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1. Introduccién

Una herida puede definirse como la interrupcién de la continuidad celular y anatémica; al
proceso que restaura dicha continuidad se le conoce como cicatrizacién. Dentro del
proceso de cicatrizacidn se encuentran bien definidas 4 etapas: hemostasis, inflamacién,
proliferacion y remodelacion.! En condiciones favorables, las heridas sanan de manera
rapida y sin complicaciones debido a las excelentes propiedades regenerativas de la piel.
Pero en la presencia de ciertos factores, se puede estancar este proceso, deteriorar la
herida y, por consecuente, desencadenar problemas adyacentes.

A este tipo de heridas se les clasifica como “heridas crénicas”. Independientemente del
origen o causa, éstas comparten ciertas caracteristicas que las hacen progresar a dicho
estado crénico. Esta situacién no solo genera dolor constante, incomodidad y limitaciones
en la movilidad, si no que impacta en distintos ambitos del paciente como el emocional y
social. Aunado a esto, los sistemas de salud también se ven afectados ya que la atencién de
estas heridas implica una importante inversion econémica.

En México, estudios epidemiolégicos llevados a cabo en 2018, estimaron un gasto mensual
en atencion hospitalariade $ 1,864,124,436.89 MXN y de $ 46,563, 070.76 MXN en atencion
ambulatoria, siendo las heridas traumaticas las mds costosas, seguidas de las Ulceras de pie
diabético. Estas ultimas resultan ser la principal lesién en heridas crénicas, esto se relaciona
con la elevada prevalencia de diabetes mellitus en México.?

Aunque es importante dirigir el tratamiento hacia los factores etiolégicos responsables de
la herida, los factores que generan un impedimento para la cicatrizacion deben de
identificarse y, si es posible, corregirse. Algunos de los impedimentos clinicos mas
significativos que generan esta interrupcién en la cicatrizacion son: hipoxia, presencia de
tejido necrdtico, una deficiencia nutricional, tumores, desordenes metabdlicos como la
diabetes e infecciones.? Si estos se identifican y manejan adecuadamente, se promoverd
una cicatrizacion en un menor periodo de tiempo y asi se podran evitar futuras
complicaciones.

Las heridas crdénicas, aparte de encontrarse en un prolongado y excesivo estadio en la etapa
inflamatoria, se ven caracterizadas por infecciones persistentes.* El tejido muerto
proporciona un medio de crecimiento para las bacterias, aumentando la probabilidad de
infeccion en la herida. Todas las heridas contaminadas crénicamente contienen una flora
bacteriana tisular, aunque un correcto desbridamiento de la herida ayuda a controlar el
crecimiento bacteriano, esto no siempre resulta suficiente.




Las infecciones han demostrado afectar la contraccién de la herida, tanto en heridas agudas
como cronicas.’ La presencia de bacterias en este entorno da lugar a poblaciones con una
densidad suficientemente altas, las cuales se organizan como biopeliculas. Estas estimulan
aun mas la elevacidn prolongada de mediadores proinflamatorios, citocinas y degradan
algunos factores de crecimiento involucrados en el proceso de cicatrizacion.® Por lo tanto,
se ha sugerido que la cronicidad en las heridas comienza con bacterias.’

El factor introducido mds importante que se adopta en cuanto a manejo de infecciones es
el uso de antibidticos. La administracién de estos agentes a buen tiempo, por la ruta
indicada y en la dosis terapéutica necesaria deberia, tedricamente, ser capaz de tratar una
infeccion por parte de organismos susceptibles al agente administrado.
Independientemente de que sea un factor usualmente presente en este tipo de heridas, la
primera pregunta que se deberia realizar es si hay presencia de infeccidn. La respuesta a
esta pregunta requiere una evaluacion clinica cuidadosa de los signos, sintomas de infecciéon
y el uso de pruebas de diagndstico seleccionadas.?

Es incorrecto pensar que una herida debe ser estéril para sanar correctamente. Todas las
heridas deberian de considerarse contaminadas, pero se ha demostrado que el nimero
critico de bacterias capaces de causar una infeccion es de 107° bacterias por gramo de tejido
para la mayoria de estas °. Se ha demostrado que los tratamientos para P. aeruginosa y
otras bacterias previenen la aparicion de infecciones crénicas.°

Los antibidticos sistémicos se consideran esenciales para el tratamiento de heridas
clinicamente infectadas. Las guias internacionales no suelen sugerir el uso de antibidticos
topicos, o en casos ni los mencionan.!! La via topica se sugiere en cuanto al uso de
antisépticos, los cuales son usados primeramente para prevenir una infeccién de la herida,
pero no para la administracion de antibidticos. Esto se ve reforzado en las guias para ulceras
de pie diabético, donde recomiendan Unicamente el uso de antibidticos sistémicos.*? El uso
rutinario de antibidticos tépicos en tratamiento de pacientes que presentaban ulceras en
piernas no resultaron beneficiosas, al contrario, fomentaron la colonizacién por organismos
resistentes.3

Este escenario se debe a la compleja situacion en las heridas crénicas. La escara o el
exudado resultan ser un factor limitante para las terapias tépicas, ya que no permiten
difundir el farmaco para acceder a las células sanas. Adicionalmente, algunas heridas se
encuentran continuamente exudando, lo cual puede eliminar una parte significativa del
activo, todo esto genera baja biodisponibilidad del farmaco, contrario de lo que se esperaria
al ser tépico.*

Ya que la falta de efecto antimicrobiano y demds complicaciones, se ve relacionado a la
ineficiente penetracion de la biopelicula,* la introduccion de microagujas acopladas a




sistemas transdérmicos podria significar la respuesta a este principal inconveniente. Estas
son agujas de tamafio micrométrico que se utilizan para abrir agujeros en la piel y crear
microcanales para la posterior administracion de medicamentos.'® Aunque estas estan
originalmente disefiadas para atravesar el estrato cérneo, su principio puede aplicarse
como una posible alternativa novedosa para la administracion de antibidticos via
transdérmica, penetrando la biopelicula, reduciendo la distancia entre las células sanas y el
punto de administracién, y especificamente entregando el farmaco a la zona afectada.
Siendo también una respuesta para las heridas isquémicas con una mala penetracion de los
antibidticos sistémicos 3, obteniéndose como resultado una mejora en la cicatrizacién de la
herida.

Aunado a esto, multiples ventajas se esperan al utilizar esta via de administracion:
concentraciones altas y sostenidas del agente antimicrobiano en el sitio de la infeccion,
potencial limitado de absorcién y toxicidad sistémica, opcidn de utilizar un agente novedoso
no disponible para esta via, reduccion del desarrollo de resistencia antibacteriana al evitar
uso de antibidticos sistémicos, evitar el efecto del primer paso y mejorar la adherencia al
tratamiento. 17 Finalmente, estos ayudarian a evitar ciertos aspectos contraproducentes
gue se muestran en terapias sistémicas de antibidticos, desde la presencia de multiples
efectos secundarios, limitaciones en cuanto a tiempo de uso, presencia de hipersensibilidad
al mismo e interacciones, hasta posibles riesgos hepatotdxicos y la generaciéon de
resistencia bacteriana debido a un mal uso.




