel intacta 72 1
formacion de

escara Piel erosionada 24 3

Piel erosionada 72 2

Subtotal 8

Piel intacta 24 0

Formacion de Piel intacta 72 1

edema Piel erosionada 24 1

Piel erosionada 72 2

Subtotal 4

Total 12

Asi, el grado de irritacion es de 12/4 =3

Con base en el valor obtenido de irritacion, las muestras se clasifican en alguna de

las siguientes categorias indicadas en las tablas 20 y 21.

Tabla 20. Interpretacién de resultados.

Valor Interpretacion

0-0.9 No irritante

Ligeramente irritante. Requiere medidas de proteccion
durante su uso.

Piel intacta 1-1.9
2-4 Muy irritante (evitar su uso)
0-0.9 No toxico para los componentes de la piel erosionada.

Piel 1-1.9 Ligeramente toxico requiere. Requiere medidas de
erosionada ' proteccion durante su uso.

2-4 Muy toxico (evitar su uso)
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Tabla 21. Reacciones mixtas.

Piel Piel

. . Interpretacion
intacta  erosionada

0-0.9 0-0.9 No irritante

No irritante. Para piel intacta puede ser inocuo. Para
1-1.9 piel erosionada se requieren medidas de proteccion
durante su uso.

No irritante para piel intacta. Evitar el contacto con la

2-4 .
piel.

Puede ser inocuo para piel intacta y erosionada. Se

1-1.9 0-0.9 requieren medidas de proteccion durante su uso.

Puede ser inocuo para piel intacta. Se requieren
1-1.9 medidas de proteccion durante su uso. Evitar su uso
sobre piel erosionada.

Muy irritante para piel intacta y para piel erosionada.
Evitar su uso.

2-4 2-4
La propuesta de espuma virucida es para aplicacion en piel de seres humanos, por
tal motivo también es necesaria una prueba de irritacién en humanos, la prueba que

se propone se describe a continuacion.

5.4.2 Prueba de irritacion dérmica en seres humanos

La prueba de irritacién cutanea a implementar, se conoce como “Patch test” (prueba
de parche por sus siglas en inglés), esta prueba consiste en la aplicaciéon de un
producto sobre la piel durante un tiempo determinado. Las Patch Tests han sido
ampliamente empleadas para determinar la etiologia de ciertas reacciones de
hipersensibilidad en la piel debido al contacto con agentes que causan alergias [47].
Existe una variacion de la Patch test que se conoce como “Prueba de parche en
humanos con aplicacion repetida” (HRIPT), a diferencia de la Patch test la HRIPT
permite obtener mas datos porque la aplicacion se realiza en mas de una ocasion.

Por lo anterior, la prueba de irritacion dérmica sera una HRIPT.
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La HRIPT consiste en aplicar la propuesta de espuma virucida sobre la piel sana
del brazo o la espalda de los individuos de estudio, para ello se utiliza un set de
camaras en las cuales va el producto de prueba y que estan hechas de materiales
que permiten la adhesién sobre la piel y que no causan hipersensibilidad sobre ésta
para que no se generen falsos positivos. Algunos ejemplos de las camaras, también
llamadas parches, se muestran en la Figura 7.

Figura 7. Ejemplos de camaras utilizadas para la “Prueba de parche en humanos con aplicacion
repetida” (HRIPT) [47].

Para asegurar que los parches se coloquen siempre en la misma ubicacién en
voluntarios, se emplean PatchTestMap, plantillas plasticas transparentes, las cuales
se marcan con el codigo de cada voluntario y se marca dénde se coloca el parche
por primera vez y puntos de referencia como cicatrices y lunares; esto con el fin de
ubicar la plantilla cada vez que se va a poner un parche y de esta manera lograr la

misma ubicacioén [47].
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5.4.2.1 Realizacion del ensayo de irritacién cutanea en seres humanos

Las pruebas HRIPT pueden ser realizadas de diferentes maneras, una de ellas y de
las mas aceptadas es la establecida por Shelanski y colaboradores en 1953 [48].
En la prueba de Shelanski se emplean parches con el producto a evaluar para
inducir la respuesta inflamatoria, los cuales se colocan sobre la piel sana del brazo
o la espalda de los individuos y se dejan por 24 horas; se evalla cada sitio de
exposicion para determinar si se ha presentado eritema y edema tras retirar el
parche. Este procedimiento se realiza 3 veces a la semana durante 2 o 3 semanas
(de 6 a 9 parches en total). Si durante estas inducciones se presenta alguna de las
respuestas mencionadas, el parche debe trasladarse a un area cercana que no haya

sido intervenida.

Luego de la dltima induccién se instala de nuevo un parche, pero esta vez por 48
horas con el fin de realizar la Ultima parte de la prueba que pretende desafiar el
producto de estudio, por ello se realiza una exposicion mas prolongada, la cual sera
igualmente medida a las anteriores, de este modo se puede evaluar la respuesta
inmediata, la respuesta acumulativa y la respuesta por exposicion prolongada [47].

Las aplicaciones y lecturas se realizan siguiendo el cronograma de la tabla 22.
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Tabla 22. Cronograma de pruebas y lecturas.

Semana 1: Etapa sensibilizacién

Aplicacion 1 Dia 1 Lectura 1 Dia 2
Aplicacion 2 Dia 2 Lectura 2 Dia 3
Aplicacion 3 Dia 3 Lectura 3 Dia 4

Semana 2: Etapa sensibilizacién

Aplicacion 4 Dia 6 Lectura 4 Dia 7
Aplicacion 5 Dia 7 Lectura 5 Dia 8
Aplicacion 6 Dia 8 Lectura 6 Dia 9

Semana 3: Reposo (Dia 10 hasta Dia 16)
Semana 4: Etapa de desafio

Aplicacién final Dia 17 Lectura final Dia 19

5.4.2.2 Interpretacion de resultados de irritacion cutanea en seres humanos

La evaluacion o lectura de resultados debe realizarse por un dermatélogo
empleando la escala que se presenta en la tabla 23. Esta escala es la mas aceptada

internacionalmente para el reporte de resultados de este tipo de pruebas [47].

94



Propuesta de formulacion de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

Tabla 23. Escala de valor de respuestas de “Prueba de parche en humanos con

aplicacion repetida” (HRIPT).

Positivo Positivo Positivo . .
o Irritante Dudoso  Negativo
extremo fuerte débil
+++ ++ + IR (?) ()
Eritema
Reaccion Eritema, . discreto, Eritema
- S Eritema, . No
con infiltracion, . .. . irregular, leve u
. infiltracion, : . presenta
ampollas, vesiculas . folicular u  homogéneo .
. . papulas ! . ninguna
vesiculas discretas, . homogéneo sin  ,
! discretas. h - . reaccion
coalescentes  péapulas. sin infiltracion
infiltracion

B

Debido a que existe el riesgo de que cualquier sustancia aplicada en piel, entre en
contacto con los 0jos, es necesario realizar una prueba de irritabilidad ocular, la

propuesta de esta prueba se indica a continuacion.

5.4.3 Prueba de irritabilidad ocular

La prueba de irritabilidad ocular propuesta esta descrita en el método MGA 0516
Irritabilidad ocular de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos [49]. La
prueba tiene como objetivo determinar las alteraciones fisiolégicas de las
membranas oculares de conejos sanos que se pueden presentar después de la

aplicacion de una muestra.

5.4.3.1 Realizacion del ensayo de irritabilidad ocular

Utilizar seis conejos albinos sanos que no presenten defectos o irritacién ocular

visible y que no hayan sido utilizados en otra prueba de irritabilidad ocular. Durante
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la prueba los animales deben mantenerse en condiciones 6ptimas a fin de evitar la

presencia de algun material extrafio que pueda causarles irritacion ocular.

Colocar al conejo en un cepo, figura 6, sujetar con suavidad pero firmemente, hasta
que permanezca quieto. Separar cuidadosamente el parpado inferior hacia fuera del
globo ocular a manera de formar un recipiente en donde se deposita gota a gota
0.1 mL, de la espuma virucida propuesta. Mantener el parpado cerrado por un
segundo. Utilizar como testigo el ojo que permanece sin tratar. Examinar los ojos a

las 24, 48 y 72 horas, y registrar cualquier tipo de irritacion ocular.

