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CAPITULO 1 INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La investigacion sobre el desarrollo de nuevos sistemas promotores de absorciéon (e.g.,
iontoforesis, electroporacién, sonoforesis, magnetoforesis, microagujas, entre otros) ha
demostrado ser una importante alternativa para la via transdérmica. Aun asi, debido a las
caracteristicas que presenta la piel como barrera de permeabilidad, los farmacos que
pueden ser administrados por esta via se ven limitados por sus propiedades
fisicoquimicas. El uso de promotores de absorcién quimicos y fisico-mecanicos facilita el

paso de estos farmacos.

Entre los sistemas fisico-mecénicos que han resultado mas prometedores se encuentran las
microagujas. Las microagujas son dispositivos hibridos entre las agujas hipodérmicas y los
parches transdérmicos. Estas tienen la ventaja de ser lo suficientemente largas como para
penetrar el estrato cérneo, pero tan delgadas y cortas como para evitar la estimulaciéon de
los nervios dérmicos, por lo que no provocan dolor durante la insercion. Como
dispositivos mecanicos, incrementan la permeabilidad de la piel al perforarla, generando

canales por los que se facilita el paso de los farmacos.

Los reportes que hasta ahora se tienen con microagujas las exponen como uno de los
promotores fisico-mecanicos con mas posibilidades en cuanto a sus aplicaciones y
multiples ventajas. Los factores responsables del buen desempefio de estos dispositivos
estdn relacionados con el tipo de material empleado en su fabricacién, su geometria,
resistencia mecénica y flexibilidad, entre otras. Como todos los microdispositivos, su

fabricacion requiere frecuentemente de equipo altamente especializado y exacto.

Las microagujas se han clasificado de acuerdo al material que las conforma (e.g., metalicas,
poliméricas) o a su estructura (huecas, sélidas). Lo interesante es que pueden actuar, como
ya se menciond, simplemente como un promotor fisico-mecénico, i.e., generando canales
por los que pueda permear un farmaco; o bien, servir como acarreadores, i.e., contener un
farmaco en su estructura y liberarlo una vez generados los canales. Esto tltimo se busca
con las agujas biodegradables o solubles, las cuales al contener al farmaco fungen como
una matriz de liberacion inmediata o bien sostenida (dependiendo del material que las

constituye). Entre los materiales que se han empleado para la fabricacion de este tipo de
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agujas se encuentran polimeros biodegradables como el acido polilactico-co-glicolico

(PLGA) o bien sustancias solubles como la maltosa o la dextrina.

En el presente trabajo, se propone el uso del quitosan para la fabricacion de microagujas
solubles. Se eligi6 el quitosan, debido a su biocompatibilidad y a sus propiedades
antibacterianas, mucoadhesivas, baja toxicidad y que tiene excelentes propiedades de
barrera al oxigeno. En soluciones acidas puede formar capas o peliculas semipermeables
que pueden modificar la atmodsfera interna y por lo consiguiente, disminuir las
velocidades de transpiraciéon, pero como inconveniente los puentes de hidrégeno
presentes en la molécula lo hacen sensible al agua por lo que es necesario mantener sus

propiedades sin perder su biodegradabilidad.

Entre las razones mds importantes de esta investigacion, estd la posibilidad de elaborar un
dispositivo de absorcién fisico-mecanico biodegradable, como una alternativa para la
administracién transdérmica de farmacos poco permeables (e.g., hidrofilicos, de alto peso
molecular), que sean susceptibles de degradarse en el tracto gastrointestinal o por efecto
del primer paso hepético. La administracion por microagujas elimina ademas las molestias
de una inyeccion intravenosa. La novedad de este trabajo radica ademas en que, si bien
hasta ahora se ha reportado la fabricacién de microagujas solubles a base de dextrosa y

maltosa, no existe ningtn reporte con quitosan.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Viatransdérmica

La via transdérmica representa una atractiva alternativa en relacién a la via oral para la
administraciéon de farmacos, ademés de que ha sido propuesta como una ruta capaz de
sustituir las dolorosas inyecciones hipodérmicas (Bronauhg and Maibach 2005). Por miles
de anos el ser humano ha utilizado cientos de sustancias en la piel para fines terapéuticos.
En la actualidad, la via oral y parenteral siguen siendo las més difundidas, pero la via
transdérmica tiene una gran variedad de ventajas en relacién a ellas. En particular, se
recomienda para farmacos susceptibles de ser degradados en el tracto gastrointestinal, ya
sea por efecto enzimatico o del pH, o bien porque sufren un importante efecto del primer
paso hepatico, siendo metabolizados en higado antes de alcanzar su sitio de acciéon. Los
sistemas transdérmicos no son invasivos y pueden ser auto-administrados por el mismo
paciente sin mayor intervencién médica, permitiendo la liberaciéon de farmacos por
periodos de tiempo prolongados (hasta una semana), ademas de que existe la posibilidad

de conseguir un efecto local o sistémico.

Probablemente el mayor desafio para la administraciéon transdérmica es que sélo un
numero limitado de farmacos son susceptibles a la administraciéon por esta via.
Actualmente, los métodos de liberacion transdérmica tradicionales estan disponibles para
moléculas de bajo peso molecular, que exhiban un coeficiente de particion intermedio
octanol-agua (log P= 2 - 3) y que posean una cierta potencia (hasta 20 mg/dia). Otro reto
de la via transdérmica es lograr la penetracién de las moléculas hidrofilicas, péptidos y

macromoléculas, incluyendo los tratamientos genémicos que emplean ADN o ARN.

Otra area de interés para la via transdérmica esta en el suministro de vacunas, evitando el
uso de agujas hipodérmicas. Este método de vacunacion puede mejorar la respuesta
inmune y es posible una vectorizacioén en las células inmunogénicas de la piel, las células
de Langerhans. Por dltimo, existe la posibilidad no sélo de la administraciéon de farmacos,
sino también la extraccién de sustratos biologicos a través de la piel (Sieg A., et al. 2005).

Esto ya se ha logrado para el monitoreo de glucosa mediante la extracciéon del liquido
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intersticial utilizando medios eléctricos y en los ensayos clinicos con otros enfoques, como

la ecografia.

Desde una perspectiva general, se propone que los avances en los sistemas de liberacion
transdérmica se pueden clasificar en tres generaciones: la primera, en la cual los farmacos
empleados generalmente son de bajo peso molecular, donde estos no presentan problema
alguno para penetrar la piel; la segunda, emplea promotores de permeacién para facilitar
el transporte a través de la piel, teniendo un éxito moderado en lo que se refiere a la
permeacion de bajas cantidades de moléculas pequenas; por tltimo, la tercera generacion
implica la posibilidad de facilitar el transporte de macromoléculas (incluyendo las

proteinas y ADN) y vacunas basadas en virus.

2.1.1. Primera generacion

La primera generacion de sistemas de administracion transdérmica es responsable de la
mayoria de los parches transdérmicos que se encuentran en uso clinico. Los avances
tecnolégicos en este tipo de dispositivos y la aceptacion de los pacientes han permitido
que lleguen al mercado, sin embargo, el mayor inconveniente es que solo los farmacos que
presentan propiedades adecuadas como bajo peso molecular, lipofilicos y una eficacia con

bajas dosis son susceptibles de permear.

Esta primera generaciéon de administracion transdérmica esta limitada principalmente por
la barrera de la capa externa de la piel, llamada estrato cérneo, con un grosor de 10 a 20
pm. Debajo de esta capa se encuentra la epidermis viable que tiene un grosor de 50 a 100
pum, la cual es avascular y no es sino hasta la dermis con un grosor de 1 a 2 mm que
contiene una rica red capilar donde se concentra una alta vascularizacién, misma que

favorece la absorcion sistémica de farmacos.

El estrato cérneo presenta una estructura de ladrillo y cemento, donde los ladrillos
representan las células muertas o corneocitos que estan compuestos principalmente por

queratina entrecruzada, y el cemento es una mezcla de lipidos organizados en bicapas.

El transporte del farmaco a través del estrato cérneo involucra un proceso de difusién via

lipidos intercelulares, los cuales estdin rodeando a los corneocitos. Las moléculas
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hidrofilicas viajan por la cabeza de la capa lipidica mientras que las moléculas lipofilicas

pasan por las cadenas hidrocarbonadas de la bicapa.

Las moléculas al atravesar la membrana se disuelven en el material lipidico del estrato
corneo de acuerdo a su liposolubilidad y a su coeficiente de particion, posteriormente las
moléculas de principio activo dejan la membrana lipidica, disolviéndose nuevamente en el
medio acuoso de las capas mds profundas de la epidermis de acuerdo a un gradiente de

concentracion.

También se encuentran en esta primera generaciéon los aerosoles, geles y otras
formulaciones tépicas para la piel, incluyendo aquellas que involucran la formaciéon de

sistemas sobresaturados por evaporacion de algtin componente de la formulacién.

2.1.2. Segunda generacién

La segunda generacién de sistemas de administraciéon transdérmica reconoce que para
mejorar la permeabilidad de la piel es necesario el empleo de promotores de absorcion
para ampliar el rango de los farmacos transdérmicos. El promotor deberd tener las
siguientes caracteristicas: (1) incrementar la permeabilidad de la piel por medio de la
disrupcién reversible de la estructura del estrato cérneo, (2) suministrar una fuerza
adicional al transporte de las sustancias en el interior de la piel y (3) evitar dafios en tejidos

mas profundos.

Por otro lado los promotores se pueden clasificar de forma general en quimicos y fisicos.
Los promotores quimicos son excipientes o aditivos que se incluyen en la formulacion
para facilitar la entrada a la piel. Su mecanismo de accion es basicamente la interaccién con

los componentes de la piel (e.g., lipidos y proteinas) alterdndolos de manera reversible.

Muchos de los promotores quimicos alteran las estructuras de la bicapa de los lipidos
intercelulares que se encuentran en el estrato corneo mediante la insercién de moléculas
anfifilicas, fluidizando los lipidos y de esta forma generando regiones de desorden donde
la difusion de los farmacos se ve facilitada; ademas estos promotores pueden también

incrementar el coeficiente de particion en el estrato cérneo.
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Por otro lado, los promotores de tipo fisico incluyen técnicas como la iontoforesis,
ultrasonido, magnetoforesis, ldser, microagujas, entre otras. Este tipo de promotores
incrementan el paso del farmaco a través de la piel, reduciendo el dafo de tejidos
profundos, como resultado, ésta segunda generacién, permiti6 un avance clinico
mejorando la liberaciéon de moléculas pequefias y con una efectividad moderada para

macromoléculas (Guy and Hadgraft 2003, Bronauhg and Maibach 2005).

Cabe mencionar que en esta generaciéon quedan incluidos aquellos acarreadores o vectores
destinados al transporte de activos a través del estrato cérneo y hacia los tejidos mas
profundos de la piel. Estos acarreadores tienen como finalidad facilitar el transporte,
protegerlos del medio biolégico, dirigir su liberacién hacia ciertos sitios o receptores, o
bien lograr una liberacién controlada. Entre los acarreadores més empleados por via
transdérmica se encuentran los liposomas, dendrimeros, nanoparticulas, complejos con

ciclodextrinas, entre otros (Kogan and Garti 2006, Touitou and Godin 2007).

Finalmente, la segunda generacién también incluye el uso de profarmacos, los cuales son
sistemas sin actividad farmacolégica. Se basan en alterar la estructura de los farmacos, de
modo que se incremente su coeficiente de particion logrando penetrar al medio biol6gico y
gracias a la acciéon quimica o enzimadtica, se transforman en la entidad quimica
farmacolodgicamente activa. Sin embargo, el avance en este tipo de sistemas se ha visto
limitado por la complejidad del disefio de profdrmacos, ademds de que requieren contar

con la aprobaciéon de la FDA o de las autoridades regulatorias del pais que las propone.

2.1.3. Tercera generacién

La tercera generaciéon de sistemas de administraciéon transdérmica incluye estrategias
tecnolégicas para lograr un mayor impacto en la via transdérmica, logrando la permeacion
de macromoléculas e incluso particulas. Su primordial objetivo es generar una alteraciéon
reversible de la estructura del estrato cérneo logrando la liberacion del farmaco de manera

mas eficaz evitando dafiar los tejidos mas profundos.

En esta generacion se incluyen técnicas como la combinacién de promotores de absorcion
quimicos y el uso de los dispositivos tecnolégicos como la electroporaciéon, abrasion
térmica, microabrasién y microagujas, entre otras. Asi pues, esta generacion se caracteriza

por la combinacién tanto de promotores de absorcién quimicos y fisicos.
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2.2. Generalidades de la piel

La dermatologia es la rama de la medicina que se especializa en la estructura, evaluacién,
funcionamiento, diagnoéstico, tratamiento, asi como enfermedades que afectan a la piel. Se
cree que la funcion primaria de la piel es la de fungir como una barrera entre el medio
interior bien regulado y el medio ambiente exterior. Esto puede dar la impresion de que la
estructura de la piel es simple, centrandonos exclusivamente en sus propiedades de
barrera. Sin embargo, la piel es un sistema complejo, integrado y dindmico que tiene
muchas funciones, que van mucho maés alla de su papel como una barrera para el medio
ambiente (e.g., mantenimiento de la homeostasis, propiedades sensoriales, reparacion,
regeneracion y biotransformacion de farmacos), es el mayor 6rgano del cuerpo lo que
representa mas del 10% de la masa corporal, y la que permite al cuerpo interactuar mas
intimamente con su entorno y esta se compone de dos principales capas: epidermis que es
la capa mas externa, y la dermis subyacente. Muchas de las funciones de la piel pueden ser
clasificadas como esenciales para la supervivencia de la mayor parte de los mamiferos y

los seres humanos en un ambiente relativamente hostil.

Por otro lado, la piel debe ser resistente, robusta y flexible, con una comunicacién efectiva
entre cada uno de sus componentes intrinsecos. Muchos agentes se aplican a la piel, ya sea
deliberada o accidentalmente, con resultados benéficos o perjudiciales. El uso de
productos tépicos se hizo evidente desde tiempos antiguos, y hay informes de beneficios
logrados con la administracién tépica de agentes anti-infecciosos y farmacos hormonales
en la década de 1940. La tecnologia moderna del parche transdérmico se introdujo a

finales de 1970.

Los principales intereses que guian la evaluacion de la absorcién dérmica de compuestos
en la piel son los siguientes: (a) evaluacién de los efectos locales en dermatologia (e.g., los
corticoides para la dermatitis); (b) estudio del transporte de sustancias a través de la piel;
(c) efectos de superficie producidos por ciertas formulaciones (e.g., protectores solares,
cosméticos, y anti-infecciosos); (d) efecto en tejidos mas profundos (e.g., agentes
antiinflamatorios no esteroideos [AINE] para la inflamacién muscular) y (e) la absorciéon
no deseada (e.g., los disolventes en el lugar de trabajo, productos quimicos agricolas, o

alergenos). La Figura 1 resume estos procesos y los sitios de efecto de los compuestos
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aplicados en la piel. La piel se hizo popular como un sitio potencial para la administraciéon
de farmacos sistémicos. Aunque la entrega controlada de los solutos a través de la piel
sigue siendo un reto, el desarrollo de tecnologias como el uso de promotores quimicos,
fisicos (e.g., sonoforesis, iontoforesis, y electroporacién) y uso de acarreadores (e.g.,
vesiculas lipidicas flexibles, nanoparticulas) han hecho de la administracién transdérmica
una realidad. La medida en que éstos vayan introduciéndose en la vida practica la definira

el tiempo.
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FARMACO EN LA FORMULACION
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Figura 1. (A) Estructura de la piel y procesos de absorcién percutdnea y liberacién transdérmica. La
absorcién puede ocurrir a través de: los poros (1), las regiones intercelulares del estrato cérneo (2), y a través
de los foliculos pilosos (3). (B) Absorcion dermal, sitios de accién y toxicidad (Walters and Roberts 2002).
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2.21. Caracteristicas y estructura de la piel

La piel esta constituida por diferentes tejidos integrados para realizar sus funciones
especificas, posee un area superficial de casi 2 m? y pesa de 4.5 a 5 Kg, lo que representa
del 10 al 16% del peso corporal. Su grosor varia desde 0.5 mm en los parpados hasta 4 mm

en los talones, sin embargo, en gran parte del cuerpo es de 1 a 2 mm.