2. Marco tedrico

2.1 La piel

La piel, fuera de ser un envoltorio natural, es un érgano complejo que se encuentra en un
continuo estado de renovacidn. Una piel sana la podemos describir como bella, suave, tersa
y a la vez resistente y protectora contra el ambiente. Este es el 6rgano mas grande del
cuerpo, ya que representa un 6-10% del peso corporal, dentro de solo 1cm? podemos
encontrar 5 foliculos pilosos, 15 glandulas sebdceas, 100 glandulas sudoriparas, 4m de
nervios, 1m de vasos, 5000 organulos sensitivos y 6 millones de células.*®

Esta es una cubierta indispensable para un adecuado funcionamiento del organismo. Su
falta, como ocurre en algunas enfermedades, pone en peligro la vida. La piel la podemos
considerar como un espejo de la salud e incluso de las emociones, ya que muchas
enfermedades pueden manifestarse en la piel o sus anexos. Este es un érgano importante
para el mantenimiento de la homeostasis del cuerpo, especialmente en términos de su
composicién, regulacion del calor, control de la presidn arterial y funciones excretoras. *°

2.1.1 Anatomiay fisiologia de la piel

La piel cuenta con distintas funciones, dentro de las cuales encontramos las siguientes:
termorreguladora, queratinica, meldnica, sudoral, sebacea, proteccién (calor, radiacién UV,
traumatismos), funcion de barrera (sustancias quimicas, bacteriana, pérdida de agua
transepidermal), sensorial e inmunoldgica.

El grosor de la piel varia segun las regiones y el estado nutricional del individuo, por ejemplo
en los parpados tiene un grosor de 0.7 a 1Imm, mientras que en la espalda, palmas y plantas,
el espesor puede llegar hasta 3 mm.?° La piel cuenta con distintos anexos cutaneos, como
son las glandulas ecrinas y apocrinas, uias, complejo pilosebaceo. Desde el punto de vista
histolégico, podemos distinguir tres capas: epidermis, dermis y la hipodermis o tejido
subcutdneo.

La epidermis (aproximadamente 100 um de espesor) se divide en dos capas, el estrato
corneo (epidermis no viable) y el estrato germinativo (epidermis viable). La dermis contiene
una densa red de vasos sanguineos, que proporciona un soporte constante para el tejido
germinativo y un papel importante en la regulacién de la temperatura corporal; la unién
entre estas dos no es una linea continua, sino que presenta ondulaciones. La hipodermis o
tejido celular subcutaneo esta formado por I6bulos de adipocitos, que son células redondas




con nucleo periférico y citoplasma lleno de lipidos, que sirven como reserva energética y
aislantes de calor; dichos lI6bulos estan separados por tabiques de tejido conjuntivo.

2.1.2 Epidermis

[ —_———— células muertas

llenas de queratina

estrato cérneo
estrato translucido

estrato lamelar i
granulos lamelares

estrato espinoso queratinocitos

estrato basal
célula de Merkel

melanocito

‘neurona sonsorial

dermis

Figura 1. La epidermis descansa sobre una fina membrana basal y estd constituida por 5 estratos. Tomado de:
https://curiosoando.com/capas-de-la-piel

La epidermis es un epitelio plano, estratificado, queratinizado y, como se menciond
anteriormente, se divide en: epidermis viable (estrato germinativo) y no viable (estrato
corneo). El pH de la epidermis es de 5.5, debido al manto acido junto con el gaseoso; este
manto contiene algunos aminodcidos producto de la desintegracién de la capa cérnea. En
general la piel de la mujer es mas alcalina que la del hombre. Existen zonas mas alcalinas en
el cuerpo, por ejemplo: axilas, regiones genitales, palmas, plantas, regiéon umbilical,
pabellones auriculares.?°

Como se muestra en la figura 1, la epidermis esta constituida por 5 estratos (del interior
hacia la superficie): Basal o germinativo, Espinoso o de Malpighi, Granuloso, Lucido, Cérneo;
siendo que los primeros cuatro conforman el estrato germinativo (epidermis viable),

mientras que el estrato corneo conforma la epidermis no viable.




El estrato cérneo es la capa mas externa, presenta una baja hidratacidon del 15-20% en
comparacion con el 70% habitual de la masa corporal total y tiene un grosor de
aproximadamente 10 a 20 um, consta de 15 a 25 células aplanadas, apiladas, hexagonales,
sin nucleo, que contienen una proteina fibrilar (la queratina) y se encuentran incrustadas
en lipidos intercelulares; la region intercelular se compone principalmente de lipidos y
desmosomas para la cohesién de los corneocitos queratinizados.'® Las células del estrato
corneo se originan en la epidermis viable y pasan por distintos cambios morfolégicos antes
de la descamacion (Cuadro 1), al llegar a este estrato ya no se consideran viables; la
descamacion total y su regeneracién ocurren de dos a tres semanas.®®

El estrato lucido solo se presenta en piel muy gruesa, como la de las palmas y plantas. El
Granuloso consta de células con granulaciones de queratohialina (precursor de la
gueratina) hematoxilinicas, mientras que el espinoso se compone por varias capas de
células poliédricas unidas entre si por puentes intercelulares o desmosomas. Por ultimo, se
encuentra el estrato basal, este se constituye por una hilera de células cilindricas basofilas,
los queratinocitos. 8

Cuadro 1. Cambios morfolégicos de las células presentes en los diferentes estratos que
conforman a la epidermis (del interior hacia la superficie).*®

- Estrato basal
Constituido por una sola hilera de células cilindricas, de
Estrato viable (granuloso) nucleos baséfilos, dispuestos perpendicularmente a la
dermis, con frecuentes mitosis y en constante
reproduccion. Se observan en esta capa:

*Células de Merkel- células no queratinociticas.

*Células de Langerhans- células dendriticas sin pigmento.
*Melanocitos- células dendriticas de citoplasma claro.
*Dos tipos principales de células queratinicas. El primero
funciona como célula madre con capacidad de dividirse y
producir nuevas células, el segundo sirve para anclar la
epidermis a la membrana basal.

Las células del estrato cdrneo derivan de aqui

- Estrato espinoso
Estd formado por varias capas de células poliédricas,
dispuestas en mosaico. Se observa en esta capa:




*Queratinocitos- Célula fundamental de la epidermis.
Cuando las células del estrato basal maduran generan
puentes de proteina entre ellas (desmosomas), eso
genera una comunicacién célula-célula y un contorno
espinoso; comienzan a sintetizar queratina.

Los desmosomas dan coherencia a la epidermis; cuando
se destruyen, las células se separan y sufren importantes
alteraciones, proceso conocido como acantolisis.

- Estrato granuloso
A medida que las células se acercan a su superficie se
aplanany cambian de direccién, de perpendiculares en la
capa basal se hacen horizontales en las capas granulosa y
cornea. Las células comienzan a generar paquetes de
lipidos, lo cual genera una apariencia granular.

- Estrato lucido
Los paquetes de lipidos son exocitados y el contenido de
lipidos lo cual genera los lipidos intercelulares. Las células
pierden su nucleo y se vuelven transparentes.

Estrato no viable » Estrato Cérneo

Se observan en esta capa:

*Corneocitos queratinizados- Conforme forman el
estrato cdrneo, las células ya no se consideran viables.
La descamacién total del estrato cdérneo y su
regeneracidon toma de dos a tres semanas.

Las células de la capa cérnea se hallan fuertemente
pegada entres si, formando una membrana dura y
flexible.

