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RESUMEN

Este trabajo se realiz6 con el objetivo de desarrollar y caracterizar un parche transdérmico
acoplado a microagujas poliméricas biodegradables con la finalidad de mejorar la biodisponibilidad
del alendronato de sodio farmaco utilizado para el tratamiento de osteoporosis, debido a que este
en su presentacion oral solo muestra un 1% de biodisponibilidad haciendo mencién de que su
administracion por via oral genera reacciones adversas, por lo tanto la administracion alternativa
de este farmaco genera un aumento en su biodisponibilidad y una posible disminucion de
reacciones adversas.

Resultados

En primera instancia se realizé la formulacion del reservorio del parche, este se compone de
Pluronic.F-127 como vehiculo, propilenglicol como conservador y promotor quimico de la
permeacion y por alendronato de sodio. La solucidn reservorio preparada fue caracterizada: se
obtuvieron valores de pH de 5.11 en promedio, 23.4 cP de viscosidad y un valor promedio de
gravedad especifica de 1.02648. Por otra parte, se llevd acabo el desarrollo de la forma
farmacéutica. Se formul6 una base para el parche la cual fue optimizada en dos de sus
componentes: glicerina y alginato de sodio al ser estos dos los principales factores que impactan
sobre la resistencia a la ruptura, los niveles 6ptimos de estos componentes fueron 15% de glicerina
y 1.5% de alginato de sodio, se obtuvo un valor promedio de resistencia de 807.6 g.f (pico de
carga). Posteriormente se formuld una pelicula adhesiva para el parche la cual se compone de
Eudragit RS100 como polimero adhesivo y Triacetina como plastificante, se realizd su optimizacion
evaluando dos respuestas: bioadhesion y bioadhesion posthumectacion, estas pruebas fueron
realizadas en el antebrazo de un voluntario sano y se determiné que las cantidades optimas que
ofrecen una maxima adhesion del parche a la piel son: 12% de Eudragit RS100 y 9% de Triacetina,
el valor promedio obtenido para bioadhesién fue de 108.7 g.f (pico de carga) y para bioadhesion
posthumectacién 91.1 g.f (pico de carga), posteriormente se realizé la evaluacién de la bioadhesion
en voluntarios sanos por un periodo de 24 horas en donde se determiné la eficiencia de la pelicula.
Para el desarrollo de la microagujas poliméricas huecas biodegradables se optimizaron los
componentes de la formulacion: grenetina Bloom 280 y alcohol polivinilico, la respuesta evaluada
fue la dureza de la microaguja, la formulacién 6ptima determinada fue la siguiente: alcohol
polivinilico 0.45% y grenetina Bloom 280 6%, se obtuvo un valor promedio de dureza de 3454.9 g.f
(pico de carga), las dimensiones promedio de las microagujas varian de entre 2 y 3 mm de longitud
y fueron vistas al microscopio electrénico de barrido para definir de mejor manera su morfologia.
Se propuso el desarrollo de una pelicula impermeable protectora de la base del parche. Una vez
obtenidas las formulaciones 6ptimas para cada uno de los componentes del parche se llevé a cabo
su ensamblado final, el area definida para el parche fue de 12.56cm? con un grosor de 1.11 mm,
posteriormente, se realiz6 la caracterizacion de su perfil de liberaciébn el cual tiene un
comportamiento de liberaciéon proporcional con respecto al tiempo, por lo que se puede decir que
el comportamiento observado se asemeja a una liberacidon de orden cero. Se determinaron los
valores de las constantes biofarmacéuticas mediante el estudio de permeabilidad in vitro,
obteniéndose un tiempo de latencia de 9.75 horas, un flujo de 11.7 ug/cm? = h y el valor de la
constante de permeabilidad (Kp) fue de 1.6478x10 3cm? x h. Por lo que este dispositivo de
acuerdo al valor de flujo obtenido, entregaria una cantidad aproximada de 10.11 mg de alendronato
de sodio en 24 horas con un arreglo de microagujas y parche reservorio de un area de 6 cm X 6
cm a través de la piel. Es importante resaltar que este sistema, puede ser cargado con un volumen
mayor de solucién farmacéutica de alendronato para prolongar su liberacion durante varios dias y
evitar tomas de alendronato por via oral que generan severos problemas a nivel esofagico.

Palabras clave. Alendronato de sodio, microagujas poliméricas biodegradables huecas, parche
transdérmico, parche tipo reservorio, osteoporosis.
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1. INTRODUCCION

La via cutanea provee una alternativa para aquellos farmacos potencialmente toxicos
cuando son administrados por otras vias, para terapias prolongadas y de reemplazo. Los
farmacos aplicados sobre la piel, sobre un sitio bien definido, le permiten difundir desde el
estrato corneo hasta la hipodermis e ingresar al torrente sanguineo produciendo un efecto
sistémico. El desarrollo de los sistemas transdérmicos ha incursionado en las &reas de la
terapéutica, cosmecéutica, productos de venta libre y cuidado personal. Ahora no sélo se
emplean para terapias sistémicas sino también para liberar productos en la piel o justo por
debajo de ella, extraer fluidos para diagnéstico, realizar tratamientos cosmeéticos
odontologicos y aplicarse en superficies mucosas. Los Sistemas Terapéuticos
Transdérmicos (STT) propiamente dichos son sistemas de liberacion sostenida y por tanto
su objetivo es el de suministrar el farmaco a la velocidad necesaria para conseguir y
mantener una concentracion plasmatica constante. (Allevato, 2007). Una de las
alternativas mas novedosas la constituye la tecnologia de las microagujas, con tamafios
del orden de unos cientos de um, pensadas para usarse tanto solas (como sustitutas
indoloras de la aguja hipodérmica) como dispuestas en un parche que, tras su colocacion
sobre la piel, creen microporos que aumenten la permeabilidad y en consecuencia
faciliten la penetracion del farmaco, por esta razén son consideradas como promotores
fisicos de la permeacion. Las microagujas son un recurso tecnolégico conocido dentro de
la tecnologia farmacéutica como minimamente invasivo, son agujas que adjuntas
mediante diferentes formas a un polimero flexible, penetran en las capas superficiales de
la piel usando una via intradérmica. (Rojas, 2017). El uso de estas nuevas alternativas de
administracion transdérmica permite mejorar la biodisponibilidad de farmacos que pasan
por el proceso del primer paso hepético, disminuir la probabilidad de la aparicion de
reacciones adversas, facilitar y hacer mas comodo el tratamiento, disminuir la frecuencia
de tomas y con ello evitar problemas con respecto al olvido de tomas principalmente en
pacientes geriatricos.

El envejecimiento de la poblacion esperado para 2050, indudablemente conllevara un
aumento en el porcentaje de personas con diagnéstico de osteoporosis y por consiguiente
el incremento de fracturas por fragilidad 6sea, estimdndose de acuerdo con la Fundacién
Internacional para la Osteoporosis que una de cada 12 mujeres y uno de cada 20
hombres al afio sufriran fractura de cadera, lo que significa un total de 155,874 personas
con dicha afeccion. Hay que remarcar que estos individuos tienen un 50% de
probabilidades de sufrir una segunda fractura en su vida futura. La osteoporosis y las
fracturas por fragilidad se perfilan como una de las causas de carga por enfermedad de
mayor impacto en el Sector Salud, que afectardn negativamente la calidad de vida de las
personas que las sufren, provocando una situacion de dependencia y un riesgo
incrementado de muerte. La osteoporosis, es una enfermedad indolora, asintomética y
gue tiene como consecuencia la fragilidad del hueso con lo que el riesgo de fracturas se
incrementa. (Diario Oficial de la Federacién, 2017).

El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar un parche transdérmico tipo reservorio
acoplado a microagujas huecas poliméricas biodegradables cargado con alendronato de
sodio, farmaco empleado para el tratamiento de osteoporosis, con la finalidad de proponer
una nueva alternativa que mejore la terapia en pacientes con osteoporosis en términos de
biodisponibilidad, disminuciéon de la probabilidad de aparicion de reacciones adversas y
comodidad.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Anatomia y Fisiologia de la piel

2.1.1 Anatomia
La piel es el érgano méas grande y pesado del cuerpo. En adultos, cubre un area de 1.5 a
2.0 m? y representa casi 15% del peso del cuerpo. Consta de dos capas: un epitelio
escamoso estratificado al que se denomina epidermis y una capa de tejido conjuntivo mas
profundo, la dermis (ver llustracion 1). Debajo de la dermis se encuentra otra capa de
tejido conjuntivo, la hipodermis, que no es parte de la piel pero que se suele estudiar junto
con ella. Casi toda la piel mide de 1 a 2 mm de grueso, pero va de 0.5 mm en los
parpados a 6 mm entre las escapulas. La diferencia se debe sobre todo a la variacién en
el grosor de la dermis, aunque la piel se clasifica como gruesa o delgada con base en el
espesor relativo de la epidermis sola. La piel gruesa cubre palmas, plantas y las
superficies correspondientes de los dedos de manos y pies. Su sola epidermis mide casi
0.5 mm de grueso, a causa de una capa superficial muy gruesa de células muertas: el
estrato corneo. La piel gruesa tiene glandulas sudoriparas, pero carece de foliculos
pilosos o glandulas sebaceas. El resto del cuerpo esta cubierto por piel delgada, que tiene
una epidermis de casi 0.1 mm de grueso, y un estrato corneo delgado. Posee foliculos
pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas. (Saladin, 2012)

Poros sudoriparos

Epidermis

Corpusculo tactil
(receptor de tacto)

Capilares
sanguineos

- Dermis

Foliculo piloso

Glandula sebacea

Receptor piloso

Glandula sudorfpara —
apocrina ) .
Bulbo piloso Hipodermis

(grasa subcutanea)

Fibras
nerviosas
sensitivas

Glandula
sudoripara merocrina

Vasos sanguineos

Musculo piloerector
cuténeos

Corpusculo laminar,
0 de Pacini (receptor de presion)

Fibras nerviosas motoras

lustracion 1. Estructura del tejido cutaneo y subcutaneo (Saladin, 2012).

Hay dos capas importantes en la piel: la dermis y la epidermis. La capa mas externa, la
epidermis, tiene un grosor aproximado de 100 a 150 ym, no tiene flujo sanguineo e
incluye una capa en su interior conocida como estrato cérneo. Debajo de la epidermis, la
dermis contiene el sistema de capilares que transportan la sangre por todo el cuerpo. Si el
farmaco puede penetrar el estrato corneo, puede entrar en el torrente sanguineo y el
proceso se conoce como difusion pasiva.
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2.1.1.2 Epidermis

La epidermis es un epitelio escamoso estratificado queratinizado, su superficie consta de
células muertas empaquetadas con una proteina dura, la queratina. Al igual que otros
epitelios, la epidermis carece de vasos sanguineos y depende de la difusion de nutrientes
a partir del tejido conjuntivo subyacente. Tiene pocas terminaciones nerviosas para el
tacto y el dolor, pero la mayoria de las sensaciones de la piel se perciben en las
terminaciones de la dermis (ver llustracion 2).

Capas de la epidermis

Estrato basal

Consta, sobre todo, de una sola capa de citoblastos cubicos a cilindricos cortos y
de queratinocitos que descansan sobre la membrana basal. Dispersas entre éstos
se encuentran melanocitos, células tactiles y citoblastos.

A medida que estos ultimos se dividen, dan lugar a queratinocitos que migran
hacia la superficie de la piel y reemplazan a las células epidérmicas perdidas. La
vida de estas células se describe en la siguiente seccion.

Estrato espinoso

Consta de varias capas de queratinocitos. En casi toda la piel es el estrato de
mayor espesor, pero en la piel gruesa suele ser mas abundante el estrato corneo.
Los queratinocitos epidérmicos también estan vinculados entre si mediante
uniones intercelulares herméticas, cuya presencia es esencial para la retencion de
agua en la piel. Este fendmeno se analiza con mayor detenimiento en la siguiente
seccion. El estrato espinoso recibe su nombre por el aspecto artificial (artefacto)
creado por la fijacion histologica de las muestras de tejido. Los queratinocitos
estdn unidos con firmeza entre si por cuantiosos desmosomas, que son
responsables, en parte, de la dureza de la epidermis.

Estrato granuloso

Consta de tres a cinco capas de queratinocitos planos (hay mas en la piel gruesa
gue en la delgada). Tales queratinocitos contienen granulos de queratohialina
burda, tefiida de oscuro, que le dan su nombre a la capa. La importancia funcional
de estos granulos se explica mas adelante.

Estrato lucido

Es una zona delgada en la superficie del estrato granuloso, que sélo se ve en la
piel gruesa. Aqui, los queratinocitos estan empaquetados de manera densa con
una proteina clara llamada eleidina. Las células no tienen nucleos ni otros
organelos. Esta zona tiene aspecto pdlido, sin caracteristicas definidas y con
limites celulares imprecisos.

Estrato corneo

Consta de hasta 30 capas de células queratinizadas muertas, escamosas, que
forman una estructura superficial que resulta muy resistente a la abrasion, la
penetracién y la pérdida de agua. (Saladin, 2012). El estrato cérneo es
efectivamente una matriz de 10-15 um de espesor los queratinocitos
deshidratados y muertos se encuentran incrustados en una matriz lipidica.
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lustracion 2. Estratos y tipos de células de la epidermis (Saladin, 2012).

2.1.1.3 Dermis

Es una capa de tejido conjuntivo que se encuentra debajo de la epidermis. El grosor de la
dermis va de 0.2 mm en los parpados a casi 4 mm en las palmas y las plantas. Esta
compuesta sobre todo por colageno, pero también contiene fibras elasticas y reticulares,
fibroblastos y otras células tipicas del tejido conjuntivo fibroso Tiene un suministro amplio
de vasos sanguineos, glandulas cutaneas y terminaciones nerviosas. Los foliculos pilosos
y las raices de las ufias estan incrustadas en esta capa
La dermis tiene dos zonas: las capas papilar y reticular.
e Capa papilar
Es una zona delgada de tejido areolar que se encuentra en las papilas dérmicas y
cerca de ellas. La organizacién laxa de este tejido permite la movilidad de los
leucocitos y otras defensas contra los microorganismos patégenos que entran por
roturas de la epidermis. Esta capa tiene abundancia de pequefios vasos
sanguineos. (Saladin, 2012). Dentro de la capa papilar se encuentran los
fibroblastos, una pequefia cantidad de células grasas (adipocitos) y una
abundancia de pequefios vasos sanguineos. Ademas, la capa papilar contiene
fagocitos, células defensivas que ayudan a combatir las bacterias u otras
infecciones que han afectado la piel. Esta capa también contiene capilares
linfaticos, fibras nerviosas y receptores tactiles llamados los corplsculos de
Meissner. (OpenStax, 2013).
e Capa reticular
Es mas profunda y mucho méas gruesa. Consta de tejido conjuntivo denso
irregular. El limite entre las capas papilar y reticular suele ser impreciso. En la
capa reticular, el colageno forma haces mas gruesos con menos espacio para la
sustancia fundamental y suele haber pequefios grupos de adipocitos. (Saladin,
2012).
En el interior de la capa papilar se encuentra la capa reticular. Esta capa esta bien
vascularizada y tiene un rico suministro de nervios sensorial y simpatico. La capa
reticular aparece reticulada (en forma de red) debido a una estrecha malla de
fibras. Las fibras de elastina proporcionan cierta elasticidad a la piel, permitiendo el
movimiento. Las fibras de colageno proporcionan estructura y resistencia a la
traccion, con hebras de coldgeno que se extienden tanto en la capa papilar como
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en la hipodermis. Adema4s, el coldgeno se une al agua para mantener la piel
hidratada. (OpenStax, 2013).
La dermis puede considerarse el "nucleo" del sistema tegumentario a diferencia de la
epidermis y la hipodermis. Contiene vasos sanguineos Yy linfaticos, nervios y otras
estructuras, como foliculos pilosos y glandulas sudoriparas. La dermis esta formada por
dos capas de tejido conectivo que forman una malla interconectada de elastina y fibras de
colageno, producidas por fibroblastos (ver llustracién 3).
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llustracion 3. Epidermis y dermis de la piel (Standring, 2008).

2.1.1.4 Hipodermis

Debajo de la piel se encuentra una capa llamada hipodermis o tejido subcutaneo (ver
llustracion 1). El limite entre la dermis y la hipodermis es indistinguible, pero la hipodermis
suele tener mas tejido areolar y adiposo. La hipodermis une la piel con los tejidos
subyacentes. Los farmacos se introducen en esta capa mediante inyeccion, porque el
tejido subcutdneo es muy vascular y los absorbe con rapidez. La grasa subcutanea es
hipodermis compuesta de manera predominante por tejido adiposo. Sirve como depdsito
de energia y aislamiento térmico. No esta distribuida con uniformidad; por ejemplo, se
encuentra casi ausente en el cuero cabelludo, pero es abundante en mamas, abdomen,
cadera y muslos. El grosor de la grasa subcutanea es, en promedio, 8% mayor en
mujeres que en hombres, y varia con la edad. Los lactantes y las personas de edad
avanzada tienen menos grasa subcutanea que el resto y, por tanto, son mas sensibles al
frio. (Saladin, 2012).

La hipodermis es una capa directamente debajo de la dermis y sirve para conectar la piel
a la fascia subyacente (tejido fibroso) de los huesos y masculos. No es estrictamente una
parte de la piel, aunque el borde entre la hipodermis y la dermis puede ser dificil de
distinguir. La hipodermis consiste en tejido conjuntivo areolar y bien vascularizado que
funciona como un modo de almacenamiento de grasa y proporciona aislamiento y
amortiguacion para el tegumento. (OpenStax, 2013).
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2.2 Funciones de la piel
La piel tiene varias funciones importantes que van mas alla de su aspecto, entre sus
funciones se tienen las siguientes:

1. Resistencia a traumatismos e infecciones. La piel sufre la mayoria de las lesiones
fisicas del cuerpo, pero resiste y se recupera de los traumatismos mejor que otros
organos. Las células epidérmicas estan empaquetadas con una proteina dura, la
gueratina, y unidas por desmosomas fuertes que son responsables de la durabilidad de su
epitelio. Pocos microorganismos infecciosos pueden penetrar la piel intacta. Las bacterias
y los hongos colonizan la superficie, pero sus poblaciones se mantienen controladas por
la sequedad relativa de la piel, su ligera acidez (pH de 4 a 6) y ciertos péptidos
antimicrobianos defensivos: dermicidina y defensinas. La pelicula acida protectora es el
manto acido.

2. Otras funciones de barrera. La piel es importante como barrera ante el agua, pues
evita que el cuerpo la absorba en exceso cuando se estd nadando o bafiando; sin
embargo, es mas importante aun el hecho de que evita que el cuerpo pierda agua en
exceso. La epidermis también es una barrera ante los rayos ultravioleta (UV), pues
bloguea mucha de esta radiacién que causa cancer y evita que la misma alcance capas
de tejido mas profundas; también es una barrera ante muchas sustancias quimicas que
podrian ser dafiinas. Sin embargo, es permeable a varios farmacos y sustancias toxicas.

3. Sintesis de vitamina D. En la piel ocurre el primer paso en la sintesis de vitamina D,
sustancia necesaria para el desarrollo y el mantenimiento de los huesos. El higado y los
rifones completan el proceso.

4. Sensacion. La piel es el 6rgano sensitivo mas extenso. Contiene terminaciones
nerviosas diversas que reaccionan al calor, el frio, el tacto, la textura, la presion, la
vibracién y las lesiones histicas. Estos receptores sensitivos abundan de manera especial
en cara, palmas, dedos, plantas y 6érganos genitales. Hay pocos en la espalda y en la piel
gue se encuentra sobre las articulaciones como la rodilla y el codo.

5. Termorregulacién. Las terminaciones nerviosas cutaneas, denominadas
termorreceptores, regulan la temperatura superficial del cuerpo. Como respuesta a los
escalofrios, el cuerpo retiene el calor al contraer los vasos sanguineos de la dermis
(vasoconstriccion cutanea), conservando la sangre con mayor cantidad de calor en partes
mas profundas del cuerpo. Como respuesta al exceso de calor, éste se libera al dilatar
dichos vasos (vasodilatacion cutanea), lo que permite que fluya mas sangre cerca de la
superficie y se pierda calor a través de la piel. Si esto no basta para normalizar la
temperatura, las glandulas sudoriparas secretan sudor. La evaporacién de este liquido
puede tener un efecto enfriador poderoso. Por tanto, la piel desarrolla diversas funciones
en el calentamiento y enfriamiento del cuerpo. (Saladin, 2012).

2.3 Estructuras anexas a la piel

El pelo, las ufas y las glandulas cutaneas son los 6rganos accesorios (anejos cutaneos)
de la piel. El pelo y las ufias estan compuestos sobre todo por células muertas
gueratinizadas.

El estrato corneo de la piel estd hecho de queratina suave, pero el pelo y las ufias estan
compuestos, sobre todo, por queratina dura. (Saladin, 2012).
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2.3.1 Pelo
El término pelo suele definir lo que se conoce como cabello (el pelo del cuero cabelludo) y
como vello (en general, el pelo del cuerpo). Se trata de un filamento delgado de células
queratinizadas que crece a partir de un tubo oblicuo en la piel: el foliculo piloso. (Saladin,
2012).
e Tallo piloso
Es la porcion de pelo que se proyecta sobre la superficie de la piel.
e Raiz
Es la parte profunda del pelo que penetra dentro de la dermis y algunas veces
hasta el tejido subcutaneo. Tanto el tallo como la raiz cuentan con tres tipos de
células: médula, corteza y cuticula.
e Foliculo piloso
Rodeando la raiz del pelo se encuentra el foliculo piloso formado por la vaina
radicular externa e interna llamadas en conjunto vaina radicular epitelial. (Tortora,
2006)

2.3.2 Unas
Las uflas son placas de células epidérmicas queratinizadas muertas, densamente
agrupadas que forman una cubierta sélida y transparente sobre la superficie dorsal de las
porciones distales de los dedos. (Tortora, 2006). Cada ufia consiste en un cuerpo, un bode
libre y una raiz. (Elaine, 2008)
e Cuerpo
El cuerpo de la ufia es la porcién visible de esta. Por debajo del cuerpo de la ufia
hay un epitelio y mas profundamente una capa dérmica. La mayor parte del cuerpo
de la ufia aparece rosado por el flujo sanguineo que atraviesa los capilares de la
dermis subyacente. (Tortora, 2006)
e Borde libre
Es la parte que puede extenderse mas all4 de los dedos. Los bordes de la ufa
tienen pliegues cutaneos superpuestos denominados pliegues ungueales El
pliegue ungueal proximal grueso suele denominarse cuticula. El estrato basa el de
la epidermis de extiende por debajo de la ufia como el hecho ungueal, su
engrosada zona proximal denominada matriz ungueal es la responsable del
crecimiento de la uia. (Elaine, 2008).
e Raiz
Es la porcidén que esta oculta en el pliegue de la piel, en la ilustracién 4 se muestra
el esquema de la estructura de la ufia. (Tortora, 2006)

Matriz  Raiz Pliegue ungueal

ungueal de launa proximal Lecho ungueal

Ve ) Cuerpo B 5
Cuerpo ——— \‘ \ —- Cuticula  de |a ufia orc:e h'ore
de la uia ! i | N de la ufa

‘ \ GE— — ;
Pliegue — . =< ~ |
ungueal _,\f_»—Hueso
lateral =9 ) | de la punta
- / del dedo
Lunula- /
~
/ —~—Estrato
la~/ i

Cuticula basal
(a) Vista superficial (b) Seccion longitudinal de la parte distal de un dedo

llustracion 4. Estructura de la ufia (Elaine, 2008).
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2.4 Glandulas de la piel

2.4.1 Glandulas sudoriparas

Las células de estas glandulas liberan sudor hacia los foliculos pilosos o sobre la

superficie de la piel a través de poros. Estas glandulas se dividen en dos tipos:
Glandulas sudoriparas apocrinas: Se hallan en la ingle, la regién anal, las
axilas, las areolas y, en varones maduros, en el &rea de la barba. (Saladin, 2012).
La porcion secretora de estas glandulas se localiza casi siempre en el tejido
subcutaneo y el conducto excretor se abre en los foliculos pilosos. (Tortora, 2006)
Glandulas sudoriparas merocrinas: Son glandulas tubulares simples enrolladas.
Estan distribuidas en la piel de casi todo el cuerpo especialmente en la frente,
palmas y plantas. La porcién secretora de estas glandulas se localiza casi siempre
en la dermis profunda (en ocasiones en la regidon externa del tejido subcutaneo).
(Tortora, 2006). Su funcién primaria consiste en enfriar el cuerpo, pero también
excretan parte de los mismos desechos que los rifiones. (Saladin, 2012).