La estructura de la piel consta de dos grandes capas. La superficial y mds delgada, la
epidermis, compuesta de tejido epitelial y la més profunda y gruesa, la dermis, constituida
por tejido conectivo. Debajo de esta se encuentra el tejido subcutdneo, también

denominado hipodermis, la cual consiste en tejido areolar y adiposo.

2.2.2. Epidermis

Se compone de un epitelio escamoso estratificado queratinizado derivado del ectodermo,
en el cual el 80 por ciento de las células son los queratinocitos. Otros tipos de células, como
los melanocitos (formacién de pigmento), las células de Langerhans (funcién
inmunolégica), y las células de Merkel (la percepcion sensorial), representan las células no

queratinociticas.

La epidermis se somete a un patrén ordenado de la proliferacién, diferenciacion y
queratinizaciéon, puede especializarse para formar apéndices tales como los foliculos

pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas, plumas, cuernos, garras y ufias.
% La Epidermis Humana

Se compone de cuatro a cinco capas de células en funcién de la parte del cuerpo. La
primera capa basal, consta de células cuboidales a columnares que se unen lateralmente a
las células adyacentes mediante desmosomas y la membrana basal irregular por
hemidesmosomas. La poblacién de células basales es heterogénea en la que hay dos tipos
morfolégicamente distintos: (a) las células madre, que tienen la capacidad de dividirse y
producir células nuevas; y (b) las células que sirven para fijar la epidermis a la membrana

basal.
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La segunda capa exterior es el estrato espinoso, el cual se compone de varias capas de
células irregulares poliédricas. Estas células se conectan a las células del estrato basal por
debajo y a las células adyacentes espinosas por desmosomas. La caracteristica mas
destacada en esta capa son los tonofilamentos que junto con los desmosomas pueden

conectar entre si las células.

La tercera capa es el estrato granuloso, que consiste de varias capas de células aplanadas,
en las que abundan los granulos. Se ha especulado que estos granulos estan involucrados

en queratizacion y la formacion de la funcién barrera de la piel.

Los cuerpos lamelares o granulos de recubrimiento de membrana (cuerpos de Odland)
contienen diversos lipidos organizados en forma de lamelas. Al transcurrir la
diferenciacion epidérmica éstos granulos migran a la superficie de la célula y se fusionan
con la membrana para liberar su contenido de lipidos por exocitosis en el espacio
intercelular entre el estrato granuloso y la capa del estrato cérneo. Los lipidos extruidos se
organizan en forma de lamelas alrededor de los corneocitos del estrato corneo, formando

una densa matriz lipidica, la cual contribuye a formar la barrera de permeacién.

La extraccion de los lipidos de la piel ha demostrado que reduce radicalmente la barrera
de permeabilidad. La composicion de los lipidos de la epidermis consiste
fundamentalmente de fosfolipidos, glucosilceramidas, ceramidas, colesterol, 4cidos grasos

libres, triglicéridos y esfingosina.

La cuarta capa se ubica en regiones sometidas a estrés mecanico, tales como la superficie
palmar y plantar, donde la piel es mas gruesa y desprovista de pelo, se encuentra presente
una delgada capa conocida como estrato ltcido, que consiste de una densa capa de células
que carecen de nicleo y organulos citoplasmaticos. Esta drea contiene una transldacida
sustancia semiliquida conocida como eleiden, que es similar a la queratina, pero tiene un
patron de coloracion diferente. La capa mas externa y la final es el estrato cérneo, que se
compone de varias capas de células muertas queratinizadas, desprovistas de nucleo y

organelos citopldsmicos, que estdn constantemente siendo eliminadas.

La capa mas superficial de la regiéon cérnea se conoce como el estrato disyuntivo. El

espesor de la capa cornea y el namero de capas de células que lo compone varia
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dependiendo del sitio y las especies (Monteiro-Riviere, et al. 2001). Esta es la capa que

proporciona una barrera eficaz contra la pérdida de agua transcutanea.

Esta ampliamente demostrado que la barrera que limita la absorcién de sustancias a través
de la piel es el estrato cérneo. Los factores anatémicos que se han discutido, como el
numero de capas de células epidérmicas y el espesor de la capa cérnea, pueden ser
pardmetros que modulan la absorcién. Sin embargo, sabiendo que la via intercelular a
través del estrato cérneo representa la verdadera resistencia, la capacidad de absorcion
debe relacionarse con la longitud de esta via. Como ya se menciond, la extraccion de los
lipidos intercelulares utilizando disolventes organicos, reduce la funcién de barrera. La
longitud es una funcién de la geometria del empaquetamiento de las células en el estrato
coérneo. La principal via de un compuesto es a través de los canales intercelulares lipidicos,
por lo que la absorcién de un compuesto esta en funcién de la trayectoria de difusiéon
seguida. Algunos autores han descrito la organizacién espacial de las células del estrato
corneo interdigitales comparandolas con un tetradecagono. Esta estructura poligonal de 14
lados proporciona un minimo de superficie-volumen que permite que el espacio sea
llenado por el embalaje sin intersticios. Por lo tanto, la longitud es una funcién del nimero

de capas de células, espesor total, el tamafio de la celda y la tortuosidad de esta via.

La membrana basal es sintetizada por las células basales y separa el epitelio del tejido
conectivo subyacente. Se trata de una matriz extracelular que es una estructura delgada,
compleja y altamente organizada de grandes macromoléculas (Briggaman and Wheeler

1975).

Ademas de esta caracterizaciéon ultraestructural, nuevos componentes bioquimicos de la
unién epidermis-dermis constantemente se identifican y caracterizan. Ejemplos
representativos de los mds comunes son el coldgeno tipo IV, laminina, entactina/nidogen,
el antigeno penfigoide ampollar, proteoglicanos de sulfato de heparina, fibronectina, GB3
(Nicein, BM-600, epiligrin), L3D (TypeVII), 19-DE]J-1 (Uncein), la epidermdlisis bullosa
aquisita, y la lista sigue creciendo (Timp], et al. 1983, Briggaman 1990).

Muchas funciones han sido atribuidas a la membrana basal incluyendo un papel en el
mantenimiento de la unién epidermis-dermis y actuando como una barrera selectiva entre

la epidermis y la dermis, que restringe el paso de algunas moléculas.
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2.2.3. Dermis

La dermis esta debajo de la membrana basal y consiste principalmente de tejido conectivo
denso irregular dentro de una matriz de colageno, fibras elasticas y reticulares, embebidas
en una sustancia fundamental amorfa compuesta por varios tipos de proteoglicanos. Los
tipos de células de la dermis que predominan son los fibroblastos, mastocitos y los
macrofagos. Ademas, las células plasmaticas, células de grasa, cromatoforos, y los
leucocitos extravasales se encuentran a menudo. Los vasos sanguineos, linfaticos, y
nervios recorren la dermis, junto con las estructuras glandulares como las glandulas
sebaceas, glandulas sudoriparas y foliculos pilosos. Hay dos tipos de glandulas

sudoriparas en los seres humanos: ecrinas y apocrinas.

Las glandulas ecrinas se encuentran en todo el cuerpo, con excepcion de algunas areas en
las que las glandulas apocrinas pueden dominar (e.g., la axila, la aureola, pubis, perianal,
el parpado y conducto auditivo externo). Por el contrario, las glandulas apocrinas se
encuentran sobre la superficie del cuerpo en los mamiferos peludos y la mayoria de los
carnivoros. La capa papilar, la capa mas superficial de la dermis, se ajusta a la capa de
estrato basal y se compone de tejido conectivo laxo que se mezcla en la capa reticular mas
profunda que consiste en tejido conectivo denso. La hipodermis o capa subcutdnea estd
por debajo de la dermis y los anclajes de la dermis al musculo subyacente o el hueso

(Monteiro-Riviere, et al. 2001).
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‘

2.3. Vias de transporte

El transporte de las sustancias a través de las membranas bioldgicas puede clasificarse
conforme a dos criterios: (1) su movimiento es mediado o no; (2) es activo o pasivo. En el
transporte mediado, los materiales pasan a través de la membrana con ayuda de una
proteina trasportadora, mientras que en el transporte pasivo, una sustancia se mueve
cuesta abajo y cruza la membrana gracias a su gradiente de concentracion y solo utiliza la
energia cinética, en tanto que la energia celular de transporte activo, por lo regular en
forma de ATP, se emplea para llevar el material en sentido opuesto a su gradiente de
concentracién. De acuerdo a los procesos mencionados nos enfocaremos al transporte a

través del SC que es en gran parte un proceso pasivo.

Generalmente se considera que hay tres vias por las cuales los compuestos difunden a
través del SC: intercelular, transcelular, y transfolicular (Figura 2). Una vez que ha
penetrado a través de la epidermis, un compuesto puede ser arrastrado por el flujo

sanguineo cutdneo o ser transportado a los tejidos més profundos (Figura 2).
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Figura 2. Representacién esquematica de las vias que contribuyen a la permeabilidad de un soluto a través
de la piel hacia la circulacion sanguinea o el tejido subcutaneo (Roberts, Cross and Pelett 2002).
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2.3.1. Via transcelular

Originalmente se creia que los mecanismos de difusién transcelular dominaban a las rutas
intercelular y transfolicular durante el paso de solutos a través del SC (Scheuplein, 1965).
Sin embargo, el transporte por la via transcelular implicaria el reparto repetido de la
molécula entre los compartimentos lipofilicos e hidrofilicos, incluyendo la casi
impenetrable matriz de corneocitos compuesta por queratina y queratohialina. Scheuplein
(1965) sugirié ademas que los solutos polares y no polares impregnan el SC por diferentes
mecanismos. Se pensaba que los solutos polares difundian a través de una via de alta
energia relacionada con el agua inmovilizada cerca de la superficie exterior de los
filamentos de queratina. Por el contrario, se propone que los solutos liposolubles difunden
a través de una via de lipidos no polares (intersticial) (Scheuplein and Blank, 1971). No
obstante, existe suficiente evidencia (Teunissen 1992, Nakamura, et al. 1999), para asegurar

que todos los solutos se transportan a través de una via lipidica intercelular.

2.3.2. Via intercelular

Los espacios intercelulares del SC fueron descartados inicialmente como una via de
difusién potencialmente significativa por el pequefio volumen que ocupan en relacion a la
superficie total de la piel (Scheuplein and Blank, 1971). Diversos estudios han demostrado
(Squier 1973, Elias and Friend, 1975) que los lipidos intercelulares, y no las proteinas de los
corneocitos, constituyen la principal barrera de permeabilidad epidérmica. La evidencia
tedrica (Albery and Hadgraft 1979), sugiere que la tortuosa via intercelular de difusién en
torno a los corneocitos es la ruta preferida de penetracién a través del SC. La mayoria de
pruebas de la existencia de la via lipidica intercelular para el transporte proviene de la
estructura microscopica de la organizacion de la bicapa lipidica, la localizacién de las
sustancias aplicadas en estas bicapas tras la aplicaciéon tépica, y los efectos de

deslipidizacién de las bicapas con disolventes adecuados.

Boddé y colaboradores (1991) visualizan la difusién de cloruro de mercurio a través de
muestras de piel humana mediante el uso de vapor de sulfuro de amonio para precipitar
el compuesto dentro de la muestra y posterior observacién con microscopia electrénica de

transmision. Sus resultados indicaron que la ruta de transporte intercelular a través del SC
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predomind, aunque después de cierto tiempo de transporte, los corneocitos tienden a
tomar el compuesto, dando lugar a una distribucién bimodal aparente. Hubo mercurio,
tanto dentro como fuera de las células en la region apical del SC, mientras que en la regién
media y proximal el mercurio se encuentra intercelularmente. Esto llevo a la sugerencia de
la presencia de dos tipos de células: células cérneas apicales que tendian a adquirir los
iones de mercurio con relativa facilidad, y corneocitos mediales y proximales, que eran
menos capaces de hacerlo. Se ha sugerido que, en los corneocitos, los desmosomas pueden
servir para canalizar el material en la célula, especialmente en la regién escamosa de los

desmosomas que estan empezando a desintegrarse.

Elias y colaboradores (1981) examinaron la penetracién de acido salicilico marcado con 4C
a través de muestras de tejido epidérmico y trataron de relacionar la difusién con el
espesor, la cantidad de capas celulares, y la composicion lipidica de la pierna y la piel
abdominal. Ellos encontraron que las diferencias en el grosor y la cantidad de capas
celulares en el SC fueron insuficientes para darse cuenta de las diferencias observadas en
el transporte percutdneo a través de la pierna y el abdomen, y que la concentraciéon de
lipidos totales puede ser el factor fundamental que rige la permeabilidad de la piel. Las
laminas de lipidos en el SC desempefian un papel clave en la funcién barrera de la piel.
Los lipidos méas importantes son las ceramidas, colesterol y acidos grasos libres (Bouwstra,
et al. 1999, Elias, et al. 1999). La Figura 3 muestra una representacion esquematica de las
laminas, dimensiones de la disposiciéon de lipidos en una lamina individual, y los tipos de
lipidos en una bicapa lipidica intercelular. En realidad, la composicién de los lipidos y la
disposicion es mucho mdas compleja. Por ejemplo, los lipidos presentes en la epidermis
pueden ser clasificados como los fosfolipidos, monohexosilceramidas, ceramidas,
colesterol, ésteres de colesterol, sulfato de colesterol, triglicéridos y acidos grasos (Wertz
1992). Bouwstra y colaboradores (1997) en un resumen del anélisis de rayos-X del SC y sus
lipidos, llego a la conclusiéon de que la estructura lipidica es la estructura fundamental en
los dominios intercelulares. Una lamina individual es de unos 13 nm (130 A) de ancho y

consta de dos o tres bicapas lipidicas (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de la estructura del SC mostrando: (A) modelo de ladrillos y cemento
de su estructura gruesa; (B) bicapas intercelulares; (C) organizacién espacial de lipidos dentro de las
bicapas; (D) localizacion de dominios polares y lipidos; (E) presencia de estructuras proteicas y
desmosomales dentro de las bicapas lipidicas (Roberts, Cross and Pelett 2002).