Realizar las lecturas de las reacciones con una lupa y lampara. Si al efectuar las
lecturas se tienen dudas, examinar los ojos aplicando en la cérnea una gota de
fluoresceina sodica estéril al 2.0%, eliminar el exceso con cloruro de sodio estéril al

0.9%, las areas dafiadas se observan de color amarillo.
Evaluar las reacciones resultantes de acuerdo a lo que indica la tabla 24. Se

considera una reaccion positiva cuando se observa alguna de las siguientes

alteraciones en los ojos de los animales.

Tabla 24. Escala de valor de respuestas de irritacién ocular.

Alteracion Manifestacion

Ulceracion de la cérnea punteado fino en la cérnea
Opacidad de la cornea ligera opacidad del brillo normal

ligera depresion o arruga o un ligero enrojecimiento

Inflamacion del iris . )
de los vasos sanguineos circuncorneales

Inflamacion con eversién parcial de los parpados o un
enrojecimiento carmesi difuso sin distincion individual
de los vasos sanguineos circuncorneales.

Inflamacion de la
conjuntiva
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5.4.3.2 Interpretacion de resultados de irritabilidad ocular

La prueba se considera satisfactoria si uno solo de los animales presenta reaccion
positiva. La muestra es irritante si cuatro o mas de los animales presentan reaccion
positiva. Repetir la prueba utilizando seis conejos adicionales si dos o tres animales
presentan reaccion positiva. La segunda prueba se considera positiva si tres 0 mas
de los animales presentan reaccion positiva, en este caso, la prueba debe repetirse
por tercera vez con otros seis animales, si en esta Ultima repeticion un animal

presenta una reaccion positiva la muestra se considera irritante.

Para poder trabajar con la propuesta de formulacion de espuma virucida es
necesario realizar un Procedimiento Normalizado de Operacion (PNO) pues de esta
forma aseguramos que la formulacion siempre sera la misma y se realizara siempre

de la misma forma. La propuesta se muestra a continuacion.
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5.5 Propuesta de Procedimiento Normalizado de Operacion (PNO)

Espuma para aplicacion dérmica que inactiva

Procedimiento de

SARS-CoV-2. Fabricacion.
Escrita por: Revisada por: Aprobada por: PNO:
En vigor: Pr()_xi_r,ng
revision:
Lote No. Fecha de inicio:

Fecha de término:

1.- Tamafio estandar del lote: 100 gramos.

2.- Descripcion: Espuma libre de particulas extrafias de olor y color caracteristico.

3.- Orden de Produccioén

FORMULA MAESTRA

SURTIDO
Termind

Inicio
hrs.

hrs.

Clave

Componente

P/a100g

Analisis
No.

Lote

No. Pla_g

Surtié

Fecha

Verificé | Fecha

cloruro de
didecildimetilamonio
(DDAC)

3.5mg

Glicerina
(C3Hg03)

39

Agua de dureza
estandarizada
(WSH por sus

siglas en inglés)

96.9965 g

OBSERVACIONES:

4.- Seguridad: El personal involucrado en la manufactura de la espuma debera portar
bata blanca limpia en buen estado, cerrada; cofia, cubrebocas y guantes de nitrilo. No

debe portar ningun tipo de maquillaje o joyeria.

Durante la operacion de los equipos debera observar cuidadosamente las instrucciones

de seguridad de los mismos y las indicaciones del supervisor.

5.- Equipo y material:
1 vaso de precipitados de vidrio de 1000 mL
Probeta graduada de vidrio de 100 mL
Pipeta graduada de vidrio de 5 mL

Varilla de vidrio

Espatula de Cromo — Niquel

Termoémetro
Balanza analitica
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o Balanza granataria

6.- Procedimiento

6.1 Surtido y pesado de materias primas Realiz6 | Verificé
a) Verificar el orden y limpieza de la central de pesadas.

b) Ve_rificar_ la limpieza del material empleado en el pesado de

materias primas.

c) Verificar la identificacion de las materias primas surtidas.

d) Verificar que las materias primas surtidas estén aprobadas.

e) Identificar las materias primas.

f) Pesar las materias primas.

g) Trasladar las materias primas pesadas al cubiculo de proceso

asignado.

h) Registrar en la bitacora de la balanza empleada la informacién

requerida.

i) Verificar el orden y limpieza de la central de pesadas.

6.2 Fabricacién del granel Realiz6 | Verificé

a) Verificar el orden y limpieza del cubiculo asignado.

b) Identificar el cubiculo asignado.

Inici6 hrs Termind hrs.

c) Vaso 1: Trasvasar a un vaso de precipitados de 1000 mL un
tercio de la cantidad indicada de agua y la cantidad indicada de
DDAC, mezclar hasta su completa incorporacion.

d) Afadir la cantidad indicada de glicerina, mezclar hasta su
completa incorporacion.

e) Adicionar la cantidad restante de agua y mezclar a uniformidad,
hasta obtener una mezcla uniforme, suave y sin grumos. Tener
cuidado de no mezclar en exceso para evitar el descenso de la
mezcla.

f) Revisar que el pH de la mezcla se encuentre entre 5.5y 7.0.
Ajustar el pH si la mezcla no se encuentra en el intervalo de pH
requerido.
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g) Verter la mezcla obtenida en una probeta y preparar para
acondicionamiento.

Conciliacion parcial:

Peso tedrico: gramos (1)

Peso obtenido: gramos (2)

% Rendimiento = 2/1 x 100 = / x 100 =
Observaciones:

7.- Orden de Acondicionamiento

Material | Clave Lno;e P/pieza | Realiz6 Fecha Superviso Fecha

Realiz6 Verifico

a) Verificar el orden y limpieza del cubiculo
asignado.

b) Verificar la identidad de los materiales surtidos.

d) Acondicionar el producto.

Conciliacion de acondicionamiento:

Numero de piezas teéricas acondicionadas: (1)
Numero de piezas reales acondicionadas : (2)

% Rendimiento: 2/1 x 100 = / x 100 =

Observaciones:

CONCILIACION FINAL

Espuma virucida: g

Merma de Control de Calidad: g
Cantidad final Espuma virucida: g(2)
% Rendimiento final: 2/1 x 100 =
Comentarios finales:
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5.5.1 Propuesta de certificado analitico

Espuma para aplicacion dérmica que inactiva

SARS-CoV-2. Certificado
analitico.
Escrita por: Revisada por: Aprobada por:
En vigor: Pro_x!r,na.
revision:
Nombre del producto: Espuma que inactiva SARS-CoV-2 para | Lote No.

aplicacion dérmica.

Fecha de analisis:

Presentacion:
Fecha de reanalisis:

Parametro Especificacion Resultados | Analista | Referencia
Espuma, libre de particulas
Descripcion | extrafias, de olor y color
caracteristico.
pH 55y7.0
Dictamen: Fecha:

Observaciones:

Vo. Bo. Gerencia de Control de Calidad:
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El procedimiento normalizado de operacién (PNO) se llena por completo hasta el
momento de realizar el sistema, en este caso la espuma virucida, por tal motivo el
PNO propuesto no fue llenado con toda la informacion. Los pasos de fabricacion y
la formula maestra deben ser llenados al momento de redactar el PNO tal como se
realiz6 en la propuesta y no deben ser modificados durante el proceso de
fabricacion, en caso de existir alguna modificacion extraordinaria debera ser
anotada en la seccion de comentarios que esta al final del PNO. El valor de pH
elegido fue de 5.5 a 7 debido a que es el intervalo de pH de la piel [25]. Todo sistema
fabricado al final debe ser acondicionado para evitar cualquier tipo de contaminacion
por lo cual también esta seccion fue incluida en el PNO. En todo proceso de
fabricacion se debe realizar una conciliacion para saber cual es el rendimiento final
del sistema fabricado, por tal motivo, se afiadio esta seccidn. Siempre que se realiza
un PNO también se realiza un certificado analitico en el cual se indican las
caracteristicas que debe tener la formulacion final, el certificado analitico siempre
va después del PNO y solo se puede llenar hasta que se termina el procedimiento

de fabricacion.
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6. Conclusiones

Hoy en dia la mayoria de los desinfectantes son formulaciones que emplean
grandes cantidades de agua, el agua es un elemento esencial para la vida de los
seres vivos en el planeta y no es renovable, la formulacion de una espuma virucida
disminuye tanto el uso de agua como de otros componentes debido a que tiene una
gran cantidad de aire. Una de las caracteristicas de la propuesta de formulacion
final es que los componentes necesarios para su fabricacion requieren cantidades
minimas para realizar la espuma, a diferencia de otros desinfectantes la espuma

virucida requiere de menos del 3% de tensoactivo para ser eficaz.