2.4.2 Glandulas sebéaceas

Son glandulas acinosas ramificadas simples. La mayoria se conectan a los foliculos
pilosos. La porcion secretora se encuentra en la dermis y generalmente se abre en el
cuello de un foliculo. Las glandulas sebaceas secretan una sustancia oleosa llamada
sebo, mezcla de triglicéridos, colesterol, proteinas y sales inorganicas. (Totora, 2006). El
sebo evita que la piel y el pelo se vuelvan secos, fragiles y quebradizos. (Saladin, 2012).

2.4.3 Glandulas ceruminosas

Las glandulas ceruminosas sélo se encuentran en el conducto auditivo externo, donde su

secrecién se combina con sebo y células epidérmicas muertas para formar cerilla, o
cerumen. Se trata de glandulas simples, enrolladas, tubulares, con conductos que llevan a
la superficie de la piel. EI cerumen mantiene flexible el timpano, vuelve impermeable el
canal, mata bacterias y cubre los pelos de guardia del oido, haciéndolos pegajosos y mas
eficaces para detener el paso de particulas del exterior al conducto auditivo. (Saladin,
2012).

2.5 Absorcién cutanea

La absorcion de sustancias solubles en agua a través de la piel es insignificante, pero
ciertas sustancias liposolubles a traviesan la piel, cobmo vitaminas A, D, E y K, ciertos
farmacos y los gases oxigeno y didéxido de carbono. (Tortora, 2006).

2.6 Absorcién percutanea

Absorcién percutanea es el término que se usa con mas frecuencia en referencia al paso
de medicamentos a través de la piel. La absorcion cutanea implica la absorcion de ciertos
farmacos contenidos en sistemas de administracién transdérmica, estos aplicados en la
piel en donde el farmaco a traviesa la epidermis hasta llegar a los vasos sanguineos de la
dermis una vez circulacion sistémica se distribuye hasta llegar a su sitio de accion.

El paso de farmacos administrados de forma tdpica a la circulacién general consta de tres
etapas claramente diferenciadas:
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Liberaciéon desde el vehiculo

El principio activo debe disolverse en el excipiente y difundir hasta contactar con la

superficie de la piel.

Penetracion y permeabilizacion en la epidermis

Una vez que el principio activo llega a la interfase vehiculo/piel puede ocurrir que

se disuelva en el sebo y difunda a través del foliculo piloso y glandulas sebaceas y

sudoriparas (Via transapendicular) o bien penetre en la capa cérnea (Via

transepidérmica). El estrato corneo representa el principal obstaculo de la piel a la

penetracion de farmacos debido a su alta proporciébn en queratina, lipidos

intercelulares y al bajo contenido de agua, considerandose el factor limitante en la

velocidad de absorcion. (Santos & Guerrero, 1994).

Paso através de la dermis con acceso a la microcirculacion sistémica

Se pueden distinguir varias vias de acceso a través de la piel:

1) Via transapendicular: A través de glandulas sebaceas, sudoriparas y foliculo
piloso.

2) Via transepidérmica: A través de las células del estrato corneo (Via
intracelular o transcelular) o bien a través de los espacios intercelulares (Via
intercelular). (Santos & Guerrero, 1994).

2.7 Vias de absorcién percutanea

2.7.1 Vias transapendiculares (llustracién 5):

Transfolicular: Las moléculas difunden a través de la secrecion lipofila de los
foliculos pilosos y a través de los poros sebaceos. La via transfolicular es utilizada
por moléculas cuya difusion a través del estrato corneo es muy baja, debido a su
tendencia a formar enlaces con puntos activos de la queratina, reduciendo su
velocidad de transporte. (Clari, 2004)

Transudoripara: Los compuestos hidréfilos, con bajo peso molecular y algunos
electrolitos tienden a difundir en el seno del liquido acuoso que contiene los
conductos sudoriparos y alcanzan la base de la glandula que se encuentra en
contacto con numerosos vasos sanguineos (dermis). (Clari, 2004)

Poro Pelo

sudoriparo

Estrato cérneo

Capilar
subepidérmico

Epidermis

Glandula
Conducto

glandular

sebacea

Glandula

sudoripara - Foliculo piloso

Plexo vascular Papila dérmica

Dermis

llustracion 5. Vias de penetracién de los farmacos a través de la piel: a) Transudoripara. B)

Transepidérmicay ¢) Transfolicular (Ariza, 2004).
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2.7.2 Vias transepidérmicas
Las moléculas polares y no polares difunden a través del estrato corneo por diferentes
mecanismos (ver llustracion 6). (Ariza, 2004)

e Transcelular: La sustancia atraviesa los queratinocitos de las distintas capas del
estrato cOrneo, alternando estructuras hidrofilas y lipéfilas. Las sustancias
atraviesan varias veces los lipidos intercelulares, las bicapas lipidicas y los
corneocitos. (Calatayud, 2013).

e Intercelular: La sustancia difunde a través de los espacios intercelulares del
estrato corneo. La sustancia permeante atraviesa el estrato corneo a través de los
lipidos de la matriz intercelular. (Calatayud, 2013).

Via intercelular Via transcelular

Citoplasma

Membrana
plasmatica

Lipidos

Espacio {
intercelular

Acuoso

Ceramida Queratina

Lipidico
Colesterol/Sulfato de colesterol

llustracion 6. Vias de absorcion transepidérmicas (Araiza, 2004).

2.8 Administracion transdérmica

La administracion de farmacos a través de la piel tiene la finalidad de obtener un efecto
tanto local como sistémico y ha conducido al desarrollo de unas formas farmacéuticas
conocidas con la denominacion de sistemas transdérmicos o TTS (“Transdermal
Therapeutic Systems”). Estos sistemas permiten el control posolégico y la liberacién
constante, sostenida y controlada del farmaco, definiéndose como un sistema destinado a
su aplicacion sobre una zona determinada de la piel, que sirve de soporte o vehiculo para
uno o varios principios activos destinados a ejercer el efecto después de su liberacion y
paso a través de la piel. (Sufié, 2002)

Los sistemas transdérmicos son formas de dosificacion con cesion continua de una 0 mas
sustancias ideados para el aporte percutaneo de farmacos a una velocidad programada o
para un determinado periodo de tiempo. (Santos & Guerrero, 1994). Existen tres formas de
administrar farmacos a través de la piel; sistemas de administraciéon transdermal
(parches), farmacos aplicados como spot-on y pour-on y la aplicacion epicutanea de
farmacos a través de cremas y geles. (Villarino & Landoni, 2006). En la Tabla 1, se indican
cudles son las principales ventajas y desventajas de la administracion transdérmica:
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de la administracién transdérmica.

Ventajas Desventajas

Administracion no
aplicacion.

invasiva y de facil

Costos elevados de produccién

Obtencibn  de  niveles
constantes y sostenidos.

plasmaticos

Se puede generar una posible irritacién en
el lugar de aplicacion, asi como eritema,
prurito y edema local que pueden deberse
al farmaco, adhesivo o excipientes.

Se evita la inactivacion parcial del farmaco
por el efecto del primer paso hepatico
aumentando la biodisponibilidad de los
farmacos.

Existen farmacos que no pueden ser
administrados por esta via debido a que
algunos presentan una baja permeabilidad
cutanea

Disminucién de las reacciones adversas

Reduccion de la frecuencia y magnitud de
dosis

Se evitan factores que afectan a la
absorcion de los farmacos en el tracto
gastrointestinal, como el pH, la actividad
enzimética y las interacciones con los
alimentos

Permite la administracion de farmacos a
pacientes que tienen inconvenientes por la
via oral, ya sea por nauseas 0 que
inclusive se encuentren inconscientes.

Posibilita el término del tratamiento en
cualguier momento, por remocion de la

forma farmacéutica

(Pires 2013, Santos & Guerrero, 1994)

2.9 Factores implicados en la absorcién transdérmica

Los factores que determinan la penetracién de los farmacos a través de la piel pueden ser
divididos de acuerdo con su determinante primario en: a) dependientes del paciente, b)
dependientes del farmaco y ¢) dependientes de la formulacion.

a) Dependientes del paciente

La penetrabilidad de los farmacos a través del estrato cérneo varia dependiendo
de la especie y edad. El pH de la piel (determinante fundamental del estado de
ionizacion de las moléculas), la temperatura medioambiental (como determinante
del grado de hidratacibn cutanea) (Akomeah & Nazir, 2004) y el estado de
hidratacion general son factores que pueden alterar la magnitud del proceso de
penetracion de los farmacos aplicados epicutdneamente. (Ramachandran & Fleisher,
2000)

Los vellos alteran la penetracion de los farmacos actuando como barrera fisica,
limitando el contacto necesario entre el farmaco y el epitelio para la posterior
penetracién. Algunos autores consideran que existe una correlacién negativa entre
la densidad pilosa y la penetracion (Riviere & Papich, 2001), mientras que otros
consideran que la alta densidad de foliculos pilosos mejora la penetracion de los
farmacos debido a que las invaginaciones del epitelio en los foliculos pilosos
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b)

incrementarian el area total de contacto formulacion/piel. (Magnusson, Walters &
Roberts, 2001)

Otro factor importante para considerar es el metabolismo epidermal de los
farmacos (Magnusson, Walters & Roberts, 2001). La epidermis tiene la capacidad de
metabolizar los farmacos antes de que sean absorbidos a la circulacién sistémica
(efecto de 1° paso cuténeo), habiendo sido reportada la presencia de enzimas que
catalizan reacciones metabdlicas tanto de fase 1 como de fase 2 (Ramachandran &
Fleisher, 2000). Esta actividad metabdlica de la piel podria ser de utilidad para
activar profarmacos los cuales pueden ser formulados para maximizar la
penetracion transdermal (Hotchkiss, 1998).

Las secreciones de las glandulas sebaceas y sudoriparas constituyen otra
importante variable en el pasaje de los farmacos a través de la piel. (Riviere &
Papich, 2001).

La zona anatOmica de aplicacion es otro factor importante en la penetracion
transepitelial de los farmacos (Riviere & Papich, 2001). En este contexto, existen
importantes diferencias en el grosor y contenido lipidico de la piel entre las
diversas zonas anatdmicas con caracteristicas de zonas de aplicacién. Un factor
aunado a esto es el flujo sanguineo local, cuya modificacion determina cambios en
los patrones de penetraciéon de farmacos (Caron, Queille-Roussel, Shah & Schaefer,
1990).

Dependientes de farmaco

En forma general, la capacidad de los farmacos de difundir a través de las
membranas biolégicas depende de a) peso molecular (< 400), b) tamafio
molecular, ¢) grado de ionizacion y d) solubilidad. Con respecto a las propiedades
fisicoguimicas de Los farmacos, la capacidad intrinseca de penetracion de las
moléculas estd determinada por el adecuado equilibrio entre la liposolubilidad e
hidrosolubilidad. Siendo el coeficiente de particion lipido/agua uno de los factores
determinantes de la magnitud de las concentraciones iniciales de droga en la capa
mas superficial del estrato corneo. Otro factor relacionado con el principio activo es
su grado de ionizacién. En este punto es importante tener en cuenta que el grado
de ionizacion del principio activo para aplicaciones epicutaneas estara
determinado no sélo por el pH de la piel, sino también por el pH de la formulacién.
(Villarino & Landoni, 2006).

Las limitantes para que un farmaco sea incorporado en un sistema transdérmico son:

Moléculas de mayor peso molecular (>500 Da) no logran penetrar el estrato
corneo.

Los farmacos con un coeficiente de particibn muy bajo o alto no alcanzan la
circulacion sistémica.

Farmacos de alto punto de fusion, debido a su baja solubilidad tanto en agua como
en grasa.

Dependientes de la formulacién

La mas simple de las formulaciones para la administracién transdérmica de
farmacos consiste en un vehiculo semisélido (unglientos o cremas), conteniendo
una suspension de la droga homogéneamente distribuida. La primera etapa del
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proceso de penetracion esta representada por la liberacién del farmaco, la cual es
controlada por la formulacién, siendo éste el primer paso limitante del proceso
(Kalia & Guy, 2001). Una vez liberado desde la formulacion el principio activo
difunde hasta alcanzar la interfase formulacion-piel, sitio en el que alcanza un
equilibrio (estado estacionario). La penetracion de un principio activo desde la
formulacion aplicada epicutaneamente hasta la circulacion sistémica o tejidos
locales involucra multiples procesos;

1) Disolucion y liberacion dentro y desde la formulacion

2) Particion dentro del estrato corneo

3) Difusion a través del estrato cérneo

4) Particion desde el estrato corneo hacia la fase acuosa de la epidermis

5) Difusion a través de la dermis

6) Acceso a la circulacion sistémica y/o tejidos circundantes

Por otra parte, el uso de promotores de la penetracion y la utilizacién de ciertos vehiculos
también se consideran un factor importante implicado en la absorcién transdérmica ya que
estos tienden a incrementarla. (Villarino & Landoni, 2006)

2.10 Parche transdérmico

Un parche transdérmico o parche para la piel es un parche adhesivo medicado que se
coloca en la piel para administrar una dosis especifica de farmaco a través de la piel y al
torrente sanguineo. A menudo, esto promueve la curacion de un éarea lesionada del
cuerpo. Los sistemas transdérmicos, conocidos como parches, tienen como objetivo
proporcionar una liberacion prolongada del farmaco para mantener concentraciones
plasméaticas constantes a lo largo del tiempo. (Gupta, Yadav, Dwivedi & Gupta, 2011).

Los parches transdérmicos son formas farmacéuticas complejas, integradas
basicamente por una capa externa de recubrimiento impermeable que protege la
formulacion; un reservorio o0 matriz de principio activo y sustancias promotoras
facilitadoras de la absorcion del farmaco, incluidas en un entorno que facilite y
controle su liberacién; una lamina adhesiva que permita su fijacién a la piel y otra
capa protectora desprendible que deba retirarse antes de su aplicacion (ver llustracion
7). (Bonet & Garrote, 2015)

capa protectora externa

reservorio del farmaco (suspension, gel,
film)

ECTTTTTTTrTrrrTrrTIITRRITTTTTTTTITITTITITITY membrana para controlar la liberacion en
el caso de sistemas de reservorio

: oo rrera capa adhesiva

mmm Capa protectora interna (para ser removida)

llustracion 7. Estructura del parche transdérmico (Allevato, 2007).
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2.10.1 Tipos de parche transdérmico

2.10.1.1 Tipo Reservorio (controlados por membrana)

En el sistema reservorio, el farmaco se encuentra disperso en una matriz
polimérica inerte o suspendido en un medio liquido viscoso, asi como los
excipientes en estado liquido. Uno de los excipientes normalmente utilizado es un
promotor de la permeacion, para aumentar la permeabilidad de la piel al farmaco.
A envolver el depésito existe una membrana impermeable y una membrana
polimérica responsable del control de la velocidad de liberacion del farmaco. (Ver
llustracion 8). Esta puede ser de naturaleza microporosa 0 no porosa, siendo
elegida de acuerdo con el farmaco en cuestion. (Pires, 2013).

Material impermeable Reservorio de principios
{p. ¢j.. Polieuretano, ™ , actives
() '

Membrana poliménca para control liberacion N
Lamina de adhesivo

lustracion 8. Parche tipo reservorio (Allevato, 2007).

2.10.1.2 Tipo Matricial (controlados por matriz)

En este sistema, el fArmaco se disuelve o0 se dispersa homogéneamente en una
matriz polimérica inerte de caracter hidrofilico o lipofilico, segun el tipo de farmaco
utilizado. La matriz se incorpora en un disco con un area y un espesor definidos,
gue se pega sobre una placa de soporte oclusiva. El adhesivo se separa a lo largo
del disco, formando una capa independiente subyacente al depésito del farmaco.
(ver llustracion 9). (Pires, 2013).

Lamna odusiva
(p. e}, aluminio .

Matenal impemeable

LS
Reservorio de principios activos con polimero Perimetro de adhasho

llustracion 9. Parche tipo matricial (Allevato, 2007).
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2.10.1.3 Tipo mixto (microreservorio)

Estan provistos de multiples reservorios incluidos en un polimero que permite su
difusion. Por otra, parte también estén los parches de microreservorio de liberacion
controlada, este sistema esta constituido por una multitud de microcompartimentos
hidrofilicos (de tamafio entre 10 y 40 um) dispersados en una matriz polimérica
hidréfoba. (ver llustracion 10). El proceso de liberacién del principio activo es mas
complejo que en los sistemas anteriores, ya que inicialmente debe difundir del
compartimento acuoso a la matriz polimérica y de esta a la piel. (Moreno, 2012).

Material impermeable Matriz polimérica
,_‘ ‘."‘
b
Lamina odusia /| © CUQG 0 o° 590]
ooy [ Re 09 e .
(p. ). aluminio) Perimetro de adhesvo

X

Reservorio de prindpios activos con polimero

llustracion 10. Parche tipo microreservorio (Allevato, 2007).

2.10.1.4 Tipo matricial adhesivo

La tendencia actual en el desarrollo de un sistema de administracion transdérmica
es la busqueda de disefos sencillos, que sean ademas mas finos y por ello menos
llamativos (méas aceptable desde el punto de vista estético). El resultado es un
desplazamiento hacia el parche con matriz adhesiva que lleva incorporada el
farmaco. (ver llustracion 11). (Moreno, 2012).

Matenial impermeable Activos mas adhesivos

/

- - L —
—

':Eventual [amina de adhesivo

llustracion 11. Parche tipo adhesivo (Allevato, 2007).

2.11 Promotores de la absorcion

Los promotores de la permeacién tienen como principal objetivo reducir la resistencia
difusional de la piel. Su naturaleza y caracteristicas sera variable y estara en funcién de
la naturaleza del principio activo que ayudan a penetrar (lipofilia y grado de ionizacién).
(Bonet & Garrote, 2015). Tienen la finalidad de disminuir la resistencia del estrato cérneo y
consecuentemente mejorar el transporte de farmacos a través de la piel. Estos son
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compuestos que promueven la permeabilidad de la piel al alterarla como barrera al flujo
de un penetrante deseado. (Gupta, Yadav, Dwivedi & Gupta, 2011)

2.11.1 Promotores quimicos

Los promotores quimicos de la permeacion se incorporan a las formulaciones
transdérmicas, que pueden ejercer su accion a través de uno o mas de los tres
mecanismos, que se mencionan a continuacion. (Pathan & Setty, 2009)

« Perturbacion de la estructura lipidica del estrato corneo
¢ Interaccion con las proteinas intercelulares
% Mejora en la particion del farmaco y / o excipientes para el estrato cérneo

Los promotores quimicos deben presentar la mayoria de las siguientes propiedades
(Murthy, & Shivakumar, 2010):

X3

¢

Farmacolégicamente inertes, atéxicos, no alérgicos y no irritantes

Compatibilidad con los excipientes y demas componentes del sistema

Accién inmediata y reversible

Deben permitir que los farmacos penetren en la piel, pero al mismo tiempo evitar la
pérdida de fluidos corporales, electrolitos y otras sustancias endoégenas.

En la Tabla 2, se presenta la clasificacién general de los promotores quimicos.

X3

8

X3

S

X3

S

Tabla 2. Clasificacion de los promotores quimicos de la absorcion en funcién de su
naturaleza quimica.

Clasificacién quimica Componente
Agua Agua
Sulféxidos y similares Dimetilsulféxido, Dodecilmetilsulféxido
Ureas Urea
Pirrolidonas y derivados N-metil-2pirrolidona, 2-pirrolidona
Azone® y derivados Azone® (1-dodecilazacicloheptan-2-ona)
Derivados del dioxolano SEPA®
Tensioactivos Lauril sulfato sodico, Bromuro de
Anidnicos cetiltrimetil amonio, Monolaurato de
Cationicos sorbitan, Polisorbato 80, Sulfato de
No iénicos dodecilmetilamoniopropano
Zwiterionicos
Terpenos Mentol, Limoneno
Alcoholes Etanol, Alcohol caprilico, Propilenglicol
Alcanoles
Alcoholes grasos
Glicoles
Acidos grasos Acido oleico, Acido undecanoico, Acido
decenoico

(Calatayud, 2013)
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2.11.2 Promotores fisicos de la penetracién

Los métodos fisicos que mejoran la penetracién de farmacos a través de la piel son
numerosos. Sin embargo, la mayoria se basa en la aplicacion de corrientes y/o campos
eléctricos. (Villarino & Landoni, 2006)

Estas técnicas se aplican con los siguientes objetivos:

e Promover la penetracién de farmacos que normalmente no atraviesan la barrera
cutanea (farmacos de alto peso molecular como pueden ser hormonas)

e Aumentar la penetracion de aquellos farmacos que penetran en concentraciones
subterapéuticas

e Reducir los periodos de latencia de aquellos productos aplicados tépicamente.

2.11.2.1 Ultrasonido

El ultrasonido mejora la penetracion transdermal de farmacos alterando la estructura del
estrato cérneo. El principal cambio estructural observado en la piel tras la aplicacion de
ondas de sonido de baja frecuencia es la aparicion de cavidades (cavitacion) (ver
llustracion 12). Ha sido demostrado que la utilizacion de ondas de baja frecuencia (16- 20
kHz) mejora mas de 1000 veces la penetracion de ciertos farmacos, entre ellos insulina,
eritropoyetina e interferén. (Villarino & Landoni, 2006)

a) b)

Paso entre las células

Bajo nivel
de energfa
en la piel

Energia

Transductor
concentrada

Capa
adiposa

Musculo

lustracion 12. a) Proceso de ultrasonido, b) Penetracién de moléculas grandes mediante
ultrasonido (Allevato, 2007).

2.11.2.2 lontoforesis

La iontoforesis es una técnica no invasiva de promocion de la permeacion de farmacos a
través de la piel que ha sido empleada principalmente para la administracion de iones
cargados y macromoléculas, ya que el transporte de farmacos se da esencialmente a
través de los anexos cutaneos, como los foliculos pilosos y glandulas sudoriparas. (Pires,
2013).

La iontoforesis consiste en la aplicacion de pequefias corrientes eléctricas (~ 0.5 mA/cm?)
a través de electrodos. La corriente eléctrica actlia como un transportador de farmacos a
través de las estructuras de la piel (ver llustracion 13). Los mecanismos principales que
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conducen al incremento de la penetracion son (i) replecion de iones, (ii) disminucion de la
resistencia de la piel aumentando la permeabilidad y (iii) electro6smosis. La eficiencia de
la iontoforesis depende, basicamente, de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas
(polaridad, valencia) y de la interaccion principio activo/formulacion. La efectividad clinica
de la iontoforesis ha sido reportada especialmente para formulados de anestésicos
locales y drogas antiinflamatorias. (Villarino & Landoni, 2006).

 Corriente
eléctrica

lustracion 13. Esquema del proceso de iontoforesis (Vega, 2016).

2.11.2.3 Electropermeabilizacion

La electropermeabilizacién consiste en aplicar pulsos de corriente eléctrica (~100-1000V/
cm) sobre la piel por periodos cortos (micro o milisegundos). La corriente aplicada induce
la formacién reversible de poros acuosos en el estrato corneo los cuales conforman una
nueva ruta para la penetracion de farmacos (ver llustracion 14). (Villarino & Landoni, 2006)

A nivel del estrato cdrneo, la electropermeabilizacion perturba reversiblemente las bicapas
lipidicas, verificAndose una disminucion de la resistencia de la piel y un aumento de la
hidratacion y del flujo sanguineo a nivel cutaneo. (Pires, 2013)

Electric
pulse Anticancer drug Increased Membrane
generator surrounds the membrane reseals, anticancer
cells permeability allows drug exerts its
access to the cytotoxicity
cytosol
4 ] %0, ° : °
|
I P>
Electrodes time
<" Tumour A fr—
A4 <\ A Electric pulse application
A \,
o \ D
; \
Systemic or intratumoural
drug injection

lustracion 14. Proceso de electropermeabilizacién (Risk, Fernandez & Marshall, 2013).
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2.11.2.4 Microagujas transdérmicas

Son agujas que adjuntas mediante diferentes formas a un polimero flexible, penetran en
las capas superficiales de la piel, usando una via intradérmica. Suelen tener una longitud
de 100-1000 um y un diametro de 200-300 um, siendo adecuadas para penetrar el estrato
coérneo, que es la capa responsable de la accién barrera de la piel. Deben de ser
robustas, rigidas y puntiagudas, mientras que el sustrato que las sostiene (el parche)
debe ser flexible para adaptarse a la piel y reducir el riesgo de desprendimiento. (Rojas,
2017). Existen diferentes tipos en funcién de su mecanismo de liberacion y estructura:
microagujas sélidas, microagujas huecas, microagujas recubiertas y microagujas que se
disuelven (ver llustracion 15).