2.1.3 Dermis

Esta constituida por un armazdén de tejido conjuntivo; una extensa red vascular,
terminaciones nerviosas sensoriales (Cuadro 2) y anexos de la piel. Es un componente critico
del cuerpo ya que, ademas de apoyar la epidermis con nutrimentos y el sistema inmune,
esta juega un papel importante en la temperatura, presion y regulacién del dolor. La dermis
presenta un pH de 7 a 7.2,2° tiene un grosor que varia de 0.1 a 0.5 cm y consiste en fibras
de colageno (70%), proporcionando un andamio de soporte y amortiguacion, y tejido




conectivo eldstico, que proporciona elasticidad, en wuna matriz semigel de
mucopolisacéridos. °

Cuadro 2. Terminaciones nerviosas sensoriales en la dermis y sus funciones.

Nociceptores Neuronas sensoriales que responden al
estimulo mandando sefiales a la médula espinal
y cerebro que provocan la percepcion del dolor.
Pueden responder a estimulos mecanicos,
térmicos o quimicos

Corpusculos de Pacini O corpusculos lamelares, son responsables de
la sensibilidad a la vibracidon y presidn.

Corpusculos de Meissner Responsables de la sensibilidad al tacto ligero.

La dermis se divide entre: dermis superficial (papilar), dermis media (reticular) y dermis
profunda.l® La dermis superficial estd formada por fasciculos delgados orientados
perpendicularmente a la epidermis, la orientacién cambia en la dermis media y se mantiene
en la dermis profunda, aunque en esta ultima son mas gruesas. Dentro de las capas
papilares de la dermis existe, como una red densa y plana, el sistema linfatico; este es un
componente importante de la piel en la regulacién de la presion intersticial, la movilizacion
de los mecanismos de defensay la eliminacion de desechos.

La dermis esta formada por 3 distintas clases de fibras, siendo las de coldgeno las mas
abundantes, estas son producidas por los fibroblastos (Cuadro 3). El coldgeno no es una
identidad homogénea, esta formada por diferentes subtipos genéticos del | a VIl de acuerdo
con su morfologia, composicién y propiedades fisicas. En la dermis predomina el tipo 1.2
Las fibras eldsticas y reticulares son menos abundantes y se mezclan con las fibras de
colageno. Estas dan resistencia, cohesion y elasticidad en la piel.

Cuadro 3. Principales células de la Dermis y su funcién

Fibroblastos Producen, en sus ribosomas, las fibras de
colageno, reticulares, las elasticas y la sustancia
intersticial.

Histiocitos Corresponden a monocitos tisulares derivados
del sistema reticuloendotelial con gran
movilidad y poder fagocitario

Mastocitos Productoras de histamina, heparina y otros
mediadores de la inflamacién

Melanocitos Productoras del pigmento melanina




2.2 Via tépica y transdérmica

La piel representa el 6rgano mas grande y de mas facil acceso del cuerpo y su uso para la
administracién tépica y transdérmica de farmacos ha sido bien documentado. Ambos
términos suelen emplearse indistintamente, pero estas son vias de administracién con
distintas metas y, por lo tanto, debe reconocerse lo que las diferencia.

“Transdérmico” significa a través de la piel. Por lo tanto, un producto transdérmico se aplica
sobre la superficie de esta con el fin de entregar un farmaco a la circulacion sistémica. Esto
es opuesto a lo que se desea con uno tdpico, el cual tiene como objetivo entregar el farmaco
en la piel, sin la necesidad de penetrarla, obteniéndose efectos locales.

2.2.1 Ventajasy desventajas de la via transdérmica

La via transdérmica presenta multiples ventajas frente a distintas vias de administracion
(Cuadro 4), el mayor desafio para la administracién transdérmica es el nimero limitado de
farmacos que se pueden cargar en este tipo de sistemas y esto se debe a las principales
caracteristicas de la piel como barrera natural. Sin embargo, esta limitacidon se ha visto
superada por los sistemas transdérmicos de segunda y, mayormente, por los de tercera
generacion, permitiendo la administracidn transdérmica de farmacos de molécula pequena,
macromoléculas, vacunas basadas en virus y de otro tipo a través de la permeabilizacion
dirigida del estrato cérneo de la piel.??

Cuadro 4. Principales ventajas y desventajas que presenta la via transdérmica

Ventajas

Desventajas

Evita el efecto de primer paso en el higado que

puede metabolizar significativamente los
farmacos de forma prematura
Su administracion no genera dolor a

comparacién de inyecciones hipodérmicas

No generan desechos médicos peligrosos, lo

cual evita el riesgo de transmisiéon de

enfermedades por reutilizacion de las agujas

Los sistemas transdérmicos no son invasivos

Limitado nimero de farmacos son susceptibles
de administraciéon por esta via.

Los medicamentos transdérmicos exitosos
tienen masas moleculares que son solo de unos
pocos cientos de daltons, exhiben coeficientes
de particidn octanol-agua que favorecen en
gran medida los lipidos y requieren una dosis
de miligramos por dia.

Su aplicacién no requiere de asistencia médica,
pueden autoadministrarse

Metabolizacidn del farmaco por enzimas de la
piel

Pueden proporcionar liberacion durante largos
periodos de tiempo

La piel no sana o dafiada puede resultar un
inconveniente




Minima toxicidad sistémica

Mejoran la adherencia al tratamiento Riesgo de reacciones alérgicas

Los sistemas son generalmente econémicos

2.2.2 Absorcion percutanea

Difusién Difusion Difusion
transcelular intercelular  transapendicular

Figura 2. El fdrmaco puede penetrar la piel por distintas vias. Tomado de:  https://docplayer.es/docs-
images/46/13951956/images/page_16.jpg

El transporte de farmacos a través del estrato cérneo puede darse de dos formas distintas:
Transepidérmica o transapendicular.?® Puede ocurrir que se disuelva en el sebo y difunda a
través del foliculo piloso, glandula sebdcea y sudoripara (via transapendicular), o bien
penetre en la capa cérnea (via transepidérmica).?* La via de penetracidn transepidérmica la
podemos dividir entre transcelular e intercelular (figura 2), mientras que la via
transapendicular se divide entre transfolicular y transudoripara.

La via de penetracion transapendicular se realiza por los foliculos pilosos y las glandulas
ecrinas. Especificamente hablando, la via transfolicular se realiza por el aparato pilosebaceo
y esta relacionado a la presencia de un mayor o menor numero de foliculos pilosos; la
presencia de estos dependerd del lugar anatdmico donde se administre. Esta via solo
representa el 0.15-1.2% del total del volumen de difusién disponible y solo se absorben
ciertas sustancias que tienen un alto coeficiente de reparto, solubles en sebo.?* Por otro
lado, la penetracidn de moléculas via transudoripara se realiza a través de las glandulas
sudoriparas ecrinas, esta se considera la via menos importante ya que proporciona una
pequefia ruta de absorcién. Aunque ambas vias presenten una capacidad minima de
absorcion percutdnea, menos del 0.1%,%* estas pueden ser mdas importantes para la
absorcién de iones y para las moléculas de gran polaridad, que tienen una permeabilidad

baja a través del estrato cérneo.