2.3.3. Via transfolicular

El papel de los apéndices en el transporte a través de la piel ha sido controvertido y lo
sigue siendo. Las primeras pruebas que respaldan la existencia de la ruta transfolicular
datan de la década de 1940, y consistieron en estudios histolégicos en gran parte
cualitativos basados en la localizaciéon de las manchas y tintes en los apéndices. Roberts y
colaboradores (2002) consideraron los estudios de Scheuplein (1972) de que la ruta
folicular domina el transporte en etapas tempranas, mientras transcurre el tiempo de

latencia para que se establezca un flujo intercelular. Sin embargo, en tiempos mas largos,




CAPITULO 2 MARCO TEORICO

el transporte intercelular domina (Figura 4). Aunque sigue siendo generalmente aceptado
que la via intercelular puede llegar a dominar durante la penetracién en estado estable de
los compuestos, se ha argumentado que los anexos cutdneos (foliculos pilosos, las
glandulas ecrinas y pilosebacea) pueden ofrecer una via alternativa para la difusiéon de

una molécula.

SC Dominante

Foliculos Dominantes

Penetracion a
través del SC

Penetracién a travésf
de los foliculos !

CANTIDAD OBSERVADA DE
MATERIAL PENETRADO

TIEMPO

Figura 4. Dominio sugerido del transporte transfolicular durante etapas tempranas de penetracién
percutanea (Roberts, Cross and Pelett 2002).
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24.

24.1.

24.2.

Ventajas y desventajas de la administracion transdérmica

Ventajas de la administracion transdérmica (Barry 2001)

Puede sustituir la via oral.

Disminucién del efecto metabdlico del primer paso hepético.

Evita hemorragias o irritacién en el tracto gastrointestinal.

Ayuda a los farmacos a que no se degraden en el ambiente &cido del estéomago.
Reduce la variabilidad en concentracion plasmética por la mezcla de
medicamentos con los alimentos en el estémago.

Permite una administracién no invasiva.

En caso necesario el sistema puede retirarse facilmente.

Aumenta el tiempo en circulacién sistémica de los farmacos que tienen un tiempo
de vida media corto (e.g., parche transdérmico).

Evita el trauma asociado con la via parenteral.

Desventajas de la administracion transdérmica (Barry 2001)

Limitado a una serie farmacos con propiedades fisicoquimicas particulares (e.g.,
peso molecular, coeficiente de particion y potencia elevada).

Variacién interindividual (e.g., raza, edad, entre otras).

La piel dafiada afecta la tasa de penetracion.

Metabolizaciéon de ciertos farmacos por enzimas de la piel antes de llegar a la
vascularizacién cutdnea (efecto del primer paso cutaneo).

Los farmacos pueden degradarse antes de la penetracién a través del SC por las
bacterias que se alojan en la superficie de la piel.

Problemas de alergias, enrojecimiento, irritacién al momento y después de la
administracion.

Tecnologias complejas.

Altos costos.
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2.5. Promotores de absorcion transdérmica

Una de las principales funciones de la piel es evitar que el cuerpo pierda agua hacia el
medio ambiente y bloquear la entrada de agentes exdgenos, como ya se ha mencionado en
capitulos anteriores. Aunque la piel y en particular el estrato cérneo forma una barrera
efectiva a la permeacién de farmacos, incluso si el estrato cérneo estd perturbado, hay
importantes obstaculos en otras capas de la piel que dificultan la penetracion de los

farmacos (Barry 2001).

Es por ello que en la mayoria de las formulaciones transdérmicas se incorporan sustancias
exdgenas o dispositivos que promuevan la absorciéon del farmaco. A todas aquellas
sustancias o técnicas cuya funcién sea mejorar o favorecer el paso de solutos a través de la
piel, ya sea por disrupciéon temporal o franqueo del estrato cérneo, se les conoce como

promotores de absorcion.
Estos promotores se clasifican segtin su mecanismo de accién de la siguiente manera:

2.5.1. Promotores quimicos

Estos interaccionan de manera reversible con los componentes membranales de la

siguiente manera:

a. Fluidizacion de los lipidos intercelulares del estrato cérneo. Esto se refiere al
incremento en el desorden de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos, lo que
genera espacios por donde es factible que penetren los farmacos. Este tipo de
interaccion la presentan promotores con caracteristicas anfifilicas (e.g.,
surfactantes) que poseen una cadena hidrocarbonada capas de insertarse entre las
cadenas de los lipidos del estrato cérneo.

b. Extraccion de lipidos. Algunos surfactantes y disolventes son capaces de disolver y
extraer los lipidos.

c. Desnaturalizacion de las proteinas del estrato cérneo. Este tipo de efecto lo
presentan algunos disolventes y otros compuestos como la urea.

d. Incremento del coeficiente de particion estrato cérneo/vehiculo. Se observa con

algunos vehiculos como el propilenglicol o el Transcutol®, capaces de penetrar,
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sustituir al agua presente en el estrato cérneo y con ello favorecer la afinidad del
farmaco por la membrana.
e. Arrastre del farmaco por efecto del flujo del promotor. Esto ocurre con disolventes

como el Transcutol® capaces de penetrar y arrastrar junto consigo el farmaco.

La acciéon de los promotores quimicos se traduce en alteraciones del espectro infrarrojo
caracteristico del estrato cérneo, en los termogramas obtenidos por calorimetria diferencial

de barrido, asi como en un incremento en los valores de pérdida de agua transepidermal.

Los promotores de permeacion quimicos, farmacolégicamente son inactivos, con
propiedades fisicoquimicas que permiten modificar reversiblemente la resistencia del SC,
ayudando a los fairmacos a penetrar en los tejidos para actuar de manera local o sistémica,
interactuando a nivel intercelular e indirectamente modificando la actividad
termodinamica del fa&rmaco o solubilizando al farmaco, esta clase de compuestos han sido
probados por su accién: agua, hidrocarburos (alcanos y alquenos); sulféxidos
(especialmente dimetilsulféxido) y sus analogos, pirrolidonas acidos grasos, ésteres,
ésteres de alquilo amino; amidas; ureas; aminas y bases; terpenos, esteroides; dioxolanos
pirrolidona; y derivados de imidazol; laurocaprama (Azone) y sus derivados. Otros
enfoques para la mejora incluyen el uso de enzimas, aceites naturales, micelas de

fosfolipidos, liposomas, polimeros y surfactantes (Asbill and Michniak 2000).

Se propone que las propiedades fisicoquimicas del promotor seleccionado deben ser
comparadas con las del farmaco. Por ejemplo, el parametro de solubilidad del potenciador
debe ser similar al de la piel, que ha sido reportado aproximadamente de 10 (cal/cm?)1/2.
La velocidad de permeacion de un farmaco hidroéfilo, por ejemplo, se puede aumentar por

el uso de un intensificador lipéfilo.

2.5.2. Promotores fisicos.

Los promotores de permeacion fisicos se describen como minimamente invasivos y la
mayoria actdan por remocion del estrato cérneo o franqueo, puede ser por medio de una
fuerza eléctrica (e.g., iontoforesis) sonoforesis (e.g., uso de ultrasonido), o ya sea
mecdnicamente como en el caso de las microagujas. Estos promotores se pueden combinar

con los quimicos y aumentar la permeabilidad.
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La Figura 5 muestra de manera esquematica los tipos de promotores que se han empleado.
Las propiedades generales para estos promotores quimicos o fisicos son las siguientes:

Aumentar la difusividad del farmaco en la piel.
b. Efecto reversible.
c. Sin efecto farmacolégico dentro del organismo.
d. Compatible con excipientes y farmacos en diferentes formulaciones.
e. No toxico, no alergénico.

f. Répida accién con actividad y duracion del efecto predecible y reproducible.
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2.6. Quitosan
2.6.1. Quitosan-quitina

En la naturaleza existen varios polimeros muy importantes ya sea por su abundancia,
variedad de usos o facil acceso. En ella se puede encontrar tanto a la celulosa como la

quitina.

El origen del quitosan se remonta a 1811 cuando la “quitina”, del cual se deriva, fue
descubierta por Braconnot, pero el nombre se lo otorga Lassaigne en 1843 (Badawy, et al.
2011). Posteriormente el término quitosan fue determinado por Hoppe-Seyler en 1894,
basdndose en los estudios de Rouget en 1859 quien encontré que si la quitina es tratada
con un alcali caliente genera un producto soluble en 4cidos organicos, pero no fue sino
hasta 1950 que fue claramente identificado como un polimero constituido por glucosamina
(Soro Guevara 2007). El quitosan es un biopolimero natural de gran interés, debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas y actividad biol6gica tnicas (Rabea, et al. 2003), asi como por
sus excelentes propiedades de adsorcién, no toxicidad, biocompatibilidad, alta
biodegradabilidad y propiedades antimicrobianas, que puede ser procesado en varios
productos, incluyendo copos, polvos finos, granos, esponjas, algodon, fibras y geles. En
consecuencia, es considerado en diversas aplicaciones industriales (Rabea, et al. 2003,
Hirano 1996, Shahidi, et al. 1999), es el segundo polisacdrido mas abundante después de la

celulosa y se estima que se produce anualmente casi tanto como ésta (Kumar 2000).

a) _b)
CHs3 _ _
o o=( OH OH OH
NH
0 HO 0 0 0
0 HO 0 L0
MC’% Ho HO HO OF
NH, NH, NH,
o :< OH I i
CHz
L —In

Figura 6. Estructura quimica de: a) quitina b) quitosan.

El quitosdn se obtiene por desacetilacion parcial de la quitina que proviene del

exoesqueleto de los invertebrados. Su férmula es beta (1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa
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(Figura 6). Se considera quitosdn una vez que la quitina es desacetilada por encima del 65
%, mientras que el rango de desacetilacion, para considerarlo quitina, es alrededor del 5-
15% (Shuang 2004). Los dos términos, quitina y quitosan se confunden a menudo, aunque
la quitina es totalmente insoluble y no puede ser utilizada como tal en una formulacién

(Garcia 1998).

2.6.2. Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades de la quitina y del quitosan dependen principalmente de la fuente de
obtencioén, estructura lineal no ramificada, método de preparaciéon y composicion. Estos
polimeros difieren entre si por su solubilidad, cristalinidad, peso molecular, viscosidad,

reactividad quimica, grado de acetilacion entre otras (Ogawa and Yui 1993).
% Estructura cristalina

La estructura cristalina difiere de la quitina al quitosan; esto se puede verificar mediante
dos procesos: a) desacetilacion parcial de la quitina, b) la desacetilacién total de la quitina
(quitosan puro), observando que el material reacetilado es menos cristalino que el
quitosan puro. Sin embargo, también depende del tratamiento secundario (reprecipitacién,
secado y liofilizacién). Ademads, el origen puede afectar la cristalinidad residual del
quitosan, que a su vez, controla el acceso a los sitios de absorcion internos y las
propiedades de difusion (rehidratacion y el transporte de solutos, respectivamente) asi
también, el procedimiento de desacetilacion puede afectar la estructura del estado sélido

del quitosan (Harish, et al. 2002, Rout, et al. 1993).

< Grado de acetilacion

Quimicamente, la quitina es una poliglucosamina. Un pardmetro importante para
diferenciar entre quitina y quitosan es el grado de acetilacién. Para definir esta relacién, se
han probado varios métodos analiticos que incluyen IR, UV, espectroscopia RMN vy
analisis térmico. En su forma natural, la quitina se presenta parcialmente desacetilada, la
diferencia entre quitina y quitosan es de hecho arbitraria ya que las formas completamente
acetiladas o desacetiladas no existen en la naturaleza ni como productos finales de un

proceso, por lo que en la practica al polimero que presenta mayor acetilacion se le
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denomina quitina y al mas desacetlidado quitosan. Por otra parte, en el caso de la quitina,
el grado de acetilacion determina las condiciones adecuadas de desacetilaciéon, un proceso
complejo que adn requiere de investigacion con el fin de evaluar la viabilidad de la
preparacion mas rapida de quitosan. Por lo tanto, la basqueda de un método répido, de
bajo costo y preciso para determinar el grado de acetilacion ha sido una de las principales
preocupaciones durante muchas décadas. La quitina tipica tiene generalmente un grado
de acetilacién entre 70-95%, mientras que el quitosdn tiene comtnmente un grado de
acetilaciéon entre 15-25. El grado de acetilacion es probablemente el parametro mas
importante de estos polisacdridos y determina grandemente sus caracteristicas funcionales

y fisioldgicas.

7

% Peso molecular y viscosidad

El quitosan se refiere generalmente a una familia de polimeros que se caracterizan por el
numero de unidades de aztcar por molécula de polimero, que define su peso molecular.
Las propiedades fisicoquimicas, que incluyen la viscosidad, la solubilidad, la adsorcién en

s6lidos, elasticidad y resistencia al desgarro, dependen del peso molecular del polimero.

El PM del quitosdn depende de su origen y condiciones de desacetilacion (tiempo,
temperatura y concentraciéon de alcali). Como el quitosan es obtenido de la quitina por
desacetilacion alcalina, el peso molecular tiene un promedio mas bajo al extenderse
generalmente entre 1x10° - 3x10° Da. El quitosdn exhibe una amplia gama de viscosidades

en los medios acidos diluidos que dependen principalmente de su PM.

La viscosidad de la solucion de quitosan depende de su tamafio molecular y
concentracién, asi como el pH y la fuerza iénica del disolvente (Rinaudo 2006). La
viscosidad es un factor importante en la determinacién convencional del PM del quitosan
y en la determinaciéon de sus aplicaciones comerciales, soluciones con alta viscosidad
pueden no ser convenientes para el manejo de la industria. Una baja viscosidad puede

facilitar su manejo.

El quitosan es un producto altamente viscoso similar a las gomas naturales. La viscosidad

puede variar de 10 a 5000 cP. En solucién, debido a su comportamiento polielectrolitico
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dependiente de la fuerza iénica del medio, se comporta de manera diferente, lo cual
influye notablemente en la viscosidad de la disolucién. Debido a la alta viscosidad del
quitosan en sistemas de pH < 5.5, puede emplearse como espesante, estabilizante o agente

de dispersion.

< Solubilidad

La solubilidad del quitosdn se encuentra relacionada a la cantidad de grupos amino
protonados de la cadena polimérica; en cuanto mayor sea la cantidad de estos grupos
mayor es la solubilidad del polimero; aspecto que se encuentra relacionado al grado de
desacetilacion del quitosan. Las soluciones acuosas de algunos acidos como el fosférico,
acido sulfarico y 4cido citrico no son buenos disolventes (Gross, et al. 1983). La densidad
de carga del quitosan, que es el grado de protonaciéon de los grupos amino, esta
determinada por la composicién quimica, peso molecular y las variables externas tales
como el pH y fuerza iénica. La constante de disociaciéon (pKa) para el quitosan esta en un
intervalo de 6.2 a 7, dependiendo del tipo de quitosdn y las condiciones de medida
(Badawy and Rabea 2011). En general, la solubilidad disminuye con un aumento en PM.
Por otra parte, muchos intentos se han hecho para mejorar su solubilidad en agua. Una
razén importante es que la mayoria de las aplicaciones bioldgicas de esta sustancia
requieren que el material sea procesable y funcional a un pH neutro. Por lo tanto, la
obtencion de un derivado soluble en agua del quitosan es un paso importante hacia una

mayor aplicacién como material biofuncional (Badawy, et al. 2011).