R/
0‘0

Microagujas solidas: penetran en la piel para crear huecos por los que difunda el
farmaco, buscando tanto efecto local como sistémico. Se pueden encontrar
montadas en un parche con el farmaco cargado como en cualquier parche
convencional o para formulaciones topicas (crema, gel, locion...etc.).

Microagujas huecas: (poke and flow): son agujas que proveen un conducto
definido para la liberacion del farmaco a través de la piel o cualquier otro tejido. El
flujo de liberacion se produce por presion, que puede ser modulado a través de
esta para provocar una liberacién en bolo, una infusion lenta o liberacion variable a
lo largo del tiempo. Con formulaciones liquidas podria sustituirse el uso de
formulaciones inyectables, aunque también se pierde la probabilidad de
administrar farmacos que sean estables en estado seco y no tienen requerimiento
de la reconstitucion. También se usan como conducto para la difusién del farmaco
desde un reservorio sin presion.

Microagujas recubiertas: (coat and poke): agujas soélidas que se usan como
vehiculos para depositar el farmaco dentro de la piel, ademas de presentar una
funcion perforadora. La formulacion del farmaco recubre la aguja, y posteriormente
difunde a través de las capas de la piel (no la aguja). La administracion es rapida
pero limitada en cuanto a dosis, que suele ser de 1 mg de farmaco. El farmaco se
puede afadir por inmersion de la aguja en la solucién del farmaco y otros
componentes, asi como por pulverizacion.

Microagujas que se disuelven (poke and release): agujas de polimero o
azlcares desarrolladas para disolverse en la piel sin dejar rastro de componentes
después de su uso. Se suelen usar como pre-tratamiento de la piel para aumentar
su permeabilidad o para transportar un farmaco estando este encapsulado en el
interior de las agujas. (Rojas, 2017)
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Dermis

llustracion 15. Clasificacion de las microagujas en funcion de su mecanismo de liberaciéon (Rojas,
2017).

Las microagujas transdérmicas también son clasificadas en funcion del material del que
estan formadas (ver ilustracion 16).

» Microagujas de silicona: El silicon ha demostrado ser muy util en la fabricacion
de microestructuras y sistemas microelectromecanicos. Su principal ventaja es que
tiene mucha flexibilidad, lo que significa que las microestructuras pueden ser
obtenidas facilmente en una variedad de formas y tamafos deseables. Su
considerable resistencia mecanica permite que las microagujas penetren con éxito
en la piel, facilitando la administracion transdérmica de los farmacos. (Larrafieta,
Lutton, Woolfson & Donnelly, 2016).

» Microagujas metdlicas: Los principales metales utilizados en las producciones de
microagujas son de acero inoxidable, titanio, paladio, cobalto y niguel, ademas de
su buena biocompatibilidad, tales metales poseen buenas propiedades mecénicas.
(Larrafeta, Lutton, Woolfson & Donnelly, 2016)

» Microagujas de ceramica: El principal tipo de ceramica utilizada para producir
microagujas ha sido la alimina. Este material presenta algunas ventajas,
principalmente la resistencia quimica. La alimina es uno de los éxidos mas
estables, debido a los enlaces ibnicos y covalentes de alta energia entre los
atomos de aluminio y oxigeno. Estos enlaces fuertes dejan la cerdmica afectada
por la corrosion y por condiciones ambientales adversas. Bajo compresion, la
alimina tiene buena resistencia, pero bajo tensién de traccién se muestra fragil.

» Microagujas de vidrio de silice: Las microagujas de vidrio se pueden producir
rapidamente en diversas geometrias para uso en laboratorios a pequefia escala.
Este material es fisioldgicamente inerte y permite una facil visualizacion del flujo de
fluidos. Sin embargo, el vidrio de silice es un material fragil, el vidrio de silicio y
silice presentan una resistencia a la fractura similar. La fabricaciéon de microagujas
de vidrio no es eficiente en cuestion de tiempo ya que normalmente se realizan a
manualmente. Las microagujas de vidrio todavia se usan en la actualidad, pero
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solo con fines experimentales y no son viables para uso comercial en la
administracion de farmacos.

Microagujas de carbohidratos: Este tipo de microagujas deben disolverse en la
insercion de la piel para liberar el farmaco cargado. Los carbohidratos son una
buena alternativa a los materiales descritos anteriormente, ya que son baratos y
demas son seguros para la salud humana. Este tipo de microagujas tiene la
suficiente fuerza para perforar la piel y entregar el farmaco sin embargo en
algunos estudios se reportaron problemas inherentes al procesamiento,
almacenamiento y uso de microagujas preparadas a partir de azlcares.
Microagujas poliméricas: Los materiales poliméricos son alternativas
prometedoras a los materiales descritos anteriormente para la produccion de
microagujas. Algunos polimeros y polisacaridos estan atrayendo cada vez mas
atenciones debido a su excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja
toxicidad, resistencia / tenacidad y bajo costo. En general, los polimeros presentan
menor resistencia que el silicio, metales, ceramica y vidrio, pero mejor resistencia
gue el vidrio y la ceramica. Una amplia variedad de materiales macromoleculares
se ha utilizado de manera eficiente para fabricar microagujas, por ejemplo: poli
(metacrilato de metilo), PLA, PGA, PLGA, poli (carbonato), copolimero de olefina
ciclica, poli (vinilpirrolidona), poli (alcohol vinilico) PVA, poliestireno, poli (metil vinil
éter-co-maleico) anhidrido), poli (metil vinil éter-co acido maleico), fotoprotector
SU-8 y polisacaridos. Los polimeros se utilizan principalmente en la produccién de
matrices de microagujas de disolucion biodegradables y formadoras de hidrogel.
Sin embargo, hasta cierto punto, hay algunos estudios que utilizan polimeros para
la produccién de matrices de microagujas sélidas, huecas y recubiertas. (Lutton,
Woolfson & Donnelly, 2016)

Polimero

lustracion 16. Clasificacion de las microagujas en funcion del material de fabricacion (Rojas,

2017).
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2.11.2.4.1 Aplicaciones actuales de las microagujas transdérmicas

Las microagujas son utilizadas para facilitar el paso de moléculas de bajo peso molecular,
con el pre-tratamiento de la piel se ha comprobado que se genera una buena y rapida
liberacibn para estas moléculas. Se han probado compuestos como calceina,
galantamina, naltrexona, docetaxel, &cido aminolevulinico, fenilefrina o lidocaina.

Las microagujas también son empleadas para la administracién de moléculas de alto peso
molecular o para aquellas que presenten problemas de biodisponibilidad por via oral.
Como las dosis de estos farmacos suelen ser bajas (del orden de mcg o mg), se pueden
formular en microagujas recubiertas o que se disuelvan teniendo el farmaco en su interior.
Como ejemplo de este tipo de farmacos esta la insulina y oligonucleétidos.

Las microagujas podrian facilitar la administracion de vacunas, aumentar la confianza del
paciente y permitir la orientacién hacia la piel, lo que supone una mejora, porque la piel
presenta ventajas a nivel inmunoldgico, pues tiene en su estructura mas células
presentadoras de antigenos. Dentro de los sistemas de microagujas investigados para su
aplicacion en vacunas, las que mejor resultados ha dado son las microagujas recubiertas.

Extraccién de fluidos intersticiales y sangre: las microagujas podrian servir como
herramientas de diagnéstico para facilitar la toma de muestras. También podrian
fabricarse con un sensor incorporado a la microaguja para detectar in situ en la piel, del
tipo de los biomarcadores o tecnolégicos. La cantidad de muestra a tomar del fluido
intersticial o, sangre seria del orden de microlitros. Ya se han probado sistemas para
medir, por ejemplo, los niveles de glucosa en sangre, aunque otros posibles analitos
podrian ser el peréxido de hidrégeno, lactato, oxigeno disuelto o glutamato. (Rojas, 2017)

A continuacion, en la Tabla 3 se muestran las principales ventajas e inconvenientes que
presentan las microagujas:

Tabla 3 Ventajas y desventajas de las microagujas transdérmicas.

Ventajas ESENIETES

Son una técnica minimamente invasiva | Las microagujas solo se pueden insertar
para la administraciébn transdérmica de | en la piel si tienen la forma correcta y las

farmacos. propiedades fisicas adecuadas.

Son muy pequefias (longitud de 50 a 900 Deben aplicarse con la fuerza necesaria

pm). para evitar que se rompan o se doblen
antes de la insercion.

Evitan el efecto de primer paso. Las microagujas hechas de metal, acero

inoxidable o silicio tienen riesgos de
fractura. Pueden dejar fragmentos en la

piel.
Pueden penetrar el estrato corneo sin la Pueden causar irritacion de la piel y en
estimulacion de los nervios. algunos casos alergia.

Con una tasa constante y un periodo | Las microagujas necesitan  micro-
prolongado, se puede administrar el | herramientas y microelectrénica para ser
medicamento, permitiendo la  dosis | producidas a granel.

correcta de los farmacos.
Hay una reduccion de las reacciones -
adversas.
Son féciles y seguras de usar. -
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Se pueden producir con alta precision y -
bajo costo.

Las agujas huecas se pueden usar con -
parches y bombas temporizadas para
administrar  farmacos en momentos
precisos.

Las microagujas huecas ofrecen una -
infusién continua a través de la piel.

Pequefias microagujas podrian dirigir -
medicamentos a cada célula.

Son bioldgicamente no téxicos. -

Las microagujas tienen menos penetracion -
microbiana que las agujas convencionales.

Las microagujas pueden eliminarse -
inmediatamente si se producen reacciones
adversas.

(Serrano, Escobar-Chavez, Rodriguez, Melgoza y Martinez, 2018)

2.11.2.4.2 Métodos de manufactura

Para producir microagujas los investigadores han utilizado una gran cantidad de métodos
de fabricacion, incluidos el grabado quimico isotrépico, moldeo por inyeccion, grabado
reactivo de iones, micromaquinado de superficie / volumen, micromoldeo de polisilicona,
electroformacion-replicacion por litografia, perforacion con laser y polimerizacion de dos
fotones.

2.11.2.4.2.1 Litografiay grabado (llustracion 17)

Esta técnica se utiliza para transferir un patron maestro a la superficie de un sustrato (por
ejemplo, oblea de silicio). Para este propdsito, esta superficie esta recubierta previamente
con un material fotosensible por exposicion selectiva a una fuente de radiacion (por
ejemplo, luz UV). De hecho, el tipo de litografia mas utilizado es la fotolitografia. En
general, los pasos subsiguientes estan involucrados en la transferencia de la mascara al
sustrato recubierto fotosensible. El primer paso, utilizando una oblea de silicio como
sustrato, es formar una capa delgada de Oxido calentando entre 900 y 1150 C en
presencia de vapor u oxigeno humidificado. Posteriormente, se recubre una capa delgada
de un polimero organico sensible a la radiacién UV, conocido como material fotosensible /
fotorresistente o resistente, sobre la superficie de 6xido de la oblea de silicio mediante un
proceso de recubrimiento por rotacién (centrifugado entre 1500 y 8000 rpm) para obtener
una resistencia de espesor definido. Después de la etapa de recubrimiento por
centrifugacion, el disolvente presente en la capa resistente se elimina calentando entre 75
y 100 ° C durante 10 minutos. Ademas de la evaporacion del solvente, este proceso
promueve la adherencia de la capa resistente a la oblea. Una vez que se elimina el
solvente, las laminas con recubrimiento resistente se exponen a la iluminacién a través de
una mascara (normalmente radiacion UV entre 150 y 500 nm). Este procedimiento
permite una transferencia casi perfecta de la imagen de la mascara a las obleas
recubiertas. (Larrafieta, Lutton, Woolfson & Donnelly, 2016)
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llustracion 17. Manufactura de microagujas por el método de litografia (Larrafieta, Lutton,
Woolfson & Donnelly, 2016).

2.11.2.4.2.2 Fabricacién de microagujas de silicon

Diferentes grupos de investigacién han utilizado técnicas de grabado en seco o en
hamedo para fabricar microagujas sélidas de formas, alturas y densidades variables a
partir de silicon. En la fabricacién de microagujas soélidas se utiliza un proceso de grabado
en humedo, se deposita una oblea de silicio estandar (tipo P) con una capa de éxido (300
A) y una capa de nitruro (1000 A) utilizando un proceso estandar de LPCVD. (Donnelly,
Raj & Woolfson, 2010)

2.11.2.4.2.3 Fabricacién de microagujas metalicas y de cristal

El método més sencillo para obtener microagujas metalicas es mediante el ensamblaje de
agujas hipodérmicas de acero inoxidable convencionales o alambres de acero inoxidable
gue producen microagujas de forma hueca o sélida. Actualmente, las agujas hipodérmicas
utilizadas mas pequefias son 30 G para jeringas convencionales (305 mm de diametro
exterior) y 31 G para inyectores de insulina (254 mm de diametro exterior). Estas agujas
hipodérmicas se han utilizado para producir microagujas mediante la exposicién de
longitudes definidas de un material de soporte. Este proceso de ensamblaje hormalmente
se realiza manualmente. Como alternativa a las microagujas metalicas, se pueden
producir microagujas huecas de vidrio. Este tipo de microagujas puede prepararse
extrayendo pipetas de vidrio pulido con un extractor. Finalmente, la microaguja de punta
roma resultante puede ser biselada (en un angulo de 35-388) y limpiarse con diferentes
soluciones. Normalmente estas microagujas se unen a jeringas y se usan para administrar
infusiones. La produccion de microagujas de metal y vidrio mediante un proceso manual
no es eficiente en tiempo y claramente no es factible para fines industriales. (Larrafieta,
Lutton, Woolfson & Donnelly, 2016)

2.11.2.4.2.4 Fabricacién de microagujas de ceramica
Las microagujas ceramicas son producidas por técnicas de micromoldeo. Una lechada de
ceramica se moldea dentro de un molde seguido de un proceso de sinterizacion.

El micromoldeo implica la replicacion de una estructura maestra utilizando moldes. Hasta
la fecha, la mayoria de los moldes estdn hechos de polidimetilsiloxano, las razones
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principales para la seleccién de este material son su flexibilidad y reproducibilidad precisa
de las estructuras. Para preparar moldes, las estructuras se pueden producir utilizando
diferentes materiales (por ejemplo, silicio o metal) y se pueden usar como plantillas. Este
tipo de proceso permite la produccion de dispositivos a bajo costo, ya que esta tecnologia
se puede ampliar facilmente. Esta técnica también es utilizada para la fabricacion de
microagujas poliméricas y microagujas a base de carbohidratos. (Larrafieta, Lutton,
Woolfson & Donnelly, 2016)

2.11.2.4.2.5 Fabricacién de microagujas poliméricas

Las matrices de microagujas poliméricas y de carbohidratos ofrecen ventajas
considerables sobre sus contrapartes de metal y silicio en su facilidad y economia de
preparacion y la posibilidad de fabricarse a partir de materiales biocompatibles.

Las microagujas poliméricas ahora estdn ganando importancia, debido a una variedad de
propiedades, tales como la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, la resistencia, la
tenacidad y la claridad Optica. Ademas, la fabricacién y reproducibilidad de las
microagujas poliméricas es considerablemente mas rentable en comparacién con la de los
procesos tipicos de sistemas microelectromecénicos. Para producir con precision las
dimensiones a microescala de las microagujas poliméricas se han investigado una
variedad de técnicas basadas en moldes, moldeo por calentamiento, moldeo por
inyeccion (ver llustracién 18) y moldeo por inversiéon. Otras técnicas que son empleadas
para la manufactura de este tipo de microagujas son: fundicién, litografia de dibujo,
micromaquinado por laser y métodos de rayos X. Los materiales poliméricos que se han
fabricado de manera eficiente en microagujas incluyen: poli metilmetacrilato (PMMA),
acido poli-L-lactico (PLA), é&cido poli-glicolico (PGA) y acido poli-lactico-co-glicélico
(PLGA), copolimero ciclico-olefina, polivinilpirrolidona, y carboximetilcelulosa de sodio.
Los azucares también se han utilizado para fabricar microagujas, como galactosa,
maltosa y dextrina. (Donnelly, Raj, Woolfson, 2010).

Molten Polymer
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llustracion 18. Técnicas de manufactura de microagujas poliméricas (Larrafieta, Lutton, Woolfson
& Donnelly, 2016).
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2.12 Ensayos de permeabilidad In Vitro
Celdas de difusion tipo Franz

Para los ensayos de permeabilidad se utilizan celdas de difusion (celda tipo Franz) las
cuales son de vidrio neutro y transparente, lo que permite detectar la posible formacién de
camaras de aire, adosadas a la membrana (piel humana), que reducirian la superficie util
de difusion y en consecuencia deben evitarse. Las celdas constan de dos
compartimentos: el compartimento dador (A) en donde se dispone la forma farmacéutica
transdérmica y el compartimento receptor (B) que contiene la solucion receptora. La
capacidad aproximada de ambos compartimentos es de 2 y 6 ml, respectivamente. El
compartimento receptor posee una tubuladura (C) para realizar la toma de muestra y la
reposicion del volumen del liquido extraido en cada muestreo. Durante los ensayos la
agitacion se mantiene constante y uniforme en el compartimento receptor (ver llustracion
19)

Formulacion a ensayar W (A)
Toma de muestras
Piel humana = = (€)
(B)
» | P Agitador
Compartimento receptor Magnético

lustracion 19. Ensamblado de celda de difusidn tipo Franz para estudios de permeabilidad (Clari,
2004).

Entre ambos compartimentos se coloca la membrana, en posicién horizontal, de manera
gue el estrato cérneo quede orientado hacia el compartimento dador. El conjunto de
elementos se fija con la ayuda de una pinza para evitar pérdidas de solucién. La superficie
atil de difusion es de 0.79 cm?. Una vez ensamblada la celda se procede a llenar el
compartimento receptor con la solucion. La operacibn se realiza inclinando
convenientemente la célula para evitar la formacién de una cAmara de aire en la vecindad
de la membrana. Por Ultimo, se coloca la forma farmacéutica en estudio en el
compartimento dador. Las celdas se colocan en el bafio a 37 °C que se encuentra sobre
un multiagitador magnético. A partir de este momento se comienza a contabilizar el
tiempo de ensayo. (Clari, 2004).

2.13 Modelos matemaéticos aplicados ala absorcion transdérmica

2.13.1 Difusién pasiva

La penetracién de farmacos a través de los dominios lipidicos del estrato cérneo es un
proceso lento, seguido de una rapida difusion a través de la epidermis viable y la dermis
papilar (Ramachandran & Fleisher, 2000). Ambos procesos se llevan a cabo por difusién
pasiva. La velocidad y la magnitud de este transporte estan gobernadas por la ley de Fick,
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segun la cual la velocidad de difusion es directamente proporcional al coeficiente de
difusion y al de particién del principio activo y a la solubilidad del mismo en el medio
acuoso que rodea la membrana, siendo inversamente proporcional al grosor de la
membrana a ser atravesada. (Villarino & Landoni, 2006).

El sistema més utilizado por los farmacos para atravesar las membranas biologicas es la
difusion pasiva directa por disolucién en la bicapa lipidica. Este proceso esta condicionado
por la lipofilia de las sustancias, que puede expresarse por su coeficiente de particién
lipido/agua. Esta también condicionado por el coeficiente de difusion, que es una medida
de la movilidad de las moléculas en los lipidos, pero este factor influye menos. (Aleixandre
& Puerro, 2005)

2.13.2 Leyes de Fick

La velocidad de difusion, que es la cantidad de sustancia que difunde en la unidad de
tiempo, sigue una cinética de primer orden, en los procesos pasivos, que se rige por la
primera ley de Fick. Su ecuacion es la siguiente.

—dc/dt = K (C - C") = K C Ecuacién 1

El signo negativo indica que la velocidad (variacion de la concentracion en funcion del
tiempo = dc/dt) disminuye con el tiempo, pues la diferencia de concentraciones (C — C’) es
progresivamente menor a medida que el farmaco pasa del compartimiento donde se
encuentra mas concentrado al compartimiento donde estd menos concentrado. Puede
despreciarse la concentracién de farmaco en este segundo compartimiento (C’), puesto
gue es muy pequefia en relacién con la concentracion en el compartimiento de partida
(C). Se establece asi una relacion lineal entre la velocidad de difusion y la concentracion
del farmaco. La constante K de difusibn es una constante de proporcionalidad que
engloba caracteristicas de la membrana y de la molécula, como su tamafio y
liposolubilidad. (Aleixandre & Puerro, 2005)

La difusion de compuestos apolares a través de una membrana o cualquier barrera
homogénea se describe mediante la primera y segunda Ley de Fick. La primera ley,
(Ecuacion 2) indica que el flujo de un compuesto, J, por unidad de longitud recorrida, X, es
proporcional al gradiente de concentracion, AC y al coeficiente de difusion, D.

AC

) Ecuacion 2
Ax

J=-n(
En la ecuacion, el signo negativo indica que el flujo neto transcurre en direccién de mayor
a menor concentracion. Esta ecuacién se cumple para procesos mediados por la difusion
en medios isotrépicos bajo las condiciones del estado estacionario, es decir, un gradiente
de concentracion constante en el interior de la membrana.

En un proceso difusional en el cual una membrana de espesor h, separa dos
compartimentos que contienen dos soluciones de un soluto de concentraciones C1y C2,
respectivamente, en el estado estacionario de la difusion se establece un gradiente de
concentracion constante en el interior de la membrana. Las concentraciones del soluto en
las zonas limite de la membrana, no son iguales que las concentraciones de las
soluciones adyacentes a la misma. Ello es debido a que se produce un reparto
preferencial del soluto en la membrana. Cm1 y Cm2 son las concentraciones de soluto en
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las interfases membrana/solucion. Este reparto preferencial puede ser analizado
aplicando la primera ley de Fick (Ecuacion 3) y se puede expresar del siguiente modo:

J =D.(Cm1/Cm2)/h  Ecuacion 3

En los ensayos difusionales, los valores que generalmente se determinan son C1y C2, es
decir, las concentraciones de las soluciones existentes en contacto con la membrana en
los compartimentos dador y receptor, en lugar de Cm1l y Cm2, que corresponden a las
concentraciones de soluto existentes en las capas mas superficiales de la membrana.
(Clari, 2004)

Por otra parte, en la mayoria de los casos, las capas superficiales de la membrana se
equilibran rapidamente con las fases adyacentes. Este equilibrio puede expresarse en
términos de distribucion o de coeficiente de reparto, cuando las fases adyacentes son
liquidas, semisolidas o sélidas mediante las siguientes relaciones de concentraciones :
(Ecuaciones 4y 4.1)

Cml = C1P1 Ecuacion4
Cm2 = C2P2 Ecuacion 4.1

En las que P1 y P2 son los coeficientes de reparto del soluto entre la membrana y las
soluciones que la bafian. Sustituyendo en la ecuacién 5, se obtiene:
Cl+P1—C2+P2
J=Dx(

) Ecuacion 5
h

Los experimentos difusionales deben plantearse de modo que el fluido receptor permita
que se cumplan las condiciones de “gradiente maximo” para el permeante. Con fines
practicos se acepta que cuando la concentracion del soluto en el compartimento receptor
no alcanza el 10% de su solubilidad en el medio liquido de dicho compartimento, el estado
estacionario de la difusion no sufre modificaciones apreciables (Barry, BW, 1983). Si se
cumple esta condicién C2 puede considerarse despreciable, y la ecuacion anterior, puede
expresarse como:

_ DxPx(C

Donde C es la concentracién del soluto en el compartimento dador y h la longitud del
camino difusional.