La via transcelular implica el paso de la casi impenetrable matriz de cdrneocitos compuesta
por queratina y queratohialina, se presenta un reparto repetido del farmaco entre los
compartimentos hidréfilos y lipofilicos. El estrato corneo se hidrata, acumula el agua cerca
de la superficie de los filamentos de las proteinas, y es a través de esta agua inmovilizada
por donde las moléculas polares pueden pasar a través de la piel.?3

La via intercelular es considerada la ruta preferida de penetracién a través del estrato
cérneo,® la difusidn del farmaco se realiza por los canales lipidicos que hay entre las células
del estrato cérneo; esta es la ruta que eligen la mayoria de los farmacos lipofilicos para
acceder a capas mas profundas de la epidermis,?? el transporte de moléculas a través del
estrato cérneo puede ser expresado por la ley de Fick. Las caracteristicas del farmaco
(coeficiente de particidn, solubilidad, difusividad) van a ser los principales factores que
determinen la via de penetracion.

2.3 Sistemas transdérmicos

Los productos transdérmicos son un sistema de administracion no invasivo e indoloro, estos
pueden clasificarse en 3 generaciones;?’> la primera generacidon es responsable de la
mayoria de parches que existen al dia de hoy. Esta generacién se ve limitada en primer
término por la principal barrera de la piel, el estrato cérneo. Como se menciond
anteriormente, el repertorio de farmacos se ve reducido debido a que solo un namero
limitado de moléculas son susceptibles de administrar por esta via.

2.3.1 Caracteristicas de farmacos implicados en la absorcion percutanea

Para que una molécula logre penetrar el estrato cdrneo bajo circunstancias normales,
donde este se encuentre intacto, debe de cumplir ciertas caracteristicas (Cuadro 5) que
resultan limitantes para la absorcidon percutanea.

Cuadro 5. Factores fisicoquimicos de la molécula implicados en la absorcidn percutdnea®

Moléculas de bajo peso molecular (<
400 Daltons)
Grado de ionizacidon (farmaco no

ionizado)

Caracter lipdfilo

Coeficiente de particidon de 1-3

No irritantes para la piel

Estabilidad del principio activo a
temperatura ambiente




2.3.2 Factores biolégicos implicados en la absorcién percutanea

El estado de la piel puede generar una gran variabilidad en la absorcién percutanea. Aunque
el sexo no resulte ser un factor determinante de la penetracién cutdnea de farmacos,
factores como la raza, edad, hidratacion (Cuadro 6) parecen generar un efecto significativo
en la absorcion del activo.

Cuadro 6. Factores biolégicos que presentan efectos significativos sobre la penetracién
cutdnea.?®

Edad *La permeabilidad de la piel cambia conforme la edad.

En individuos jovenes la permeabilidad es mayor que en edades
mas avanzadas.

Raza *La permeabilidad de la piel se ve afectada por la raza.

Personas de raza negra presentan una menor permeabilidad de la
piel, debido al grosor de esta.

Zona de *el espesor de la piel depende de la zona de aplicacion.
aplicacion
Las palmas de las manos y los pies presentan un mayor espesor en
el estrato cérneo.

Flujo sanguineo *la permanencia del activo en la dermis va a variar dependiendo
del flujo sanguineo.

La absorcidn del farmaco va a disminuir cuando el flujo sanguineo
disminuye.

Hidratacion *La permeabilidad se ve afectada por la hidratacién del estrato
corneo.

Cuando se trata de farmacos polares, una buena hidratacién
incrementa la permeabilidad.

Temperatura *La penetracion del activo se ve afectada por la temperatura.

Existe una relacién directamente proporcional entre la relacion
temperatura- penetracion del activo, esto se debe a que se genera
un aumento del coeficiente de difusién.

Patologias *Algunas patologias generan alteraciones en la permeabilidad de

la piel.




Ciertas patologias generan modificaciones en la piel.

2.3.3 Promotores de absorcion

La segunda generacion de sistemas transdérmicos reconoce que los promotores de la
absorcién cutdnea son necesarios para ampliar el catalogo de farmacos disponibles para
este tipo de sistemas. El promotor de absorcion ideal deberia 1) aumentar la permeabilidad
de la piel al alterar reversiblemente la estructura del estrato cérneo, 2) proporcionar una
fuerza impulsora adicional para el transporte a la piel y 3) evitar lesiones en tejidos
profundos.??

Esta generacion alcanzé distintas metas, tanto en la rama clinica como en la dermatoldgica
y cosmética, mejorando la administracién de moléculas pequefias para aplicaciones
localizadas; el uso de promotores quimicos, iontoforesis y ultrasonido no cavitacional
entran en el panorama de promotores de absorcién para los sistemas transdérmicos. La
tercera generacion mostrd una administracién transdérmica de farmacos aun mas eficaz
debido a que dirige sus efectos al estrato cérneo, esto permite una alteracion mas fuerte
de la principal barrera de la piel y, por lo tanto, una mayor penetracién del activo. Esta
ultima generacién introdujo nuevos potenciadores quimicos, la electroporacion, el
ultrasonido cavitacional y, mas recientemente, las microagujas; el uso de estos promotores
(Cuadro 7) ha permitido la administracion de macromoléculas.

Cuadro 7. Promotores de la absorcion en sistemas transdérmicos

Promotores quimicos.?’ Caracteristicas Ejemplos
*Inerte y estable - Agua
Sustancias quimicas que actudan | *Producir efectos - Sulfoxidos y similares (E;j.
reversiblemente a nivel del estrato | reversibles Dimetilsulfoxido)
cérneo,  desestructurando vy | *Ser compatible con el - Ureas
facilitando que el fdrmaco permee | farmaco - Pirrilidonas y derivados (Ej.
mas rapidamente hacia los tejidos | *No alergénico, no téxico, | 2-pirrolidona)
viables. no irritante - Tensioactivos (Ej. Lauril
*Ser unidireccional sulfato sddico)
Mecanismos: - Terpenos (Ej. Mentol)
> Accién sobre los lipidos - Alcoholes (Ej. Etanol)
> Accién sobre las proteinas - Acidos grasos (Ej. Acido
> Accién sobre el oleico)

coeficiente de reparto




Promotores fisicos.”® Caracteristicas Ejemplos

*Aumentan la difusividad | -Microagujas
Métodos fisicos que actlan por | del farmaco -Sonoforesis
remocion o franqueo del estrato | *Efecto reversible -lontoforesis
cérneo, esto lo logran por medio | *No generan efecto | -Electroporacién
de una fuerza eléctrica, uso de | farmacoldgico -Magnetoforesis
ultrasonido o ya sea de manera | *No alergénico, no tdxico,
mecanica. no irritante

2.4 Microagujas

Las microagujas se introdujeron como promotores fisicos de la absorcion percutanea. Estas
son agujas de tamafio micrométrico que tienen como objetivo penetrar la piel, a través del
estrato corneo y la epidermis viable, evitando el contacto con fibras nerviosas y capilares
sanguineos, los cuales residen primeramente en la dermis, creando microcanales para la
posterior administracion de medicamentos. Por lo tanto, el principal beneficio por parte de
las microagujas es la administracion, libre de dolor, de activos de bajo y alto peso molecular.

2.4.1 Principales caracteristicas

Estos sistemas presentan una serie de condicionantes importantes. Aunque ciertas
caracteristicas puedan cambiar dependiendo del objetivo del tratamiento, la mayoria de
estas permanecen como caracteristicas base de este tipo de sistemas transdérmicos
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Principales caracteristicas a cumplir.?