En este trabajo, se identificaron los sistemas coloidales virucidas que existen en la
literatura, el sistema coloidal mas usado son las nanoparticulas con un 50%, el
segundo sistema es la suspension con un 31%, y los sistemas coloidales de

emulsion, nanotubos y microparticulas, son usados en un 6% cada uno.

Se evaluaron los componentes de los sistemas coloidales virucidas y a partir de
revisar cada componente, se identificaron seis tensoactivos empleados en las
formulaciones coloidales virucidas, los tensoactivos encontrados son el bromuro de
didodecil dimetilamonio (DDAB), dodecilbencenosulfonato de sodio (SDBS), laureth
sulfato de sodio (SLS), cloruro de didecil dimetilamonio (DDAC), éter

monododecilico de octaetilenglicol (C12Es) y N-6xido de laurildimetilamina (LDAO).

Se llevo a cabo la busqueda de un componente que disminuya la resequedad
dérmica. El componente que, de acuerdo a su comportamiento favorece la
formacion de espuma, tiene la capacidad de disminuir la resequedad y es inocuo en
la piel, es la glicerina. Se evalu6 a la glicerina en conjunto con los tensoactivos
seleccionados y de acuerdo a los resultados obtenidos, DDAC es el tensoactivo con
el que se logra la mayor estabilidad de espuma, razén por la cual ambas sustancias
son parte de la propuesta de formulacién final.
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Se realiz6 la propuesta de formulacién de una espuma que inactive SARS-CoV-2
por aplicacion dérmica, la cual esta conformada por el tensoactivo DDAC con
glicerina. Con el fin de llegar a la formulacion final, se llevo a cabo una seleccion de
tensoactivos que se basé en elegir al tensoactivo que de acuerdo a sus
caracteristicas es la mejor opcion. Los parametros que se revisaron para la
seleccion fueron la presion maxima (TTmax), fraccion molar correspondiente a la
concentracion micelar critica (xcmc), parametro hidrofébico (B), tension superficial
(Fs), radio micelar (A), nimero de agregacién, punto de flama y los datos de
toxicidad e irritacion cutanea de cada uno de los tensoactivos. De acuerdo a lo
mencionado en la literatura, es posible que esta sea la primera espuma virucida
propuesta hasta el momento, debido a que entre los sistemas coloidales

desinfectantes no se encontré reportada alguna.

Los microorganismos mas comunes en utilizar en pruebas de desinfeccion de
superficies en un laboratorio son el bacteriéfago MS2 y el virus del herpes simple
tipo 1. El bacteriofago MS2 se utiliza debido a su similitud estructural con el
Norovirus murino y su no patogenicidad en seres humanos. El Norovirus murino es
uno de los tres tipos de virus frente a los cuales se pone a prueba un sistema
virucida, por lo que usar un analogo como el bacteri6fago MS2 nos brinda
informacion acerca de la eficacia de un sistema virucida frente a un virus.
Recientemente, el virus del herpes simple tipo 1 se comenzé a utilizar, debido a su
similitud estructural con los coronavirus, por lo que en nuevos estudios de

desinfeccion se esta usando a la par del bacteriofago MS2.

Se presenta un disefio de andlisis de inactivacion viral, como propuesta para probar
la espuma virucida. La prueba esta basada en normas oficiales internacionales
como la norma europea EN 16615: 2015. Antisépticos y desinfectantes quimicos y
la norma europea EN 14476: 2014. Eficacia virucida de productos desinfectantes.
Ademas, este planteamiento tiene como antecedente, que en el afio 2020 un

analisis similar fue puesto a prueba frente a SARS-CoV-2.
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Para irritacién dérmica se proponen dos tipos de pruebas, una en piel de conejos
sanos de acuerdo al método general de analisis 0515, descrito en la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos, y la segunda en piel de seres humanos, de
acuerdo a la “Prueba de parche en humanos con aplicacion repetida” (HRIPT). Se
propone un protocolo de prueba de irritabilidad ocular en conejos sanos, de acuerdo
a lo indicado en el método general de andlisis 0516 descrito en la Farmacopea de

los Estados Unidos Mexicanos.

Finalmente, se elabord un Procedimiento Normalizado de Operacion (PNO) como
propuesta en la elaboracion de una espuma virucida, la propuesta contempla todos
los pasos de fabricacion, la formula maestra, el valor de pH que debe tener la
espuma, el acondicionamiento final y una conciliacién, para saber cual es el
rendimiento final del sistema fabricado. Adicional al PNO, se plantea un certificado

analitico en el cual se indican las caracteristicas 6ptimas de la formulacion final.
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8. Anexo 1

Determinacion del médulo de elasticidad dinamico al substituir la primera y

segunda derivada de la ecuacion (1.42) en la ecuacion (1.24).

(dm/dlnx)?
RTT¢o% (m\1/2 _
m(t) = Teq — e (5) t=1/2 (1.42)

La derivada de logaritmo de x se expresa como:

dnm _ ldrm

dinx  xdx

Para el término de x al cuadrado el desarrollo de la ecuacién queda de la siguiente

forma:
d’n 1 dm _ 1 1dﬂ_11(1dﬂ)_1[ ldn , 1d?n] _ 1d’m 1ldn
dinx2 ~ dinxdlnx  dinxxdx  xdx \xdx/) x x2dx = xdx2] ~ x2dx? x3dx

Sustituyendo la expresion anterior en la ecuacion (1.24) queda como:

ey

— (dm/dInx) _ xdx _ 22\ dx — 9 &
d2?m/dlnx? 1d?m_1dm 1 (d?m_1dm d?n 1dm
x2dx?2 x3dx x2\dx?2 xdx dx?2 xdx

Asumiendo que C* es x en la ecuacion (1.42) nos queda la expresion:

RTTeq? (m\1/2
T(t) = Mg — ——= (E) t~1/2

2x D
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Extrayendo el valor de x la expresion anterior queda como:

w(z)m (-1/21

n(t) = meq — > > "

Al definir 9, suponiendo que el coeficiente de difusion es independiente de la

concentracion:

=)

Por tanto:

Teq?
n(t) = meqg — ¥ -

Asumiendo un comportamiento tipo Langmuir, y empleando las ecuaciones (1.18) y
(1.23):

__ Ipx
réq T 14Bx
Por tanto:

n(t) = Teq — ¥ (FSﬁx)zi

1+px
Colectando términos:

B 2 ()
g = — Mea ~ Vo

= 2__ X
X =Teq =B gy

m(t) = meqg — ¥
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Al definir e como:

e = 9(I;p)*

Por tanto:

X
m(t) = meq — 6—(1+Bx)2

La primera derivada de la presion superficial dinamica en

concentracion a un tiempo constante:

dr@y _ (1+Bx)?-2Bx(1+Bx) _  _1+Bx—2Bx _ 1-Bx

dx (1+8x)* (1+8x)3 (1+8x)3

_f®
z(x) = o glx)#0 x€l

, _ f(x)gl)—-g'(x)f(x)
7'(x) = ]2

f(x)=x

f)=1

g(x) = (1+bx)?
g’(x) = 2b(1 + bx)

g)? = (1+ bx)*

funcion de

la
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Desarrollando la derivada queda como:

@ _ _ ZPA+pRP-3pA+F2A=px) _ _ —pA+FN-3FA-Fx) _ _ =Bx—f’x=3+px _
dx2 (1+Bx)6 - (1+Bx)* - (1+Bx)* -
B%x+3p
(1+Bx)*