Si se considera que se ha alcanzado el estado de equilibrio estacionario, la cantidad de
soluto que atraviesa la membrana por unidad de tiempo es constante, lo que equivale a
considerar que el fenomeno de la difusién se desarrolla de acuerdo con un proceso de
orden cero.

) Ecuacion 6

El periodo de tiempo necesario para que se alcance el estado estacionario del proceso de
difusién se relaciona con el tiempo de latencia, t0, (ver llustracién 20)

El tiempo de latencia se puede determinar graficamente mediante extrapolacién al eje de
las abscisas del tramo recto de la curva que representa las cantidades acumuladas en el
compartimento receptor en funcién del tiempo. (Clari, 2004)
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lHustracion 20. Perfil representativo de las cantidades acumuladas (Clari, 2004).

2.13.3 Segunda ley de Fick

La segunda ley de Fick permite predecir el flujo de compuestos tanto en el estado no
estacionario como en el estacionario. La cantidad de farmaco (Q(t)) que aparece en el
receptor a un tiempo (t) viene dada mediante la siguiente expresion:

Ecuacion 7 _ r 1 2 Z= (—j’j'! (—D-n" -1 -t "I__
=A-P-h-C-|D————— —exp| ——— | |

T w1 N

Donde A es el area de difusion, P es el coeficiente de reparto del farmaco entre el
vehiculo y la piel, h el espesor de la membrana, C la concentracién inicial de principio
activo en el vehiculo y D es el coeficiente de difusion del farmaco en la piel.

Los términos P-h y D/h2 son sustituidos en la ecuacion 7 por P1 y P2, respectivamente y
calculados utilizando un programa no lineal por el método de minimos cuadrados. El uso
de la ecuacién 7 mediante la regresiéon no lineal de las cantidades de soluto que difunden
en funcién del tiempo, proporciona una vision global del proceso, desde el tiempo cero
hasta el dltimo punto experimental. El coeficiente de permeabilidad (Kp) puede ser
determinado mediante la siguiente expresion:
Kp=P;-P; Ecuacion 8
En la ecuaciéon 7 cuando t—«, se obtiene una expresion que define una linea recta,
correspondiente al estado estacionario de la difusién.
Qn=AP-h-C:| D ri. _ 2| Ecuacion 7.1
[ h 6
Por otra parte, a partir de la ecuacion anterior (Ecuacion 7.1), es posible determinar el
periodo de latencia cuando Q es igual a cero. (Clari, 2004)
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Ecuacion 9

2.14 Osteoporosis en México

La expectativa de vida promedio de México ser4 de 82 afios. Dado que las fracturas
osteopordticas y por fragilidad son enfermedades asociadas con el envejecimiento, se
espera que su incidencia crezca de forma importante por lo que se considera un problema
de salud actual. El envejecimiento de la poblacion esperado para 2050, indudablemente
conllevarda un aumento en el porcentaje de personas con diagndstico de osteoporosis y
por consiguiente el incremento de fracturas por fragilidad 6sea, estimandose de acuerdo a
la Fundacion Internacional para la Osteoporosis que una de cada 12 mujeres y uno de
cada 20 hombres al afio sufrirdn fractura de cadera, lo que significa un total de 155,874
personas con dicha afeccion. Hay que remarcar que estos individuos tienen un 50% de
probabilidades de sufrir una segunda fractura en su vida futura. La osteoporosis y las
fracturas por fragilidad se perfilan como una de las causas de carga por enfermedad de
mayor impacto en el Sector Salud, que afectardn negativamente la calidad de vida de las
personas que las sufren, provocando una situacion de dependencia y un riesgo
incrementado de muerte. La osteoporosis, es una enfermedad indolora, asintomatica y
gue tiene como consecuencia la fragilidad del hueso con lo que el riesgo de fracturas se
incrementa. (Diario Oficial de la Federacion, 2017).

Todas las fracturas osteoporoticas aumentan la morbilidad de los pacientes; sin embargo,
las fracturas de cadera y vertebrales también estan asociadas con una mayor mortalidad.
Estas fracturas por fragilidad también son una carga considerable para el sistema de
salud y tienen un gran impacto econdmico. La osteoporosis es un problema de salud
publica en México, y su desarrollo es la causa del 20 por ciento de los casos de fractura
de cadera en mujeres, advirtié la directora de la Unidad Clinica de Epidemiologia del
Hospital Infantil de México, Patricia Clark, durante los trabajos del Biotech Summit 2018.

2.15 Definicion de osteoporosis

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica del hueso caracterizada por baja masa
Osea y deterioro de la microarquitectura (ver llustracién 21), cuya consecuencia es una
mayor fragilidad 6sea y un aumento del riesgo de fracturas. Segun la OMS, la
osteoporosis se define como una enfermedad que se caracteriza por la disminucion de la
masa 6sea, cuyo valor de densidad 6sea (DO) es menor a 2.5, razon por la cual
incrementa la fragilidad del hueso, y lo vuelve mas susceptible a sufrir una fractura. La
fortaleza 6sea implica la integridad de dos elementos: densidad y calidad 6seas. La
densidad 6sea se expresa en gramos de mineral por area o por volumen y esti
determinada por el pico de masa 6sea alcanzado y por el balance entre ganancia y
pérdida producida posteriormente. La calidad esta determinada por la arquitectura, el
recambio, la acumulacion de dafio por ejemplo microfractura y la mineralizacion.
(Schurman, bagur, Claus-Hermberg, Messina, Negri & Sanchez, 2007)

La osteoporosis consiste en la disminucién de la masa ésea junto con una alteraciéon de la
microarquitectura del hueso, lo que induce un aumento de la fragilidad y un mayor riesgo
de fracturas. Se trata de un factor de riesgo que se incrementa con la edad,
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especialmente en mujeres postmenopdausicas en las que se observa una aceleracion de la
disminucion de masa Osea. La osteoporosis y las caidas en los ancianos predisponen a la
aparicion de fracturas vertebrales, de antebrazo distal y de cadera. (Erviti, 2003).

lustracion 21. Osteoporosis. (Duefias, 2018).

2.16.1 Clasificacion de la osteoporosis
2.16.1.10steoporosis primaria: Constituye el grupo mas amplio e incluye los
casos de osteoporosis en los que no se identifica ninguna enfermedad que la
justifique directamente.
Dentro de esta clasificacién se pueden distinguir los siguientes tipos:

Rl
0‘0

Osteoporosis idiopética juvenil

La osteoporosis idiopatica juvenil es un trastorno raro, que se inicia
generalmente entre los 8 y los 14 afios. Se manifiesta por la aparicion
brusca de dolor 6seo y de fracturas por traumatismos minimos. El trastorno
remite por si solo en muchos casos y la recuperacion ocurre de forma
espontadnea en un plazo de 4 o 5 afios.

Osteoporosis idiopatica del adulto joven

La osteoporosis idiopatica del adulto joven se presenta en hombres
jovenes y mujeres premenopausicas en los que no se objetiva ningdn
factor etiolégico. El comienzo del trastorno en algunas mujeres aparece en
el embarazo o poco después. Estas mujeres presentan una disminucion de
la densidad mineral 6sea (DMO) del hueso trabecular que puede
permanecer baja durante muchos afios. Los estrégenos no son eficaces en
este tipo de osteoporosis. La evolucion es variable y a pesar de que son
episodios de fracturas recidivantes son caracteristicos, no se produce un
deterioro progresivo en todos los enfermos.

Osteoporosis postmenopausica tipo |

La falta de estrégenos, que produce la menopausia, causa una disminucion
de la absorcion de calcio, asi como la disminucion de la PTH. (Duefias,
2018). Ocurre en mujeres postmenopausicas mayores de 41 afios y se
caracteriza por una pérdida acelerada y desproporcionada del hueso
trabecular (alta remodelacion Osea). Las fracturas de los cuerpos
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vertebrales y de la porcién distal del radio son complicaciones frecuentes.
Se observa una disminucion de la paratohormona para compensa el
aumento de la resorcion osea.
+ Osteoporosis senil tipo I

Se detecta en algunas mujeres y hombres de mas de 70 afios como
consecuencia de un déficit de la funcibn de los osteoblastos (bajo
remodelado 6seo). Otros factores etiopatogénicos son:

e Sedentarismo/inmovilizacién

e Déficit en la absorcion de calcio a nivel gastrointestinal

e Trastornos nutricionales (déficit de vitamina D).

e Hiperparatiroidismo secundario.

Se asocia con fracturas de cuello femoral, porcién proxima del humero y pelvis, por la
afectacion del hueso cortical como el trabecular. (Hermoso de Mendoza, 2003).

Los aspectos principales relacionados con la osteoporosis primaria se presentan en la
Tabla 4.

Tabla 4. Aspectos relacionados con la osteoporosis primaria.

Tipo | Tipo Il
Aspecto en relacion Postmenopausia Senilidad
Edad 50-70 afos >70 afos
Sexo (Mujer/Hombre) 6/1 2/1
Afectacion 6sea Trabecular Trabecular y cortical
Velocidad de pérdida Acelerada No acelerada
Localizacion de fracturas Vértebras y radio Vértebras y cadera
Niveles de paratohormona Disminuidos Aumentados
Absorcion de calcio Disminuida Disminuida
Sintesis de 1,25-Vitamina Reducida (secundaria) Reducida (primaria)
D
Etiologia Déficit estrogénico Pérdida 6sea senil
(menopausia)

(Abizanda, Carbonell y Trigueros, 2004).

2.16.1.2 Osteoporosis secundaria: Se denomina osteoporosis secundaria a
aquella que es causada por patologias 0 medicaciones, distintas a la pérdida 6sea
explicable por la etapa postmenopausica 0 envejecimiento. Las causas de
osteoporosis secundaria son multiples: endocrinolégicas, gastrointestinales,
genéticas, hematoldgicas, reumaticas, post-transplante, farmacolégicas vy
nutricionales (ver Tabla 5).
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Tabla 5. Causas de osteoporosis secundaria.

Enfermedades endocrinolégicas

a) Estados hipogonadales
Insensibilidad a los andrégenos
Trastornos de la conducta alimentaria
Amenorrea de las atletas
Hiperprolactinemia
Panhipopituitarismo
Menopausia precoz
Sindromes de Turner o Klinefelter

b) Patologias enddcrinas
Acromegalia
Insuficiencia suprarrenal
Enfermedad de Cushing
Diabetes mellitus tipo 1
Hiperparatiroidismo primario y secundario
Secrecion tumoral de paratohormona
Hipertiroidismo
Déficit nutricional (calcio, vitamina D, magnesio etc.)

Enfermedades gastrointestinales
Enfermedad celiaca
Gastrectomia
Mala absorcion
Enfermedad inflamatoria intestinal
Cirrosis biliar primaria
Enfermedad hepatica grave
Insuficiencia pancreatica exc')gena

Trastornos genéticos
Hemocromatosis
Hipofosfatasia
Osteogénesis imperfecta
Sindrome de Ehlers-Danlos
Sindrome de Marfan
Sindrome de Menkes
Sindrome de Riley-Day
Porfirias
Enfermedades de depésito

Trastornos hematolégicos
Mieloma multiple
Leucemias y linfomas
Mastocitosis sistémica
Anemia perniciosa

Enfermedades reumaticas
Artritis reumatoide
Espondilitis anquilosante

Transplante de 6rganos
Transplante de médula
Trasplante de rifén, corazén, higado 0 pulmoén
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Farmacos
Anticoagulantes: heparina y cumarinicos
Anticomicilales
Ciclosporina y Tacrolimus
Citotoxicos
Glucocorticoides y hormona adrenocorticotropa
Agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas
Metotrexato

Miscelanea
Alcoholismo
Amiloidosis
Sarcoidosis
Fibrosis quistica
Insuficiencia cardiaca congestiva
Enfisema
Enfermedad renal pulmonar
Hipercalciuria idiopatica
Esclerosis multiple
Nutricién parenteral

(Lafita, Pineda, Fuentes, & Martinez, 2003)

2.16.2 Sintomatologia

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas frecuente, sin embargo, su
incidencia real es dificil de establecer, ya que es una enfermedad asintomética hasta la
aparicion de complicaciones lo que, unido a sus mudultiples etiologias hace dificil la
identificacion de las personas que presentan la enfermedad. (Lozano, 2003)

2.16.3 Factores de riesgo

Diversos estudios epidemioldgicos a gran escala han permitido identificar los principales
factores de riesgo involucrados en el desarrollo de osteoporosis. (Woolf & Akesson, 2003).
A continuacion, se describen los siguientes:

2.16.3.1 Factores de riesgo de baja masa 6sea patoldgica
Factores de riesgo elevado

¢

L)

» Edad avanzada (mayor de 65 afios).
Déficit de estrégenos:

Menopausia por debajo de los 45 afios

Menopausia quirdrgica antes de los 45 afos

Amenorrea primaria o secundaria superior al afio (anorexia, deportistas).

+« Otras circunstancias:
Fractura osteoporoética previa o fractura por trauma minimo
Disminucion de la altura vertebral
Tratamiento con corticoides (5mg/dia de prednisona o equivalente)
Hipertiroidismo e hiperparatiroidismo
Hipogonadismo en el hombre.

D)

\/
0.0
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Factores de riesgo moderado

X3

¢

X3

¢

X3

S

X3

S

X3

S

X3

S

R/
0‘0

Menopausia fisiologica
Antecedentes familiares de fractura osteoporotica de primer grado
Baja ingesta de calcio (< 500 u 800mg al dia) en periodos de tiempo prolongados
Bajo peso (< 57.7 Kg o IMC 19 Kg/m?)
Tabaquismo (> 20 cigarros al dia)
Enfermedades:
Gastrointestinales: gastrectomia, reseccion intestinal, enfermedad
inflamatoria, sindromes de mala absorcion.
Tiroidectomia
Diabetes mellitus tipo |
Hepatopatia crénica
Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
Artritis reumatoide
Trasplantes
Alcoholismo
Insuficiencia renal crénica
Ingesta de farmacos
Litio
Anticonvulsivos
Tiroxina a altas dosis
Heparina
Inmunosupresores

2.16.3.2 Factores de riesgo de fractura osteoporética

Baja masa 6sea patolbgica

Edad: mayor de 65 afios

Fractura osteoporoética previa

Antecedente familiar de osteoporosis de primer grado
Bajo peso

Riesgo aumentado de caidas

2.16.3.3 Factores de riesgo de caidas
Factores intrinsecos

®
0'0

®
0'0

DS

>

R/
0.0

X3

A

R/
0.0

Tener mas de 65 afios en mujeres
Deterioro relacionado con el envejecimiento
Pobre control postural
Propiocepcion defectuosa
Debilidad
Trastornos de la marcha, equilibrio y la movilidad secundarios a enfermedades
Déficit visual
Déficit cognitivo o depresién
Pérdida de conocimiento subita
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Factores extrinsecos

+ Riesgos personalizados
Calzado inapropiado
Vestido inapropiado
« Multiterapia
Sedantes
Antihipertensivos

Factores ambientales

+ Riesgos en el interior del hogar
lluminacién
Desniveles
Suelos
Cables
+ Riesgos exteriores
Clima
Trafico y transporte publico
Obstaculos urbanos

2.16.4 Tratamiento farmacol6gico
Para el tratamiento de la osteoporosis son utilizados los siguientes farmacos:

2.16.4.1 Calcio y vitamina D: La vitamina D favorece la absorcion de calcio a
nivel intestinal. Los niveles bajos de 25-hidroxivitamina D son comunes en la
poblacion que envejece. En los pacientes con un bajo riesgo de es suficiente la
prevencion de caidas y mantener una ingesta adecuada de calcio y vitamina D,
siempre gue no exista algun factor de riesgo que implique una pérdida rapida de
DMO (Densidad Mineral Osea). (Alvarez, Mendoza, Torre, Callejo & Arizaga, 2014).
La accién de la vitamina D se produce en gran medida a través del metabolito
activo producido en una segunda etapa por un proceso de hidroxilaciébn que se
realiza en los rifiones y que es estrechamente regulada por la paratohormona, el
calcio y el factor de crecimiento de fibroblastos en hueso. (Aquino, Ojeda, Colman,
Yinde, Acosta, Acosta & Duarte, 2013).

2.16.4.2 Bifosfonatos: Son farmacos analogos de los pirofosfatos naturales, su
mecanismo de accion es inhibir la resorcion 6sea mediante la disminucion de la
actividad de los osteoclastos y estimular su apoptosis. Los bifosfonatos acttan
inhibiendo la resorcion osteocléstica del hueso mediante un mecanismo de accion
distinto al de otros antirresortivos. Cuando empieza la resorcion del hueso que
estd impregnado de bifosfonato, éste es liberado y captado por el osteoclasto,
deteriorando su capacidad de formar el borde, de adherirse a la superficie del
hueso y producir los protones y enzimas lisosémicas necesarios para continuar la
resorcién Gsea. (Carretero, 2011). Son los mas utilizados en el tratamiento de la
osteoporosis, en los algoritmos de decision clinica se recomiendan como primera
linea de eleccion. La biodisponibilidad oral de los bifosfonatos es baja, entre 1y 3
% de la dosis ingerida; ademas su absorcién se altera con la comida, calcio, café o
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zumo de naranja. Se han descrito casos de estomatitis, esofagitis, Ulceras
esofagicas, perforaciones y sangrado intestinal. (Alvarez, Mendoza, Torre, Callejo &
Arizaga, 2014)

2.16.4.3 Farmacos moduladores selectivos de los receptores estrogénicos
(SERM): Los moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (SERM)
constituyen un grupo de farmacos con una estructura quimica que les confiere
afinidad para unirse a los receptores estrogénicos y que, dependiendo del tejido
diana donde se realiza esta union, inducen efectos agonistas estrogénicos (tejido
0seo, sistema cardiovascular, higado, etc.) (Pérez, 2004). El Raloxifeno tiene
afinidad por los receptores estrogénicos, similar al estradiol y con actividad
estrogénica manifiesta en la regeneracion del hueso en varios pasos del
metabolismo de los lipidos séricos, lipoproteinas y fibrinbgeno, pero con efectos
antagonistas en los tejido endometrial y mamario. (Teran & Teppa, 2005)

2.16.4.4 Calcitonina: La calcitonina es una hormona enddgena que inhibe la
reabsorcién 6sea. La administracion es subcutdnea o por via nasal, presentando
esta un 25-50 % de biodisponibilidad respecto a la subcutanea. La calcitonina
incrementa la DMO (Densidad Mineral Osea) a nivel lumbar y en el antebrazo.
Reduce el riesgo de fractura vertebral y no presenta efectos sobre las fracturas no
vertebrales. (Alvarez, Mendoza, Torre, Callejo & Arizaga, 2014). La calcitonina es una
hormona que retrasa la desmineralizacion, interviniendo en el metabolismo éseo
del calcio e inhibiendo los osteoclastos. (Carretero, 2011)

2.16.4.5 Terapia hormonal sustitutoria: La terapia estrogénica es eficaz en la
prevencion de la pérdida dsea y fracturas osteoporéticas en mujeres
posmenopausicas. Sin embargo, los riesgos asociados son relevantes; se asocia a
un aumento del riesgo de enfermedad coronaria, de cAncer de mama y accidentes
cerebrovasculares, con un balance riesgo beneficio desfavorable. Por tanto, la
terapia estrogénica no se recomienda para el manejar a largo plazo de
condiciones crénicas como la osteoporosis posmenopausica donde existen otras
opciones terapéuticas. (Alvarez, Mendoza, Torre, Callejo & Arizaga, 2014)

Dentro del grupo de los bifosfonatos se encuentra el alendronato de sodio. El alendronato
de sodio es un farmaco utilizado para este padecimiento, es administrado por via oral y se
ha demostrado que solamente el 1% de la dosis administrada es absorbida y que la
presencia de alimentos retrasa aun mas la velocidad de absorcion, las reacciones
adversas reportadas para esta via de administracion son: dolor abdominal, Ulcera
esofagica, disfagia, distensién abdominal inclusive puede producir irritacién local de la
mucosa de la parte superior del aparato digestivo por lo que la via transdérmica es una
alternativa ya que puede lograr la reduccion de estas reacciones adversas y se puede
potencializar la absorcidon hasta un 8% con respecto a la via oral. Representa una ventaja
con respecto a la via intramuscular, ya que el dolor y la probabilidad de infeccién que esta
via puede provocar se pueden reducir con esta alternativa en conjunto con microagujas
gue no provocan dolor, irritacion e inclusive ni sensibilidad cutanea.
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2.17 Propiedades fisicoquimicas del alendronato de sodio

» Alendronato de Sodio: Nombre Quimico: (4- amino-1 hidroxibutilidene) difosfonato
trihidrato. En la llustracion 21 se muestra la estructura quimica del alendronato.

» Fo6rmula molecular: C4AH12NNaO7P2. 3H20.

» Peso molecular: 325.1 g/mol.

» Caracteristicas fisicas: Polvo fino blanco, soluble en agua, insoluble en
diclorometano, muy poco soluble en alcohol metilico. Una solucion al 1% en agua
tiene un pH de 4-5. (Valdés, 2006)

HoN

HO
HO\ /OH

Il Il
@] @]
llustracion 21. Estructura quimica del alendronato de sodio.

3.17.1 Mecanismo de accion

El alendronato de sodio inhibe la actividad de los osteoclastos y la resorcion 6sea, se une
a las sales de calcio bloqueando asi la transformacién de fosfato calcico a hidroxiapatita y
por lo tanto, inhibe la formacién, agregacién y disolucidon de cristales de esta Ultima
sustancia en el hueso. Mientras que la inhibicién de los cristales de hidroxiapatita puede
explicar los efectos del farmaco sobre la inhibicion de la mineralizacion 6sea observada
en dosis altas, no explica sus efectos sobre la resorcién 6sea. (Valdés, 2006). Este farmaco
se localiza preferentemente en los sitios donde hay resorcion activa, sin embargo, no
interfiere con el reclutamiento y fijacibn de los osteoclastos. EI alendronato es
internalizado por los osteoclastos causando la rotura del citoesqueleto de los mismos
inhibiendo su actividad, con pérdida del borde plegado lo que podria conducir a una
pérdida de la capacidad de reabsorber el hueso, se ha demostrado que el alendronato
produce una disminucién en los osteoclastos y de su ciclo de vida.

El alendronato inhibe la resorcion 6sea a nivel tisular, modificando su indice hacia la
formacion y aumentando la masa ésea. (ver llustracién 22). El hueso formado durante la
terapia con alendronato es de calidad normal, al aumentar la masa 6sea, disminuye el
riesgo de fracturas osteoporoticas. Administrado una vez al dia, ha demostrado su
eficacia en evitar fracturas en sitios clinicamente claves, incluyendo la cadera, y ha
establecido un estandar de comparacién de los tratamientos osteoporéticos. (Carretero,
2002).

Se han propuesto tres mecanismos celulares como la base de estos efectos:
e Disminucion en la actividad osteoclastica.

Diversos estudios han demostrado que el alendronato se une preferentemente a sitios de
resorcién Gsea activa, es decir, debajo de los osteoclastos. Cuando los osteoclastos
acidifican la interfase 6sea al comienzo de la resorcion, el alendronato es liberado en el
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espacio de resorcion e interfiere con la formacion del borde rugoso debajo de los
osteoclastos. De esta forma, el alendronato inactiva los osteoclastos e inhibe la resorciéon

e Disminuciéon en la formacién de osteoclastos.

Se ha observado en diversos estudios que el alendronato disminuye la formacion de
osteoclastos sin que se haya establecido aun la importancia clinica de este efecto.

e Disminucién en el ciclo de vida de los osteoclastos.

Se ha observado, asimismo, una disminucion en el ciclo de vida de los osteoclastos como
resultado de la apoptosis. La capacidad del alendronato de interrumpir la formacion del
borde rugoso osteoclastico puede deberse a la inhibicién de un paso limitante en la via
metabdlica del colesterol, que es esencial para la funciéon y supervivencia de los
osteoclastos. (Carretero, 2002).

A. El alendronato sdédico se wune
selectivamente a sitios activos de
resorcion osea

B. El alendronato sédico disminuye la
cantidad de hueso reabsorbido

mediante la inhibicion de los
osteoclastos.