El quitosan es insoluble en solventes comunes y en medio acuoso a pH>6.0 y es soluble en
acidos minerales y organicos diluidos, siendo una propiedad relevante para diversas
industrias. Debido a la alta densidad de cargas positivas el quitosdn se comporta en

soluciones &cidas como una molécula policatiénica.
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7

% Reactividad quimica

El quitosan tiene tres tipos de grupos funcionales: un grupo amino, un grupo hidroxilo
primario y un grupo hidroxilo secundario en las posiciones C-2, C-6 y C-3,
respectivamente. Estos grupos reactivos son facilmente sujetos a modificaciones quimicas
para alterar las propiedades mecanicas y fisicas del quitosén. Las reacciones tipicas en las
que participen los grupos hidroxilo son eterificaciéon y esterificacién, la sustitucion
selectiva se puede lograr mediante la protecciéon de los grupos amino durante la reaccion.
La presencia de un grupo amino nucleofilico permite la sustitucién N-selectiva, como la N-
alquilaciéon y N- acilacion mediante la reacciéon de quitosan con halogenuros de alquilo y
cloruros de acido, respectivamente. El método alternativo para la N-alquilacion es una
alquilacion reductiva, donde se convierte en el grupo amino de una imina con un aldehido

o cetona, y posteriormente se reduce a un derivado de N-alquilaciéon (Furusaki, et al. 1996).

2.6.3. Meétodos de obtencion

En los altimos afios se han desarrollado y propuesto una gran variedad de procedimientos
para la preparacion de quitosdn. Varios de estos son la base de procesos para la
produccién industrial de quitosén a partir de céscaras de crustaceos. Para la produccién de
quitina, la materia prima mas abundante disponible son las conchas de cangrejos,
camarones y langostas (entre 69 y 70%). Debido a que la quitina se asocia con otros
componentes es necesario retirarlos para obtener quitosan y quitina a gran escala y

consiste en tres pasos fundamentales (Torres B. 2009):

a. Desproteinizaciéon: remocién del material proteico, que se puede hacer mediante
tratamiento de hidréxido de sodio o digestion por enzimas como la pepsina,
tripsina, pronasa, etc.

b. Desmineralizacién: eliminaciéon de las sales minerales como carbonato de calcio y
fosfato de calcio, extrayéndolos con acido clorhidrico; los pigmentos y carotenos
son eliminados con permanganato de potasio o peréxido de hidrégeno a 60 °C.

c. Desacetilacion de quitina para obtener quitosan.
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Los recientes avances en las tecnologias de fermentacion sugieren que el cultivo de hongos
seleccionados pueden proporcionar una fuente alternativa para la obtenciéon de quitina y
quitosan. La cantidad de estos polisacaridos depende de la especie de hongo y las

condiciones de cultivo (Badawy, et al. 2011).

Como se expuso anteriormente, la extraccion de la quitina consiste basicamente en
emplear acidos diluidos para la desmineralizacién, asi como, un tratamiento &lcali a altas
temperaturas para que las proteinas asociadas se solubilicen (Garcia 1998). La Figura 7

describe en general la produccién de quitina y quitosan.
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2.6.4. Aplicaciones del quitosan en el area farmacéutica

La importancia fisiol6gica del quitosan ha sido estudiada por varios investigadores y tiene
un gran interés en la industria farmacéutica por sus aplicaciones biomédicas,
principalmente como acarreadores de farmaco, esto debido a que el quitosdn puede
mezclarse facilmente con algtn otro material o disolvente, propiciando la formacion de
diversas estructuras como geles, polvos, peliculas, etc. El quitosdn ha mostrado ser
biodegradable cuando ha sido implantado en animales debido a la enzima lisozima
presente en todas las heridas. También participa en funciones de la desintoxicacién del
higado y de los rifiones y posee actividades anti-inflamatorias, hepatoproctectoras, anti-
reactivas, anti-hipoxicas (Torres B. 2009). La toxicidad reportada por via oral, DLso= 16,000
mg/Kg (Shaji, et al. 2010).

El quitosdn se emplea como protector y secante, tiene actividad bioestimulante en
procesos reparativos y es capaz de reconstruir tejidos. Es un cicatrizante por su accién en
la superficie y sustituto de la queratina por su cardcter catiénico. De acuerdo a las
propiedades terapéuticas, ya ha sido probado con éxito en tratamientos de tlceras y pie
diabético y se utiliza también como componente en tabletas de accién prolongada para
bajar de peso o controlar el colesterol, atrapando la grasa y contribuyendo al crecimiento
de bifidobacterias intestinales benéficas, asi como un excelente cardioprotector cuando se

consume en pequefias dosis diarias (Torres B. 2009).

Debido a la limitada solubilidad de la quitina en soluciones acuosas, el quitosdn es mas
adecuado para aplicaciones industriales. Mientras que la quitina es un polimero de
acetilamino- D unidades de glucosa, el quitosan es mas dificil de definir en términos de su
composicion quimica exacta. Por lo general, se refiere a una familia de polimeros que se
caracterizan por el nimero de unidades de aztcar por cada molécula de polimero, que
define el peso molecular y el grado de desacetilaciéon. A pesar de que el grado de
desacetilacion afecta a la solubilidad del quitosan en solucién acuosa, el polimero es
soluble en soluciones acidas y ligeramente soluble en soluciones alcalinas débiles (Dodane

and Vilivalam 1998).
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Ademads, el quitosan tiene una variedad de prometedores usos farmacéuticos y
actualmente es considerado como un material de soporte novedoso en sistemas de
administracién de fadrmacos, como lo indica el gran nimero de estudios publicados en los

altimos anos (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos de sistemas de liberacion de farmacos en los que se ha usado el quitosan (Dodane and Vilivalam 1998).

Via de administraciéon  Sistema de entrega

Microparticulas
Liposomas
Disco bucal
Solucion
Oral Vesicula
Recubrimiento de pelicula
Tabletas
Secado por aspersion de particulas
Céapsulas
Microesferas
Solucion
Nasal Solucién
Ocular Suspension

Parenteral

7

% La administracién de farmacos por via oral

La biodisponibilidad de los medicamentos ha sido mejorada por el uso de formas de
dosificacion mucoadhesivas. Al prolongar el tiempo de residencia de los portadores de
farmacos en el sitio de absorcién, es mas factible tener una liberacién sostenida y una
mejora de la biodisponibilidad de los farmacos. Se reconoce que el quitosan posee buenas
propiedades mucoadhesivas, como se ha demostrado in vitro (Lehr, et al. 1992). Remuhan-
Lopez y colaboradores (1997) propusieron sistemas de microparticulas con quitosdn como
soporte localizable en los sitios especificos de administracién oral. Uno de los sistemas de
distribucién incluye la amoxicilina incluida en microesferas de quitosan para su
localizacion selectiva en la cavidad géstrica. Los autores proponen que las microesferas de
quitosan se adhieren a la mucosa del estémago para liberar el f&rmaco para el tratamiento

de la tlcera gastrica causada por Helicobacter pylori (Dodane and Vilivalam 1998).
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% Entrega de farmacos por via parenteral

En la tecnologia de liberacién controlada, los polimeros biodegradables empleados como
portadores ofrecen ventajas potenciales para la liberaciéon prolongada de farmacos de bajo
peso molecular, e incluso farmacos compuestos por macromoléculas. La susceptibilidad
del quitosan a la lisozima hace que sea biodegradable y un soporte ideal para los
farmacos. Moléculas tales como la albimina de suero bovino, toxoide diftérico (DT) y los
bifosfonatos se han incorporado con éxito a las microesferas de quitosan (Jameela, et al.

1994).

% Administracion de farmacos por via ocular

La baja biodisponibilidad de los medicamentos oftalmicos de aplicacién tépica implica
una necesidad de instilacion frecuente para lograr el efecto terapéutico. Este inconveniente
puede ser superado con una liberacién prolongada del farmaco en el area de la cérnea. El
uso del quitosan en suspensiones coloidales in vivo, mostré un aumento significativo en la
biodisponibilidad de farmacos oculares. Calvo et al (1996) combinan las caracteristicas de
nanocapsulas de poli-e-caprolactona como portadores oculares con las ventajas del
quitosan y de la poli-l-lisina (PLL) como polimeros catiénicos mucoadhesivos y de
recubrimiento. A pesar de que la PLL y el quitosdin muestran una carga superficial
positiva, s6lo nanocapsulas recubiertas con quitosan mejoran la penetracion ocular de la
indometacina en relacién con nanocédpsulas sin recubrimiento (Dodane and Vilivalam

1998).

7

% Entrega de genes

El desarrollo de sistemas de soporte para la nueva entrega de genes representa una
tecnologia que permite el tratamiento de muchos trastornos genéticos. Sin embargo, una
barrera critica para la terapia génica, sigue siendo la formulacién de un vehiculo de
transporte eficiente y seguro. Algunos métodos emplean complejos de ADN que contienen
lipidos, proteinas, péptidos o portadores poliméricos, asi como ligandos capaces de elegir
los complejos de ADN a los receptores de superficie celular en las células diana y los
ligandos capaces de dirigir el trafico intracelular de ADN en el ntcleo (Dodane and

Vilivalam 1998).
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% Administracion nasal de farmacos

Hay un creciente interés en el desarrollo de sistemas de administracién nasal para muchos
farmacos, incluyendo péptidos y proteinas. Para aumentar la biodisponibilidad de estos
compuestos, diversos potenciadores de absorciéon han sido investigados, incluyendo
surfactantes, las sales biliares y las ciclodextrinas. Sin embargo, la mayoria de ellos estan
asociados con efectos secundarios, tales como cambios irreversibles en la mucosa nasal. Se
ha demostrado que el hidroxipropil-B-ciclodextrina de quitosdn puede mejorar el

transporte de la insulina a través de la mucosa nasal de ratas (Shaoyun, et al. 2004).
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2.7. Microagujas

Muchas de las aplicaciones y manipulaciones en los campos biolégicos, farmacéuticos y
médicos se caracterizan por los protocolos que necesitan tanto para el muestreo de fluidos
biolégicos, como para la administracion de farmacos, con minima invasién en los
tejidos. Sin embargo, los métodos convencionales de suministro de farmacos o toma de
muestras de fluidos corporales tienen varias limitaciones. La administracion oral no puede
ser utilizada eficientemente para la entrega de todos los farmacos a causa de la
degradaciéon que pueden sufrir en el tracto gastrointestinal o por su metabolismo en
higado. La alternativa habitual para la administracion oral es la parenteral, ya sea
directamente en el torrente sanguineo o en tejido. Aunque la inyeccion es efectiva en la
liberacién de grandes cantidades de farmaco, tiene limitaciones importantes, como el dolor
y el trauma de los tejidos causado por la aguja, ademas, en ciertos casos existe fracaso para
proporcionar una liberacion controlada o sostenida conveniente, asi como el inconveniente
de que se necesitan conocimientos para realizar una inyeccion. En el caso de las
microagujas, éstas tienen la capacidad de insertarse de manera precisa para inyectar
cualquier farmaco por debajo del SC, ademas tienen la posibilidad de que funjan como un

sistema de liberacion matricial (Aggarwal and Johnston 2004).

Distintas estrategias, como se describe en la tercera generacion de sistemas transdérmicos
incluyendo potenciadores quimicos y fisicos han demostrado, en muchos casos, un
impacto limitado para superar esta desventaja. Pero solo las microagujas han logrado
vencer la barrera de permeacion de la piel y lograr una liberacién sostenida (si asi se
requiere), ya que son sistemas hibridos entre parches transdérmicos y agujas
hipodérmicas. Las microagujas son agujas con dimensiones de micras, capaces de perforar

la piel de una manera indolora, permitiendo la liberacion efectiva de farmacos.

Numerosos trabajos reportan un aumento en el transporte de farmacos a través de la piel
con el empleo de microagujas. Las microagujas han demostrado gran eficacia para facilitar
el paso de macromoléculas, sustancias hidrofilicas, y diferentes acarreadores, tales como

vesiculas lipidicas y nanoparticulas (Nava-Arzaluz, et al. 2011).
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Las microagujas han sido fabricadas con diferentes materiales como: metales, silicon,
diéxido de silicon, polimeros (biocompatibles y biodegradables), carbohidratos, entre

otros, descritos mas adelante (Tabla 3).

2.7.1. Definicion e historia

Aunque el concepto de microagujas se remonta a 1976 cuando Alza Corporation lo patent6d
describiéndolo como un reservorio de farmaco (50-100pm de longitud) (Gesrtel, M; Place,
V.A.), no fue demostrado experimentalmente hasta la década de los 90 cuando la industria
de la microelectrénica proporcioné las herramientas necesarias para hacer
microfabricaciéon como pequenas estructuras. Desde los primeros estudios de
administracién transdérmica en 1998, ha habido cada vez mayor interés en el campo con
creciente actividad en la comunidad de microfabricacion para desarrollar nuevas
tecnologias de fabricaciéon de agujas, asi también, la industria de administraciéon de
farmacos ha estado interesada para desarrollar microagujas con aplicaciones

farmacéuticas.

Las microagujas pueden ser consideradas como sistemas terapéuticos transdérmicos
hibridos, entre agujas hipodérmicas y los parches transdérmicos, que son capaces de
perforar la piel de una manera indolora pasando a través del SC. Dependiendo de su
estructura las microagujas pueden actuar como canales para dirigir el farmaco en la piel
(ejemplo microagujas huecas) o pueden ser sistemas poliméricos de entrega que contienen

el farmaco (microagujas sélidas) (Nava-Arzaluz, et al. 2011).