La segunda derivada de la presion superficial dindmica en funcion de la

concentracion a un tiempo constante:

dzﬂ'(t)_ ,8 3+Bx
dx? (1+Bx)*

f(x)=1-bx

fx)=-b

g() = (1+ bx)?

g’ (x) = 3b(1 + bx)?

g)? = (1+bx)°

Finalmente, el modulo de elasticidad de Gibbs para la tensién superficial dinamica

empleando la aproximacion de Ward-Tordai a tiempos largos es:

dm\2 (_e 1-Bx )2 [~e(1—Bx)]?
_ (E) 2 (1+8x)3 -2 (1+Bx)°®
&€= d2mw 1dm B 3+Bx | 1 1-Bx T € [B 3+Px I1—Bx]
a2 xdx Plarpo® x(1+px)3 a+p03 P g0 x

6(1—Bx)2

— (1+8x)3
€=2 B 3+px +1—Bx
(1+Bx) x

116



Propuesta de formulacion de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

Dado que:

Por tanto:

(1-px)?

b 1/2 _ 3
£ = RT(E) t V()2

ﬁ(1+ﬁx)+ x

(1.43)
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9. Anexo 2

Tabla 25. Datos de sistemas coloidales desinfectantes y tensoactivos desinfectantes, obtenidos del buscador Scopus.

Sistema Substrato a desinfectar Microorga- Compo- Tensoactivos Concen- Condiciones de uso Tamafio Eficacia Refe-
coloidal nismo nentes empleados traciéon rencia
Los experimentos de inactivacion
del virus X-MuLV (retrovirus de
leucemia murina xenotrépica) el - El N-6xido de
fueron realizados utilizando fluido (reﬁj\//lilrjtlj_;/de N'Igﬁlrﬂzifje N]gﬁlrciilgifie laurildimetilamina se
Emulsion de cultivo celular que fue sometido : N S P 10% wt incub6 con el retrovirus de 0.32 mm 93.8% [23]
; . leucemia murina metilamina metilamina - .
a un tratamiento de pH bajo (pH xenotrépica) (LDAO) (LDAO) leucemia murina
4.8, 2-8°C, 60 min incubacion) P xenotrépica.
antes de la centrifugacion y la
filtracién en profundidad.
Se cultivaron células de rifion
canin_o Madin Darby (MDCK) en Nanoparticulas Suspension con agua ultra
medio de Eagle modificado de orosas de silica ura mas EDC
N Dulbecco (DMEM) complementado . poros " P Inactivacion
anopar- con suero bovino fetal al 10%, Influenza virus funcionalizadas NE 3% wt (1-Ethyl-3- 211 +19.6 nm viral 98.5 + [28]
ticulas P ’ H5N1 con grupos (no empleados) (3-dimethylaminopropyl) - o
F’e”'c!"na (100 U /mL)y amino, con &cido carbodiimide) y NHS 1.23%
estreptomicina (0,1 mg / mL) y se si ‘uimico (N-hidroxisuccinimida)
incubaron a 37°C en atmoésfera a '
humidificada de 5% CO..
Se cultivaron células de rifion
canino Madin Darby (MDCK) en o
medio de Eagle modificado de Noigsagagécgilﬁ:a
Nanopar- (DulliEeED (EIVIEN) GEilEEIEE D Influenza virus F;uncionalizr:ldas NE Suspension con agua ultra pactivacion
anop con suero bovino fetal al 10%, 22.4% wt p 9 145 + 6.1 nm viral 83.0 + [28]
ticulas P H5N1 con grupos (no empleados) pura.
penicilina (100 U / mL) y q 0.23%
o amino, con
estreptomicina (0,1 mg / mL) y se TSR
incubaron a 37°C en atmdésfera a .
humidificada de 5% CO».
Se cultivaron células de rifion
canino Madin Darby (MDCK) en Nanoparticulas Suspensién con agua ultra
medio de Eagle modificado de porosas de silica P ura mas E[g)C
Nanopar- Dulbecco (DMEM) complementado Influenza virus funcionalizadas NE P (1-Ethyl-3- Inactivacion
t o o -
ticulas con suero bovino fetal al 10%, HENL con grupos (no empleados) 24.4% wt (3-dimethylaminapropyl) 236 +18.8 nm viral 95.2 [28]
penicilina (100 U/ mL) y amino, con acido carbodiimide) y NHS 0.3%
estreptomicina (0,1 mg / mL) y se siquimico y (N-hidroxisucciximida)
incubaron a 37°C en atmésfera quercetina.
humidificada de 5% CO..
Se cultivaron células de rifién
canino Madin Darby (MDCK) en Nanoparticulas e i
medio de Eagle modificado de porosas de silica P —— EIgC
Nanopar- (PlliEeED (BIVIEY) GEEREIEE D Influenza virus B ioaizaces NE . (1-Ethyl-3- Inactivacion
Anop con suero bovino fetal al 10%, con grupos 24.4% wt 5 b 236 +18.8 nm . [28]
ticulas i H5N1 : e (no empleados) (3-dimethylaminopropyl) viral 27%
penicilina (100 U/ mL) y amino, con acido carbodiimide) y NHS
estreptomicina (0,1 mg / mL) y se siquimico y (N»hidroxisucciximida)
incubaron a 37°C en atmésfera quercetina.
humidificada de 5% CO».
El masterbatch de EVA-SiO2-Ag
(Compuesto de SiO2-Ag EVA-SiO2 -Ag 50 nm por
inmovilizado en una matriz (Compuesto de 50 nm por
polimérica (acetato de etilvinilo)) se SiO2-Ag 15 n&
Nanopar- preparé mediante la incorporacién S. aureus E. coli inmovilizado en NE 10% wt Moldeo por inyeccién de (correé ondiente Inactivacion 120]
ticulas en el procesamiento en estado ’ . una matriz (no empleados) termopléasticos. pa viral 99.85%
fundido del SiO2-Ag en el EVA polimérica aproximadamente
(acetato de etilvinilo) utilizando una (acetato de %0 m de Ag)
extrusora de doble husillo etilvinilo)) PP g