- »

C. El volumen promedio de hueso [a y
nuevo formado excede el volumen
del reabsorbido

D. Resultando en un incremento neto
de la masa 6sea.

llustracion 22. Mecanismo de accidn del alendronato de sodio. (Carretero, 2002)

2.17.2 Farmacocinética

El alendronato se administra por via oral. La absorcién en muy baja, menos de 1% y es
despreciable si se administra farmaco menos de dos horas antes del desayuno, la ingesta
de iones como el calcio y el magnesio también reduce la biodisponibilidad. La parte de
alendronato que se absorbe se distribuye en los tejidos blandos, y en el hueso,
eliminandose seguidamente por via urinaria y se une en un 78% a proteinas plasmaticas.
(\Valdés, 2006).

Se estima que después de 10 afios de tratamiento con dosis de alendronato de 10 mg la
cantidad diaria que se libera del esqueleto es aproximadamente el 25% de la dosis
absorbida por el tracto digestivo. La inhibicién de la resorcion ésea disminuye después de
completarse un tratamiento, lo que sugiere que no todo el alendronato fijado al hueso es
biolégicamente activo. La resorcion o6sea continua aproximadamente durante dos
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semanas por lo que, debido a la larga semi-vida del alendronato en el hueso una
administracién semanal puede inhibir este efecto y beneficiar la masa 6sea y la fortaleza
de esta de manera similar a una administracion diaria.

2.17.3 Reacciones adversas

El alendronato de sodio produce irritacion gastrica y esofagica, distension y dolor
abdominal, Ulceras, esofagitis, irritacion de la mucosa géstrica, cefaleas, dispepsia, dolor
musculoesquelético e inclusive estrefiimiento.

2.17.4 Presentaciones de alendronato de sodio para administracion oral disponibles
en el mercado actual
e aurax® acido alendrénico 70mg
e FOSAMAX® alendronato de sodio en tabletas de 10mg
¢ FOSAMAX® Plus alendronato de sodio en tabletas 70mg (Farmacias San Pablo,
2019)

3. JUSTIFICACION

Al igual que las tendencias en otras regiones del mundo, la dinAmica demografica de
México cambié y su poblacion esta envejeciendo. Si bien el proceso de envejecimiento
ocurrié en un lapso de dos siglos en paises industrializados y desarrollados, esto esta
sucediendo muy rapido en México. La expectativa de vida al nacimiento aumenté casi 39
afios en promedio en las Ultimas siete décadas (de 36,2 a 75 afios). La poblacion del
segmento etario de 60 afios y mas, que actualmente asciende a 10,7 millones, aumentara
a 36,4 millones en 2050. En ese momento, la expectativa de vida promedio de México
sera de 82 afios. Dado que las fracturas osteoporoticas y por fragilidad son enfermedades
asociadas con el envejecimiento, se espera que su incidencia crezca de manera acorde.
Se calcula que la poblacion actual de México es de 113 millones de habitantes. De los
cuales, el 18% (20 millones) esta representado por personas de 50 afios o mas y el 4,3%
(5 millones) por personas de 70 afios 0 mas. Para el afio 2050, se estima que el 37% (55
millones) de la poblacion superara los 50 afios y el 14% (20 millones) tendra 70 afios o
mas, mientras que la poblacion total alcanzara 148 millones. (U.S. Census Bureau,
International Database, 2011).

Entre los farmacos utilizados para el tratamiento de osteoporosis se encuentra el
alendronato de sodio, el cual es catalogado como un farmaco de gran potencia
terapéutica, sin embargo, este genera reacciones adversas a nhivel gastrointestinal y
esofadgicas muy severas tras su administracion por via oral. Como se describié
anteriormente la incidencia de osteoporosis en poblaciones jovenes y mayores va en
aumento, por lo que se han desarrollado sistemas transdérmicos para mejorar la
biodisponibilidad de los farmacos y reducir la incidencia de reacciones adversas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un parche transdérmico tipo reservorio acoplado a microagujas poliméricas
biodegradables huecas cargado con alendronato de sodio mediante el uso de polimeros
biodegradables para eficientar el proceso de absorcién del alendronato de sodio a través
de la piel y reducir la posible aparicion de reacciones adversas mediante la generacion de
una nueva forma farmacéutica para via transdérmica.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES
< Desarrollar microagujas poliméricas biodegradables mediante la seleccion de
polimeros que presenten mejores propiedades, para posteriormente evaluar sus
propiedades mecénicas de dureza, liberacion y permeacion del farmaco a través
de la piel.

« Desarrollar un parche transdérmico biodegradable tipo reservorio mediante la
investigacion bibliografica y la seleccion de los mejores polimeros para poder
caracterizarlo en lo que respecta a su resistencia elastica, obteniendo una base
Optima para el acoplamiento de las microagujas.

+ Desarrollar una solucién que sera el vehiculo que contenga el alendronato de
sodio para su utilizacion como medio reservorio del parche transdérmico.

% Realizar pruebas biofarmacéuticas a la forma farmacéutica mediante pruebas de
permeacion a través de celdas verticales tipo Franz para garantizar la liberacién y
paso del alendronato de sodio a través de la piel.

« Desarrollar y caracterizar mediante pruebas de bioadhesion y bioadhesion
posthumectacién, una pelicula adhesiva mediante el uso de polimeros que posean
propiedades adhesivas importantes.

5. HIPOTESIS

Si las caracteristicas del parche (resistencia a la ruptura y bioadhesion) y microagujas
(dureza) son Optimas, entonces el sistema transdérmico serd evaluado
biofarmaceuticamente realizando las pruebas de liberacion y permeacién empleando piel
humana para garantizar la liberacion del alendronato de sodio y con ello obtener un
medicamento innovador para el tratamiento de osteoporosis.

6. METODOLOGIA

De forma general se describe la metodologia seguida para el desarrollo de la forma
farmacéutica.

1. Estudios de preformulacién (Investigacion): se seleccionaron los componentes
adecuados para cada elemento de la forma farmacéutica y se establecieron las
concentraciones de cada uno de ellos, estos fueron seleccionados en base a su
funcién y compatibilidad con el farmaco.

2. Formulacion de la soluciéon reservorio de alendronato de sodio: una vez
seleccionados los excipientes la solucién fue caracterizada en lo que respecta:
valor de pH, viscosidad, gravedad especifica y contenido quimico.
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3. Optimizacion de la formulacion: una vez seleccionados todos los componentes
de la formulaciéon se llevé acabo su optimizacion por medio de un disefio de
experimentos, trabajado en el programa Statgraphics Centurion XVI, esto se aplicé
para la base del parche transdérmico, la pelicula adhesiva y las microagujas
poliméricas biodegradables.

4. Caracterizacion fisica de la forma farmacéutica 6ptima:

e Base del parche transdérmico: Resistencia a la ruptura.
e Pelicula adhesiva: Bioadhesién y Bioadhesion posthumectacion.
e Microagujas poliméricas biodegradables: Dureza.

5. Caracterizacion biofarmacéutica: Pruebas de liberacion, cinética de liberacion,
estudios de permeacion.

6. Validacién del método analitico: precision del sistema, linealidad del sistema,
linealidad del método, precision del método, exactitud del método.

En el diagrama de flujo que se presenta a continuacion se describe la metodologia
planteada para el desarrollo de cada uno de los componentes del parche transdérmico
tipo reservorio acoplado a microagujas.

Caracterizacion:

L84 e Medicion del pH
Formulacién y desarrollo de la e Viscosidad
solucién farmacéutica  de q -
alendronato de sodio e Gravedad especifica
(reservorio) e Contenido quimico

A4

Formulacién y desarrollo de la
pelicula base del parche | =
transdérmico.

Optimizacion de la formulacién
utilizando Statgraphics
Centurion XVI

¥

Formulacién y desarrollo de la

Caracterizacion:

pelicula adhesiva del parche
transdérmico.

¥

Formulacién y desarrollo de las
microagujas poliméricas
biodegradables.

A 4

Ensamblado de todos los
componentes del parche.

4

Caracterizacion biofarmacéutica
y prueba de perfil de liberacion.

¥

Pelicula base: Resistencia a la
ruptura.

Pelicula adhesiva: Bioadhesion y
Bioadhesion posthumectacion en
voluntarios sanos.

Microaguijas: Dureza y
dimensiones.

55



6.1 Material
El desarrollo de proyecto se llevé acabo en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria Laboratorio 12 “Sistemas transdérmicos vy
materiales nanoestructurados”

Se utilizaron reactivos y polimeros de grado analitico:

Alcohol polivinilico (Sigma-
Aldrich)

Glicerina (Drogueria Cosmopolita)
Grenetina Bloom 280 (Drogueria
Cosmopolita)

Alginato de sodio (Drogueria
Cosmopolita)
Tween 80
Cosmopolita)
Eudragit RS100
Triacetina (Sigma-Aldrich)
Dibutil ftalato (Sigma-Aldrich)
Quitosan

Acido acético

Etanol (MEYERS)

(Drogueria

Material de medicion

Vasos de precipitados de 150mL
Vasos de precipitados de 50mL
Vasos de precipitados de 20mL
Vidrio de reloj

Probeta de 100mL

Matraces volumétricos (100mL,
500mL, 2L, 1L)

Bureta de 25mL

Pipetas graduadas de 10mL

Material de uso general

Tubos de ensaye
Frascos ambar
Termoagitador
Multiparrilla

Barra magnética

Moldes de teflon
Gradilla metalica

Puntas para micropipeta
Soporte universal

Etilcelulosa (Sigma-Aldrich)
Hidréxido de sodio (J.T Baker)
Acido clorhidrico

Agua desionizada

Fosfato monobéasico de potasio
(J.T Baker)

Alendronato de sodio (donacién)
Fenolftaleina (Sigma-Aldrich)
Biftalato de potasio

Agua destilada calidad Mili-Q
(Milipore Inc.)
Propilenglicol
Cosmopolita)
Pluronic F-127

(Drogueria

Propipetas

Celdas de difusion tipo Franz
Termometro

Jeringas Plastipack de 5mL
Micropipeta (200uL-1000uL)

Cuentagotas

Pinzas para soporte universal
Piseta con agua destilada
Picnémetro metélico

Molde metalico para microagujas
Moldes metdlicos de sujecién de
celdas tipo Franz

Estuche de diseccion.
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Equipo de pesado

e Balanza analitica
Equipo de secado

e Horno Riussa E-33 NOM

Equipo de medicion

e Texturometro Brookfield CT3 e DeskV (DENTONVACUUM)

e Calibrador Vernier Truper e Microscopio electrénico de
(CALDI-GM) barrido (JSM-6010LA In

e Viscosimetro Brookfield ToucheScope)

e Ph metro (HI 2210 pH Meter
HANNA Instruments)

Material biolégico

e Piel abdominal humana (donada del Hospital Angeles Inn Chapultepec)
FORMULACION ESTABLECIDA PARA LA SOLUCION DE ALENDRONATO DE SODIO
En la Tabla 6, se presenta la formulacion establecida para el reservorio del parche.

Tabla 6. Composicion de la solucidn reservorio de alendronato de sodio.

Componente Porcentaje p/v Funcién
Pluronic F127 10% Vehiculo
Propilenglicol 20% Promotor quimico de la
permeacion/Conservador
Alendronato de sodio 7mg Farmaco

6.2 Preparacién de la solucién de alendronato de sodio

1. Se pesaron 425 mg de alendronato de sodio en un vaso de precipitados de 100ml.

2. Se agregaron 50mL de agua destilada para disolverlo.

3. Se pesaron 5 g de Pluronic F-127 y se afiadieron al vaso de precipitados y se
continud la disolucién hasta obtener una solucién homogénea.

4. Finalmente fueron agregados 10 ml de propilenglicol y se continué con la
disolucién por 5 minutos mas.

5. Se procedié a realizar las siguientes pruebas a la solucion:

e pH

e Gravedad especifica

e Viscosidad

¢ Contenido quimico
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6.3 Caracterizacion de la solucion de alendronato de sodio

6.3.1 Medicién del pH

El pH fue calibrado previamente empleando las soluciones de referencia: sol. pH 4, 7 y
10. Se colocaron 20mL de la solucién de alendronato de sodio en un vaso de precipitados
de 50mL, el electrodo previamente enjuagado con agua destilada fue sumergido en la
solucioén y se registré la lectura del equipo. La medicién del pH se llevd a cabo con el
equipo que se muestra en la llustracion 23.

La medicion del pH se la solucion de alendronato de sodio se llevé acabo por triplicado.

llustracion 23. Equipo de medicion de pH 10 HI 2210 pH Meter HANNA Instruments.

6.3.2 Medicién de la viscosidad
La medicién de la viscosidad se llevé acabo con el viscosimetro Brookfield (llustracion
24), las condiciones para la medicion fueron las siguientes:

e Numero de aguja: 62
e Temperatura: temperatura ambiente
e Velocidad: 20rpm

Previamente el viscosimetro fue calibrado mediante la nivelacion de la burbuja. Se
colocaron 40mL de la solucion de alendronato de sodio en una probeta de 25mL, se
sumergié la aguja hasta cubrir la muesca de la aguja, se ajustaron la velocidad y el
numero de aguja con la cual se llevaria a cabo la medicién, se tomoé tiempo de 1 minuto y
se registrd el valor obtenido en cP. El procedimiento anterior se llevé acabo por triplicado.

lustracién 24. Viscosimetro DV-E Brookfield
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6.3.3 Determinacion de la gravedad especifica

1. Se ensambl6 el picndmetro metélico como se observa en la llustracion 25.

2. El picndmetro fue pesado en la balanza analitica.

3. Se registro el peso del picndémetro vacio y se registré el peso.

4. Posteriormente el picndmetro se llené con agua destilada, se ensamblo
nuevamente y se peso en la balanza, el peso fue registrado.

5. Finalmente se vacié el picnometro, se sec6 y se llené con la soluciébn de
alendronato de sodio, posteriormente se peso y registro el peso.

La gravedad especifica se calcul6 con la siguiente formula:

peso del picnémetro con muestra — peso del picnometro vacio
peso del picnémetro con agua — peso del picnédmetro vacio

G.E = (

El procedimiento anterior se llevé acabo por triplicado

lustracion 25. a) Partes del picnémetro, b) Picnémetro ensamblado.

6.3.4 Determinacién de contenido quimico
Para la determinacién de contenido quimico de la solucion de alendronato de sodio se
empled un método analitico validado (ver ANEXO 1) el cudl consistio en lo siguiente:

1. Se midieron 10 muestras de la solucién de alendronato de sodio de 1ml cada una,
los volimenes fueron colocados en vasos de precipitados de 20mL.

2. Se afadié a cada vaso 5mL de agua desionizada y se procedié a incorporar
perfectamente la solucidn bajo agitacion mecénica.

3. Se montd una bureta de 25mL en un soporte universal, posteriormente esta se
llené con una solucién de hidroxido de sodio previamente estandarizada (Ver
ANEXO 1 punto 1. Estandarizacion de la solucién valorante de hidréxido de sodio)

4. Una vez llena se procedi6 a eliminar la burbuja de aire que queda en la punta para
evitar errores en la medicion.

5. Primeramente, se procedi6 a valorar un sistema blanco el cual fue preparado de la
siguiente manera:

e Se midi6 1mL de solucién placebo y se colocé el volumen en un vaso de
precipitados de 20mL.

e Se afiadieron 5mL de agua desionizada y se dejo incorporar perfectamente
bajo agitacién mecanica.

e Se afadieron al sistema 4 gotas de fenolftaleina al 1% en etanol.

e Se procedié a realizar la valoracion. (La valoracién finaliza cuando la
solucion se torna de color rosa).

e Se registré el volumen de punto de equivalencia.
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6. Posteriormente se precedié a valorar cada una de las diez muestras, a cada
muestra se le afiadieron 4 gotas de fenolftaleina al 1% en etanol.

7. Se procedi6 a realizar la valoracion. (La valoracion finaliza cuando la solucion se

torna de color rosa).

Se registrd el volumen de punto de equivalencia.

9. Se procedié a realizar el célculo de cuantificacibn empleando los siguientes
calculos:

©

Célculo para la correccién del volumen de punto de equivalencia:

Correccion del volumen de punto de equivalencia
= Volumen de la muestra — Volumen del blanco

Célculo para la cuantificacién de alendronato de sodio en la solucién:

volumen coregido (mL) X Molaridad del hidréxido de sodioX (271.09g

1000 1 mol
= mg de alendronato en la solucion

)(1000)

miligramos obtenidos experimentalmente

% Obtenido = (100)

miligramos adicionados

FORMULACIONES ESTABLECIDAS PARA EL DESARROLLO DE LAS PELICULAS
DEL PARCHE TRANSDERMICO

A continuacion, en las Tablas 7 y 8 se muestran las formulaciones para la pelicula base
del parche y la pelicula impermeable.

Tabla 7. Formulacion establecida para la pelicula base del parche transdérmico.

Componente Porcentaje (p/v) Funcién
Alcohol polivinilico 0.5% Polimero formador de pelicula
Glicerina 20% Plastificante
Grenetina Bloom 280 5% Polimero formador de pelicula
Alginato de sodio 1% Polimero formador de pelicula
Tween 80 1% Plastificante

El volumen de la pelicula fue de 25mL
Tabla 8. Formulaciones establecidas para la pelicula impermeable.

Formulacion F1 F2 F3 Formula F1 F2 F3 Formulacion

1 cion 2 3

Triacetina 2% 4% 6% Quitosan 25 35 45 Etilcelulosa
(plastificante) 5% % % % (formador de
(formado pelicula)
r de
pelicula)
Eudragit 100 | 4% 6% | 8% Acido 2% | 2% | 2% Dibutil ftalato 4% 6% 8%
SR (polimero aceético (plastificante)
gue impone 50ml
las (disolvent
propiedades e)
adhesivas)
Etanol 25 25 25ml Etanol 25mL  25mL  25mL
(disolvente) ml ml (disolvente)
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6.4 Preparacion de las peliculas impermeables

6.4.1 La preparacion de la pelicula correspondiente a la formulacion 1 se explica en
el punto No. 7.7.2 Preparacion de la pelicula adhesiva

6.4.2 Preparacion de la pelicula correspondiente a la formulacion 2
1. Se pesd en un vaso de precitados de 100mL la cantidad correspondiente de

quitosan para cada nivel de concentracion.

Se afiadieron 50mL de una solucién de &cido acético al 2%.

Se dejo disolver en una parrilla calentando la solucion.

4. Una vez obtenida una solucién traslicida y homogénea se verti6 a moldes
circulares y se dej6é secar a temperatura ambiente por aproximadamente una
semana.

wn

6.4.3 Preparacion de la pelicula correspondiente a la formulacion 3

1. Se peso 1 g de etilcelulosa en un vaso de precitados de 100mL.

2. Se afiadi6 al vaso el volumen correspondiente a cada concentracién de dibutil
ftalato.

3. Finalmente, de afiadieron 25mL de etanol, se dej6 disolver bajo agitacion
mecanica a una temperatura de 70°C.

4. Una vez obtenida una solucion translucida y homogénea esta solucién fue vertida
en un molde de teflon y se dejo secar por un dia a temperatura ambiente.

A continuacién, en la Tabla 9 se muestran las formulaciones establecidas para la pelicula
adhesiva.

Tabla 9. Formulaciones establecidas para la pelicula adhesiva.

Formulacion 1 Formulacién 2 Formulacién 3
Alginato de sodio 0.2% Triacetina 4% (plastificante) Grenetina Bloom 280 15g
(polimero formador de pelicula) (formador de pelicula)
Triacetina 2% v/v (plastificante) Eudragit 100 SR 6% (polimero Acido acético 30mL al 3%
gue impone las propiedades (disolvente, cuando es combinado
adhesivas) con la grenetina impone

propiedades de bioadhesion)
Agua 25ml (disolvente) Etanol 25ml (disolvente) -

6.5 Preparaciéon de las peliculas adhesivas

6.5.1 Preparacién de la pelicula correspondiente a la formulacion 1
1. Se pesaron 0.05g de alginato de sodio en un vaso de precipitados de
50mL.
2. Se afiadieron al vaso 25mL de agua destilada y se dej6 homogenizar a una
temperatura de 75°C hasta la obtencion de una solucién homogénea.
3. Finalmente se afiadieron 0.5mL de Triacetina y se dejé incorporar por 7
minutos.
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4. Una vez incorporada la mezcla, esta fue vertida sobre un molde de teflon y
se dej6 secar a temperatura ambiente por 3 dias.

6.5.2 La preparacion de la pelicula correspondiente a la formulacion 2 se explica en
el punto No. 6.7.2 Preparacion de la pelicula adhesiva

6.5.3 Preparacion de la pelicula correspondiente a la formulacion 3

1. Se prepar6 la solucibn de &cido acético al 3%, se midi6 el volumen
correspondiente de acido acético con una pipeta graduada, el volumen se colocé
en un matraz volumétrico de 100 ml el cual contenia 50ml de agua destilada, la
adicion se llevé acabo en la campana y de forma lenta.

2. Se llevé a volumen con agua desionizada y se homogenizo.

3. Se pesaron 15 g de grenetina Bloom 280 en un vaso de precipitados de 150mL.

4. Se afadieron al mismo vaso 30 mL de la solucion de &cido acético, se
homogenizé a una temperatura de 60°C en agitacion mecanica hasta la obtencion
de una mezcla traslicida y homogénea.

En la Tabla 10, se presenta la formulacién establecida para la manufactura de las
microagujas.

Tabla 10. Formulacidon establecida para las microagujas poliméricas
biodegradables.

Alcohol polivinilico 0.5% Formador de matriz Componentes

Grenetina Bloom 280 4% Formador de pelicula formadores de
(impone propiedades microagujas

de dureza) biodegradables

6.6 PREPARACION Y OPTIMIZACION DE LA BASE DEL PARCHE TRANSDERMICO
UTILIZANDO STATGRAPHICS CENTURION XVI

6.6.1 Disefio de experimentos

Para la optimizacién de la formulacibn se estableci6 un disefio de experimentos
multifactorial, en donde se establecieron dos factores a tres niveles, Factor 1. Porcentaje
de glicerina, niveles: 15%,20% y 25%. Factor 2: Porcentaje de Alginato de sodio, niveles:
0.5%, 1% y 1.5%, los demas componentes de la formulacion permanecieron en
cantidades constantes. Se obtuvieron 27 formulaciones dentro del disefio y se evalué la
resistencia a la ruptura de cada una de ellas para llevar acabo la optimizacién del parche
transdérmico.

6.6.2 Preparacién de la base del parche transdérmico

1. Se peso6 cada uno de los componentes en una balanza analitica adecuada.

2. Se afadieron 15mL de agua destilada al vaso de precitados donde se pesaron los
0.125 g de alcohol polivinilico (PVA) y se solubilizé hasta llegar a una T de 95°C
aproximadamente hasta obtener una solucién homogénea libre de precipitados.
(Solucién A)
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Se afadieron 10 mL de agua destilada al vaso de precipitados en donde se pesé 1
g de grenetina Bloom 280, se solubilizé con barra magnética y calentamiento hasta
su completa disolucién. (Solucion B)

La solucion B se afiadi6 al vaso de precitados que contenia la cantidad
correspondiente de glicerina y 0.25g de tween 80 y se mantuvo en agitacion
constante y calentamiento a 90°C. (Solucién C)

Posteriormente se afadié a la solucibn C la soluciébn A (en agitacion y
calentamiento constantes).

Finalmente se afiadié a la mezcla anterior la cantidad correspondiente de alginato
de sodio.

Se continud la agitacion a una T de 90 ° C hasta la obtencién de una mezcla
homogénea.

Se dej6 enfriar hasta llegar a una temperatura de entre 25y 35°C.

Se vertid la soluciébn en un molde de teflon y se dej6 enfriar a temperatura
ambiente por 2 dias.

6.6.3 Prueba de resistencia a la ruptura

1.

2.
3.

llustracion 26. Corte realizado al parche transdérmico.

Se realizé un corte de area del parche para poder realizar el andlisis en el
texturometro, como se indica en la llustracién 26.

El parche se colocé y ajusté en las pinzas, s6lo los extremos del parche.
Posteriormente se ajusto la altura para tensar un poco el parche, como se muestra
en la ilustracion 27.