Las microagujas pueden permear la piel de las siguientes maneras (Figura 8):

a. Por la perforacion de la piel, permitiendo el paso de un farmaco contenido en un
sistema de distribucién adecuado o formulaciéon (marcado de vias para penetracion
de farmaco).

b. Microagujas recubiertas con el farmaco (“capa e insercion”).

c. Microagujas con el farmaco encapsulado.

d. Inyeccién del farmaco a través de microagujas huecas.
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Figura 8. Administracion de farmacos utilizando diferentes disefios de microagujas: (a) Marcado de vias con
un parche, (b) microagujas recubiertas, (c) microagujas que contienen fdrmaco (agujas solubles o
biodegradables) y (d) microagujas huecas (Arora A., et al. 2008).
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2.7.2. Ventajas y desventajas de las microagujas
2.72.1.  Ventajas de las microagujas (Nava-Arzaluz, et al. 2011)

La mayor ventaja de las microagujas radica en su longitud, (que puede variar de 100-1000
pum) ya que esta longitud garantiza la disrupcion del SC. Enseguida se mencionan otras

ventajas importantes:

a. Reduccioén o eliminacién del dolor y trauma de tejidos durante la insercion.

b. Minimamente invasiva.

c. Disminucién de la probabilidad de infeccién en el lugar de insercion.

d. Aumento considerable del transporte de formacos a través de la piel.
Particularmente ttiles para compuestos de alto peso molecular e hidrofilos.

e. Posibilidad de auto-administracion.

f. Control de la administracion de diferentes formulaciones, si la matriz de

microagujas posee varios puertos de salida.

g. Las microagujas son dispositivos de administracion de farmacos, pero también son

un medio para el muestreo de los fluidos biolégicos.

h. Aligual que otros sistemas transdérmicos, evitan la degradacion en el tracto

gastrointestinal y el metabolismo del higado.

i. Aumento del confort del paciente.
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2.7.2.2. Desventajas de las microagujas (Barry 2001)

La principal desventaja que reportan las empresas o grupos de investigaciéon para la
fabricacion de microagujas radica por un lado, en sus dimensiones, material de fabricacién
y tecnologias disponibles, asi como en el impacto que tienen estos dispositivos como
materiales de desecho sobre el medio ambiente (e.g., aditivos, plastificantes, estabilizantes,
etc.); por otro lado, los costos y procesos requeridos en su preparacion son

sustantivamente altos comparados con las formulaciones estandar.
Algunas otras desventajas que presentan las microagujas son las siguientes:
a. Son costosas como dispositivos de un solo uso.
b. Las microagujas huecas pueden llegar a obstruirse por tejidos o fluidos biolégicos.

c. Microagujas sélidas pueden romperse y quedar insertadas en la piel, lo cual
representa un problema en el caso de las metalicas o aquellas elaboradas a base de

materiales no solubles o biodegradables.

d. Las microagujas a base de maltosa, no son aptas para péptidos y proteinas, ya que

requieren de altas temperaturas (superiores a 100 °C) para formarse.
e. Las elaboradas de metal galvanizado tienden a deformarse.

f. En general, se requieren altos tiempos de fabricacion y tecnologia compleja.
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2.7.3. Tipos de microagujas

Una serie de estrategias especificas han sido empleadas para el uso de microagujas para la
administraciéon transdérmica. La mayoria del trabajo se ha centrado en hacer agujeros
microscopicos en la piel mediante la insercién de microagujas huecas, con liberacién del
farmaco a partir de un parche, otro método utiliza a las microagujas para hacer los
orificios y luego aplicar un farmaco, o bien el disefio de microagujas sélidas, que pueden
contener al fadrmaco impregnado en su superficie o bien incluido en el material que las
constituye, el cual puede degradarse o disolverse una vez insertadas. Aunque son mas
complicadas de fabricar, las microagujas huecas facilitan el flujo del farmaco a través del
orificio de la aguja y en la piel, lo que puede conducir a un ritmo mucho mas rapido de
entrega que puede ser modulada a través del tiempo. Hay dos tipos de microagujas,

solidas y huecas.
% Microagujas Sélidas

Las microagujas s6lidas se utilizan para crear orificios en una escala de micras en la piel a
través de la cual las moléculas tienen una mayor facilidad de transporte. El primer trabajo
sobre la fabricacion de matrices de microagujas grabadas en una oblea de silicio y
desarrollado para la administracion intracelular in vitro lo reportan Hashmi y
colaboradores en el afio 1995. Estas agujas se insertaron en células para aumentar la
absorcion molecular y de transferencia de genes. En lo subsecuente las microagujas sélidas
han sido desarrolladas para aplicaciones de administracion transdérmica, demostrando su
utilidad para la penetracion de farmacos, lo que brinda la posibilidad de incrementar la

variedad de principios activos que pueden ser administrados por esta via (Prausnitz 2004).

Por ejemplo los primeros estudios de administracion por microagujas solidas para
determinar si éstas podrian utilizarse para aumentar el suministro de farmacos
transdérmicos fue una matriz de microagujas sélidas que se incrusté en la piel ex vivo, lo
que incrementd la permeabilidad en piel de calceina. Se interpreté que el aumento en el
transporte era producido por la liberaciéon a través de los canales generados por las
agujas. Después de retirar las agujas, los canales que se crearon permitian que la piel

también aumentara la permeabilidad en otro orden de magnitud.




CAPITULO 2 MARCO TEORICO

% Microagujas huecas

En contraste con las microagujas sélidas, las microagujas huecas ofrecen la posibilidad de
transportar al formaco a través del interior de éstas, facilitando una rapida entrega por la
presion generada por el flujo. Una variedad de microagujas huecas se han fabricado, pero
s6lo un trabajo limitado se ha publicado sobre su posible uso para entregar compuestos en
piel. Recientemente, McAllister y colaboradores utilizaron microagujas de vidrio
insertadas en la piel de ratas diabéticas sin pelo in vivo para la liberaciéon de insulina
durante una infusién de 30 min. Este estudio demostré hasta una caida del 70% en el nivel
de glucosa en sangre durante un periodo de 5 h después de la administracion de
insulina. Estas agujas se fabrican utilizando un extractor de micropipeta y biselador con un
radio de punta de 60 micras y se insertan en la piel a una profundidad de 500 a 800
micras. En estudios relacionados (Prausnitz 2004), Stoeber y Liepmann demostraron la
inyeccion en el muslo de pollo in vitro utilizando arreglos de microagujas; Chen y
Wise utilizaron microagujas para generar estimulos quimicos en el tejido cerebral in
vivo, Smart y Subramanian utilizaron microagujas solo para extraer cantidades de

nanolitros de sangre de la piel para medir los niveles de glucosa.

2.74. Geometria de microagujas

Una de las opciones emergentes para la administracion de farmacos, es el uso de
microagujas, integrado como un sistema completo de liberacion, pudiendo eliminar la

mayor parte de las limitaciones de la via oral o la via intramuscular.

Estas son unas de las motivaciones principales para el desarrollo de microagujas, asi como
es la necesidad de fabricar microagujas econémicas y que sean lo suficientemente
pequenias para reducir el dolor. La disminucién de los dafios en los tejidos también reduce

la probabilidad de infeccién que ocurre en el sitio de insercion.

Hoy en dia, las agujas mas pequefias disponibles en el mercado para la administracion de
insulina, tienen un calibre de 30 a 31 y un didmetro exterior de 305 y 254 um,
respectivamente. No obstante, los métodos tradicionales de mecanizado, limitan el
diametro de las agujas fabricadas para aliviar los efectos invasivos de las aguja

convencionales. Ademas, es muy dificil de disefar y fabricar estructuras complejas dentro
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de una aguja convencional. Tanto las microagujas huecas y s6lidas han sido investigadas
en los ultimos afios y su capacidad para atravesar el SC depende tanto de su disefio como

de su geometria (Aggarwal and Johnston 2004).

En la literatura existen investigaciones sobre la fuerza confiable para penetrar la piel, asi
como el disefio 6ptimo en cuestién de métodos electromecénicos (MEMS) relacionados con
la geometria rectangular, cuadrada y circular de las microagujas. La geometria es uno de
los factores que afectan mds la capacidad de las microagujas para atravesar la piel (se
requiere una presién de 3.183 X 10¢ Pa para agujerar la piel humana). Algunos autores han
comparado el efecto de la geometria sobre las propiedades mecédnicas de microagujas de
silicon y se ha encontrado que las microagujas circulares soportan mayor presion seguidas
por las microagujas rectangulares y cuadradas. Se han probado una amplia variedad de
geometrias. Algunas microagujas se pueden insertar en la piel manualmente, mientras que
otras requieren rapidas velocidades de insercién. Las microagujas huecas son
generalmente mas débiles que las sélidas y pueden obstruirse por el tejido una vez que se
han insertado en la piel. Sin embargo, son ttiles para inyectar la formulacién de algin

farmaco o para retirar fluidos biolégicos (Nava-Arzaluz, et al. 2011).

Tomando en consideracion la influencia de las fuerzas mecénicas o los modos de carga
(como la fuerza de compresion, fuerza de pandeo, fuerza de flexion libre, fuerza de flexion
limitada, fuerza de corte y resistencia de la piel) que acttian sobre la microaguja durante la
insercion en la piel humana, asi como el hecho de que la piel es resistente a fuerzas que
acttan sobre la microaguja (que depende directamente del area de seccion transversal de
las microagujas), se concluye que el mantenimiento de la relacion entre la fuerza y el area
son una constante. La inserciéon de la microaguja en el cuerpo estd determinada por la
proporcién restante de la parte exterior de la microaguja y fuerza que experimenta
durante la inyeccion, asi como fuerzas de cambio con la profundidad de microagujas,
angulo de insercién, y la capa de tejido penetrado. Como se comenté anteriormente, la
presion tedrica necesaria para perforar la piel humana se ha dado como 3.183 x 10¢ Pa, sin
embargo, esta presion se reduce drésticamente una vez que la piel estd perforada. La
longitud 6ptima para extraer muestras de sangre se ha fijado en 600 micras, donde se

encuentran los capilares en la capa de la dermis que estdn a una distancia de 500 a 2000
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um bajo la superficie de la piel. Esta longitud permite que sean lo suficientemente largas
para extraer fluidos corporales de la capa de la dermis y, sin embargo, lo suficientemente
pequenas para no pinchar los nervios que causan dolor en los tejidos mas profundos. El
enfoque general del disefio y geometria de las microagujas se debe considerar ya que es un

factor importante en la decision de las dimensiones de las microagujas.

2.7.5. Farmacos que se han administrado con microagujas

Como se mencioné anteriormente, las microagujas estan a la cabeza para la mejora de la
administracién transdérmica de medicamentos, debido a su minima invasion en la piel, asi
como a su gran efecto en la facilitaciéon de la difusiéon del farmaco por esta via. Ya se
mencioné como las caracteristicas de microagujas, como forma geométrica (por ejemplo,
circular, rectangular o cuadrada), dimensiones (es decir, longitud y didmetro), la
profundidad del recubrimiento de farmaco, etc., pueden influir, en la capacidad de

perforar la piel tomando en cuenta sus propiedades mecédnicas (Nava-Arzaluz, et al. 2011).

Se han realizado estudios in vivo para demostrar la viabilidad de microcanales como una
via no natural para el paso de un gran nimero de moléculas, desde compuestos de bajo
peso molecular hasta algunos farmacos biotecnolégicos de alto peso molecular (cuya
administracion se lleva a cabo casi exclusivamente por via parenteral), e incluso nano y

microparticulas.

Han sido propuestas diferentes microagujas y, en consecuencia, una variedad de formas
de incluir el formaco o incluso nanoparticulas y microparticulas, en funciéon del perfil de

liberacién deseado, i.e., bolo o liberacion sostenida.

Las microagujas pueden contener al farmaco si se fabrica con materiales biocompatibles
tales como carboximetilcelulosa o amilopectina, que ademas se disuelvan en la piel para
liberar una tnica dosis (si el farmaco estd contenido en el eje de las microagujas) o de
liberacién sostenida (si el farmaco esta incluido en la parte posterior de las microagujas,
por ejemplo un parche), como lo describen Lee et al. (2008) para sulforodamina B,
albimina sérica bovina y lisozima. Ito et al. (2006) utilizan la dextrina para preparar
microagujas solubles cargadas con insulina. La Tabla 2 resume algunos de los resultados

de estudios in vivo realizados con entrega de microagujas.
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Tabla 2. Resumen de algunos estudios in vivo realizados con microagujas.

Tipo de Microaguja

Acero inoxidable
recubierto con el
farmaco

Farmaco

Calceina, Vitamina B,

albtimina, plasmido de

ADN, vacuna viral,
microparticulas

Modelo

Humanos

Resultado

Liberacién instantdnea de solutos en la piel sin pérdida de la
formulacion durante la insercion (Gill and Prausnitz 2007).

Sélidas y huecas

Insulina

Ratas diabéticas

No son efectivas (Teo, et al. 2006).

Titanio recubiertas
con pelicula seca del
farmaco

Ovoalbtmina
Antigeno-proteina

Puercos de
Guinea sin pelo

Respuesta de anticuerpos similar a las inyecciones hipodérmicas

y 50 veces més que la via subcutdnea e intramuscular (Matriano,
et al. 2002)

Recubiertas, sin ADN Piel de ratones Mayor respuesta que con agujas hipodérmicas (Mikszta, et al.
punta 2002)
Recubiertas de Insulina Piel de ratones  Disponibilidad similar a soluciones en via intramuscular (Ito Y.,
dextrina et al. 2006)
Matriz de Acido 5-amino levulinico Ratones Reducciéon en el tiempo de aplicacion y en la dosis de ALA
microagujas de (ALA) (Como precursor desnudos (Donnelly, et al. 2008).
silicon en terapia fotodindmica)
Arreglo de Ovoalbtimina Ratones Microagujas recubiertas con ovoalbumina rindieron alta
microagujas respuesta de anticuerpos asi como el incremento en el nimero y
ranuradas- la profundidad de las ranuras (Han, et al. 2009).
embebidas de acido
poli-I-lactico
Microflux® Desmopresina Puercos de Biodisponibilidad de 85% y Tmax de 60 min. (Cormier, et al.
(Cubiertas con el Guinea sin pelo  2004).
farmaco)
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2.7.6. Materiales utilizados en la fabricacion de microagujas

En los dltimos 30 afios, el interés de numerosos grupos de investigacion y empresas se ha
enfocado en el desarrollo de microagujas y sus aplicaciones, debido al hecho de que se
espera que estas estructuras aumenten la permeabilidad de la piel y asi se facilite
considerablemente el transporte de farmacos a través de esta via. Las microagujas pueden
ser fabricadas con distintos materiales, dependiendo de la aplicacién y funcién buscada. Se
han empleado mucho los metales, como el acero inoxidable, el titanio, niquel y hierro,
aunque también es comun el uso de silicio, didéxido de silicio y vidrio. Otros materiales
biodegradables o solubles comutnmente utilizados son el policarbonato, el &cido
polilactico-glicolico, carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, amilopectina, dextrina,
galactosa y maltosa. Con estos materiales pueden fabricarse microagujas sélidas o huecas.
En el caso de los metales, estos son el material de elecciéon para agujas huecas, debido a su
resistencia estructural y al hecho de que la mayoria de ellos son baratos y biocompatibles;
las microagujas poliméricas biodegradables han demostrado facilitar la penetraciéon del
farmaco incorporado en la misma microaguja. La incorporacion del farmaco en la
microaguja puede ser problemético debido a las altas temperaturas de procesamiento que
pueden requerirse para el material polimérico. En el caso de la maltosa hay problemas con
la absorcién de agua y resulta dificil la flexién en la parte superior de la microaguja, lo que
dificulta la insercién, ademas, debido a su punto de fusién (103°C), se requieren de altas
temperaturas para formar las microagujas, limitando la incorporacién de péptidos y
proteinas debido a la desnaturalizacion de que pueden ser objeto (Nava-Arzaluz, et al.
2011). En la actualidad se le ha dado gran énfasis a las microagujas huecas de metal ya que
suelen ser utiles tanto para la extraccion de fluidos biolégicos, como para la
administracién de farmacos en piel. La seleccion de los materiales depende del método de
fabricacion y de la tecnologia disponible, asi como de la aplicacién que se vaya a dar. La

Tabla 3 muestra algunos materiales empleados en la fabricacion de microagujas.

2.7.7. Métodos de preparacion de microagujas

El uso de circuitos integrados y microelectrénica han revolucionado nuestro mundo
durante las ultimas tres décadas. Este rdpido ritmo de crecimiento ha impulsado el

desarrollo de la microtecnologia. Métodos de microfabricaciéon como circuitos integrados
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que se utilizan en la actualidad han dado como resultado tecnologias de fabricacién, tales
como fotolitografia, el crecimiento de pelicula fina, deposicién y el grabado. Los métodos
utilizados en microfabricacién se han aplicado ya sea mejorando significativamente los
dispositivos en relacién con su homoélogo convencional o diversificando las aplicaciones

de los dispositivos en una amplia gama de campos (Hilt and Peppas 2005).

Las microagujas se fabrican generalmente mediante procesos de litografia, con la
participacion del grabado quimico y fisico, asi como la deposicién quimica y fisica. El
grabado seco puede ser isotropico o anisotrépico, y se ha aplicado también grabado

himedo anisotrépico (Nava-Arzaluz, et al. 2011).