corotacional Plastic AX, Brasil.
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Sistema Substrato a desinfectar Microorga- Compo- Tensoactivos Concen- Condiciones de uso Tamafio Eficacia Refe-
coloidal nismo nentes empleados traciéon rencia
HSV-1 (virus del Nanoparticulas Las nanoparticulas de oro Diametro
Nanopar- . . . - de oro NE o - " o
- HSV-1 (virus del herpes simple tipo 1) herpgs simple e, (no empleados) 10% wt Ifl{eron modificadas con promedio >90% [50]
tipo 1) - A acido mercaptobenzoico. de 4 nm
funcionalizadas.
Nanoparticulas
C. albicans S de silice (SNP) Bromuro de El bromuro de didodecil
. . . . . recubiertas con - iy dimetilamonio (DDAB) se
Nalnopar C. albicans S. aureus E. coli aureus E. coli bromuro de . dldeEC'l . 10% wt incubé con C. albicans S. 80 nm 98.5+6.0% [51]
ticulas Influenza A - Virus HIN1 Influenza A - didodecil dimetilamonio E. coli Infl A
Virus HIN1  didodecil (DDAB) aureus E. coli Influenza A -
dimetilamonio Virus HIN1.
(DDAB).
A El MUS (&cido
Namee- El virus HSV-1 (virus del herpes HSV-1 (virus del u’\rf(liJesc;?\gg&- NE undecanosulfénico): OT
ticulgs simple tipo 1) se preincubé durante herpes simple f6nico) : OT (no empleados) 8% wt (1-octanetiol) se incubd 2.8+0.6 nm 95% [52]
1h a 37°Cy 5% COa. tipo 1) ‘- p con el virus del herpes
(1-octanetiol) . :
simple tipo 1.
. . . Las nanoparticulas de
Nanopar- El virus HSV-1 (virus del’herpes HSV-1 (virus del Nanoparticulas NE o plata se incubaron con el o
ticulas simple tipo 1) s;e prelgcubo durante herp_es simple de plata. (no empleados) 4% wt virus del herpes simple 10 nm 90% [53]
1ha37°Cy 5% CO:.. tipo 1) tipo 1.
El filtro SWNT-MWNT se
(Naﬁ\c?tllrj\‘b-g i 5% wt preacondicioné primero
: L X Bacteri6fagos . ~ (83% haciendo fluir una solucién
{\fi";’s Bacieriofaoes m°$f'°' MR, (FIRIBEL modelo: MS2, pare,a\;,'m'e) (o emNIIEea dos) MWNTy  de fondo de NaCl 10 mM a 18.2 nm 91.4% [24]
y PRD1y T4 p 17% pH 5.5 (sin virus) a flujo
(nanotubo de
ared maltiple) SWNT) constante usando una
p pie). bomba peristéltica.
El coronavirus SARS-CoV-2 se La solucién contiene un Mejord la
obtuvo del Laboratorio de SARS-CoV-2 Dodecilbenceno Dodecilbenceno 70% de alcohal. El virus No se menciona efijcacia
Solucién Epidemiologia coronavirus 19 sulfonato de sulfonato de 3% wt se agrego ala sélucién de en el articulo virucida entre [31]
l_\/lole_cular fie_ la Unlvers_ldad d,e (COVID-19) sodio (SDBS) sodio (SDBS) tensoactivo con aleohol. 15y 27%
Ciencias Médicas de Shiraz, Iran.
] La solucién contiene un
[Z) COICENTS SARSCY-2 68 ) . 70% de alcohol y 3% de Mejoro la
obtuvo del Laboratorio de SARS-CoV-2 Dodecilbenceno Dodecilbenceno licerinal Elvirus se B 55 MiEEEm eficacia
Solucién Epidemiologia coronavirus 19 sulfonato de sulfonato de 3% wt agregc’: a I;a alvEin Gl and el iR ERie [31]
Molgcular ge_ la Unlvers_ldad d,e (COVID-19) sodio (SDBS) sodio (SDBS) tensoactivo con alcohol y 15y 27%
Ciencias Médicas de Shiraz, Iran. s
glicerina.
El coronavirus SARS-CoV-2 se - ) S
obtuvo del Laboratorio de SARS-CoV-2 Laureth sulfato Laureth sulfato ;‘802 OC::C;?QOE%T“EF\%L&Z No se menciona '\izggi;a
Solucién Epidemiologia coronavirus 19 de sodio de sodio 3% wt se agrego ala sélucién de en el articulo virucida entre [31]
Molgcular ge_ la Unlvers_ldad d,e (COVID-19) (SLES) (SLS) tensoactivo con alcohol. 15y 27%
Ciencias Médicas de Shiraz, Iran.
En todos los experimentos
se utiliz6 agua
El virus respiratorio sincitial (RSV), esterilizada. Cada solucién
virus del herpes simple tipo 1 : 8 5 se prepar
(HSV-1), virus vaccinia (VACV) y V's?:]ii:;?’zgégsg'o extemporaneamente. La
CHEER RIS [ a virus del herpes Mezclas Mezclas cor_nposmlon'del
(CVB4) se propagaron en células A . . . neutralizador y diluyente
Vero (ATCC CCL-81) en medio SIS {30 CrplialEEs 63 SEITEETES 63 fue: fosfatidilcolina, 3 g; No se menciona
Solucién esencial minimo (Gibco, Life (HSV-1), virus cloruro de didecil cloruro de didecil + 3% wt ‘i’ween 80, 30 mYL' g and e 99.99% [29]
Technologies) suplemer:nado Ve ACY) diletiiagonio dietiamonio tiosulfato dé sodio k5
con 2 mM (I) -glutamina (Gibco), y COXS&BC:IBVIFUS ([pic1o] () ([pic1o] [C1]) H20), 5 g; clorhidrato de
1% de amino&cidos no esenciales (CVB4) histidina, 1 g; saponina, 30
(Gibco) y 2% de suero de ternero g; sal de triptona, 9,5 g;
fetal inactivado (Gibco). aguags. 1L.Los
experimentos fueron
ensayados por triplicado.
En todos los experimentos
El virus respiratorio sincitial (RSV), se utiliz6 agua
virus del herpes simple tipo 1 . . . esterilizada. Cada solucién
(HSV-1), virus vaccinia (VACV) y V'S'}:ii:ie;’zgegsg'o se prepard
coxsackievirus B4 virus del her e’s extemporaneamente. La
(CVB4) se propagaron en células simple ti opl Mezclas Mezclas composicion del
Solucion Vero (ATCC CCL-81) en medio (HS\F/’-l) ‘\)/irus equimolares de equimolares de +3% wt neutralizador y diluyente No se menciona 99.99% 129]
esencial minimo (Gibco, Life vaccinia (’VACV) dodecialocta- dodecialocta- - fue: fosfatidilcolina, 3 g; en el articulo .
Technologies) suplementado y coxsackievirus glicol (C12E8) glicol (C12E8) Tween 80, 30 mL;
con 2 mM (I) -glutamina (Gibco), B4 tiosulfato de sodio (5
1% de aminoacidos no esenciales (CVB4) H20), 5 g; clorhidrato de

(Gibco) y 2% de suero de ternero
fetal inactivado (Gibco).