Longitud de 100-1000 um y un didmetro de 200-
300 um
Bajo punto de fusion

Elevada actividad intrinseca

Incorporacién de dosis bajas de farmaco

No inducir respuestas alérgicas

Caracteristicas mecanicas necesarias para

penetrar el estrato cdrneo. Especialmente en las




microagujas poliméricas, requieren un disefio
apropiado para insertarse en la piel sin romperse
ni doblarse.

Base flexible

2.4.2 Ventajasy desventajas

Las dreas de aplicacién de los sistemas transdérmicos se han ampliado debido a la llegada
de las microagujas, especialmente con las biodegradables o solubles, estas proporcionan
ventajas atractivas como la autoadministracion minimamente invasiva, el tratamiento
localizado y la ausencia de creacién de desechos punzo cortantes biopeligrosos (Cuadro 9).
Se han llegado a mencionar ciertas desventajas sobre este tipo de sistemas transdérmicos,
pero con los avances en investigaciones y los nuevos disefios de microagujas estas van
quedando atras.

Cuadro 9. Principales ventajas y desventajas que presentan las microagujas. 3

Ventajas Desventajas

Incrementan la permeabilidad de la piel | Tamafo

Pueden impulsar activamente los | Tiempo de fabricaciéon
medicamentos a través de la piel

Mejora la biodisponibilidad del | Deformacién de las microagujas

farmaco por influencia de la temperatura
(en microagujas biodegradables)
Dirigen sus efectos al estrato corneo Obstruccién por tejidos o fluidos
bioldgicos (en microagujas
huecas)
Tratamiento localizado Posibilidad de que las microagujas
Minimamente invasivas solidas se rompan y queden
Evita molestia alguna en el paciente insertadas en la piel (en
Su  administracién no  requiere | microagujas metdlicas o aquellas
asistencia elaboradas a base de materiales
Mejora la adherencia al tratamiento no solubles o biodegradables)

Se puede lograr una liberacién
modificada del activo




2.4.3 Tipos de microagujas

Sélidas Recubiertas Solubles Huecas

Estrato corneo
Epidermis

Dermis

Figura 3. Las microagujas se clasifican en microagujas sdlidas, microagujas huecas, microagujas recubiertas y microagujas
solubles. Tomado de: Avances En Tecnologia Farmacéutica: Parches Transdérmicos De Microagujas. Fac. Farm. Univ.
Complut. 4, 5-7 (2017)

Dependiendo de la forma de administracion del farmaco podemos separar a las microagujas
en la siguiente clasificacion: microagujas solidas, microagujas huecas, microagujas
recubiertas y microagujas solubles (figura 3).2° Cada una de estas incorporan el farmaco de
distinta manera (Cuadro 10), su eleccidon dependerd del objetivo del tratamiento. Su
fabricacién puede llevarse a cabo con una amplia variedad de materiales (Cuadro 11), los
cuales les brindaran diversas propiedades a las microagujas; estos deben presentar una
naturaleza inerte, ausencia de inmunogenicidad, alta resistencia a la traccidn, naturaleza no
fragil, buena resistencia mecdnica, baja tasa de corrosion, biocompatibilidad, estabilidad,
facilidad de disponibilidad y bajo costo.3!

Cuadro 10. Clasificacion de microagujas y forma en la que incorporan el farmaco.!®

Microagujas soélidas “Poke and patch”
Penetran en la piel y generan micro canales por los cuales difunde
el farmaco.

Microagujas huecas “Poke and flow”

Liberan el farmaco asemejando una micro inyeccion.

Microagujas recubiertas “Coat and poke”

La microagujas se recubren con el farmaco y posteriormente
insertadas en la piel.

Una vertiente es el método “Dip and scrape”, en el cual las
microagujas se sumergen en una solucion del farmaco vy
posteriormente se introducen a la piel.

Microagujas “Poke and release”
solubles/biodegradables




Para microagujas fabricadas con polimeros o polisacaridos, liberan

el farmaco conforme se disuelven las microagujas.

Cuadro 11. Materiales empleados para la fabricacién de microagujas. 3!

Silicon Genera microagujas con buena fuerza mecdnica que permite perforar la
piel con éxito.

Se puede utilizar para la produccidon de microagujas soélidas, huecas y
recubiertas.

Metales Presentan deseables propiedades mecanicas que permite una facil
penetracion del estrato cérneo. Los metales mas comunes para utilizar
en microagujas metalicas son:

» Acero inoxidable

» Titanio

» Paladio

» Niquel

> Platino

» Aleaciones (paladio-cobalto, aleacidn de aluminio 5754, acero de

aleacion AlSI 4340, aleacion Ti-6Al-4V)*

» Oro
Los metales se utilizan para la produccién de microagujas sélidas, huecas
y como base para las microagujas recubiertas.

Cristal Las microagujas de cristal de diversas geometrias perforan con éxito la
piel y han demostrado una buena biocompatibilidad, aunque estas son
de naturaleza fragil.

Se utiliza comUnmente para microagujas hueca y solidas.

Ceramica Los materiales comuUnmente utilizados incluyen alumina, fosfato de calcio
y sulfato de calcio.

Se utilizan para producir microagujas sélidas, huecas y recubiertas.

Polimeros Estos ofrecen una gran ventaja por su naturaleza biodegradable y su

biocompatibilidad. Los polisacdridos empleados con frecuencia incluyen:
» Hidroxipropil metilcelulosa (HPMC)

Acido hialuronico

Carboximetilcelulosa (CMC)

Poli (metil vinil éter -alt- acido maleico) (PMVEMA-AC)

Alcohol polivinilico

YV YV VYV

Polivinilpirrolidona (PVP)

> Acido poliglicélico
Se utilizan en la elaboracion de microagujas sodlidas, solubles,
biodegradables y huecas.




Azlcares Producen microagujas capaces de atravesar el estrato cdérneo. Sin
embargo, presentan inconvenientes como inestabilidad y la necesidad de
altas temperaturas de procesamiento. Los mas usados son:
» Maltosa
Trehalosa
Rafinosa
Manitol
Xilitol
» Galactosa

VV VY

Se utilizan para microagujas solubles.

2.4.4 Microagujas poliméricas
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Figura 4. Las microagujas poliméricas se aplican en la piel (A) y posteriormente liberan el farmaco a nivel de la dermis (B);
(1) microagujas sdlidas, (Il) microagujas de polimeros biodegradables, (Ill) microagujas de polimeros solubles, (IV)
microagujas y parche de polimero solubles, (V) microagujas huecas. Tomado de: Polymer microneedles for transdermal
drug delivery. J. Drug Target. 21, 211-223 (2013)

Las microagujas poliméricas se pueden clasificar en 5 grupos distintos. Las de tipo | engloban
a las microagujas soélidas, debido a que el farmaco no se encuentra encapsulado en las
microagujas, se requieren de dos procesos para penetrar la piel y aplicar el farmaco. Las
microagujas que encapsulan al farmaco se engloban en los Tipos Il (microagujas de
polimeros biodegradables), lll (microagujas de polimeros solubles) y IV (microagujas y
parche de polimero solubles); mientras que las microagujas huecas se encuentran en el tipo

V (Figura 4).33

Las microagujas obtenidas de polimeros presentan diversas ventajas frente a las multiples
opciones de materiales (Cuadro 12). Aunque estas presentan propiedades mecanicas
inferiores, si las comparamos con las obtenidas en metal, silicédn y cristal, incluso si se
rompen en la piel estas se degradan en el tejido de forma segura; las microagujas
poliméricas superan las generaciones anteriores de microagujas solidas en términos de
seguridad y produccidon en masa.?3




Cuadro 12. Principales ventajas que presentan las microagujas poliméricas .33

Costos

Son mds costeables a comparacién de las de silicon y cristal.
Aunque el metal es un buen material para fabricar, las microagujas de
polimeros resultan menos costosas

Aplicaciones

En comparacion con las de silicon, cristal y metal; los polimeros ofrecen
ventajas para aplicaciones exigentes. Estas tienen una ventaja por su
propiedad viscoeldstica.