Finalmente se inici6 la prueba, se obtuvo el grafico y se registré el resultado.
Condiciones de la prueba:

Valor meta: 100 mm

Carga de activacién: 6.8 g

Velocidad del test: 0.50 mm/seg

llustracién 27. Prueba de resistencia a la ruptura.
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6.6.4 Resultados esperados para la prueba de resistencia a la ruptura

8
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Archivo Datos
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Gréfico 1. Resistencia a la ruptura de la base del parche transdérmico: Pico de carga (g.f) vs
Tiempo (seg).

El Grafico 1 indica el punto maximo de resistencia de la base del parche, la prueba
consiste en el registro de la fuerza del parche conforme este es estirado por dos pinzas
gue lo sujetan, cuando el parche se rompe el valor de resistencia baja hasta cero, por lo
gue el punto maximo alcanzado en el grafico es el valor mas alto de la resistencia a la
ruptura del parche.

6.7 PREPARACION Y OPTIMIZACION DE LA PELICULA ADHESIVA DEL PARCHE
UTILIZANDO STATGRAPHICS CENTURION XVI

6.7.1 Disefio de experimentos

Para la optimizacién de la formulacion se estableci6 un disefio de experimentos
multifactorial, en donde se establecieron dos factores a tres niveles, Factor 1: Porcentaje
de Eudragit RS 100, niveles: 4%, 8% y 12%. Factor 2: Porcentaje de Triacetina, niveles:
3%, 6% y 9%. Se obtuvieron 27 formulaciones dentro del disefio y se evalué la respuesta
bioadhesion y bioadhesion posthumectacién de cada una de ellas para llevar acabo la
optimizacion.

6.7.2 Preparacién de la pelicula adhesiva
1. Se pesaron en una balanza analitica adecuada las cantidades correspondientes
de Eudragit RS 100 en un vaso de precipitados de 100mL.
2. Se midi6 el volumen correspondiente de Triacetina empleando una pipeta
graduada de 10mL y se agreg6 al vaso de precipitados.
3. Posteriormente se afiadié al mismo vaso 25mL de etanol, se cubri6 el vaso y se
dejo disolver bajo agitacion mecénica a una temperatura de 70°C.
Dejar enfriar la solucion por 7 minutos.
5. La solucion fue colocada sobre el parche transdérmico 6ptimo mediante el uso de
un gotero hasta cubrir completamente la superficie del parche.
6. Finalmente se dejo secar el parche por un dia.

B
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lustracion 28. Peliculas del parche cortadas en circulos y recubiertas con la solucién adhesiva para

la formacién de la pelicula adhesiva.

6.7.3 Prueba de bioadhesion

1.

2.

3.

Ea

Se cortd un circulo del parche de la medida del cilindro utilizado para el ensayo
(ver llustracién 28).

Se ajusta el cilindro en el equipo y se le coloca en la base de este una cinta
adhesiva.

El parche se coloca sobre el antebrazo del voluntario (ver llustracion 29).

Se inicio la prueba, se obtuvo el grafico y se registré el resultado. Condiciones de
la prueba:

Valor meta: 4 mm

Carga de activacion: 6.8 g

Velocidad del test: 1.50 mm/seg

6.7.4 Prueba de bioadhesion posthumectacioén

1.
2.

3.

4.

Se cortd un circulo del parche de la medida del cilindro utilizado para el ensayo.

Se ajusta el cilindro en el equipo y se le coloca en la base de este una cinta
adhesiva.

El parche se coloca sobre el antebrazo del voluntario como se observa en la
llustracion 29, previamente humectado con agua.
Finalmente se inici6 la prueba. Condiciones de la prueba:
Valor meta: 4 mm

Carga de activacién: 6.8 g
Velocidad del test: 1.50 mm/seg

llustracién 29. Prueba de bioadhesion en voluntario.
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Formulacion, pruebas y optimizacion realizadas en colaboracion con el tesista Carlos
Ernesto Cuenca Galvan.

6.7.5 Resultados esperados para la prueba de bioadhesién

Archivo Datos.
Carga (g)

Gréfico 2. Bioadhesion del parche: Pico de carga (g.f) vs Tiempo (s).

En el Grafico 2, se representa el comportamiento de la fuerza de adhesion del parche,
esta es identificada por la formacion de una curva negativa en el gréafico, la prueba
consiste en colocar una cinta adhesiva en el aditamento, cuando este hace el primer
contacto con el parche colocado en la piel, se forma el primer pico de la curva, una vez
alcanzada la distancia maxima de descenso el cilindro vuelve a subir, la base del parche
gueda adherida al cilindro y la cara inferior adherida a la piel, por lo tanto cuando sube el
cilindro y el parche aun no se desprende de la piel se genera una contrafuerza (fuerza de
adhesion) la cual es representada por la curva negativa.

6.8 PREPARACION Y OPTIMIZACION DE LAS MICROAGUJAS POLIMERICAS
BIODEGRADABLES UTILIZANDO STATGRAPHICS CENTURION XVI

6.8.1 Disefio de experimentos

Para la optimizacién de la formulacibn se estableci6 un disefio de experimentos
multifactorial, en donde se establecieron dos factores a tres niveles, Factor 1. Porcentaje
de Grenetina Bloom 280, niveles: 2%,4% y 6%. Factor 2: Porcentaje de Alcohol
polivinilico, niveles: 0.1%, 0.55% y 1%. Se obtuvieron 27 formulaciones dentro del disefio
y se evalud la dureza de cada una de ellas para llevar acabo la optimizacién.

6.8.2 Preparacién de las microagujas poliméricas biodegradables

1. Se pesd la cantidad correspondiente de Alcohol polivinilico en un vaso de
precipitados.

2. Se agregaron 25mL de agua destilada y se disolvié por agitacion mecanica a una
temperatura de 90°C tapando el vaso con un vidrio de reloj para evitar la
evaporacion del agua.

3. Una vez disuelto el Alcohol polivinilico se agreg6 la cantidad correspondiente de
Grenetina Bloom 280 a la solucion.
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4. Se afadieron 10mL de agua destilada a y se mantuvo en agitacion mecanica a la
misma temperatura.

5. Una vez formada la solucion traslucida esta fue colocada en un molde de teflon y
fue colocado en un refrigerador a una temperatura de 4°C por un tiempo de 35
minutos.

6. Posteriormente se retird la capa solidificada con una espatula y se cortd un
cuadrado de 5cmX5cm

7. Se coloco la pelicula encima del molde para microagujas, en la llustracion 30 se
muestra proceso de manufactura de las microagujas.

Paso y 1 Paso 2. Retiro de Paso 3. Colocacion de la Paso 4. Las peliculas son
C(_)Iocacm_)n de la pelicula del pelicula sobre el arreglo colocadas. en el homo a una
microagujas . . : s

metalicas (16) molde de teflon. de microagujas metalicas te_mperatura de 40°C por 2 horas 30
sobre la base de minutos

aluminio

Una vez terminado el tiempo de secado, las
peliculas se dejaron secar a temperatura
ambiente por un dia.

lustracion 30. Esquema del proceso de manufactura utilizado para la manufactura de las
microagujas poliméricas huecas.

8. Una vez seco el arreglo de microagujas este fue desmoldado.
9. Finalmente se procedid a recortar el molde, obteniendo una medida final de 3cm
por cada lado.

6.8.3 Propuesta del molde para microagujas

El desarrollo del molde para microagujas se realizd en colaboracion con el tesista Carlos
Ernesto Cuenca Galvan. Se propuso desarrollar este molde debido a que los moldes de
plastico no son funcionales para la formacion de las microagujas huecas, la formulacién
tiende a adherirse en este tipo de moldes provocando que al momento del desmoldado el
arreglo polimérico se quiebre, por otra parte los moldes de plastico flexible no fueron
funcionales debido a que debido a la viscosidad de la solucion polimérica estos no se
llenan completamente, por lo que el resultado de esto es la obtencién de arreglos con
pelicula polimérica muy delgada y microagujas incompletas. Al utilizar microagujas
metalicas desmoldables, papel encerado y base de aluminio se evita que la formulacién
se adhiera evitando su guebrantamiento, por otra parte, el desmoldado evita que las
microagujas puedan romperse y salir incompletas.
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6.8.4 Prueba de dureza

e Se corto del arreglo una microaguja y esta fue colocada sobre la base.

e Se coloco el cilindro metalico para la prueba en el equipo como se muestra en la
llustracion 31.

e Se inicid la prueba, se obtuvo el grafico y se registro el resultado. Condiciones de
la prueba:
Valor meta: 1 mm
Carga de activacion: 5 g
Velocidad del test: 1.50 mm/seg

llustracion 31. Prueba de dureza de las microagujas.

6.8.5 Resultados esperados para la prueba de dureza
4000

3000

Carga (g)

1000

0
3.0

Tiempt; {s)

Archivo Datos
Carga (g)

Gréfico 3. Dureza: Pico de carga (g.f) vs Tiempo (s).

En el Gréfico 3, se representa la dureza de una microaguja, el punto maximo alcanzado
en el gréfico es el valor de dureza maximo. El aditamento baja hasta hacer contacto con la
microaguja, cuando el aditamento baja hasta quebrar la punta de la microaguja se registra
el punto maximo, una vez detectada esa fuerza de quebrantamiento el aditamento sube y
la fuerza decae hasta llegar a cero.

68



6.9 Estudio de la liberacion del farmaco

1.

Utilizando el compartimento dador de la celda de difusién, se adhirié a la base de
este el arreglo de microagujas poliméricas huecas, esto utilizando pegamento de
secado instantaneo vy silicon. Se dejo secar por un dia completo antes de realizar
la prueba.

Una vez seco, se coloco una capa de parafilm en los bordes para evitar la posible
filtracion del reservorio.

Con ayuda de ligas, se sostuvo el compartimento en vasos de precipitados de
50mL, para evitar que el arreglo tocara la barra magnética durante el estudio. Se
montaron 5 sistemas (1 blanco y 4 muestras) y fueron colocados en una parrilla.
Una vez logrado el ensamblado se colocé una barra magnética en el vaso y 10mL
de buffer de fosfatos (pH 7.4 a 37°C). Posteriormente se colocé en el
compartimento dador con 1mL de reservorio (soluciéon de alendronato de sodio) y
se cubrié la parte superior del compartimento con parafilm. (ver llustracion 32)

Se sumergié el compartimento en el buffer cuidando de no tocar la barra
magnética, se programo la parrilla a 50rpm y 37°C.

La cuantificacion se llevd a cabo por valoracion acido base realizando la
correccion de volumenes entre blanco y muestra (ver ANEXO 1). Se tomé todo el
volumen del sistema (los 10mL) y se valor6, el volumen se tomé en intervalos de
10 minutos y se llevé a cabo la reposicién de este adicionando 10mL de buffer.

Se grafico la cantidad de farmaco liberada en funcion del tiempo.

llustracion 32. Sistema propuesto para el estudio de liberacion.

6.10 Estudio in vitro de absorcién percutanea

6.10.1 Tratamiento de la piel

1.

2.

Se cortaron trozos cuadrados de 16cm? de piel abdominal humana previamente
limpia.
Se almacenaron a -20°C para su posterior uso.
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6.10.2 Estudio in vitro mediante el uso de celdas de difusidn verticales tipo Franz

1. En el interior de la celda del compartimento receptor se coloc6 una barra
magnética y sobre este compartimento se colocé la piel.

2. Posteriormente se coloco el parche sobre la piel y se acopldé el compartimento
donador.

3. Ambos compartimentos fueron ajustados empleando moldes metalicos para unir
ambos compartimentos.

4. Se procedi6é a llenar el compartimento receptor con buffer de fosfatos pH 7.43 a
37°C mediante el uso de una jeringa de 5mL.

5. El procedimiento anterior se llevé a cabo para seis sistemas y un blanco, el tiempo
de estudié se inici6 cuando todos los sistemas se colocaron en agitacion
simultanea a una velocidad de 50 rpm empleando una multiparrilla.

6. Para cada muestreo se tomé todo el volumen de la celda en intervalos de dos
horas durante 32 horas, el volumen fue recuperado con buffer a la misma
temperatura.

7. Se cuantifico alendronato de sodio para cada una de las muestras mediante
valoracion acido base realizando la correccion de volimenes entre blanco y
muestra (ver ANEXO 1).

8. Las muestras y el blanco fueron muestreados y la valoracién se llevé acabo para
ambos en los tiempos de muestreo correspondientes.

9. Las cantidades acumuladas de farmaco por centimetro cuadrado de piel se
graficaron en funcion del tiempo para obtener los perfiles y los parametros
correspondientes al estudio de difusion.

6.10.3 Calculo de las constantes biofarmacéuticas
e Tiempo de latencia

El célculo de este parametro se llevo a cabo mediante la obtencion de la ecuacién de la
linea recta utilizando los ultimos seis puntos del perfil de permeacion en piel. Se despejo
“X” y se sustituyé como cero en la propiedad “Y” de esa manera se obtiene el valor del
tiempo de latencia en horas.

e FlujoJ

El valor de esta constante fue obtenido de la misma manera, mediante la ecuacion de la
linea recta, donde “m” es el valor de la pendiente de la recta y esta representa el flujo

(ng/cm? * h)
¢ Constante de permeabilidad

Este parametro se obtuvo mediante la division del flujo J entre la cantidad de farmaco
contenida en el parche transdérmico.

6.11 Micrografias de las microagujas
1. Se cort6 del arreglo de microagujas 1 de las 16 microagujas (muestra).
2. Se colocd la muestra en un recipiente y se coloc6 en el quipo DESK V
DENTONVACUUM (ver llustraciéon 33) para la su preparacién, esto consiste en el
recubrimiento por pulverizacion por bombeo molecular turbo, este proceso esta
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4.

5.

disefiado para muestras de microscopia de alta resolucion. Las condiciones del
proceso fueron las siguientes:

e Punto de ajuste para la pulverizaciéon (0-100 mAmps): 7 mAmps

e Tiempo del proceso: 300 segundos.

Una vez terminado el proceso de recubrimiento por pulverizacién, la muestra fue
colocada sobre un porta muestras cilindrico y fue colocada en los compartimentos
del microscopio.

Se visualizaron las muestras en el microscopio electrénico de barrido JIMS-6010LA
InToucheScope (ver llustracion 34)

Se tomaron dos micrografias de la muestra a diferentes aumentos: 50X y 100X

llustracion 33. Equipo DESK V DENTONVACUUM.

llustracion 34. Microscopio electronico de barrido JMS-6010LA InToucheScope.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 Resultados obtenidos para las pruebas de caracterizacion de la solucion

reservorio

Tabla 11. Caracterizaciéon del reservorio: solucién de alendronato de sodio.

Numero de

Viscosidad

Gravedad

muestra especifica
1 5.11 24cP 1.0246
2 5.12 24cP 1.0254
3 5.11 22cP 1.0291
4 5.10 22cP 1.0247
5 5.11 25cP 1.0286
Promedio 5.11 23.4cP 1.02648

Tabla 12. Datos obtenidos para el calculo de la gravedad especifica.

Peso del picndmetro vacio [Rs0RsF051|

Peso del picnémetro con 62.1580¢g
agua destilada

Muestral | Muestra2 | Muestra3 | Muestra4 | Muestra5s
muestra 62.4448g  62.4536g  62.4965g  62.4454g  62.4913g
En primera instancia se realiz6 la formulacion del reservorio del parche, este se compone
de Pluronic F-127 como vehiculo, propilenglicol como conservador y promotor quimico de
la permeacion y por alendronato de sodio. El valor de pH promedio obtenido (ver tabla 11)
es Optimo debido a que el valor se encuentra dentro del rango de pH cutaneo, el cual
varia entre 4.5 y 5.9 en la superficie y depende en gran parte del contenido de acido
lactico y &cido urocanico provenientes del sudor, aminodcidos dicarboxilicos (glutamico-
aspartico) y acidos grasos libres de bajo peso molecular (propidnico, butirico vy
pentanoico); estos Ultimos son sélo un pequefio factor ya que son muy poco solubles en
agua. Se encuentran diferentes niveles de pH segun la zona medida, pero en promedio,
se considera 4.85 para los hombres y 5 para las mujeres. (Orlandi, 2004), por lo tanto, al
tener un pH ligeramente acido la solucién al contacto con la piel no produciria irritacion
dérmica.

Tabla 13 Resultados obtenidos en la prueba de contenido quimico.

Volumen de Volumen Porcentaje
valorante gastado corregido

Numero de prueba
recuperado de

Alendronato de
sodio.

en la valoracion

1 2.9mL 2.7mL 98.17%
2 3mL 2.8mL 101.87%
3 2.9mL 2.7mL 98.17%
4 2.95mL 2.75mL 99.88%
5 2.9mL 2.7mL 98.17%
6 3mL 2.8mL 101.87%
7 2.7mL 2.5mL 89.63%
8 2.7mL 2.5mL 89.63%




9 2.8mL 2.6mL 93.21%
10 2.7mL 2.5mL 89.63%
Promedio | 96.023%

Volumen del blanco: 0.2mL

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos se especifica que el contenido
guimico para parches transdérmicos debe ubicarse entre el 85 y 115% de contenido
guimico, esto aplica tanto a sistemas matriciales como a sistemas tipo reservorio. Esto es
importante debido a que en la uniformidad de contenido debe asegurarse que los lotes
producidos contengan la cantidad de farmaco indicada en la especificacion.

7.2 Resultados obtenidos para cada una de las formulaciones para las peliculas del

parche transdérmico.

Tabla 14. Formulaciones establecidas para la pelicula impermeable y observaciones
(Resultados).

Formulaci6

Formulacién 3 F1

Formulac F3

ion 1 n2
Triacetin 2% 4 6% Quitosan 2 3. 4. Etilcelulosa 4% 4% 4%
a % 5% . 5 b
5 % %
%
Eudragit 4% 6 8% Acido 2 2 2 Dibutilftalato 4% 6% 8%
100 SR % acético | % % %
50ml
Etanol 25 25 25 Etanol 25mL  25mL 25mL

Observaciones:
Buenas propiedades
mecéanicas

m ml ml
Observaciones:
Muy buenas propiedades
de bioadhesion

Observaciones:
Buenas propiedades de resistencia.

Tabla 15. Formulaciones establecidas para la pelicula adhesiva y observaciones
(Resultados).

Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3

Alginato de sodio 0.2% p/v
Triacetina 2% v/v
Agua 25ml
Observaciones:
Malas propiedades
bioadhesion.

Triacetina 4% v/v
Eudragit 100 SR 6% p/v
Etanol 25ml
Observaciones:

de Buenas propiedades de

bioadhesion y resistencia.
La pelicula conserva sus
propiedades de
bioadhesion cuando se
deja a temperatura
ambiente por un dia sin el
uso de un protector.

Grenetina bloom 280 15g

Acido acético 30mL al 3%
Observaciones:
Buenas propiedades de
bioadhesion. La pelicula
pierde las propiedades de
bioadhesion cuando se
deja expuesta a
temperatura ambiente
provocando que esta se

plastifique.

Como puede verse en la Tabla 14, la pelicula que mostr6 mejores propiedades fue la
correspondiente a la formulacion 1, debido a que tiene buenas propiedades de
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resistencia, impermeabilidad y adhesion, esto se observé en cada uno de los niveles de la
formulacion, sin embargo, gracias a sus propiedades de adhesion esta fue considerada
para la formulacién de la pelicula adhesiva del parche (ver Tabla 15). Por otra parte, la
formulacion 2 tuvo buenas propiedades de resistencia sin embargo esta producia
dificultades para adherirse a la base del parche, finalmente la pelicula de la formulacién 3
mostré buenas propiedades de resistencia y adhesiéon a la base del parche al igual que
por su flexibilidad esta podria cubrir la base del parche sin dificultad alguna.

Con respecto a las peliculas desarrolladas para la formacion de la capa adhesiva, en la
Tabla 15, se indica que la formulacién con mejores propiedades de bioadhesion fue la
formulacion 2 es por ello que esta pelicula fue considerada para optimizacion por medio
de un diseilo de experimentos multifactorial empleando como programa Statgraphics
Centurion XVI.

7.3 Analisis de optimizacién de la formulacion para la base del parche transdérmico
por el programa Statgraphics Centurion XVI

Se obtuvieron los resultados de cada una de las formulaciones establecidas en el disefio
de experimento para la evaluacion de la resistencia a la ruptura del parche transdérmico
(ver Tabla 16).

Tabla 16. Resultados de la caracterizacion de resistencia a la ruptura para cada una
de las formulaciones del disefio de experimentos.

Formulacion Porcentaje  Porcentaje Resistencia Formulacion Porcentaje Porcentaje Resistencia
(p/v) de (p/v) de alaruptura (p/v) de (p/v) de alaruptura
Glicerina Alginato pico de Glicerina Alginato pico de

de sodio carga (g.f) de sodio carga (g.f)

15 0.5 105 25 1 93.5

20 0.5 197 15 1.5 386.5
25 0.5 105 20 1.5 147
15 1 360 25 1.5 107
20 1 150.5 15 0.5 219.5
25 1 114.5 20 0.5 143
15 1.5 246 25 0.5 118
20 1.5 95.5 15 1 241.5
25 1.5 153 20 1 119.5
10 15 0.5 225 25 1 129.5
11 20 0.5 126 15 1.5 285
12 25 0.5 74 20 1.5 120
13 15 1 304.5 25 1.5 124.5
14 20 1 150.5 - - -
Anadlisis de Varianza para Resistencia a la ruptura
Fuente Suma de Cuadrados Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
libertad Medio
A 101851. 1 101851. 38.74 0.0000
Porcentaje
de glicerina
B: 6883.56 1 6883.56 2.62 0.1221
Porcentaje
de alginato
de sodio

74



AA 14800.7 1 14800.7 5.63 0.0284
AB 6556.69 1 6556.69 2.49 0.1308
BB 2281.5 1 2281.5 0.87 0.3632
bloques 785.722 2 392.861 0.15 0.8622
Error total 49950.6 19 2628.98

Total 183110. 26

(corr.)

R-cuadrada = 72.7209 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 62.6707 porciento
Error estandar del est. = 51.2736

Error absoluto medio = 31.6852

Estadistico Durbin-Watson = 2.30584 (P=0.5602)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.274602

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Resistencia a la ruptura en piezas separadas
para cada uno de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso,
2 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 72.7209% de la
variabilidad en Resistencia a la ruptura. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas
adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes, es
62.6707%. EIl error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los
residuos es 51.2736. El error medio absoluto (MAE) de 31.6852 es el valor promedio de
los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar
si hay alguna correlacion significativa basada en el orden en gque se presentan los datos
en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacion de
autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.
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Tabla 17. Diagramas y graficos obtenidos para el analisis de optimizacidn de la base
del parche.

\ Diagrama de Pareto
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Resistencia a la ruptura
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Gréfica de Efectos Principales para Resistencia a la ruptura
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En la Tabla 17, se muestran los graficos y diagramas obtenidos en la optimizacion. En el
diagrama de pareto se puede observar el comportamiento de los componentes evaluados,
la glicerina tiene un efecto negativo sobre la respuesta (resistencia a la ruptura) es decir,
cuando esta aumenta en proporcion tiende a disminuir el valor de la respuesta y como
puede observarse en el diagrama, sobrepasa la linea de criticidad por lo tanto el efecto de
la disminucién en la resistencia a la ruptura es significativo.Por otra parte el alginato de
sodio tiene un impacto positivo, y tiende a aumentar el valor de la respuesta. En el
diagrama de efectos principales se puede observar que la glicerina en una concentracion
de 15% p/p aumenta el valor de respuesta en conjunto con el alginato de sodio a una
concentracion de 1.5%. En el diagrama de superficie de respuesta se puede observar que
en proporciones de 15% para glicerina y 1.5% de alginato de sodio la resistencia a la
ruptura es mayor, basadndose este andlisis en las areas definidas a los valores de
respuesta estimada. El alginato de sodio forma peliculas solubles en agua, estas peliculas
son impermeables a la grasa y ceras, pero permiten que el vapor de agua pase a través
de ellas, son quebradizas cuando estan secas, pero pueden ser plastificadas con glicerina
(Avendafio, Lépez & Palou, 2013), la glicerina al ser una molécula hidrofilica favorece la
adsorcion-desorcion de las moléculas de agua (Rodriguez, 2006) y mejora en gran medida
la flexibilidad y elasticidad de peliculas. (Dutta, Tripathi, Mehrotra & Dutta, 2009). Es por ello
gue estos fueron los factores seleccionados por relacionarse en mayor parte en lo que
refiere a la resistencia del parche, entre mayor sea la resistencia del parche, mayor es su
durabilidad en el tiempo de uso.