histidina, 1 g; saponina, 30
g; sal de triptona, 9,5 g;
aguags.1L. Los
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Sistema Substrato a desinfectar Microorga- Compo- Tensoactivos Concen- Condiciones de uso Tamafio Eficacia Refe-
coloidal nismo nentes empleados traciéon rencia
experimentos fueron
ensayados por triplicado.
En todos los experimentos
se utiliz6 agua
El virus respiratorio sincitial (RSV), esterilizada. Cada soluciéon
virus del herpes simple tipo 1 virus respiratorio se prepar6
(HSV-1), virus vaccinia (VACV) y sincitial (RSV) extemporaneamente. La
coxsackievirus B4 | herpe’s composicion del
(CVB4) se propagaron en célu!as simple tipo 1 . ) ) ) neutralizadolr y qiluyente )
Solucion Vero (ATCC CCL-81) en medio (HSV-1), virus Ciclodextrina Ciclodextrina + 3% wt fue: fosfatidilcolina, 3 g; No se menciona 99.99% 129]
esencial minimo (Gibco, Life ey (\/ACV) (CD) (CD) - Tween 80, 30 mL; en el articulo .
Technologies) suplementado Kievi tiosulfato de sodio (5
con 2 mM (I) -glutamina (Gibco), y COXS&BC4I9VII'US H20), 5 g; clorhidrato de
1% de aminoacidos no esenciales (cvB4) histidina, 1 g; saponina, 30
(Gibco) y 2% de suero de ternero g; sal de triptona, 9,5 g;
fetal inactivado (Gibco). aguags. 1L. Los
experimentos fueron
ensayados por triplicado.
El virus respiratorio sincitial (RSV),
virus del herpes simple tipo 1
(HSV-1), virus vaccinia (VACV) y El agua ultrapura se utilizé
coxsackievirus B4 virus respiratorio en todos los experimentos
(CVB4) se propagaron en células sincitial (RSV), (agua Millipore, s = 72.0
Solucién Vero (ATCC CCL-81) en medio virus del herpes CI(cj)ir(;Jég“de Clgir;écc’"de +30% wt mN/m, k=0,17mS/cm No se menciona 99.9% 54]
esencial minimo (Gibco, Life simple tipo 1 dimetilamonio dimetilamonio - a 25°C). Cada solucion de en el articulo .
Technologies) suplementado (HSV-1), virus tensioactivo o mezcla
con 2 mM (I) -glutamina (Gibco), vaccinia (VACV) fueron preparados
1% de amino&cidos no esenciales extemporaneamente.
(Gibco) y 2% de suero de ternero
fetal inactivado (Gibco).
El virus respiratorio sincitial (RSV),
virus del herpes simple tipo 1
(HSV-1), virus vaccinia (VACV) y El agua ultrapura se utilizé
coxsackievirus B4 virus respiratorio en todos los experimentos
(CVB4) se propagaron en células sincitial (RSV), Eter Eter (agua Millipore, s = 72.0
oz Vero (ATCC CCL-81) en medio virus del herpes monododecilico monododecilico mN/m, k=0,17mS/cm No se menciona
solicien eser(mial minimo (G?bco, Life simple tipopl de de SO a 25°C). Cada solucién de en el articulo SR (54]
Technologies) suplementado (HSV-1), virus octaetilenglicol octaetilenglicol tensioactivo o mezcla
con 2 mM () -glutamina (Gibco), vaccinia (VACV) fueron preparados
1% de amino&cidos no esenciales extemporaneamente.
(Gibco) y 2% de suero de ternero
fetal inactivado (Gibco).
h . El quitosano se disolvi6 en
El norovirus murino (MNV-1) y agua, acido acético al 1%
bacteriéfagos MS2 y phiX174 se ° HCI acuoso pH 4.3
S transfi(rjieron dos veces er un caldo Norovirus murino esterilizado por memﬁréna
uspen- e soja tripticasa al 3% MNV-1 . NE P No se menciona
sion que comierj1e OE% de glucosa, 20 bascteriéfzzg{)s Quitosano (no empleados) 0.7% wt volgr::nr?ej;:zgfl?rﬂg La en el articulo >90% [22]
ug / mL CaClz, y 10 pg (/j mIJ de MS2 y phiX174 suspengsién Vi
tiamina, con un periodo de > - >
incubacisn final do 6 a 37°C. quitosano se incubg
durante 3h a 37°C.
. . El quitosano se disolvi6 en
El norovirus murino (MNV-1) y agua, acido acético al 1%
bacteriéfagos MS2 y phiX174 se - I—iCI acuoso pH 4.3
transfirieron dos veces en un caldo Norovirus murino esterilizado por memﬁréna
Sus_pen- de soja tripticasa al 3% (MNV-1) y Quitosano NE 0.7% wt y se mezcl6 con un No se menciona >90% 22]
sion que r;omiene 0|41% de glu/cosac,j 20 bacteriéhfagos (no empleados) : volumen igual de virus. La en el articulo
Hg / mL CaClz, y 10 pg / mL de MS2 y phiX174 Py P
tiamina, con un periodo de Zﬁt’z_, Z’;?glg?n\gﬂg
incubacioén final de 6 a 37°C. durante 3h a 37°C.
B . El quitosano se disolvié en
El norovirus murino (MNV-1) y Py o
bacteriéfagos MS2 y phiX174 se agu?_ié\lmdo aceuc: lel%
transfirieron dos veces en un caldo Norovirus murino estcézrilizaggu;f)sr()n?emﬁréna
Suspen- de soja tripticasa al 3% (MNV-1) y Quitosano NE 0.7% wt y se mezclé con un No se menciona > 90% 122]
sion que contiene 0.1% de glucosa, 20 bacteriéfagos (no empleados) ’ volumen igual de virus. La en el articulo
pg / mL CaClz, y 10 pg / mL de MS2 y phiX174 suspension de virus'-
.“ami”?umf‘ un periodo dae quitosano se incub6
incubacion final de 6 a 37°C. durante 3h a 37°C.
. . El quitosano se disolvié en
El norovirus murino (MNV-1) y A o
bacteri6fagos MS2 y phiX174 se 72 Ca‘lc'dO aceuco 2'31%
transfirieron dos veces en un caldo Norovirus murino Ol EEUED 71 4
Suspen- de soja tripticasa al 3% (MNV-1) y . NE 0.7% CEillPELD p?t TEEE No se menciona 90% 2
sién que contiene 0.1% de glucosa, 20 bacteriéfagos QuitesEre (no empleados) L Y S€ mezclo con un en el articulo > ° 22]

ug / mL CaClz, y 10 pug / mL de
tiamina, con un periodo de
incubacion final de 6 a 37°C.

MS2 y phiX174

volumen igual de virus. La
suspension de virus-
quitosano se incub6
durante 3h a 37°C.

120



Propuesta de formulacion de una espuma que inactive SARS-CoV-2 para aplicacion dérmica.

Sistema Substrato a desinfectar Microorga- Compo- Tensoactivos Concen- Condiciones de uso Tamafio Eficacia Refe-