Fabricacion

Las microagujas poliméricas pueden fabricarse en moldes reusables,
obteniéndose una ventaja econdmica en la produccion.

Seguridad Los polimeros biodegradables pueden degradarse en el tejido de forma
segura.

Liberacion del | Las propiedades de los polimeros pueden proporcionar una liberacién

activo controlada del activo.

Propiedades

Los polimeros ofrecen el beneficio de manipular sus propiedades mecdnicas y
las caracteristicas de disolucién.

Cantidad de
farmaco

A comparacién con otro tipo de microagujas, las microagujas poliméricas
permiten una carga de farmaco comparativamente alta.®®

Absorcion

percutdnea

Algunos de los polimeros exhiben una mejora de la penetracién percutdnea.?

2.4.4.1 PMVEMA-Ac y Kollicoat MAE 100P

» Poli [metil vinil éter- alt- acido maleico] (PMVEMA-Ac)

Los copolimeros del acido maleico y el metil vinil éter son una serie de copolimeros
derivados del poli [metil vinil éter -alt- anhidrido maleico] (PMVEMA-AN).?®> El Poli [metil
vinil éter -alt- 4cido maleico] se obtiene mediante la hidrolisis del PMVEMA-AN, como se
puede observar en la figura 5.
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Figura 5. Copolimeros del Poli [metil vinil éter-alt- anhidrido maleico] (PMVEMA-AN): Poli [metil vinil éter-alt- dcido
maleico] (PMVEMA-AC) y Poli [metil vinil éter-alt- dcido maleico monoetil éster] (PMVEMA-ES). Tomado de: Arias, A.
Nanofibras poliméricas con dcido 5-aminolevulinico: preparacién, caracterizacion y estudio de liberacién in vitro. (2015)

El PMVEMA-Ac es el acido libre de la forma anhidra, es soluble en agua y etanol, la
viscosidad de la disolucién polimérica es un parametro modificable ya que depende de la
concentracion de la disolucidn e interacciones idnicas, las propiedades reolégicas se ven
muy afectadas por cationes divalentes y trivalentes; la viscosidad es un parametro
importante en la elaboracidon de microagujas debido a la necesidad de un correcto llenado
del molde vy, por lo tanto, a la formaciéon del arreglo completo de estas mismas. La
temperatura de transicidn vitrea, dependiendo de la masa molecular, varia entre 139-154°C
y con ella se puede saber cuando disminuye su densidad, dureza y rigidez y también donde
disminuye su porcentaje de elongacién en funcion de la temperatura.3®

El uso del polimero aplica para realizar liberaciones controladas de farmacos. Estos sistemas
son capaces de retener activos por diversos mecanismos como los siguientes:3’

- La disolucién o atrapamiento dentro de la estructura macromolecular o matriz
- La unién covalente del fdrmaco con los grupos anhidrido del polimero
- Procesos de adsorcién mediados por enlaces débiles

Este presenta una baja toxicidad, una alta biocompatibilidad, buenas propiedades
bioadhesivas y biodegradables, lo que lo hace considerarse como un excelente candidato
para el disefio de polimeros terapéuticos. Aunado a esto, su precio en mercado y la facil
obtencidn lo hacen un buen polimero para su uso en la tecnologia farmaceutica.3®

» Kollicoat MAE 100P (Copolimero de acido metacrilico-acrilato de etilo (1: 1) Tipo B
[Ph.Eur.])




Este es un polvo blanco redispersable con un ligero olor caracteristico. Los grupos carboxilo
parcialmente neutralizados en el polvo facilitan la redispersién en agua sin otros auxiliares.
Es un copolimero débilmente 4cido que se disuelve a un pH superior a 5.5, también es
soluble en soluciones alcalinas diluidas. El Kollicoat MAE 100P presenta el beneficio de
formar poros para formulaciones de liberacidén sostenida para farmacos altamente solubles
en agua.?®

En cuanto a su seguridad, los copolimeros de los polimetacrilatos son usados ampliamente
como formadores de peliculas en formulaciones orales. De igual manera, son usados en
formulaciones tdpicas y generalmente se les atribuye caracteristicas de materiales no
toxicos y no irritantes.?

2.4.4.2 Mecanismos de liberacion a través de una matriz polimérica

Los polimeros, dependiendo de sus propiedades fisicas, quimicas y estructurales, presentan
la posibilidad de generar sistemas de liberacion modificada. El mecanismo por el cual se
libere la sustancia activa de la matriz polimérica sera determinante para la velocidad de
liberacidn y este va a depender directamente del tipo de polimero empleado. Los polimeros,
segln sus propiedades quimicas, podemos clasificarlos en polimeros solubles en agua,
polimeros biodegradables y polimeros no biodegradables.*°

En el caso de los polimeros solubles en agua, la liberacidon del activo es a corto plazo debido
a que la velocidad de disolucién del polimero actua como el factor limitante. Por otro lado,
los polimeros biodegradables tienen como factor limitante la cantidad y tipo de enlaces
labiles y su accesibilidad, ya que es necesario una reaccidon quimica para disolverse o
desintegrarse y liberar la sustancia. Por ultimo, la velocidad de liberacién en polimeros no
biodegradables dependera de mecanismos de difusidn ya que estos son inertes a su entorno
y, debido a esto, logran liberaciones muy prolongadas de la sustancia activa.

El mecanismo de liberacién de una sustancia a partir de un dispositivo depende de una serie
de factores y procesos; dependiendo del tipo de sistema serd el mecanismo predominante.
Dentro de los tipos de sistemas en matrices poliméricas podemos encontrar: Sistemas de
control por difusion, Control por contacto con un solvente, Control quimico (Cuadro 13). 4
Por lo tanto, dependiendo del tipo de polimero y de sistema se pueden obtener
formulaciones con comportamientos diferentes.*




Cuadro 13. Tipos de sistemas y sus mecanismos de liberaciéon a través de una matriz

polimérica. 4

Tipo de sistema

Mecanismo de liberacion

Control por difusion

-La velocidad de difusion
determina su velocidad de
liberacion

La sustancia es liberada del
dispositivo por permeacién
desde su interior hacia el
medio externo, difundiendo
a través de una membrana
o de una matriz polimérica,
retardando o regulando su
liberacion. En este caso se
asume que el polimero no
sufre cambios.

Dispositivos de reserva

Consisten en una
membrana inerte que rodea
a la sustancia que serd

liberada.

La sustancia se difunde a
través de la membrana con
una velocidad
definida.

finita vy

Sistemas monoliticos

El principio activo se
encuentra uniformemente
distribuido en toda la matriz

polimérica.

Difusion a través de una
de
velocidad de liberacion esta

masa polimero. La
determinada por la carga o
concentracion del agente
disperso, la naturaleza de
y la
geometria del dispositivo.

los componentes

Control por contacto con
un solvente

-La velocidad de liberacion
es afectada por la velocidad
con que el polimero absorbe
el agua del entorno y por la
difusion misma del activo.