Entre otros métodos de fabricacién, los que mas se utilizan son los microelectromecanicos
(MEMS), los cuales se han empleado para crear dispositivos mecanicos o eléctricos, incluso
con escalas de la misma longitud de las células. A estos procesos se les conoce también
como bioMEMS cuando se aplica al &rea biomédica. También es posible producir matrices
de microagujas por medio del proceso laser LIGA. En este proceso, un vidrio (sustrato) se
ha perforado previamente por ablaciéon con laser. El sustrato se utiliza como un
micromolde llenandolo con metales (por ejemplo, Au, Co, Cr, Cu, Pd, Pt, Ti, W) por
electroformaciéon. También se puede llenar con resinas poliméricas (mezclas de resinas
epoxicas y endurecedor) por deposiciéon. A continuaciéon el micromolde se retira de
manera quimica o mecdnica (Nava-Arzaluz, et al. 2011). Por otra parte los métodos de
microfabricaciéon se pueden clasificar en micromecanizado superficial o a granel.
Micromecanizado superficial es un proceso aditivo que consiste en la fabricaciéon de
estructuras micromecédnicas a partir de peliculas delgadas depositadas, tales como el
nitruro de silicio, silicio policristalino y otros materiales. Micromecanizado a granel es un
proceso sustractivo que utiliza la eliminacion selectiva de cantidades significativas de
silicon u otro material, a partir de un sustrato para formar microestructuras. Estas técnicas
de fabricacién se han utilizado para la fabricaciéon de una amplia gama de sensores,
actuadores y microdispositivos, incluyendo sensores de presion, acelerémetros, sensores
de flujo, cabezales de impresora de inyeccién de tinta, asi como microespejos para
proyeccion (Hilt and Peppas 2005). En la Tabla 3 se mencionan algunos de los métodos

empleados para la obtencién de microagujas.




CAPITULO 2

MARCO TEORICO

Tabla 3. Recopilacién de algunos materiales y métodos de fabricacién de microagujas (Nava-Arzaluz, et al. 2011).

Material

Meétodo

Resultado

Sélido Silicon Grabado humedo Alta precisiéon, buena reproducibilidad, alternativa al
grabado en seco.

Hueco, sélido Diéxido de silicon  Silicén poroso Obtencion de microcapilares/ microagujas.

Matrices de facil fabricacién~millones de agujas / peliculas
2 0 3 pulgadas de diametro.

Hueco Dioxido desilicon ~ Grabado electroquimico ~ Obtencién de microagujas, matrices de diferentes
geometrias y dimensiones.

Hueco Di6xido de silicon  Litografico Microagujas de diferentes geometrias con sensores
piezoeléctricos para medir la resistencia de la piel. Agujas
circulares son mas fuertes que las rectangulares y las
cuadradas.

Sélido Metélico o Extirpacion por laser Las microagujas son obtenidas por electro planteado o por

polimérico hecho de resinas poliméricos sobre un sustrato de vidrio.

Sélido Polimeros Moldeo Manufactura de aguja biselada con punta, cincel y

biodegradables microagujas conicas. Microagujas mostraron la fuerza
(acido  polilactico, suficiente para ser insertadas en la piel.

acidopoliglicélico y

sus copolimeros)

Hueco Silicon Grabado htimedo y seco  Microagujas de silicon con electrodo para controlar la
temperatura y un sistema de fluidos para la administraciéon
de farmacos.
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Con forma de

Combinacién de Grabado

Posibilidad de cambiar el didmetro de la aguja facilmente

boligrafo hiimedo anisotropico y alternando el perfil de la ranura formado con el proceso de
tecnologia de corte en losdados de sierra.
cubos.
Sélido Acero inoxidable Corte por laser de Recubrimiento con microparticulas, virus, vitamina B,
recubierto infrarrojos calcio, ADN albtimina sérica bovina y plasmido. Répida

disolucién de los recubrimientos. Proteccién durante la
insercion, sin limpiar en la superficie de la piel.

Solido con

Acero inoxidable

Cortar las hojas de acero

Microagujas con bolsillos a lo largo de sus ejes, llenos con el

bolsillos inoxidable con ldser farmaco. Uno o varios bolsillos de diferentes tamafios y
infrarrojo. Bolsillos llenos formas. Posibilidad de incluir diferentes farmacos.
por recubrimiento por
inmersion.
Sélido Maltosa Suministrados por Microagujas de maltosa para la entrega de IgG vy
Texmac Inc. anticuerpos. Microagujas se disuelven inmediatamente. Los
canales permanecieron abiertos 24 horas.
Sélido Modelado en 3D Efecto de los parametros geométricos de microagujas
empleando FEMLAB recubiertas en la permeabilidad de la piel. La insulina se usa
(comsol) como farmaco modelo.
Hueco, sélido Silicon Técnicas de grabado Microagujas para administracion de insulina.
estandar
Sélido CMC, amilopectina, Fundicién de una Microagujas piramidales fuertes. Encapsulaciéon de
albtimina sérica solucion en un sulforodamina B, albamina sérica bovina y lisozima. Bolo
bovina. micromolde con de liberacién sostenida o de entrega inmediata.
centrifugacion.
Sélido Dextrina Formacién con puntas de Autodisolucion de las microagujas para la administracion

polipropileno.

de insulina. No son mejores que las microagujas de maltosa.




Sélido Acero inoxidable Laser infrarrojo y la Microagujas recubiertas con medicamentos o particulas
inmersion en el para una entrega rapida en la piel.
recubrimiento

Solido(con Acero inoxidable Laser infrarrojo Microagujas con los bolsillos llenos de farmaco.

bolsillos)

Hueco Titanio Proceso LIGA Evaluacién mecénica de diferentes geometrias, la insercion

y la ruptura de las fuerzas en la piel.
Hueco, sélido Acero Hueco, metalico: a partir ~ Aplicador de microagujas eléctrico. Mejora de la inserciéon
inoxidable/Silicon  de agujas hipodérmicas (velocidad 1-3 m/s).

30G.

Sélido, metalico: alambre
de acero inoxidable.
Hueco, silicoén:
micromecanizado de
silicon y grabado.

Sélido

Acero inoxidable

Disponibles en el
mercado a partir de las
agujas hipodérmica 30G.

Longitudes de 550, 700 y 900 pm, traspasan la piel humana.
Una longitud de 300 pm no perfora la piel.

Hueco, sélido

Acero inoxidable

Comprado

Evaluacién de la longitud y la forma de la punta sobre el
eritema y la TEWL. Una longitud de hasta 550 pm supera la
funcién de barrera con una irritacion minima. Irritacion de
corta duracién para todas las matrices.

Sélido Maltosa Comprado de Texmac, Aumento de la permeabilidad de la piel de LMWH.
Inc.

Sélido Policarbonato Litografia UV y Microagujas de policarbonato para la entrega de calceina.
galvanoplastia

Hueco Silicon Grabado profundo de Microagujas con un microchip para la determinaciéon de

iones reactivos (DRIE)

glucosa.




Ranuras Poli-l-acido lactico  Litografia UV. Microagujas con ranuras embebidas de vacunas. Un largo

profundas Galvanoplastia con numero de ranuras profundas dan como resultado una
niquel. replicaciéon y respuesta de anticuerpos mas altos.
estampado en caliente

Sélido Zeolita Excelente resistencia mecénica. Liberaciéon controlada de

farmacos.

Hueco Silicon Microelectrodos para medir ECG.

Hueco, sdlido Silicon DRIE y revestimiento en =~ Microagujas recubiertas para administracion de la vacuna.
seco

Sélido Titanio Grabado fotoquimico Microagujas recubiertas de desmopresina.

Sélido Acero inoxidable/  Proceso grabado Microproyeccién de arreglos con oligonucleétidos.

titanio

Sélido Acero inoxidable Corte laser Matrices de microagujas con insulina.

Hueco Vidrio Manufacturado por Evaluacién de la inserciéon de microagujas y la distancia de
pulido a fuego con retraccion, la presion de perfusion, geometria de la punta,
pipetas de vidrio de hialuronidasa en el liquido de la infusién y el tiempo.
borosilicato. Retraccién parcial aumenta la tasa de flujo.

Sélido, Titanio Grabado con &cido. De Respuestas similares a la inyeccion intradérmica.

recubierto pelicula seca de
revestimiento de
antigeno.

Sélido Silicon Litografia y grabado con  La piel mejora la entrega de acido 5-aminolevulinico en la

KOH.

terapia fotodindmica.

Hueco, s6lido

PIEL-CAD software

Optimizacién de los parametros geométricos (radio, drea de
superficie).
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2.7.8. Métodos de caracterizacion de microagujas

Aunque son muy variados los disefios de microagujas que se han propuesto, no todos son
capaces de insertarse en la piel. En la literatura se describen diversas pruebas para caracterizar
las microagujas, la mayoria enfocadas a determinar su capacidad de insercién en piel y de
liberacién del principio activo. Entre estas medidas, las mas comunes son: forma geométrica,
longitud, didmetro, caracteristicas superficiales, resistencia mecanica a la insercion, disolucion,
etc. Algunas de estas determinaciones se han realizado in vitro y otras, como fuerza necesaria
para la insercién o liberacién del principio activo, se han llevado a cabo incluso in vivo. Todas
estas pruebas en conjunto, permiten definir la utilidad del sistema de liberacion (Wilke N., et

al. 2005).

Los métodos de caracterizacion que se mencionan en la Tabla 4, han sido reportados por
diversos investigadores para poder evaluar estos dispositivos. No obstante, cabe mencionar

que hasta ahora no hay especificaciones oficiales reportadas que deban cumplir estos sistemas.

Tabla 4. Ejemplos de métodos para la caracterizacién de microagujas y los resultados obtenidos.

Afio Tipo Longitud Método Resultado |
2004 Solidas, 500-720 pm Fuerzas mecénicas Caracterizacion de la geometria,
titanio (modelo 921A, Sistemas fuerza de fractura y de insercién
TricorElgin, IT). En piel ~ (Davis S.P., et al. 2004)
humana ex vivo
2006 Sélidas, 550-234 pm HPLC para determinar Estudio de estabilidad a tres
dextrina la cantidad de insulina  diferentes temperaturas durante
30 dias (Ito, et al. 2006).
2010 Solidas, 75-80 um  Tincién con marcadores Evaluaciéon in  vivo de la
silicio y colorantes perforacion en piel humana (Wei-
Ze, et al. 2010).
2011 Solidas, 500pm Disolucioén in vitro, Tiempos de disolucién (Ito, et al.
sulfato de aparato rotor RT-50 2011).
condroitina (Taitec, Saitama, Japon)
2005 So¢lidas, poli- 700,1000y Microscopia electronica Evaluacion de la agudeza de la
lactico-co- 1500 pm  de barrido (Hitachi H punta y el aumento de Ila
glicolico 3500, Tokio, Japén) permeabilidad  por colorante
(PLGA) (Park, et al. 2005).
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3. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Las microagujas han resultado ser una excelente alternativa para la administracion
transdérmica de farmacos. Aunque las microagujas metélicas son una buena opcion, el uso
de microagujas de materiales biodegradables o solubles, evita algunos de los
inconvenientes que derivan del uso de las microagujas a base de metal. Si se logra la
fabricacién de microagujas de quitosan y estas presentan buenas caracteristicas mecanicas,
podrian ser empleadas como sistemas acarreadores/promotores para la permeacion

transcutanea de farmacos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Elaborar microagujas de quitosain mediante técnicas de moldeo para aplicacion

transdérmica.

4.2. Objetivos particulares

Proponer y optimizar un método para la preparaciéon de microagujas de quitosan.
Preparar microagujas de quitosan empleando el método propuesto.

Caracterizar las microagujas preparadas por sus dimensiones, forma, caracteristicas

superficiales, resistencia mecénica y el efecto de un medio de disolucién.
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5. METODOLOGIA
5.1. Materiales
% Reactivos
Acido Acético Glacial GA (J.T. Baker, México)
Hidréxido de Sodio GR (Fermont, México)
Biftalato de Potasio ACS (Fermont, México)
Catalizador TP® (Poliformas, México)

Agua destilada de calidad Mili-Q (Millipore Inc., Bedford, USA)

/7

< Polimeros

Quitosan grado de desacetilacion 75-85 %Mv 110 000-150 000 (Aldrich, México)

Caucho de Silicon P-85 (Poliformas, México)

/7

“ Equipos e Instrumentos

Microscopio Estereoscépico VE-S1 (VELAB Microscopes, USA)
Microscopio Electrénico de Barrido (JSM-25SI1; JEOL, Japén)

Campana de recubrimiento con oro (JFC-1100; JEOL, Jap6n)

Centrifuga EBA 12 (Hettich, Zentrifugen, D-78532, Tuttlingen, Alemania)
Ultracentrifuga Optima LE-80K (Beckman, USA)

Viscosimetro CAP 2000L (BROOKFIELD, Inc., USA)

Texturémetro TA-XT2i (Texture Analyser Godalming, England)
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Estufa de vacio 5851 VACUUM OVEN (NAPCO, USA)

Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania)

pHmetro (HANNA Instruments 8521N, Singapur)

Escala milimétrica 0 a 4000 (CARL ZEISS 473390-9901, West Germany)

Camara Digital DNC-LS80 8.1 (Panasonic AVC Networks, China)

& Otros Insumos

Arreglos de microagujas cilindricos de 500pm de longitud (Rodillos CR5, MTS-Roller,
USA)

Agujas de acupuntura, didmetro 0.25 mm y 40 mm de longitud (HBW SilverSTAR y
SHARP, China)

Soporte cilindrico de plastico (didmetro 2.0 cm y longitud de 2 cm)

PARAFILM PM-992 (Bemis®, USA)
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5.2. Meétodos

5.2.1. Determinaciones previas
5.2.1.1. Eleccion del tipo de quitosan

El quitosan elegido fue el de peso molecular mediano (110 000-150 000), con un porcentaje

de desacetilacion de 75% a 85% y una viscosidad de 200 a 800 cP.
5.2.1.2. Eleccion del material para fabricar los moldes

Para la fabricacion de las microagujas, se elaboraron moldes macho y hembra. Para ello se
realizaron pruebas con diferentes materiales como: plastilina epdxica (Plastiloka®), caucho
de silicon P-53 (empleado para la fabricacion de moldes donde se requiera excelente
reproduccién del material), caucho de silicon molduflex (utilizado para la fabricacién de
moldes flexibles para vaciado de resinas), P-85 (reproduccién de piezas con mucho detalle)
y resina de poliéster h834ug (para fabricacion de vaciados sin color). De acuerdo a las
pruebas realizadas, el material que di6 los mejores resultados fue el caucho de silicén P-85,
este hidrocarburo elédstico puede ser una cadena de poliisoprenos (IR), butadieno-estireno
(SBR) o polibutadieno (BR) o sintéticos como el policloropreno (CR), butadieno-
acrilonitrilo, etc. La mezcla con siliconas imparte buenas propiedades al caucho
(flexibilidad, baja viscosidad, baja deformacién, aumenta el grado de polimerizacién, gran
capacidad de elongacion, aumento de entrecruzamiento, antiadherencia, resistencia al
desgarre y resistencia a altas temperaturas hasta 250 °C), es catalizado a temperatura
ambiente con una mezcla de alcoxisilanos y catalizadores que son omitidos en la ficha
técnica del proveedor por razones de patente. Todos estos silicones y resinas fueron

obtenidos en Poliformas Plasticas, México (www.poliformasplasticas.com.mx).
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5.2.1.3. Elaboracién del molde macho de microagujas

Una vez seleccionado el material para el molde macho (caucho de silicon P-85), este se
preparé de acuerdo al marbete: por cada 100 g de caucho de silicon P-85 se agregan 12.5
ml de catalizador. El caucho de silicén ya preparado se vertié en un recipiente cilindrico
de pléastico con dimensiones de 2.0 cm de didmetro y 2.0 cm de altura y se dejé secar
durante 24 horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se desmonté
el caucho de silicon del recipiente y se dej6 madurar por 48 horas, utilizdndose como
soporte para las agujas de acupuntura, didmetro 0.25 mm y 40 mm de longitud (HBW
SilverSTAR y SHARP, China), colocandolas a una distancia de 500 pm que fue medida con
un microscopio estereoscopico modelo VE-S1 (VELAB Microscopes, USA) con un aumento

de 40X. La Figura 9 muestra el proceso seguido para la obtencion del molde macho.