coloidal nismo nentes empleados traciéon rencia
El norovirus murino (MNV-1) y El qunqsgno se’dl|so|vm en
- " agua, acido acético al 1%
bacteriéfagos MS2 y phiX174 se © HCl acuoso pH 4.3
transfirieron dos veces en un caldo Norovirus murino esterilizado por rﬁemﬁréna
- i ioti 0, - i
Sus_pen de soja tripticasa al 3% (MN\_/' 1)y Quitosano NE 0.7% wt y se mezcl6 con un No se menciona >90% [22]
sién que contiene 0.1% de glucosa, 20 bacteriéfagos (no empleados) . N en el articulo
: volumen igual de virus. La
ug / mL CaClz, y 10 pug / mL de MS2 y phiX174 Suspensién de virus-
tiamina, con un periodo de P incubs
incubacion final de 6 a 37°C quitosano se incubo
. durante 3h a 37°C.
SUEIEE El virus HSV-1 (virus del herpes HSV-1 (virus del NE El\/?ig?ﬁgy?iﬁg;g; el N S5 (s
17 simple tipo 1 (cepa F)) se incub6 en herpes simple Citrato 10% wt - : g 99.9% [55]
sién " A ; (no empleados) herpes simple tipo 1 en el articulo
hielo durante 60 minutos. tipo 1 (cepa F))
(cepa F)).
. . . La arginina se incubé con
R El virus HSV-1 (virus del herpes HSV-1 (virus del . 1 (i .
S“S.Pen simple tipo 1 (cepa F)) se incub6 en herpes simple Arginina NE 7% wt el virus HS.V 1 (w_rus del No se menciona 99.9% [55]
sién . h . (no empleados) herpes simple tipo 1 en el articulo
hielo durante 60 minutos. tipo 1 (cepa F))
(cepa F)).
. . . La Butiroil-arginina (But-A)
R El virus HSV-1 (virus del herpes HSV-1 (virus del U . e . .
SSDE smctpolGepaPsencubom  hepessms PRGOS NEL e enemecnsws | Nosreden  ggn
hielo durante 60 minutos. tipo 1 (cepa F)) p y N P
simple tipo 1 (cepa F)).
Suspen- El virus HSV-1 (virus del herpes HSV-1 (virus del NE ingl%o(:grnoeclj?/ii?gizss\i-l No se menciona
P simple tipo 1 (cepa F)) se incub6 en herpes simple Cloruro de sodio 7% wt - . o 99.9% [55]
sién . h . (no empleados) (virus del herpes simple en el articulo
hielo durante 60 minutos. tipo 1 (cepa F)) N
tipo 1 (cepa F)).
. . . La arginina se incub6 con
R El virus HSV-1 (virus del herpes HSV-1 (virus del . A A .
Sussigﬁn simple tipo 1 (cepa F)) se incub6 en herpes simple Arginina (no emNIIEeados) 3.5% wt e'ggruseggi\é] llévt'irus fEI Ngsilrgft?gj?ga 99.9% [55]
hielo durante 60 minutos. tipo 1 (cepa F)) p P ple Up
(cepa F)).
. . . La Butiroil-arginina (But-A)
R El virus HSV-1 (virus del herpes HSV-1 (virus del O Areyin - " - :
Suspen simple tipo 1 (cepa F)) se incub6 en herpes simple Butiroil-arginina NE 3.506 wt se |ncub_o con el virus No se menciona 99.9% [55]
sion hielo durante 60 minutos tipo 1 (cepa F)) (But-A) (no empleados) HSV-1 (virus del herpes en el articulo
. p P simple tipo 1 (cepa F)).
SUSPET- El virus IV-A (virus de la influenza A IV-A (virus de la NE El citrato se incubé con el B 55 MiEEEm
P / Aichi / 68) se incub6 en hielo influenza A / Citrato 10% wt virus IV-A (virus de la ; 99.9% [55]
sién . o (no empleados) . . en el articulo
durante 60 minutos. Aichi / 68) influenza A / Aichi / 68).
Suspen- El virus IV-A (virus de la influenza A IV-A (virus de la NE La arginina se incubé con No se menciona
sign / Aichi / 68) se incub6 en hielo influenza A/ Arginina (no empleados) 7% wt el virus IV-A (virus de la en el articulo 99.9% [55]
durante 60 minutos. Aichi / 68) P influenza A / Aichi / 68).
. LA B . L B La Butiroil-arginina (But-A)
Suspen- E \/";_\L:ZJIV/ 6A8()Vlsr:?n(iill)aé 'gﬂuh?glzoa o I\/irﬁllg\g:]lgtflla Butiroil-arginina NE 7% wt se incubé con el virus IV-A No se menciona 99.9% [55]
sion ’ P (But-A) (no empleados) (virus de lainfluenza A/ en el articulo .
durante 60 minutos. Aichi / 68) s
Aichi / 68).
El virus IV-A (virus de la influenza A IV-A (virus de la . El clqruro de S.Odio se .
Sus_;?en- / Aichi / 68) se incub6 en hielo influenza A / Cloruro de sodio NE 7% wt 'n.CUbO con _eI virus IV-A No se menciona 99.9% [55]
sién ! L (no empleados) (virus de la influenza A / en el articulo .
durante 60 minutos. Aichi / 68) s
Aichi / 68).
) El virus IV-A (virus de la influenza A IV-A (virus de la La arginina se incubé con q
Sussigﬁ” / Aichi / 68) se incubt en hielo influenza A / Arginina o eleEea os) 3.5% wt el virus IV-A (virus de la Ng:;’gﬁ’:&'ﬁga 99.9% [55]
durante 60 minutos. Aichi / 68) p influenza A / Aichi / 68).
. . . . La Butiroil-arginina (But-A)
El virus IV-A (virus de la influenza A IV-A (virus de la o - h i . .
Suspen- L X ” . : Butiroil-arginina NE o se incub6 con el virus IV-A No se menciona o
sion / Aichi / 68) se incubd en hielo influenza A/ (But-A) (no empleados) 3.5% wt (virus de la influenza A / en el articulo 99.9% [55]
durante 60 minutos. Aichi / 68) -
Aichi / 68).
El virus NDV (virus de la NDV ( virus de la El citrato se incubé con el
Suspen- enfermedad de Newcastle (cepa enfermedad de " NE o virus NDV (virus de la No se menciona o
sion Miyadera)) se incubé en hielo Newcastle Citraio (no empleados) Ao enfermedad de Newcastle en el articulo SR [55]
durante 60 minutos. (cepa Miyadera)) (cepa Miyadera)).
El virus NDV (virus de la NDV ( virus de la La arginina se incub6 con
Suspen- enfermedad de Newcastle (cepa enfermedad de . NE o el virus NDV (virus de la No se menciona o
sion Miyadera)) se incub6 en hielo Newcastle Arginina (no empleados) 7% wt enfermedad de Newcastle en el articulo 99.9% (55]
durante 60 minutos. (cepa Miyadera)) (cepa Miyadera)).
Suspen- El virus NDV (virus de la NDV (virus de la Butiroil-arginina NE 7% wt Laszljitr:::cz:tgrg:)r:nea; \(/ELJEA) No se menciona 99.9% [55]
sion enfermedad de Newcastle enfermedad de (But-A) (no empleados) ° en el articulo IR