Tabla 18. Formulacién 6ptima para la base del parche.

Factor Bajo | Alto | Optimo
Porcentaje de glicerina | 15.0|25.0| 15.0
Porcentaje de alginato de{ 0.5 | 1.5 15

sodio

En la Tabla 18, se muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza
Resistencia a la ruptura sobre la region indicada en el grafico de superficie de respuesta.
En la Tabla 19, se presentan los valores finales de resistencia a la ruptura del parche
optimo y en la llustracién 35 se muestra la apariencia final de la pelicula 6ptima de la base
del parche.

Tabla 19. Caracterizacion de la pelicula de la base del parche 6ptima.

Numero de muestra Valor de resistencia pico de carga
790
738.5
846
848.5
815
807.6
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«,'_‘I‘.‘ - \
lustracion 35. Pelicula éptima para la base del parche.

7.4 Analisis de optimizaciéon de la formulacion para pelicula adhesiva por el
programa Statgraphics Centurion XVI
Tabla 20. Resultados obtenidos para la prueba de bioadhesion y bioadhesion
posthumectacién de la pelicula adhesiva.

Formulacién Porcentaje Porcentaje Bioadhesion Bioadhesion Formulacién Porcentaje Porcentaje Bioadhesién Bioadhesion
(p/v) de (v/iv) de pico de carga posthumectacion (p/v) de (viv) de pico de posthumectacion
Eudragit RIEEEY (9.f) pico de carga (g f) Eudragit Triacetina carga (g.f) pico de carga
RS100 RS100 f

3 66.5 19.5 12 6 325 14.5
3 13 235 4 9 10 22
3 12 12.5 8 9 45 26.5
6 30 40 12 9 60 45
6 54.5 25 4 3 29.5 21
6 24.5 19 8 3 9.5 125
9 18.5 20.5 12 3 8.5 0
9 52 435 4 6 25 30.5
9 59 59.5 8 6 58.5 20.5

10 4 3 37 25 12 6 29 31

11 8 3 9.5 11.5 4 9 14 22.5

12 12 3 12.5 4 8 9 31 46

13 4 6 235 335 12 9 45 32

14 8 6 59.5 305 1N

Anadlisis de varianza para bioadhesion

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados libertad Medio

A: Porcentaje 46.7222 1 46.7222 0.28 0.6002

de Eudragit

RS100

B: Porcentaje 1035.12 1 1035.12 6.30 0.0213

de Triacetina

AA 303.407 1 303.407 1.85 0.1902

AB 4088.52 1 4088.52 24.87 0.0001

BB 370.782 1 370.782 2.26 0.1496

bloques 355.574 2 177.787 1.08 0.3591

Error total 3124.0 19 164.421

Total (corr.) 9324.13 26
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R-cuadrada = 66.4956 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 58.5183 porciento
Error estandar del est. = 12.8227

Error absoluto medio = 8.47016

Estadistico Durbin-Watson = 2.79163 (P=0.9180)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.505117

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Bioadhesion en piezas separadas para cada
uno de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso,
2 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 66.4956% de la
variabilidad en Bioadhesién. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado
para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes, es 58.5183%.
El error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es
12.8227. El error medio absoluto (MAE) de 8.47016 es el valor promedio de los residuos.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si hay alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.
Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicaciéon de autocorrelacién serial en
los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.
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Tabla 21. Diagramas y gréaficos obtenidos para el analisis de optimizacidn de la

pelicula adhesiva (bioadhesion).

\ Diagrama de Pareto

Diagrama de Pareto Estandarizada para Bioadhesién
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En la Tabla 21, en el diagrama de Pareto se observa que la interaccién entre Triacetina y
Eudragit RS100 tiene un impacto significativo que aumenta el valor de la respuesta, el
comportamiento de la Triacetina también maximiza su valor de forma significativa. En el
gréfico de efectos principales se observa que el valor de la respuesta es mayor cuando se
emplean porcentajes de 12% y 9% de Eudragit RS100 y Triacetina respectivamente, el
comportamiento de la formulacion sobre el valor de la respuesta fue determinado por los
diagramas de superficie de respuesta, en donde finalmente se concluye que los niveles
mencionados anteriormente son los 6ptimos para la formulacion.
Tabla 22. Formulacion 6ptima de la pelicula adhesiva de la base del parche
(Bioadhesion).

Factor Bajo | Alto | Optimo
Porcentaje de Eudragit | 4.0 |12.0| 12.0
RS100
Porcentaje de Triacetina| 3.0 | 9.0 9.0

En la Tabla 22, se muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza
Bioadhesion sobre la region indicada en el grafico de superficie de respuesta.
Analisis de varianza para bioadhesion posthumectacién

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados libertad Medio

A: Porcentaje de 11.5802 1 11.5802 0.17 0.6823
Eudragit RS100
B: Porcentaje de 1772.9 1 1772.9 26.49 0.0001
Triacetina
AA+bloque 11.2887 1 11.2887 0.17 0.6861
AB 1039.16 1 1039.16 15.53 0.0010
BB+bloque 28.8686 1 28.8686 0.43 0.5196
bloques 167.741 2 83.8704 1.25 0.3093
Error total 1204.61 18 66.9227
Total (corr.) 3938.51 25

R-cuadrada = 69.4146 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 61.7683 porciento
Error estandar del est. = 8.18063

Error absoluto medio = 5.97051

Estadistico Durbin-Watson = 1.91486 (P=0.1229)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.0350905

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Bioadhesién posthumectacién en piezas
separadas para cada uno de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.
En este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 69.4146% de la
variabilidad en Bioadhesién posthumectacion. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es
mas adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes,
es 61.7683%. El error estandar del estimado muestra que la desviacién estandar de los
residuos es 8.18063. El error medio absoluto (MAE) de 5.97051 es el valor promedio de
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los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar
si hay alguna correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos
en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacién de
autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.
Tabla 23. Diagramas y graficos obtenidos para el analisis de optimizacion de la
pelicula adhesiva (bioadhesidon posthumectacion).

Diagrama de Pareto
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En la Tabla 23, se muestran los gréficos y diagramas obtenidos en la optimizacién. La
prueba de bioadhesién posthumectacion tiene como objetivo evaluar la fuerza de
bioadhesion del parche simulando una condicion fisiolégica de la piel, en este caso se
simula el sudor o humedad, debido a que la piel transpira es necesario determinar los
niveles 6ptimos para asegurar que el parche mantenga valores de bioadhesion altos
frente a esta condicion. En el diagrama de Pareto se observa que la interaccion entre
Triacetina y Eudragit RS100 tiene un impacto significativo que aumenta el valor de la
respuesta, el comportamiento de la Triacetina también tiene un impacto significativo
positivo. En el grafico de efectos principales la respuesta se ve maximizada en los niveles
de 12% y 9% de Eudragit RS100 y Triacetina respectivamente. En los graficos de
superficie de respuesta se muestra el comportamiento de la bioadhesion posthumectacion
en funcion de los niveles de ambos factores y sus combinaciones, se observa que los
valores de la respuesta aumentan en las regiones donde se ubican los valores de los
niveles anteriormente mencionados por lo tanto estos son considerados como 6ptimos
para la formulacion.

El Eudragit RS100 es un copolimero de acrilato de etilo y metacrilato de metilo, estos
componentes son empleados para la preparacién de peliculas adhesivas sensibles a la
presion, la combinacién de este componente con la Triacetina (plastificante) forma una
pelicula uniforme, resistente y bioadhesiva. Los adhesivos sensibles a la presion
disefiados para los sistemas transdérmicos deben proveer fuerza cohesiva, compatibilidad
con el farmaco, tolerancia a los potenciadores de permeacién, potenciacion de la
liberacion de la farmaco, estabilidad y seguridad durante el tiempo de aplicacion
apropiado (horas a semanas), adaptacion a las condiciones de la piel (humedad,
temperatura, estiramiento mecanico), formato estético (tamafio y forma). (Allevato, 2007)

Los plastificantes producen un aumento del volumen libre de la estructura polimérica y de

la movilidad molecular de los polimeros, disminuyendo la razén entre la region cristalina y
la regién amorfa, y disminuyendo la temperatura de transicién vitrea. Estos cambios llevan
a disminuir la fragilidad de las peliculas, a incrementar la flexibilidad, la dureza y la
resistencia al impacto, y a prevenir la aparicibn de grietas durante el embalaje y el
transporte (Palma, 2016), por lo que su uso en la fabricacion de parches transdérmicos es
primordial, ya que proporciona propiedades de resistencia y flexibilidad a las peliculas
poliméricas.

Tabla 24. Formulacién éptima de la pelicula adhesiva de la base del parche
(Bioadhesion posthumectacién).

Factor Bajo |Alto |Optimo
Porcentaje de Eudragit |4.0 (12.0 |12.0
RS100

Porcentaje de Triacetina|3.0 (9.0 |9.0

En la Tabla 24, se muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza
Bioadhesion posthumectacién sobre la regién indicada en el grafico de superficie de
respuesta. En la Tabla 25, se presentan los valores finales de bioadhesion y bioadhesion
posthumectacién para la formulacion 6ptima de la pelicula adhesiva.
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Tabla 25. Caracterizacion de la pelicula de la pelicula adhesiva 6ptima.

NUumero de muestra Valor de bioadhesién pico  Valor de bioadhesién
de carga (g) posthumectacién pico
de carga (g)

Como parte de la caracterizacion se realizé la medicién del valor de pH de la solucion
para la formacion de la pelicula adhesiva el cual tiene un valor de 5 por lo que se
espera que la pelicula adhesiva al contacto con la piel no genere ningln tipo de
irritacion, debido a que se encuentra dentro del intervalo de variacién que va de 4.5y

5.9
Tabla 26. Prueba de bioadhesion en voluntarios.
Parche P Imagen obtenida al inicio | Calfalas0 | Calfalas | Calfalas | Calfalas24 | Imagen obtenida al final Imagen de la piel expuesta
de la prueba horas 6horas | 12 horas horas de la prueba al final de la prueba
Nivel

1 Sujeto 1 0 0 0 0
2 Sujeto 1 0 0 0 0
3 Sujeto 1 0 0 0 0

Sujeto 2 2 0 0 2
5 Sujeto 2 0 0

Sujeto 2 0 0

< N

7 Sujeto 3 0 0 0 0
8 Sujeto 3 0 1
9 Sujeto 3 0 1 1
10 Sujeto 4 . 0 0 1 1
11 Sujeto 4 Lz 0 1 1
12 Sujeto 4 0 1 1 1

84



EVALUACION POR NIVELES:

0: > o igual al 90% de adherencia

1: > oigual al 75% < de 90% de adherencia
2:>o0igual a 50% a < de 75% de adherencia
3:>o0igual a 0 a < de 50% de adherencia

4: Parche completamente despegado

Con base en los resultados obtenidos podemos decir que al término de 24 horas el parche
sigue conservando sus propiedades de bioadhesién ya que en ninguno de los voluntarios
se desprendié durante el tiempo de estudio (ver Tabla 26), por otra parte ningun voluntario
mostré tener irritacion al final de la prueba, esta prueba indicada en la Guia de estudios:
Intercambiabilidad de medicamentos genéricos en presentaciéon de parches transdérmicos
de accion sistémica es importante debido a que el parche es evaluado bajo las
actividades diarias del voluntario, con el fin de determinar si sus propiedades de
bioadhesion son las adecuadas bajo estas condiciones y con ello asegurar que la
administracién sea continua.

7.5 Analisis de optimizacién de la formulacién para las microagujas por el programa
Statgraphics Centurion XVI

En la Tabla 27, se presentan los valores de dureza obtenidos en la optimizacion.

Tabla 27.Resultados obtenidos para la prueba de dureza.

Formulacion Porcentaje Porcentaje Dureza Formulacion Porcentaje  Porcentaje Dureza
(p/v) de (p/v) de pico (o[} (p/v) de (p/v) de pico de
Alcohol Grenetina carga (g.f) Alcohol Grenetina carga

Polivinilico bloom 280 Polivinilico bloom 280 (g.f)
2 362.5 1 4 298
2 448.5 0.1 6 1190
2 1425 0.55 6 4069
0.1 4 956 1 6 585
0.55 4 590 0.1 2 97.5
1 4 488 0.55 2 462.5
0.1 6 596 1 2 654
0.55 6 2750 0.1 4 837
1 6 343 0.55 4 238.5
0.1 2 475 1 4 172.5
0.55 2 450 0.1 6 972
1 2 279 0.55 6 3605
0.1 4 875 1 6 191
0.55 4 299 1N - - -
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Anélisis de Varianza para Dureza

Fuente Sumade Grados Cuadrado Razo6n- Valor-P
Cuadrados de Medio F
libertad

A: Porcentaje de Alcohol 124667. 1 124667. 0.17 0.6857
polivinilico
B: 5.63864E6 1 5.63864E6 7.64 0.0124
Porcentajedegrenetinabloo
m280
AA 4.42385E6 1 4.42385E6 5.99 0.0242
AB 1.01472E6 1 1.01472E6 1.37 0.2555
BB 1.50651E6 1 1.50651E6 2.04 0.1693
bloques 47895.2 2 23947.6 0.03 0.9681
Error total 1.40245E7 19 738130.
Total (corr.) 2.67807E7 26

R-cuadrada = 47.6323 por ciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 28.3389 porciento
Error estandar del est. = 859.145

Error absoluto medio = 594.68

Estadistico Durbin-Watson = 2.95803 (P=0.9684)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.500185

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Dureza en piezas separadas para cada uno
de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 2 efectos
tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de
cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 47.6323% de la
variabilidad en Dureza. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para
comparar modelos con diferente nUmero de variables independientes, es 28.3389%. El
error estandar del estimado muestra que la desviacién estandar de los residuos es
859.145. El error medio absoluto (MAE) de 594.68 es el valor promedio de los residuos.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si hay alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.
Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacion de autocorrelacién serial en
los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.
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Tabla 28. Diagramas y graficos obtenidos para el analisis de optimizacidn de las
microagujas.

\ Diagrama de Pareto

Diagrama de Pareto Estandarizada para Dureza
B:Porcentajedegrenetinabloom280 i +
| I
BB
- I
A:PorcentajedeAlcoholpolivinillico -
0 05 1 15 2 25 3
Efecto estandarizado
\ Grafico de efectos principales
Gréfica de Efectos Principales para Dureza
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En la Tabla 28, se muestran los graficos y diagramas obtenidos en la optimizacion. En el
diagrama de Pareto se observa que la grenetina Bloom 280 tiene un impacto significativo
sobre el valor de la dureza de las microagujas debido a que si aumenta el porcentaje
aumenta el valor de la dureza, por otra parte, el efecto del alcohol polivinilico también es
significativo, sin embargo el aumento de su porcentaje provoca una disminuciéon en el
valor de la dureza de las microagujas. En el gréfico de efectos principales se observa que
en un porcentaje de 0.45% de alcohol polivinilico se alcanza un valor de dureza maximo,
mientras que para la grenetina, empleando un porcentaje del 6% se alcanza el valor de
dureza maximo, esto tambien se observa en el grafico de superficie de respuesta, debido
a que las areas de maximizacion de dureza engloban los porcentajes anteriormente
mencionados, por lo tanto se concluye que los valores 6ptimos para la formulacién de
microoagujas son los mencionados anteriormente. Las dimensiones promedio de las
microagujas varian de entre 2 y 3mm. El valor de dureza para las microagujas debe ser lo
mas alto posible para asegurar su capacidad para atravesar el estrato cérneo.

Tabla 29. Formulacién 6ptima para las microagujas.

Factor Bajo |Alto |Optimo
Porcentaje de Alcohol polivinilico |0.1 [1.0 [0.450377
Porcentajedegrenetinabloom280 2.0 6.0 [6.0

En la Tabla 29 se muestra la combinacién de los niveles de los factores, la cual maximiza
Dureza sobre la regién indicada en el grafico de superficie de respuesta. En la Tabla 30
se muestran los valores finales de dureza obtenidos para la formulaciéon 6ptima.

Tabla 30. Caracterizacién de las microagujas poliméricas (formulacién 6ptima).

Numero de muestra Valor de dureza pico de
carga (g.f)

Dimensiones (longitud
en mm)

3002 2mm
3594.5 2mm
3659.5 2mm
3165.5 3mm

3853 3mm
34549 2.4mm

En la llustracién 36 podemos observar la apariencia del arreglo de microagujas y en la
tabla 31 se presenta la descripcién morfolégica de las microagujas vistas al microscopio
electronico de barrido. ,

lustracion 36. Microagujas poliméricas biodegradables huecas, a) vista frontal. b) vista superior.
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Tabla 31. Caracterizacién morfolégica de las microagujas por la técnica de
microscopia electrénica de barrido.

| Micrografias obtenidas

|

Aumento: 50X Aumento:100X
Descripcion: Como puede observarse en las micrografias se definen las tres partes
estructurales de la microaguja: en la parte superior podemos observar el poro de la
microaguja hueca, por otra parte, se puede observar el cuerpo de la microaguja y en la parte
inferior se puede observar la base de la misma.

7.6 Ensamblado de la forma farmacéutica final
El ensamblado final de la forma farmacéutica se llevd a cabo de la siguiente manera:

1. Se colocé la pelicula impermeable sobre ambos lados del parche transdérmico de
tal forma que lo cubra completamente, su adhesion se llevd acabo con silicon frio.

2. Posteriormente el arreglo de microagujas de 3cm se colocd en el centro del
parche, se colocé silicén frio para ensamblar solamente 3 lados del arreglo.

3. Finalmente se colocaron gotas de la solucion adhesiva hasta cubrir el area libre

del arreglo de microagujas hasta cubrirla en su totalidad.

Se dejo secar el parche por aproximadamente 1 dia.

5. Una vez seco el parche se colocd 1mL de la solucion farmacéutica de alendronato
de sodio por la parte abierta del arreglo de microagujas.

6. Una vez incorporada la solucién de alendronato de sodio se procedié a sellar el
altimo lado del arreglo con silicén frio y se dejé secar por 1 hora. (ver llustracion
37)

e
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llustracion 37. Presentacion de la forma farmacéutica final a) Vista superior, b) Vista frontal, c)
Vista inferior. (Grosor: 1.11mm, Area:12.56 cm?)

7.7 Resultados obtenidos en el estudio de liberacion in vitro de alendronato de
sodio en el parche tipo reservorio

Los estudios de liberacion se realizan a los medicamentos con la finalidad de describir el
comportamiento de la forma farmacéutica mediante la determinacion de la cantidad de
farmaco que llega al medio de disolucién, esto evaluado por intervalos de tiempo, es de
suma importancia evaluar la liberacién puesto que la absorcion del farmaco depende en
gran parte de su disolucion en el medio, en este caso el farmaco ya se encuentra disuelto
en el vehiculo, lo cual representa una gran ventaja en comparacién a las formas
farmacéuticas solidas en donde el farmaco no se encuentra disuelto, sin embargo la
liberacion esta relacionada en gran parte a la naturaleza de la matriz polimérica de las
microagujas, en el Grafico 4 se observa el perfil de liberacién obtenido en este estudio.
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Grafico 4. Perfil de liberacién: % de Alendronato de sodio vs Tiempo (min).

El perfil de liberacion fue evaluado hasta la liberacion del 88.14% en un tiempo de 130
minutos de la liberacion del farmaco debido a que la membrana de las microagujas se
degrada con forme pasa el tiempo, por lo que en este caso no es posible llevar acabo el
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ajuste para los modelos de liberacioén, debido a que en el estudio solamente se pudo
determinar el 88.14% de la liberacion del farmaco. Sin embargo, como puede observarse
en el gréfico 4, la relacion entre tiempo y porcentaje de liberacién es directamente
proporcional. Por lo general, en los dispositivos tipo reservorio la liberacion depende en
gran medida del espesor y el area de la membrana, asi como de la permeabilidad del
agente activo a través del polimero. Cuando el reservorio interno contiene una solucién
saturada del agente activo el equilibrio que se establece en la interfase de la membrana
hace que el gradiente de concentracién (AC) sea constante y, por lo que la liberacion
podria explicarse como un fenémeno de orden cero. Por lo general, estos dispositivos
contienen la solucion saturada y un exceso de agente activo en estado solido para
mantener la saturacién por un mayor tiempo. (Ishizawa & Nakamatsu, 2002)

7.8 Resultados obtenidos en el estudio in vitro de absorcién percutanea
Tabla 32. Resultados de los estudios in vitro de absorcion percutanea.

Tiempo (hrs) Cantidad acumulada  Cantidad acumulada por
area de piel expuesta

correspondientes a 0.397mg de alendronato de sodio, esto representa una mejora en la
biodisponibilidad debido a que por via oral se absorbe menos del 1% de la dosis, lo que
corresponde aproximadamente a menos de 0.1mg de alendronato. Con esta alternativa se
puede aumentar la biodisponibilidad en un 3.9% con respecto a la via oral. Este farmaco
al ser clasificado como farmaco de gran potencia terapéutica requiere de dosis pequefas
para llevar a cabo el efecto farmacol6gico. Para el calculo de la cantidad acumulada por
cm? de piel expuesta, se calculé el area de exposicion de la piel en funcién del area de
contacto determinada por el diametro de la celda de difusion, el cual tuvo un valor de
1.7cm, este valor se dividié entre 2 para obtener el valor del radio, posteriormente para
obtener el area, el valor del radio se elevd al cuadrado y se multiplicé por m, el area
obtenida fue de 2.2698cm?, finalmente se dividi6 el valor de pug acumulados entre el valor
del area de exposicion. Se graficaron los datos de la Tabla 32 correspondientes a la
cantidad acumulada por area de piel expuesta y al tiempo en horas para obtener el perfil
de permeacion (ver Gréafico 5). Los puntos azules del grafico representan el estado no
estacionario explicado por la segunda ley de Fick y los puntos rojos son explicados por la
primera ley de Fick que hace referencia al estado estacionario de difusion.
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Gréfico 5. Perfil de permeacion Cantidad acumulada de alendronato de sodio por area de piel
expuesta (ug/cm?) vs Tiempo (horas).

Tabla. 33 Valores obtenidos para las constantes biofarmacéuticas.

9.75 11.7 1.6478x1073

El tiempo de latencia esta relacionado con el tiempo necesario para que la distribucién por
difusion del farmaco desde las capas mas externas hacia las mas internas de la piel sea
invariable, alcanzando el equilibrio y el estado estacionario en el cual la relacién
concentracion y tiempo se mantiene constante. El flujo de farmaco que atraviesa la piel
indica la cantidad de farmaco que atraviesa por unidad de superficie de piel y tiempo.
(Soler, 2006).

De acuerdo al valor de flujo obtenido, se entregaria una cantidad aproximada de 10.11 mg
de alendronato de sodio en 24 horas con un arreglo de microagujas y parche reservorio
de un area de 6 cm X 6 cm (area total de 36¢cm?) a través de la piel. Este sistema, puede
ser cargado con un volumen mayor de solucién farmacéutica de alendronato de sodio
para prolongar su liberacion durante varios dias y evitar tomas de alendronato por via oral
gue generan severos problemas a nivel esofagico.

Calculo de para la determinacion de las dimensiones del parche:

0.0117mg/cm? * h (24hrs) = 0.2808mg/ cm? de alendronato de sodio son entregados en 24 horas

0.2808mg/cm? * (36cm?) =
10.11mg de alendronato son entregados en 24 horas con este valor de area
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llustracion 38. Apariencia del parche transdérmico posterior al estudio de permeacion in
vitro.