Molde cilindrico 2 x 2 cm

ho de silicé Verter el Caucho de Silicon preparado ~ Vulcanizado 24 Separar molde de
CauclA ° de silicon P-85 al molde (a100 g de Silicon se agregan Horasa 25°C su original
Catalizador TP 12.5 ml catalizador TP)

Aguja de acupuntura 40 x 25 mm

Molde macho con microagujas de acero Maduracién del »
inoxidable de 500 pm de longitud y un molde 48 Horasa
didmetro de 0.25 pm. 25°C

Figura 9. Diagrama de flujo del proceso de fabricacién del molde macho.
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5.21.4. Elaboracién del molde hembra de microagujas

Para la elaboracién de molde hembra se recurrié a utilizar el mismo tipo de recipiente
cilindrico, el molde macho y el caucho de silicon P-85. El caucho de silicon se preparé
agregando 7 ml de catalizador por cada 100 g de caucho de silicon P-85 y se verti6 en el
molde cilindrico de 2.0 cm de altura y 2.0 cm de diametro. El molde macho (con las agujas
de acupuntura ya fijas a una longitud de 500 pm) se coloc6 sobre el nuevo recipiente lleno
con caucho de silicon, separando ambas superficies con cinta de PARAFILM (DEMIS®,
USA), para evitar que se adhieran uno al otro, ya que estan fabricados con el mismo
material, y se dejé secar durante 24 horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido
este tiempo se desmont6 el molde macho, obteniendo el molde hembra, el cual
posteriormente se utilizo como molde para fabricar las microagujas. La Figura 10

esquematiza el proceso de obtenciéon del molde hembra.

Molde cilindricohueco 2x2 cm Al molde macho se le coloco Parafilm, Verter el Caucho de Silicén preparado  Vulcanizado 24
Caucho de silicon P-85 evitar que se adhiera el molde hembra, al molde macho (100 g de Silicén se Horasa 25°C
Catalizador TP seran fabricados con el mismo caucho P- agregan 7 ml catalizador TP)

Parafilm PM-992 85y después se coloca el cilindro hueco

Molde macho

—p
[ & T £ I il

Molde hembra con cavidades de 500 pm Separar molde hembra {

de longitud y un didmetro de 0.25 pm. del molde macho y se
desprende el Parafilm

I

Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de fabricacién del molde hembra.
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5.2.2. Estudio para determinar la concentracion de acido acético

Se midi6 la viscosidad de soluciones de quitosan a diferentes pH’s. Para ello, se emplearon
tres concentraciones diferentes de acido acético, 0.2, 0.8 y 1.5 M, manteniendo una
concentracién de quitosdn constante de 25 mg/ml y un tiempo de agitacion de 10 minutos,
posteriormente las muestras fueron evaluadas con un viscosimetro CAP 2000L, aguja # 1 a
50 rpm. a 25 °C (BROOKFIELD, Inc., USA) y pH metro (HANNA Instruments 8521N,
Singapure).

5.2.3. Estudio para determinar la concentracion de quitosan

Se prepararon cuatro muestras conteniendo 20, 30, 40 y 50 mg/ml de quitosan
manteniendo constantes el tiempo de agitacion de 10 minutos y concentracion de acido
acético de 0.2 M, posteriormente las muestras fueron evaluadas con un viscosimetro CAP

2000L, aguja # 1 a 50 rpm., a 25 °C (BROOKFIELD, Inc., USA).

5.2.4. Fabricacion de las microagujas

Para elaborar las microagujas se estudiaron diferentes variables (Tabla 5), pero el método

optimizado de fabricacion es el siguiente, mismo que se esquematiza en la Figura 11:

Se utiliz6 el molde hembra de caucho de silicon y mismo tipo de recipiente, se disolvié 1.0
g de quitosdn en 25 ml de acido acético a una concentraciéon 0.2 M, agitando por 10
minutos a temperatura ambiente, para obtener una concentracion de 40 mg/ml. Después
se verti6 la solucién de quitosdn al molde hembra el cual ya se encontraba en la centrifuga.
Con el fin de facilitar el llenado del molde, se centrifugo a 6000 rpm durante 60 minutos y
posteriormente se dejaron secar las microagujas en un intervalo de 48 a 72 horas a
temperatura ambiente en una base de vidrio. Transcurrido ese tiempo se desmoldaron las
microagujas con unas pinzas y se analizaron con el microscopio estereoscépico y

microscopio electrénico de barrido.
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Tabla 5. Variables estudiadas para desarrollar un método para la fabricacién de microagujas.

Variables estudiadas Niveles

Concentracién de quitosan 20, 30,40 y 50 mg / ml
Concentracién de acido acético 02,08y15M
Tiempo de centrifugado 10, 15, 20 y 60 minutos
Tiempo de secado a 90° C 10, 15 y 20 minutos
No. de repeticiones de centrifugado 3,4y5
No. de repeticiones de secado a 90° C 2,3y4
Molde hembra con cavidades de Preparar 25 ml de Mezclar las dos Centrifugar
500 pm de longitud y un CH,COOH 0.2 My pesar fases y agitar por 10 durante 60 minutos

didmetro de 0.25 pm. 1.0 g de quitosén. minutos a 25 °C. a 6000 rpm a 25 °C.

o :

é

Separar las Secar de 48 a 72
microagujas del horas a 25 °C.

o §66 /
= 566

Figura 11. Diagrama de flujo de las condiciones 6ptimas del método para elaborar microagujas de quitosan.
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5.2.,5. Estudios de microscopia
5.2.5.1. Microscopia estereoscopica

Una vez desmoldadas, las microagujas se observaron con un microscopio estereoscépico
(VE-S1, VELAB Microscopes, USA). La observaciéon con este microscopio (40X y 100X)
permitié determinar si se habian formado, sus dimensiones, color y estructura. Con esta

microscopia se definieron las condiciones 6ptimas para la obtencién de las microagujas.

5.2.5.2. Microscopia electrénica de Barrido

El tamario y el tipo de microaguja se observé con esta técnica microscépica. Asi mismo, se
observaron sus caracteristicas superficiales. Para el estudio de microscopia electrénica de
barrido las muestras de microagujas fueron fijadas a un portamuestras con una cinta
adhesiva de doble cara y fueron recubiertas con oro durante 8 minutos. Las muestras se
observaron en un microscopio electrénico de barrido JSM-25SSII (JEOL, Japén), bajo la
asesoria del Sr. Rodolfo Robles (Técnico Auxiliar “B” del Laboratorio de Microscopia

Electrénica de Barrido, FES-Cuautitlan).

5.2.6. Estudio de resistencia mecanica

Para determinar la resistencia mecanica de las microagujas se recurrié al uso de un

texturémetro (TA-XT2i, Texture Analyser Godalming, England).

Estas medidas se realizaron utilizando un arreglo de 5 microagujas (longitud de 500um)
por molde de quitosan, a una velocidad de desplazamiento de 1.7 mm/s, distancia de
compresién de 0.4 mm, celda de carga de 5 Kg a temperatura ambiente, bajo la asesoria de
la Dra. Norma Beatriz Casas Alencéster (Laboratorio de Propiedades Reolégicas y
Funcionales en Alimentos, FES-Cuautitldn). Midiendo la fuerza necesaria para doblar o

fracturar las microagujas
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5.2.7. Estudio del efecto de un medio de disolucién sobre las dimensiones de las
microagujas
Un arreglo de microagujas con longitud de aproximadamente 200 pm se fij6 a un soporte y
se introdujo en un cristalizador conteniendo 85 ml de buffer de Biftalato de Potasio
(KHCsH4(COO)2) 0.2 M, pH= 5 a 25°C (con el fin de simular el pH de la superficie
cutanea). El cambio en las dimensiones de las microagujas se sigui6 por microscopia
estereoscopica (VE-S1, VELAB Microscopes, USA), tomando fotografias con un aumento
de 40X a diferentes intervalos de tiempo, utilizando como referencia una escala
milimétrica de 0 a 4000 (CARL ZEISS 473390-9901, West Germany). Ver Figura 12. Las
imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa imagen], bajo la asesoria de la Dra.
Maria Elena Vargas Ugalde (Laboratorio de Estudios Multidisciplinarios V, FES-

Cuautitlan) midiendo la longitud, el diametro de la base y el area para cada tiempo.

el

Figura 12. Estudio del efecto de un medio de disolucién sobre las microagujas. a) arreglo de
microagujas; b) microscopio estereoscépico 40X; c) recipiente con 85 ml de buffer de Biftalato de
Potasio (KHCsH4(COO)2) 0.2 M a pH= 5.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Concentracion de acido acético

El objetivo de este trabajo fue preparar microagujas de quitosan, tomando como
antecedente los articulos ya publicados donde preparan microagujas a base de maltosa (Li,
et al. 2009) y de dextrina (Ito, et al. 2006). Las caracteristicas de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y bactericidas del quitosan, lo convierten en una opcién interesante
para emplearlo en este tipo de sistemas (Cartaya, et al. 2009). La capacidad del quitosdn de
formar peliculas o soportes con buenas propiedades mecanicas, ha permitido que se
emplee en diversos sistemas de liberacion de farmacos, e.g., en tabletas de liberacion
controlada (Torres B. 2009); microparticulas; nanocapsulas; (Dodane and Vilivalam 1998),
destinados a diferentes vias de administraciéon como la oral, nasal, bucal, ocular y
transdérmica, entre otras. La fabricacién de fibras de quitosan fue patentada en 1980 por
Mitsubishi, quienes partieron de una disolucién de quitosan en &cido acético al 0.5y al 1 %

(Gacen and Gacen 1996).

El quitoséan elegido en este trabajo de investigacién, posee un grado de desacetilacion del
75-85 % y un peso molecular mediano (110 000 - 150 000). El grado de desacetilacién
influye directamente en la viscosidad, pues a mayor desacetilacion, ocurre la repulsion de
cargas del polielectrolito, observandose una viscosidad mayor que para un quitosdn con
mayor grado de acetilacion. En cuanto al peso molecular, se sabe que entre mas alto,
mayor es la rigidez, por lo que se decidi6 optar por un quitosan con peso molecular medio
que le confiriera cierta flexibilidad (Gartner and Lopez 2010). Es importante mencionar
que es complicado hacer una comparacion precisa con lo reportado por otros autores,
debido a la diversidad en la distribucion de grupos acetilo (que ocurre de manera
aleatoria) y pesos moleculares, ademés de que muchas de sus caracteristicas dependen de

su fuente de origen.
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% Efecto de la concentracion de dcido acético

Al ser el quitosan un material insoluble en agua, se recurre a medios acidos,
frecuentemente acido acético, para solubilizarlo. La solubilidad del quitosan se encuentra
relacionada con la cantidad de grupos amino protonados: A mayor cantidad de estos
grupos, mayor es la solubilidad del polimero (Sanchez B., et al. 2007). Ademas, la
concentraciéon de 4cido acético empleada para disolverlo y por tanto el pH, afectan la
viscosidad de la soluciéon obtenida (Lu, et al. 2004), de modo que en el presente trabajo se
probaron tres concentraciones de dcido acético: 0.2, 0.8 y 1.5 M, para una solucién que
contenfa 20 mg/ml de quitosan. Se midi6 el pH y se determiné la viscosidad, bajo las
condiciones ya descritas en el apartado de metodologia. Los valores de pH y de viscosidad

se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Efecto de la concentracion de acido acético A) 1.5 M, B) 0.8 M y C) 0.2 M. sobre la viscosidad de
soluciones de quitosan (20 mg/ml).

Etiqueta de Co’n c.entrac,lc.)n Viscosidad
. de acido acético

experimento (M) (cP) n=3
A 1.5 500 £ 4 3.10
B 0.8 450+ 5 3.40
C 0.2 1070 £ 137 4.00

Como puede observarse en la Figura 13, la viscosidad se reduce al emplear soluciones de
acido acético mas concentradas (menor pH). Lu, y colaboradores (2004) reportan un
incremento en la viscosidad al aumentar la concentraciéon de acido acético, cuando la
concentracioén del acido es baja; los autores registran un méximo en la viscosidad para una
concentracién de acido acético entre 0.2 y 0.3 M, después de la cual la viscosidad de la
solucion de quitosan tiende a ir disminuyendo conforme el pH se reduce. Los autores
atribuyen este comportamiento a que al ir aumentando la concentraciéon de iones

hidrégeno, los grupos amino del quitosan se protonan, con lo que tienden a repelerse,
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provocando que la cadena de quitosan se extienda, adopte una forma lineal y la viscosidad
de la solucion aumente. Conforme la concentraciéon de protones se incrementa mas, los
iones acetato se disponen alrededor de los grupos -NHs*, reduciendo la repelencia,
haciendo que la cadena se pliegue y por tanto, la viscosidad disminuya. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo coinciden con lo reportado por estos autores, pues se
obtiene la maxima viscosidad con una concentraciéon 0.2 M de &cido acético y precisamente
al incrementarla, la viscosidad se ve abatida de manera importante. Para este trabajo la
viscosidad de la solucién de quitosdn es importante pues se busca tener una viscosidad
que permita un llenado adecuado de los moldes por centrifugacién. La concentracién de
acido acético que se eligi6 para la fabricaciéon de las microagujas fue la de 0.2 M, en donde

se tiene la viscosidad mas elevada.
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Figura 13. Efecto del pH sobre la viscosidad de soluciones de quitosan (20 mg/ml), empleando diferentes
concentraciones de acido acético: ® 1.5M, M 0.8M y # 0.2M. En aquellos casos donde las barras de error
no son visibles es porque son mas pequenias que los simbolos.

6.2. Concentracion de quitosan

Es evidente que la concentracién de polimero influye directamente en la viscosidad de la
solucién de quitosan. Como ya se mencionoé en el apartado anterior, se buscé tener una
solucién con la méxima concentracién de quitosan, pero con una viscosidad tal que

permitiera el llenado del molde hembra utilizado en la fabricacion de las microagujas.
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Debido a su estructura (alto peso molecular y estructura lineal no ramificada) el quitosan
es un buen agente viscosante en medio acido. Su viscosidad aumenta al incrementarse su
concentracién, pero disminuye al elevar la temperatura y el grado de desacetilacion
(Sanchez, et al. 2007). Se probaron cuatro concentraciones de quitosan: 20, 30, 40 y 50
mg/ml, manteniendo una concentracién constante de acido acético 0.2M. Como ya se
describié en la seccién de metodologia, se midié la viscosidad de estas soluciones. Los
resultados se muestran en la Figura 14. Simultaneamente, se prob¢ llenar el molde hembra
por centrifugacion, de acuerdo a las ya condiciones descritas. De acuerdo a la Tabla 7, la
solucién de 40 mg/ml con una viscosidad de 2500 cP, permiti6 el llenado y la obtencién de
microagujas con caracteristicas adecuadas. Concentraciones superiores a 40 mg/ml

dificultaban el llenado del molde debido a su alta viscosidad.