NDV (virus de la
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(cepa Miyadera)) se incub6 en hielo Newcastle enfermedad de Newcastle
durante 60 minutos. (cepa Miyadera)) (cepa Miyadera)).
El virus NDV (virus de la NDV ( virus de la . El clqruro de S.Odlo se
Suspen- enfermedad de Newcastle (cepa enfermedad de . NE incubo con el virus NDV No se menciona
o N . . " Cloruro de sodio 7% wt (virus de la enfermedad de o 99.9% [55]
sién Miyadera)) se incubé en hielo Newcastle (no empleados) en el articulo
; - Newcastle (cepa
durante 60 minutos. (cepa Miyadera)) h
Miyadera)).
El virus NDV (virus de la NDV (virus de la La arginina se incubd con
Suspen- enfermedad de Newcastle (cepa enfermedad de - NE o el virus NDV (virus de la No se menciona o
sién Miyadera)) se incubé en hielo Newcastle Algnina (no empleados) SSeel enfermedad de Newcastle en el articulo SRR [55]
durante 60 minutos. (cepa Miyadera)) (cepa Miyadera)).
El virus NDV (virus de la NDV ( virus de la "aszuiﬂrc‘ﬁtgrg)”r:"eﬁ‘ \(/ﬁlljts-A)
Suspen- enfermedad de Newcastle (cepa enfermedad de Butiroil-arginina NE : No se menciona
o N . . " 3.5% wt NDV (virus de la . 99.9% [55]
sion Miyadera)) se incubé en hielo Newcastle (But-A) (no empleados) en el articulo
durante 60 minutos (cepa Miyadera)) enfermedad _de Newcastle
) (cepa Miyadera)).
El poliovirus PV-1 (poliovirus tipo 1 PV-1 (poliovirus El citrato se incub6 con el
Suspen- (cepa de vacuna Sabin)) . p . NE poliovirus PV-1 (poliovirus No se menciona
> . . tipo 1 (cepa de Citrato 10% wt . s 99.9% [55]
sion se incubd en vacuna Sabin)) (no empleados) tipo 1 (cepa de vacuna en el articulo
hielo durante 60 minutos. Sabin)).
El poliovirus PV-1 (poliovirus tipo 1 PV-1 (poliovirus La arginina se incub6 con
Suspen- (cepa de vacuna Sabin)) B p . NE el poliovirus PV-1 No se menciona
o . . tipo 1 (cepa de Arginina 7% wt o X - 99.9% [55]
sién se incubé en vacuna Sabin)) (no empleados) (poliovirus tipo 1 (cepa de en el articulo
hielo durante 60 minutos. vacuna Sabin)).
El poliovirus PV-1 (poliovirus tipo 1 PV-1 (poliovirus La Butiroil-arginina (But-A)
Suspen- (cepa de vacuna Sabin)) 1o 1 lzce adE Butiroil-arginina NE 796 wt se incub6 con el poliovirus No se menciona 99.9% [55]
sion se incub6 en vgcuna Sgbin)) (But-A) (no empleados) PV-1 (poliovirus tipo 1 en el articulo .
hielo durante 60 minutos. (cepa de vacuna Sabin)).
El poliovirus PV-1 (poliovirus tipo 1 PV-1 (poliovirus El cloruro de sodio se
Suspen- (cepa de vacuna Sabin)) tino 1 ‘()ce 2 de Cloruro de sodio NE 7% wt incubd con el poliovirus No se menciona 99.9% [55]
sion se incub6 en p pa (no empleados) PV-1 (poliovirus tipo 1 en el articulo .
. . vacuna Sabin)) 8
hielo durante 60 minutos. (cepa de vacuna Sabin)).
El poliovirus PV-1 (poliovirus tipo 1 PV-1 (poliovirus La arginina se incub6 con
Suspen- (cepa de vacuna Sabin)) tino 1 F(Jce a6 AR NE 3.5% wt el poliovirus PV-1 No se menciona 99.9% [55]
sion se incub6 en p Ra g (no empleados) ’ (poliovirus tipo 1 (cepa de en el articulo .
. . vacuna Sabin)) A
hielo durante 60 minutos. vacuna Sabin)).
El poliovirus PV-1 (poliovirus tipo 1 PV-1 (poliovirus La Butiroil-arginina (But-A)
Suspen- (cepa de vacuna Sabin)) tino 1 ‘()ce 2 de Butiroil-arginina NE 3.5% wt se incub6 con el poliovirus No se menciona 99.9% [55]
sion se incub6 en p pa (But-A) (no empleados) ’ PV-1 (poliovirus tipo 1 en el articulo .
. . vacuna Sabin)) !
hielo durante 60 minutos. (cepa de vacuna Sabin)).
R El virus SeV (virus Sendai (cepa Z)) q El citrato se incubé con el .
Sussi.gﬁn se incubé en hielo durante 60 Sensdea:il (((\:/éru: 2) Citrato (no emNIIEea dos) 10% wt virus SeV (virus Sendai Ngrfeelr;i?;'ﬁga 99.9% [55]
minutos. P p (cepa 2)).
El virus SeV (virus Sendai (cepa Z)) ) La arginina se incubé con .
Suspen- N . > SeV (virus - NE - . . No se menciona
i se incubd en hielo durante 60 p Arginina 7% wt el virus SeV (virus Sendai - 99.9% [55]
sion MINULoS. Sendai (cepa Z)) (no empleados) (cepa 2). en el articulo
El virus SeV (virus Sendai (cepa Z)) q o - La Butiroil-arginina (But-A) .
Suspen- N A > SeV (virus Butiroil-arginina NE o ; - A No se menciona 0
sion se incubd en hielo durante 60 Sendai (cepa 2)) (But-A) (no empleados) 7% wt se |_ncubo con _eI virus SeV e d et 99.9% [55]
minutos. (virus Sendai (cepa Z)).
El virus SeV (virus Sendai (cepa Z)) . El cloruro de sodio se .
Suspen- N . . SeV (virus . NE o . ? . No se menciona o
sion se incubd en hielo durante 60 Sendai (cepa 2)) Cloruro de sodio (no empleados) 7% wt mg:ubo con e_I virus SeV en el articulo 99.9% [55]
minutos. (virus Sendai (cepa Z)).
R El virus SeV (virus Sendai (cepa Z)) q La arginina se incubé con .
Sussi,gﬁn se incubd en hielo durante 60 Ser?rje;i/(((\:/gu: 2) Arginina (no emNIIEeados) 3.5% wt el virus SeV (virus Sendai Ng:iln;i?;'ﬁga 99.9% [55]
minutos. P p (cepa 2)).
El virus SeV (virus Sendai (cepa Z)) ) o - La Butiroil-arginina (But-A) .
Suspen- N A . SeV (virus Butiroil-arginina NE . . . No se menciona
iy se incub6 en hielo durante 60 ] 3.5% wt se incub6 con el virus SeV o 99.9% [55]
sién MINULoS. Sendai (cepa 2)) (But-A) (no empleados) (virus Sendai (cepa 2)). en el articulo
SARS-CoV-2 Revestimiento
iﬁ‘jﬁfj"e SARS-CoV-2 (coronavirus de tipo 2 EIC"J"Z”?;’HSZH?S de O(X(':duo 8;”"05" & Microparticulas de 6xido
; causante del sindrome respiratorio PO 2 ¢ 20) Y 10% wt cuproso unidas con 10 pm 99.9% [56]
micro- agudo severo) en sélidos CelSinCiome [FENIEMES (Dclemnieados) oliuretano (Cu2O/PU)
particulas 9 . respiratorio ligadas con P 2 :
agudo severo) poliuretano
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Para el uso del virus de la Las células de testiculo
gastroenteritis transmisible (TGEV) porcino cultivadas en
se cultivaron células de testiculo placas de 96 pocillos se
Suspen- porcino (ST) en medio de Eagle virus de la infectaron con el virus de
sién de modificado de Dulbecco gastroenteritis Nanoparticulas NE o la gastroenteritis o
nano- (DMEM, Gibco) suplementado con transmisible de plata (no empleados) 12%wt transmisible (TGEV), <20nm >95% 57]
particulas suero bovino fetal al 10% (FBS, (TGEV) después se agregaron las
Gibco) a 37 °C con 5% de COz. La nanoparticulas de plata y
cepa de TGEV PUR46-MAD se se incub6 durante una
propagé en células ST. hora.
Para el uso del virus de la a q
gastroenteritis transmisible (TGEV) Lasfzﬁ:glaczlgsatszg?r:o
se cultivaron células de testiculo Ipacas de 96 pocillos se
Suspen- porcino (ST) en medio de Eagle virus de la igfectaron conpel s e
sion de modificado de Dulbecco gastroenteritis Nanocables de NE )
N L 12% wt la gastroenteritis 60 nm >95% [57]
nano- (DMEM, Gibco) suplementado con transmisible plata (no empleados) transmisible (TGEV)
particulas suero bovino fetal al 10% (FBS, (TGEV) ETIIES 92 E6 R ’Ios
Gibco) a 37 °C con 5% de CO». La ! pﬁ’ata yso
E CB TERY PURISHIAD & incubé durante una hora
propago en células ST. ’
Para el uso del virus de la 5 .
gastroenteritis transmisible (TGEV) Lairz?r:léliilg\?atszgt:eurio
se cultivaron células de testiculo Ir;cas de 96 pocillos se
Suspen- porcino (ST) en medio de Eagle virus de la iﬁfectaron conpel Virus de
sion de modificado de Dulbecco gastroenteritis Nanocables de NE L
. L 12% wt la gastroenteritis 400 nm >95% [57]
nano- (DMEM, Gibco) suplementado con transmisible plata (no empleados) transmisible (TGEV)
particulas suero bovino fetal al 10% (FBS, (TGEV) después se agregaron ’Ios
Gibco) a 37 °C con 5% de CO,. La et p?ata v
cepa de TGEV PUR46-MAD se incubé durante una hora.
propagé en células ST. ’
Para el uso del virus de la a a
gastroenteritis transmisible (TGEV) Lacs)r((::ﬁ!.gliilg\e/;s:tslceurio
se cultivaron células de testiculo Ipacas de 96 pocillos se
Suspen- porcino (ST) en medio de Eagle virus de la iﬁfectaron conpel s e
sion de modificado de Dulbecco gastroenteritis Coloides de NE -
N L 12% wt la gastroenteritis 10 nm >95% [57]
nano- (DMEM, Gibco) suplementado con transmisible plata (no empleados) transmisible (TGEV)
particulas suero bovino fetal al 10% (FBS, (TGEV) TS O Eh R EIT ’Ios
Gibco) a 37 °C con 5% de CO.. La cg’loi s degplaﬁ’a yse
R e TERY FURISIDE: incubd durante una hora,
propago en células ST. ’
El bacteriéfago MS2 (Coleccion Suspension de
Suspen- Americana de Cultivos Tipo (ATCC) nanoparticulas Los fullerenos fueron
siones de 15597-B1) se propag6 en E. coli Bacteri6fago de fullereno aqu- NE o v Inactivacion
nano- (ATCC 15597) y se enumeraron MS2 nCeo (no empleados) 8.00% wt senmbﬂl\zfgos con 80.50 £0.46 nm viral 59.00% 271
particulas utilizando el ensayo de placa de sensibilizadas )
recubrimiento de agar doble. con UV-A.
El bacteri6fago MS2 (Coleccion Suspension de
Suspen- Americana de Cultivos Tipo (ATCC) nanoparticulas
siones de 15597-B1) se propag6 en E. coli Bacteriéfago de fullereno aqu- NE 8.00% wt LZZ,:Z!EE;Z&“&T 8.46 £ 0.22 nm Inactivacion [27]
nano- (ATCC 15597) y se enumeraron MS2 nCeo(OH)s (no empleados) ’ UV-A e viral 82.50%
particulas utilizando el ensayo de placa de sensibilizadas .
recubrimiento de agar doble. con UV-A.
El bacteriéfago MS2 (Coleccion Suspensioén de
Suspen- Americana de Cultivos Tipo (ATCC) nanoparticulas Los fullerenos fueron
siones de 15597-B1) se propagé en E. coli Bacteri6fago de fullereno aqu- NE o v Inactivacion
nano- (ATCC 15597) y se enumeraron MS2 NCe0(OH)24 (no empleados) 8.00% wt SenSlbﬂl\Z[:ﬁgOS con 4.46+0.38 nm viral 81.30% 27]
particulas utilizando el ensayo de placa de sensibilizadas )
recubrimiento de agar doble. con UV-A.
El bacteri6fago MS2 (Coleccion Suspension de
Suspen- Americana de Cultivos Tipo (ATCC) nanoparticulas
siones de 15597-B1) se propag6 en E. coli Bacteri6fago de fullereno aqu- NE 8.00% wt ngggzﬁﬂigﬁxgﬁn 1.92 £0.46 nm Inactivacion [27]
nano- (ATCC 15597) y se enumeraron MS2 nCeo(NH2)s (no empleados) s UV-A e viral 96.10%
particulas utilizando el ensayo de placa de sensibilizadas .
recubrimiento de agar doble. con UV-A.
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