En este tipo de sistemas el
polimero absorbe parte del
solvente del entorno y se
hincha, lo cual afecta su
forma, volumen y cinética
de liberacion.

Por hinchamiento

sistemas la
del
obedece la ley de Fick, pero

En algunos
absorcion solvente
en otros, el proceso es mas
complicado e involucra
ademas el hinchamiento del
polimero y la relajacién de

sus cadenas

Absorcidon del solvente y
relajacién de cadenas.




Control quimico Por erosién Degradacion quimica y/o
fisica de la matriz.

- la velocidad de liberacion | La liberacion por erosion de
del agente activo serd | la matriz depende del area
controlada por: su difusion a | superficial del dispositivo.
través de la matriz, por la

disolucidn, erosion quimica | Rompimiento de enlaces Hidrdlisis de enlace

o bioldgica del polimero o polimero- agente activo
por una combinacion de | El activo se encuentra unido
estos mecanismos. quimicamente a la matriz
polimérica; ya sea por
Puede darse el caso de que | interaccidn idnica o enlace
la matriz polimérica se | covalente.

hinche, se disuelva o sea
erosionada en el medio;
esto puede ocurrir por
accion de reactivos
quimicos, pH o}
microorganismos

2.4.4.1.1 Cinéticas de liberacion

Las formas farmacéuticas convencionales se caracterizan porque liberan sus componentes
activos de manera inmediata hacia el lugar de absorcidn, implicando que la velocidad de
liberacion es mayor que la de absorcidn. El propdsito de los sistemas de liberacidon
controlada es mantener la concentracién de farmaco en la sangre o en los tejidos diana en
un valor deseado el mayor tiempo posible, siendo que en estas formas la constante de
absorcién es mayor que la de liberacion. Para ello, generalmente, el sistema de liberacion
controlada libera inicialmente parte de la dosis contenida para alcanzar rapidamente la
concentracion terapéutica eficaz del farmaco. Entonces, la cinética de liberacion del
farmaco sigue un comportamiento bien definido para suministrar la dosis de
mantenimiento que permite alcanzar la concentracion de farmaco deseado.*?

El uso de modelos matematicos resulta muy util ya que este enfoque permite, en el mejor
de los casos, la prediccidon de la cinética de liberacion antes de que se realicen los sistemas
de liberaciéon. De manera general, estos modelos permiten dos cosas: a) imaginar y
comprender los mecanismos de transporte que ocurren en estos procesos y b) predecir los
efectos, a través de diferentes mecanismos matematicos y poder resolver asi los distintos




parametros que introducen en las férmulas.*® Respecto de los modelos matematicos, se
deben elegir aquellos que mejor representen los mecanismos de liberacién implicados en
el arreglo polimérico. Para analizar el mecanismo de la cinética de velocidad de liberacion
del farmaco, los resultados de los perfiles de liberacién in vitro pueden graficarse en varios
modelos cinéticos, tales como orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer- Peppas.

> OrdenO

Describe sistemas en donde la velocidad de liberacidn del farmaco es constante durante
un periodo de tiempo. La disolucion del fdrmaco a partir de formas de dosificacion que no
se disgregan y liberan el fdrmaco lentamente se puede representar mediante la ecuacion:

Q: = Qo + Kot

Donde Q; es la cantidad de farmaco disuelto en un tiempo “t”, Qo es la cantidad inicial de
farmaco en la solucién (la mayoria del tiempo, Qo= 0) y Ko es la constante de orden 0 que
expresa unidades de concentracién/tiempo.

Este modelo se puede utilizar para la disoluciéon del farmaco de varios tipos de formas
farmacéuticas de liberaciéon modificada, como en el caso de algunos sistemas
transdérmicos, asi como comprimidos de matriz con fdrmacos poco solubles en formas
recubiertas, sistemas osmaticos, etc.*?

> Orden1l

En la cinética de liberacién de primer orden tipica, la velocidad de liberacion del farmaco
depende de su concentracion. Este modelo ha sido usado para describir la absorcién y/o
eliminacidn de algunos farmacos, la liberacién de farmacos que siguen la cinética de orden
1 puede expresarse por la ecuacidn:

dac

—=-Kc

dat
Donde K es la constante de primer orden expresada con las unidades de time™. De manera
lineal, se puede expresar de la siguiente manera:

Log C = log Co— Kt/2.303

Donde Cop es la concentracion inicial del fdrmaco, K es la constante de primer orden, y t es
el tiempo. Esta relacion aplica para describir la disolucion del farmaco en formas de
dosificacion que contengan farmaco hidrosoluble en matrices porosas.*?

» Higuchi

Este fue el primer modelo matematico para describir la liberacidén de farmacos en sistemas
matriciales, Higuchi desarrolld varios modelos tedricos para estudiar a liberacién de




farmaco solubles en agua y con baja solubilidad incorporados en matrices semisélidas y/o
sélidas. Este modelo se basa en la hipdtesis de que (i) inicialmente la concentracién del
farmaco en la matriz es mucho mds grande que la solubilidad de este; (ii) la difusién del
farmaco se lleva a cabo en una dimension; (iii) las particulas del farmaco son mucho mds
pequefias que lo ancho del sistema; (iv) el hinchamiento de la matriz y la disolucién son
insignificantes; (v) la difusividad del farmaco es constante; y (vi) se consiguen condiciones
sink perfectas en el ambiente de liberacién. De manera general, el modelo de Higuchi se
simplifica de la siguiente forma:

ft=Q=KH*t1/2

Donde, Ky es la constante de disolucién de Higuchi. Esta relacién aplica para la descripcién
de la disolucién de farmacos desde varias formas de dosificacién de liberacién modificada,
como en el caso de sistemas transdérmicos y matrices de tabletas con farmacos
hidrosolubles.*?

» Korsmeyer - Peppas

Korsmeyer establecié una relacién simple que describe la liberacién del farmaco a partir de
una ecuacion de sistema polimérico. Para encontrar el mecanismo de liberacidon del
farmaco, se toma Unicamente en cuenta hasta el 60% liberado (My/ M~< 0.6) en la siguiente
ecuacion:

My M= Kt"

Donde M/ M- es la fraccion de farmaco liberado a tiempo t. k es la constante de liberacién
y n es el exponente. El valor del exponente es usado para caracterizar diferentes
liberaciones desde una matriz cilindrica. En este modelo, el valor de n determina el
mecanismo de liberacién del farmaco; 0.45 < n corresponde a un mecanismo de difusiéon
Fickiano, 0.45 < n < 0.89 a un transporte no Fickiano, n = 0.89 a Caso Il y n> 0.89 a super
Caso 1.4

2.4.4.3 Elaboracion de microagujas poliméricas

Las microagujas poliméricas se fabrican principalmente mediante un proceso fotolitografico
o un proceso de micro moldeado.3? El proceso fotolitografico se usa principalmente para
obtener microagujas sélidas y huecas , mientras que las microagujas solubles y
biodegradables se obtienen por un proceso de micro moldeado. Existen varios métodos de
moldeo para fabricar microagujas con diferentes polimeros: moldeo por inyeccidon
utilizando un molde de material duro, moldeo del polimero fundido usando un molde de




caucho de silicona y el moldeo del polimero solubilizado empleando un molde de caucho
de silicona.33

Aunque todos los procesos de micro moldeado presentan la caracteristica de ser de bajo
costo y presentar un proceso sencillo, el moldeo del polimero solubilizado presenta la
ventaja de no involucrar altas temperaturas en su proceso de fabricacion. La principal
limitacion de este ultimo método es la pérdida de resistencia mecdnica debido a la
formacién de poros por un mal llenado del molde; para darle solucién a este problema, es
necesario afiadir ciertos pasos al proceso. La centrifugacion,** secado al vacio® o
desgasificaciéon a presion reducida* ha demostrado desarrollar microagujas poliméricas
con la forma adecuada y con propiedades mecanicas satisfactorias.