Tabla 7. Efecto de la concentracion de quitosan sobre la viscosidad, manteniendo una concentracién de
acido acético constante (0.2 M).

Volumen de 4&cido Cantidad de Concentracion Viscosidad
acético 0.2 M quitosan de quitosan (cP, n=3)
50 ml 1.0000 g 20 mg/ml 800 +121
50 ml 1.5006 g 30 mg/ml 1210 £ 80
50 ml 2.0001 g 40 mg/ml 2500 + 68
50 ml 25¢g 50 mg/ml EIFSR <15 %
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Figura 14. Efecto de la concentracién de quitosan sobre la viscosidad de soluciones acuosas con una
concentracién de 4cido acético 0.2 M: # 20m g/ml, ® 30 mg/ml, A 40 mg/ml. En aquellos casos donde
las barras de error no son visibles es porque son méas pequefias que los simbolos.

6.3. Fabricacion de microagujas

Una vez seleccionadas las concentraciones de &cido acético y de quitosan a emplear, se
procedi6é a optimizar las condiciones de fabricacion de las microagujas. La fabricacién de
las microagujas se llevé a cabo por moldeo asistido por centrifugaciéon. Como ya se
explico, se coloco la soluciéon de quitosan en un tubo con el molde hembra fabricado y se
centrifugé para permitir el llenado del mismo, procediendo a secar las microagujas en una
estufa de vacio, para posteriormente observarlas al microscopio estereoscépico. La Tabla 8
muestra las condiciones estudiadas y los resultados obtenidos. Bajo todas las condiciones
se obtuvieron microagujas, pero no en todos los casos las microagujas poseian la forma,
tamafo y el nimero (el molde hembra estaba disefiado para un arreglo de 5 microagujas)
esperados, por ejemplo se obtenian microagujas chatas o sin punta, punta en forma de
gancho o microagujas de longitudes variables. La Figura 15 presenta imdgenes
representativas de las agujas obtenidas bajo las diferentes condiciones. La Figura 15(A) es
una microaguja laminada que se obtuvo con una concentracién de quitosan de 20 mg/ml,
por lo que se procedié a incrementar la concentracién de quitosan hasta 40 mg/ml; la
imagen mostrada en (B) es la de una microaguja hueca, por lo que para obtener estructuras
solidas se decidi6 alternar el proceso de centrifugado con el de secado a vacio a 90 °C; en

(C) v (D) se obtienen microagujas solidas, pero poco resistentes que como puede verse se
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deforman con facilidad. Se procedié entonces a incrementar el tiempo de centrifugado y

de secado.

Tabla 8. Resultados correspondientes a las diferentes condiciones de preparacion de microagujas, con
distintos intervalos de tiempos de centrifugado y secado.

Condiciones Tiempo de Namero de Tiempode Numero Formacion
de centrifugado veces de secado (min) de de
preparacién (min) a 6000 centrifugado Estufa de veces de microagujas

n=6 rpm vacio 90°C secado
1 10 4 10 3 No 6ptima
2 10 4 15 3 Si
3 10 4 20 3 No 6ptima
4 15 4 10 3 No 6ptima
5 15 4 15 3 No 6ptima
6 15 4 20 3 No 6ptima
7 20 4 10 3 No 6ptima
8 20 4 15 3 Si
9 20 4 20 3 No 6ptima
10 60 1 Si
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Figura 15. Imégenes de microscopia estereoscopica (100X) obtenidas durante la fase de optimizacién del
proceso de fabricacion de las microagujas. (A) Microaguja laminada; (B) Microaguja hueca; (C) y (D)
Microagujas fragiles, facilmente deformables.

La Figura 16 presenta micrografias electrénicas de barrido para microagujas obtenidas
bajo condiciones de preparaciéon 6ptimas. Las agujas muestran una estructura sélida,
forma cénica, y superficie homogénea y lisa de baja porosidad. La presencia de los poros
puede atribuirse a defectos en el molde o presencia de aire en la solucién que dé origen a

los poros al momento del secado.
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Figura 16. Imagenes microscopia electrénica de barrido para microagujas biodegradables de quitosan. La
barra representa: 10 pm para (a) y (c), y 100 pm para (b) y (d).

6.4 Estudio de fuerza mecanica

De acuerdo a la Tabla 8 hubo tres condiciones (2, 8 y 10) que permitieron obtener
microagujas que al microscopio presentaban caracteristicas adecuadas en cuanto a forma y
tamafio. A los arreglos de microagujas obtenidas bajo estas condiciones se les midi6 la
fuerza necesaria para doblarlas o romperlas, empleando un texturémetro (TA-XT2i,

Texture Analyser Godalming, Inglaterra).

Los resultados obtenidos se muestran en las Figura 18 en donde se constata que las
microagujas con la mayor resistencia fueron las obtenidas al centrifugar durante 60

minutos y sin necesidad de someterlas a un proceso de secado en estufa.
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Figura 17. Resistencia mecénica (gramos fuerza) para las microagujas obtenidas bajo diferentes condiciones
de preparacion: ® condicion 2, ™ condiciéon 8 y M condicion 10. Estas medidas se realizaron con arreglos
de 5 microagujas con longitud de 500 pm (n = 3).
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Figura 18. Imégenes al microscopio estereoscopico (40X) de las microagujas obtenidas bajo las condiciones
de preparacién 2, 8 y 10, antes y después someterse al texturémetro para medir su resistencia mecanica.
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Con el fin de determinar si habia diferencias significativas entre los valores de fuerza

medidos con el texturémetro, se procedi6 a realizar un analisis de varianza de un factor:
Variable de respuesta: Gramos fuerza
Hipotesis nula (las medias son iguales)
Ho: U1 = H2= U3
Hipétesis alternativa: Al menos un par de medias son diferentes

Wi # W # U3

Tabla 9. Analisis de varianza de un factor para los gramos fuerza requeridos para doblar las microagujas
obtenidas bajo diferentes condiciones de preparacion.

Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza

2 3 7031.50  2343.83  567908.34

8 3 8976.08  2932.03 1056672.96

10 3 21701.31 7233.77 8434157.63

ANALISIS DE VARIANZA
. Grados Promedio de Valor
%:fi?cliiiizs cigg;aaccll:s de los F Probabilidad critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos  42762464.67 2 21381232.33 6.37 0.03274 5.1432
Dentro de los 20117477.86 6 3352912.97
grupos
Total 6287994253 8

Al comparar el valor de F con el valor critico (nivel de confianza del 95 %), se concluye que
se rechaza la hipétesis nula y que por lo tanto existen diferencias significativas entre las
medias, por lo tanto, se procedi6 a realizar la prueba del rango multiple de Duncan, con el
fin de determinar la diferencia entre los pares de medias de las tres condiciones de

preparacion. El procedimiento seguido fue el siguiente:
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Tabla 10. Prueba de comparaciones multiples de Duncan para los resultados de resistencia mecénica a las
tres condiciones de preparacién de microagujas.

g.l.=Numero total de datos - niimero de tratamientos

g.l. = 9-3=6

Se busca d en Tablas de Duncan para 2, y 3 tratamientos con 6 g.1.:

2 tratamientos: 3.461

3 tratamientos: 3.587

Calcular los rangos significativos minimos (D):

D = d*(CMerror/n)1/2

CMerror = 3352912.97

n= 3

(Cmerror/n) = 1117637.65

(Cmerror/n)1/2 = 1057.18

D2 = 3658.91

D3 = 3792.11

Ordenar las medias en orden creciente:

Media 1 Media 2 Media 3

2343.83 2932.03 7233.77

Rangos: Media 3 - Media 1 = 4889.94
Media 2 - Media 1 = 588.20
Media 3 - Media 2 = 4301.74

Comparar los rangos con los D calculados:

Media 3 - Media 1 con D3: 4889.94 > 3792.11

Media 2 - Media 1 con D2: 588.2 < 3658.91

Media 3 - Media 2 con D2: 4301.74 > 3658.91

Por tanto, la media 3 es diferente de las medias 1y 2, sin que existan diferencias entre las
medias 1y 2. Esto nos permite concluir que un tiempo de centrifugado de 60 minutos por
una Unica vez, sin secado posterior, permite obtener microagujas méas resistentes que al
centrifugar y secar multiples ocasiones, de acuerdo a las condiciones arriba descritas. Esto
es importante, pues con ello el procedimiento de fabricacién de microagujas se simplifica
enormemente, reduciendo ademas tiempos y costos. El tiempo de centrifugado, més que el
secado influye de manera directa en el llenado eficiente de los moldes, favoreciendo una
mayor penetracion de polimero, lo que resulté en estructuras mas densas y por lo tanto

mas resistentes.
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La fuerza que se necesita para doblar o fracturar las microagujas de quitosan o de algtn
otro polimero, es una prueba que no ha sido ampliamente difundida, y sin embargo esta
prueba es importante ya que permite evaluar el comportamiento de las microagujas
cuando se aplica una fuerza, siendo importante para determinar su resistencia al
insertarlas en la piel. Li et al. (2009) reportan la preparacion de microagujas de maltosa y
su insercion en piel de rata in vitro al aplicar una fuerza de 250 g en arreglos de 54-81
microagujas. Si se compara este valor con los obtenidos en este trabajo, se constata que los
arreglos de 5 microagujas obtenidos en las condiciones 2 y 8 (Tabla 8) resistieron una
fuerza muy cercana a la reportada por estos autores antes de doblarse. De acuerdo a la
Tabla 8 las microgujas obtenidas bajo la condicion 10 resistieron una fuerza mucho mayor
a la que aplicaron los autores. Esto indicaria que las microagujas de quitosdn que se
prepararon en este trabajo de tesis tendrian la capacidad de penetrar facilmente la piel
antes de doblarse. Lee et al. (2008), reportan fuerzas de 0.1 N/microaguja (10.2 gramos-
fuerza, 51 gramos-fuerza para 5 microagujas) para microagujas conicas de
carboximetilcelulosa de 800 um de longitud (200 pm de diametro en la base); 0.51
N/ microaguja (260 gramos-fuerza para 5 microagujas) para microagujas cénicas de acido
polilactico de 800 pm de longitud, llegando hasta 4540 gramos fuerza para microagujas
piramidales de &cido polildctico de 600 pm de longitud (300 um de diametro en la base).
Esto indica que las condiciones de preparacion, el método de fabricacion, la geometria y
las dimensiones, son algunos de los factores que determinan la resistencia mecanica de las
microagujas. Los autores reportan que en general un incremento en el didmetro de la base
trae como resultado un aumento en la resistencia de las microagujas, hasta cierto limite,

pues un cociente longitud/didametro de la base muy bajo dificultaria su insercion.

6.5 Estudio del efecto de un medio de disoluciéon sobre las dimensiones
de las microagujas

Se realizaron pruebas colocando microagujas de aprox. 200 pm de longitud en soluciéon
amortiguadora de Biftalato de Potasio pH 5, que simulara el pH encontrado en las capas
superficiales de la piel y se tomaron micrografias con el microscopio estereoscopico a
diferentes intervalos de tiempo. Las imdgenes se analizaron con el programa imagen],
midiendo longitud, didmetro de la base y &rea para cada uno de los tiempos. Las

variaciones en estas dimensiones se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Valores promedio + desviacion estdndar para la longitud, didmetro de la base y érea de las
microagujas en contacto con solucién amortiguadora de Biftalato de Potasio pH 5 al tiempo 0 y después de
3 h (n=4) y valores de P al hacer la comparacién de medias de dos muestras pareadas (a = 0.05).

Valores de P al
comparar las medias
Longitud (mm) 0.215 + 0.0265 0.407 + 0.0486 0.0061
Diametro de la base (mm) 0.080 £ 0.0163 0.190 £ 0.0497 0.0168
Area (mm?) 0.142 + 0.0731 0.402 + 0.1147 0.0218

Dimension Tiempo 0

0.6
0.5

0.4 —[' —
0.3 /\-/’

0.2

Longitud (mm)

0.1

0 50 100 150 200 250
tiempo (min)

o
w

0.25

o
[N
|
|

Diametro de base (mm)
o
S

0.15 -

0.05

0 50 100 150 200 250
tiempo (min)




CAPITULO 6 RESULTADOS Y DISCUSION

0.6

?)

0.4 i \

0.3 —‘/ ————
0.2
0.1

Area (mm

50 100 150 200

tiempo (min)

o +— -

Figura 19. Variaciones en la longitud, el didmetro de la base y el 4rea de las microagujas durante 3 h de

contacto con solucién amortiguadora de Biftalato de Potasio pH 5. Las lineas corresponden al nimero de

réplicas del experimento (n = 4).
Los resultados mostrados en la Tabla 11 para el tiempo 0 (antes de poner en contacto las
microagujas con la solucion amortiguadora de Biftalato de Potasio) y después de 3 horas
de contacto, muestran que en ese lapso de tiempo las microagujas practicamente
duplicaron sus dimensiones, debido a la absorcién de medio. Con el fin de determinar si
existian diferencias entre las dimensiones de las microagujas a estos dos tiempos se realizé
una comparacion de medias, encontrando en todos los casos diferencias significativas
(Tabla 11). Después de este lapso de tiempo, las microagujas tomaban una apariencia de
gel. Lo que hace pensar que al incorporar un principio activo este podria liberarse por
efecto de la entrada de medio, el hinchamiento del polimero y la relajacion de sus cadenas.

No obstante, esto debe confirmarse con un estudio posterior en donde se incluya un

farmaco.
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7. CONCLUSIONES

Se desarroll6 y optimizé6 un método de moldeo asistido por centrifugacion para la

fabricacién de microagujas de quitosan.

El método propuesto, permite la obtencién de microagujas coénicas, sélidas, con

dimensiones entre 200 y 500 um, con caracteristicas superficiales adecuadas.

Las microagujas obtenidas muestran una buena resistencia mecanica, comparables a las
reportadas por otros autores empleando materiales como la maltosa o el acido polilactico,

lo que implicaria una buena capacidad de insercién en piel.

En contacto con el medio de disolucion, las microagujas absorben el medio y se hinchan, lo
que podria facilitar la liberacion de los farmacos que se incluyeran en la matriz, sirviendo
como acarreadores capaces de insertarse en la piel, traspasando el estrato cérneo y

liberando el f&rmaco en capas més profundas.

Las microagujas de quitosan, al poseer caracteristicas fisicas, de degradabilidad y baja
toxicidad adecuadas, constituyen un sistema acarreador prometedor para la
administracién transdérmica de farmacos, sobre todo aquellos que dificilmente permean

como macromoléculas o farmacos muy hidrofilicos.
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8. PERSPECTIVAS

Incluir un farmaco modelo o un marcador para estudiar su liberacién a partir de las

microagujas de quitosan.

Realizar estudios de penetraciéon en piel con marcadores (e.g., coloridos o fluorescentes)

que permitan constatar que las agujas penetran de manera efectiva.
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