En la llustracién 38 puede observarse la parte central expuesta a la piel durante el estudio
de permeacion, la estructura de la membrana de microagujas se fue degradando durante
el tiempo de estudio, los polimeros biodegradables ofrecen esta ventaja ya que la primer
funcién de las microagujas es perforar el estrato corneo para permitir el paso del vehiculo
con el farmaco, una vez perforado el estrato cérneo, las microagujas se van disolviendo,
este fendmeno esta relacionado con la cantidad de agua presente en la piel, la
temperatura corporal (37°C), las propiedades hidrofilicas del vehiculo y con la naturaleza
de los polimeros biodegradables, algunas estructuras a base de hidrogel son capaces de
regular la liberacion de farmacos en respuesta a estimulos externos de naturaleza fisica,
guimica y bioldgica (Escalona & Quintanar, 2014) , se ha reportado que el alcohol polivinilico
(polimero sintético) y la grenetina (polimero natural) son utilizados para preparar matrices
de microagujas formadoras de hidrogel. (Larrafieta, Lutton, Woolfson & Donnelly, 2016)

En este caso, la reticulacién para la formacion de la matriz formadora de hidrogel se lleva
a cabo entre estos dos polimeros. Los hidrogeles son redes tridimensionales reticuladas
producidas por una reaccién de uno o mas monoémeros o mediante la asociacién de
polimeros a través de puentes de hidrégeno o por interacciones electrostéticas. Los
polimeros formadores de hidrogeles tipicamente contienen grupos hidrofilicos tales como:
-OH, -COOH, NH2, -CONH2, -CONH-, -SO3H. (Escalona & Quintanar, 2014)

Se ha demostrado que la separacién de la microaguja en la piel esta mediada por el
hinchamiento del hidrogel en respuesta al contacto con el fluido corporal después de que
las agujas son insertadas en la piel. Las particulas de hidrogel absorben el agua
rapidamente, lo que provoca su agrietamiento debido a la diferencia en la expansién del
volumen entre el polimero de matriz de la microaguja y las particulas de hidrogel (ver
llustracion 39).
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llustracion 39. Mecanismo de separacion y disolucion de la microaguja mediada por el
hinchamiento del hidrogel (Hong, Wei, Wu, Wu, Chen, Liu & Yuan, 2013).

Un estudio previo demostro la posibilidad de uso de estas microagujas biodegradables
como un sustituto facil para el paciente con respecto a los métodos convencionales de
liberacién sostenida. Sin embargo, estas microagujas deben insertarse y permanecer en
la piel durante varios dias para utilizar la propiedad de degradacion del polimero
biodegradable con eficacia. (Hong, Wei, Wu, Wu, Chen, Liu & Yuan, 2013)

Las matrices de microagujas formadoras de hidrogel se han utilizado para administrar
dosis clinicamente relevantes de una sustancia farmacoldgica de alta potencia y dosis
bajas.

Los estudios realizados con matrices de microagujas formadoras de hidrogel muestran su
capacidad para mejorar el suministro percutdneo de una amplia variedad de moléculas,
como los pequefios farmacos hidréfilos, tal es el caso del alendronato de sodio al ser una
molécula de bajo peso molecular y alta solubilidad. (Larrafieta, Lutton, Woolfson & Donnelly,
2016)

8. CONCLUSIONES

e Se desarrollé un parche transdérmico tipo reservorio acoplado a microagujas
huecas poliméricas biodegradables cargadas con una solucién reservorio de
alendronato de sodio para crear un medicamento innovador para el tratamiento de
osteoporosis.

e Se formulé la solucion reservorio del parche la cual fue caracterizada, obteniendo
un valor de pH de 5.11, 2.4¢cP de viscosidad y 1.02648 de gravedad especifica.

e Por otra parte, cada uno de los componentes del parche fueron optimizados,
obteniendo valores promedio de resistencia a la ruptura de 807.6 g.f (pico de
carga), valores de bioadhesion 108.7 g.f (pico de carga) y bioadhesion
posthumectacién 91.1 g.f (pico de carga). Las microagujas obtuvieron un valor de
dureza promedio de 3454.9 g.f (pico de carga).

e Se formularon peliculas impermeables para la base del parche, con la finalidad de
seleccionar la que posea mejores propiedades de resistencia.

e Se realizé un estudio de liberacion en donde se liberd el 88.14% del farmaco en
130 minutos, se determind un comportamiento directamente proporcional, por lo
tanto, este fenébmeno pude ser explicado por un modelo de orden cero, el cual es
aplicable a sistemas reservorios.
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10.

Se determino el valor de cada constante biofarmacéutica obteniendo los siguientes
valores: tiempo de latencia: 9.75 horas, flujo: 11.7 ug/cm? «h y un valor de
constante de permeabilidad (Kp) de 1.6478x1073 ¢cm? * h.

Se establece que el area del arreglo de microagujas y el parche reservorio sea de
6cm X 6¢cm (area de 36cm?) debido a que bajo estas dimensiones y con base al
valor del flujo obtenido, el parche entregaria aproximadamente 10.11mg de
alendronato de sodio en 24 horas al ser cargado con un volumen mayor de
soluciéon farmacéutica de alendronato de sodio, prolongando su liberacion y
evitando tomas de alendronato por via oral que generan severos problemas a nivel
esofégico.

PERSPECTIVAS

Estandarizar la técnica de fabricacién de microagujas propuesta.

Aumentar la solubilidad del alendronato de sodio en la solucién farmacéutica para
aumentar la capacidad de carga en el reservorio.

Realizar estudios de estabilidad de la solucion farmacéutica de alendronato de
sodio a diferentes condiciones de temperatura, humedad e iluminacion para
evaluar su tiempo de vida.

Desarrollar una formulacion que controle la velocidad de degradacion del arreglo
de microagujas y de esta manera aumentar el tiempo de vida del parche
transdérmico.

Realizar estudios in vivo en ratas Wistar para evaluar la eficacia del medicamento
y realizar una comparacion entre la via oral y esta alternativa con el fin de evaluar
la biodisponibilidad in vivo y las reacciones adversas, por otra parte, también se
propone realizar pruebas clinicas en seres humanos para beneficio de la salud de
la poblacién.
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11. ANEXOS

11.1 ANEXO 1. PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE ALENDRONATO DE SODIO POR VALORACION ACIDO BASE.
Este protocolo fue realizado de acuerdo a la Guia de Validacion de Métodos Analiticos
editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, A.C.2002.

11.1.1 Procedimiento

11.1.1.2 Condiciones del analisis
El andlisis se realizé a temperatura ambiente, la solucién valorante de hidroxido de sodio
fue previamente estandarizada.

11.1.1.3 Estandarizacién de la solucion valorante de hidréxido de sodio

1.

2.

3.

Pesar aproximadamente 0.04g de biftalato de potasio en un matraz Erlenmeyer de
125mL. (esto evita la perdida de biftalato en el momento del trasvase).

Agregar al matraz 25mL de agua desionizada y disolver el biftalato mediante
agitacion mecanica.

Llenar la bureta con la solucién valorante de hidréxido de sodio, asegurarse de
gue no queden burbujas de aire en la punta de esta.

Agregar 3 gotas de fenolftaleina al 1% en etanol y realizar la valoracién, el punto
final de la valoracién sucede cuando la solucién del matraz se torna de color rosa y
esta se mantiene.

Registrar el volumen de punto de equivalencia y realizar el calculo de la molaridad
de la solucion de hidroxido de la siguiente manera:

] ] g vesados de biftalato (1000mL 1mol 99.9
Molaridad del biftalato = ( ) ( ) ( )

25mL de agua desionizada 1L 204.23g/\100

Molaridad de la sol.de hidréxido
_ Molaridad del biftalato X Volumen de alicuota

~ “Volumen de sol.de hidéxido de sodio gastado

El procedimiento anterior se debe realizar por triplicado.

11.1.1.4 Valoracién de la solucion blanco del sistema

1.

kW

Colocar la solucién valorante de hidroxido de sodio 0.01M en una bureta de 25mL
y verificar que el aire salga por completo para eliminar las burbujas.

Medir 5ml de agua desionizada y colocar el volumen a un matraz Erlenmeyer de
125mL.

Agregar a la solucion del matraz 4 gotas de fenolftaleina al 1%.

Mantener en agitacion la solucion y realizar la valoracion, la valoracion se detiene
hasta que la solucién el matraz se torne color rosa.

Registrar el volumen de punto de equivalencia.
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11.1.1.5 Valoracion de la solucién blanco del placebo

1.

oukwn

N

Colocar la solucién valorante de hidroxido de sodio 0.01M en una bureta de 25mL
y verificar que el aire salga por completo para eliminar las burbujas.

Colocar en un matraz Erlenmeyer 1ml del gel.

Medir 5ml de agua desionizada y colocar el volumen al matraz.

Dejar homogenizar en agitacion mecanica por 7 minutos.

Agregar a la solucion del matraz 3 gotas de fenolftaleina al 1%.

Mantener en agitacion la solucién y realizar la valoracion, la valoracion se detiene
hasta que la solucién el matraz se torne color rosa.

Registrar el volumen de punto de equivalencia.

11.1.1.6 Valoracion de la solucién de placebo cargado con alendronato de sodio

1.

N

No Ok

Colocar la solucion valorante de hidroxido de sodio 0.01M en una bureta de 25mL
y verificar que el aire salga por completo para eliminar las burbujas.

Pesar en un matraz Erlenmeyer 7mg de alendronato de sodio aproximadamente
bien conocidos.

Colocar en el matraz 1ml de gel y un arreglo de microagujas.

Medir 5ml de agua desionizada y colocar el volumen al matraz.

Dejar homogenizar en agitacion mecénica por 7 minutos.

Agregar a la solucion del matraz 3 gotas de fenolftaleina al 1%.

Mantener en agitacion la solucién y realizar la valoracion, la valoraciéon se detiene
hasta que la solucién el matraz se torne color rosa.

Registrar el volumen de punto de equivalencia.

11.1.1.7 Célculos parala correcciéon del volumen
Volumen correspondiente al farmaco = (volumen de la muestra — volumen del placebo)

11.1.1.8 Célculo para la cuantificacion de alendronato de sodio:

volumen coregido (mL) X Molaridad del hidréxido de sodioX (271.09g

)(1000)

1000 1 mol

= mg de alendronato en la solucion

miligramos obtenidos experimentalmente

% Obtenido = 100
% enao miligramos adicionados (100)

11.1.1.9 Preparacion de la curva de calibracién de alendronato de sodio

1.

2.

Pesar por separado las siguientes cantidades de alendronato de sodio: 3mg, 5mg,
7mg, 9mg y 11mg, pesar en matraces volumétricos de 125mL.

Afadir a cada matraz 5mL de agua desionizada y solubilizar con agitacion
mecanica.

Colocar en cada matraz 4 gotas de fenolftaleina al 1% y realizar la valoracién con
hidréxido de sodio 0.01M, la valoracion de cada solucién se detiene cuando la
solucion se torne de un color rosa.

Registrar el volumen de punto de equivalencia.
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En este caso se aplicara la siguiente férmula para la correccion del volumen de punto de
equivalencia.

Volumen correspondiente al farmaco
= (volumen de la muestra — volumen del blanco del sistema)

e Componentes de la solucién de la muestra: Alendronato de sodio y agua
desionizada.
e Componentes de la solucién blanco: Agua desionizada.

11.2 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

11.2.1 Linealidad del sistema
Preparar la curva de calibracion por triplicado y realizar la valoracién bajo las mismas
condiciones indicadas en el punto 12.1.1.2.

Determinar el valor de la pendiente (bl), la ordenada al origen (bo), el coeficiente de
determinacioén r2, y el intervalo de confianza para la pendiente IC(31).

11.2.2 Precision del sistema

Pesar 7mg de alendronato de sodio, solubilizar en 5ml de agua desionizada, se afiade a
la solucién 4 gotas de fenolftaleina al 1%, se procede a realizar la valoracién con una
solucion de hidréxido de sodio 0.01M, la valoracion se detiene cuando la solucion se torne
de un color rosa. Registrar el volumen de punto de equivalencia. Realizar el procedimiento
anterior por sextuplicado.

Determinar el valor de S y CV% de la respuesta analitica.

11.2.3 Linealidad del método

Preparar por triplicado un placebo cargado equivalente al 100% de la cantidad de analito
presente en la muestra, es decir, se afladird a cada placebo 7mg de alendronato de sodio,
solubilizar esta cantidad en 5mL de agua desionizada, finalmente agregar 4 gotas de
fenolftaleina al 1% y valorar con una solucion de hidréxido de sodio 0.01M, la valoracién
se detiene cuando la solucién se torne de un color rosa. Preparar placebos equivalentes
al 80% (5.6mg de alendronato de sodio) y 120% (8.4mg de alendronato de sodio), de
igual manera estos se prepararan y analizaran por triplicado.

Determinar el valor de S, 72, CV%, IC (1) e IC (u).

11.2.4 Precision del método

Analizar por triplicado una muestra homogénea del arreglo de microagujas, que tenga un
nivel cercano o igual al 100%, es decir que contenga 7mg de alendronato de sodio, la
muestra sera colocada en un matraz Erlenmeyer, se adicionaran 5mL de agua
desionizada, se afiadiran posteriormente 4 gotas de fenolftaleina al 1% y se realizara la
valoracion con una solucion de hidroxido 0.01M, la valoracion se detiene cuando la
solucion se torne de un color rosa. Registrar el volumen de punto de equivalencia. Este
andlisis sera realizado por dos analistas en dos dias diferentes.
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Determinar el valorde Y, Sy CV%.

11.2.5 Exactitud y repetibilidad del método

Preparar 6 placebos cargados a los cuales se les afiadiran 7mg de alendronato de sodio a
cada uno (equivalente al 100% de la cantidad de analito en la muestra). Se afadiran 5mL
de agua desionizada para solubilizar, se afiaden 4 gotas de fenolftaleina al 1% y se
procede a realizar la valoracion con hidréxido de sodio 0.01M, la valoracién se detiene
cuando la solucion se torne de un color rosa. Los placebos adicionados deben ser
analizados por un mismo analista bajo las mismas condiciones. Registrar el volumen de
punto de equivalencia y realizar la correccién correspondiente.

Determinar el valorde Y, S, CV% e IC (p).

11.2.6 Criterios de aceptacion
Linealidad del sistema: El valor del coeficiente de determinacién debe ser > 0.98,
IC (B1) no debe incluir el cero,
Precisién del sistema:CV% de la respuesta analitica < 1.5%
Linealidad del método: r?> 0.98, IC(B1) debe incluir la unidad, IC(Bo) debe incluir
el cero, CV% del porcentaje de recobro >2%, porcentaje de recobro del 98 al
102%.
Precision de método CV% < 2%
Exactitud del método v repetibilidad del método: El porcentaje de recobro debe
estar dentro del intervalo 98-102%, CV% <2%

11.3 RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DE LA SOLUCION VALORANTE DE
HIDROXIDO DE SODIO

Tabla. 34 Resultados de la estandarizacion.

Gramos pesados de biftalato de potasio Volumen de solucion valorante de
hidroxido de sodio gastados en la
valoracion
0.0398¢g 19.85mL
0.0405¢g 20.8mL
0.03969g 21.3mL
Promedio=0.0399¢g Promedio= 20.65mL

Molaridad del biftalato de potasio en solucién=7.8069x10"3M
Molaridad de la solucién valorante de hidroxido de sodio=0.0094M
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11.4 RESULTADOS DE LA PRUEBA DE VALORACION DE BLANCOS
Tabla. 35 Resultados de la valoracion.

Valoracién Blanco del sistema (5mL de Blanco del placebo (1ml de
agua destilada) solucion placebo y 5mL de agua
destilada)
1 0.1mL 0.2ml
2 0.1mL 0.2mL
3 0.1mL 0.2mL
Promedio 0.1ml 0.2mL

11.5 RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO

11.5.1 Linealidad del sistema

Se prepar6 una curva de calibracion con cinco niveles de concentracion por triplicado, los
resultados se observan en la Tabla 36.

Tabla. 36 Linealidad del sistema.

Curva de calibracion 1

Curva de calibracion 2

Curva de calibraciéon 3

NUmero
de
sistema | Volumen de | Miligramos | Volumen de Miligramos | Volumen de Miligramos
punto de obtenidos punto de obtenidos punto de obtenidos
equivalencia equivalencia equivalencia
1.1ml 2.8mg 1.1ml 2.8mg 1.1ml 2.8mg
1.9ml 4.84mg 1.9ml 4.84mg 2.3ml 5.83mg
2.7ml 6.88mg 2.7ml 6.88mg 2.8ml 7.13mg
3.5ml 8.91mg 3.4ml 8.66mg 3.7ml 9.42mg
4.3ml 10.95mg 4.3ml 10.95mg 4.4ml 11.21mg
r? 0.9999 0.9989 0.9999
b4 0.3927 0.3926 0.3921
bo -4.3987"-4 -1.9241x107-4 6.0919"-3
ICB1 Limite Limite Limite Limite Limite Limite
superior inferior superior inferior superior inferior
0.3946 0.3907 0.4396 0.3455 0.3949 0.3892
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Volumen de punto de

equivalencia (mL)
N

y =0.3927x - 0.0004
R%=10.9999

4 6 8 10 12
mg de Alendronato de sodio

Gréfico 6. Curva de calibracion 1. Volumen= [mg de Alendronato de sodio].

Volumen de punto de

quivalencia (mL)
N

y =0.3926x - 0.00019
R? =0.9999

4 6 8 10 12
mg de Alendronato de sodio

Grafico 7. Curva de calibracion 2. Volumen= [mg de Alendronato de sodio].

Volumen de punto de

equivalencia (mL)

y =0.3921x + 0.0061
R?=0.9999

4 6 8 10 12
mg de Alendronato de sodio

Gréfico 8. Curva de calibracion 3. Volumen= [mg de Alendronato de sodio].
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Como puede observarse tanto en los graficos anteriores como en Tabla 36, los valores del
coeficiente de determinacion son cercanos a 1, lo que indica que hay una relacion
directamente proporcional entre el volumen de punto de equivalencia y la cantidad de
Alendronato de sodio, el método por volumetria es un método de cuantificacion directa,
son embargo en la validacion se debe demostrar que dentro del rango de cuantificacién
de la muestra el método es lineal, por otra parte también indica que el error del analista y
la dispersién de los datos es menor.

11.5.2 Precision del sistema
Se analizaron 6 muestras preparadas a partir de pesadas independientes, los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 37.

Tabla 37. Precision del sistema.

Numero de | Volumen de | Miligramos | Miligramos Porcentaje

sistema punto de pesados obtenidos de

equivalencia (mQ) (mQ) Alendronato
(mL) de sodio

obtenido %
Sistema 1 2.65mL 7.08mg 6.75mg 95.33%
Sistema 2 2.6mL 6.99mg 6.62mg 94.70%
Sistema 3 2.7mL 7.08mg 6.88mg 97.17%
Sistema 4 2.65mL 7.08mg 6.75mg 95.33%
Sistema5 2.7mL 7.08mg 6.88mg 97.17%
Sistema 6 2.7mL 7.08mg 6.88mg 97.17%
Desviacion estandar S 1.1461
Promedio X 96.145

CV% 1.1921% Cumple

Como puede observarse el CV% es menor a 1.5% por lo que la dispersion de los
resultados con respecto a la media es baja y por lo tanto los resultados son confiables.

11.5.3 Linealidad del método

Se realiz6 por triplicado una curva de concentraciones de la solucién reservorio placebo
adicionado al 80, 100 y 120% de Alendronato de sodio, los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 38. En el Gréfico 9 se observa la relacibn que existe entre la
cantidad recuperada y la cantidad adicionada.
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Tabla. 38 Linealidad del método.

Nivel % Numero de Volumen de Cantidad Cantidad Porcentaje
muestra punto de adicionada recuperada de recobro
equivalencia (mg) %

102.30%
1.7025
1.6641%
0.9956
Limite
inferior
0.8285
101.18
140
120
g y = 1.05x - 2.6267
— 100 R?=0.9956
©
©
o 80
[oX
3
2 60
©
3
£ 40
N
20
0
70 80 90 100 110 120 130
Cantidad adicionada (mg)

Gréfico 9. Cantidad recuperada (mg) vs cantidad adicionada (mg) de alendronato de sodio para la
determinacion de la linealidad del método.
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11.5.4 Precision del método
Se determind el contenido quimico a 3 muestras de la solucion reservorio (Pluronic-F127
y propilenglicol) cagadas con Alendronato de sodio 7mg en dos dias diferentes por dos
analistas, los resultados se observan en la Tabla 39.

Tabla 39. Precision del método.

Analista 1 Analista 2
Volumen de | Miligramos @ Miligramos @ Porcentajede = Volumen de Miligramos Miligramos Porcentaje de
punto de pesados obtenidos @ recuperacion punto de pesados obtenidos = recuperacion
equivalencia (mg) (mg) % equivalencia (mg) (mg) %
(mL) (mL)
| 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85% 2.7mL 7.08mg 6.88mg 97.18%
Dl'a ‘ 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85% 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85%
‘ 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85% 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85%
2.75mL 7.08mg 7.00mg 98.87% 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85%
Dz'a ‘ 2.65mL 7.08mg 6.75mg 95.34% 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85%
‘ 2.75mL 7.08mg 7.00mg 98.87% 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.85%
Desviacién estandar | 1.8409
Promedio Y | 99.755
CV% | 1.8455% Cumple

11.5.5 Exactitud del método

Se determinaron los porcentajes de recobro de 6 placebos de la solucién reservorio
cargados con el 100% de la dosis de Alendronato de sodio, los resultados obtenidos se

observan en la Tabla 40.

Tabla 40. Exactitud del método.

Placebo Volumen de Miligramos | Miligramos | Porcentaje
cargado al punto de pesados(mg) | obtenidos de
100% equivalencia (mg) recuperacion
(mL) obtenido %
1 2.85mL 7.08mg 7.26mg 102.54%
2 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.84%
3 2.75mL 7.08mg 7.00mg 98.87%
4 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.84%
5 2.8mL 7.08mg 7.14mg 100.84%
6 2.85mL 7.08mg 7.26mg 102.54%
Promedio Y 101.07% Cumple
Desviacion estandar S 1.3652
CV% 1.3507% Cumple
IC(p) 102.16 99.97
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11.6 ANEXO 2. PREPARACION DE SOLUCIONES ANALITICAS

11.6.1 Preparacion de la solucion de hidroxido de sodio 0.01M

1.

Hwn

Pesar aproximadamente 0.4123g de hidroxido de sodio en un vaso de precipitados
de 250ml.

Agregar 150ml de agua desionizada y homogenizar mediante agitacion mecanica.
Trasvasar la solucién a un matraz volumétrico de 1 litro.

Realizar 5 enjuagues de 5mL de agua desionizada cada uno y colocar el volumen
en el matraz volumétrico.

Llevar a volumen con agua destilada y homogenizar.

11.6.2 Preparacion de la solucién de fenolftaleina 1% en etanol

1.
2.
3.
4

5.

Pesar 1g de fenolftaleina en un vaso de precipitados.

Afadir al vaso 50mL de etanol y disolver mediante agitacién mecanica.

Trasvasar la solucién a un matraz volumétrico de 100mL.

Realizar 3 enjuagues al vaso de precipitados con 5ml de etanol y colocar el
volumen en el matraz volumétrico.

Llevar a volumen con etanol y homogenizar.

11.6.3 Preparacion de la solucién buffer de fosfatos pH 7.4

a)
1.

b)
1.

Pon

abkwd

Preparacion de una solucidn de fosfato monobasico de potasio 0.2 M
Disolver 27.22 g de fosfato monobésico de potasio en agua Yy diluir con agua a 1
litro.

Preparacion de una solucion de hidréxido de sodio 0.2 M

Pesar 1.6g de hojuelas de hidréxido de sodio en un vaso de precipitados de
150mL.

Agregar 50ml de agua destilada y disolver en agitacién mecanica.

Trasvasar la mezcla a un matraz volumétrico de 200ml.

Realizar 3 enjuagues del vaso de precipitados con 5ml cada uno y trasvasarlos al
matraz volumétrico.

Llevar a volumen con agua destilada y homogenizar.

Preparacion de Buffer de fosfatos pH 7.4

Transferir 50ml de la solucién de fosfato monobdasico de potasio a un matraz
volumétrico de 200mL.

Agregar 39.1ml de la solucién de hidroxido de sodio.

Llevar a volumen con agua destilada.

Medir pH con pHmetro.

Etiquetar como: Buffer fosfatos pH 7.4

11.6.3.1 Dilucidn del buffer para la eliminacién de interferencias

1.

w N

Se midieron 100mL de buffer de fosfatos y se colocaron en un matraz volumétrico
de 500mL.

Se realizaron 3 enjuagues al vaso que contenia buffer, de 10mL cada uno.
Finalmente se llevd a volumen con agua destilada y se homogenizo.

Se midié el pH para corroborar que el valor de pH se mantuviera en 7.4
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