2.4.5 Potencial de las microagujas en la regeneracion tisular

Las heridas libres de cicatrices han sido objetivo de muchas investigaciones, ya que las
cicatrices tienen el potencial de ejercer un profundo impacto fisico y psicolégico en el
paciente. Mas alla de las consideraciones estéticas y la posible desfiguracién, las cicatrices
pueden resultar en una restriccién del movimiento y una reduccién de la calidad de vida.
Mds de 100 millones de pacientes adquieren cicatrices cada afio y, por el momento, las
investigaciones han permitido el desarrollo de terapias reductoras de cicatrices con una
efectividad minima.*’

Uno de los procedimientos mas eficaces y prometedores para reducir las cicatrices y
optimizar la apariencia de la piel es la induccion percutanea de coldgeno, la cual consiste en
realizar micropunciones en la piel con el objetivo de estimular el coldgeno vy la elastina,
creando mas sujecién en el tejido, esta normalmente se lleva a cabo mediante dispositivos
de puncion médica de 3 mm. Se ha demostrado que los mismos beneficios, capacidad
regenerativa y potencial de reducir la cicatriz, se pueden lograr mediante una sola
aplicacién usando microagujas de 1 mm e incluso podrian dar mejores resultados al repetir
las sesiones.*® Ademads, la hinchazdn e inflamacién resultantes no son tan graves en
comparacion con las de dispositivos de punciéon medica de 3mm y debido a la longitud
reducida de las microagujas no es necesario el uso de anestesia.

Un posible mecanismo mediante el cual las microagujas facilitan la reparacion de la piel sin
dejar cicatrices se basa en la proliferacion celular inducida por sefiales eléctricas. Estas
conducen a una mayor motilidad de las células epiteliales y endoteliales en el area de la
heriday, posteriormente, a la expresion de factores de crecimiento que facilitan la curacion.
Ademads de cicatrices por lesiones, se han obtenido muy buenos resultados en cicatrices por
acné, quemaduras y en la reduccién de la hiperpigmentacion.*




2.5 Regeneracion tisular

La cicatrizacion es un mecanismo de supervivencia que comienza inmediatamente después
de sufrir una lesién, esta requiere de una interaccién compleja y coordinada entre células
inflamatorias y mediadores. El proceso de cicatrizacidon consiste en la eliminacion de los
tejidos dafiados o destruidos por una lesidn y la posterior restauracién del tejido, esto
puede ocurrir por regeneracién espontanea del tejido o mediante la reparacion del tejido
conectivo; el modo de reparacidon va a depender principalmente de la profundidad del
tejido afectado.*®

Cuando la lesién no es profunda, afecta Unicamente a la epidermis y existe una minima
pérdida de tejido; la regeneracion del tejido es rapida, ocurre durante las primeras 12-24
horas, a este tipo de cicatrizacidén se le conoce como de primera intencién o primaria. Sin
embargo, cuando la herida es profunda, y se ve implicada una pérdida de tejido dérmicoy
anexos cutdneos, no se alcanza a regenerar la arquitectura normal de la piel debido a la
pérdida extensiva del tejido, ya sea por un trauma severo o quemadura, a este tipo de
cicatrizacidon se le conoce como de segunda intencidn o secundaria y el tiempo de
cicatrizacidn estard en funcidn de la extensién de la herida, en esta situacion el proceso de
cicatrizacidon dependerd de la formacién de tejido conectivo para llenar el déficit de la
herida.”® Estas Ultimas son mas propensas a complicaciones como infecciones y suelen
darse en pacientes con comorbilidades, estos son factores que generan las heridas crénicas.

2.5.1 Etapas del proceso de cicatrizacion

El proceso de cicatrizacién se divide principalmente en 3 fases : (1) fase inflamatoria, (2)
fase proliferativa (angiogénesis, granulacién, re-epitelizacion), (3) fase de remodelacién
(remodelacion de la matriz extracelular).>? Sin embargo, algunos autores hacen hincapié en
mencionar el proceso de hemostasia como un primer paso y no como subfase de la fase
inflamatoria, destacando la importancia de las respuestas vasculares, dando como
resultado la divisién del proceso de cicatrizacion en cuatro fases (Cuadro 14).°° En heridas
normales (no crénicas) el proceso de cicatrizacion se completa en aproximadamente de 3 a
14 dias.>?

El proceso se ve caracterizado por el movimiento de células especializadas hacia el sitio de
la herida. Las primeras células en llegar al sitio de la lesidn son las plaquetas y las células
inflamatorias, proporcionan funciones clave y “sefiales” necesarias para la llegada de




células del tejido conectivo y un nuevo suministro de sangre. Estas sefiales quimicas se

conocen como citocinas o factores de crecimiento.

Cuadro 14. Proceso de cicatrizacién.>?

Hemostasis

Sucede dentro de los
primeros 5 a 15
minutos.

La primera respuesta en tejido vascularizado es la hemostasis, esta ocurre
mediante la vasoconstriccion y la activacion mediada por plaquetas de la
cascada de coagulacién intrinseca, una funcién secundaria pero
igualmente importante de las plaquetas es iniciar el proceso de
cicatrizacion mediante la liberacién de quimio atrayentes y factores de
crecimiento. El codgulo resultante proporciona apoyo para la infiltracion
de células inflamatorias. Cuando se controla el sangrado, las células
inflamatorias migran a la herida (quimiotaxis) y promueven la fase
inflamatoria.

En esta fase, las plaquetas y los macréfagos son las fuentes principales de

citocinas y de factores quimiotacticos.

Fase inflamatoria

Sucede dentro de las
primeras 24 a 48 hrs
y puede persistir
hasta las 2 semanas

en algunos Casos

A una fase de vasoconstriccion rapida, indispensable para la hemostasia
inmediata, sigue una vasodilatacion que permite que las células
circulantes lleguen al foco de la herida.>* La inflamacidn se caracteriza
por la ruptura del andamiaje tisular preexistente y la limpieza de restos
celulares, extracelulares y patdgenos. La descomposicion de la matriz
también permite la migracién de neutréfilos, macrofagos, células
epidérmicas y fibroblastos al sitio de la lesién, lo que permite la
reparacion. Los macréfagos se consideran las células reguladoras mas
importantes en la reaccién inflamatoria.

Los signos de inflamacidn incluyen enrojecimiento, hinchazén y calor.

Fase proliferativa

Sucede dentro de 3 a
4 dias después de la
lesion hasta los 21

dias.

En esta fase la actividad celular predomina. Esta se compone de distintos
procesos: generaciéon de una barrera permeable (re-epitelizacion), el
establecimiento de un suministro de sangre apropiado (angiogénesis) y
el refuerzo del tejido lesionado (granulacién).

e Re-epitelizacién: Es el proceso de restaurar una epidermis intacta
después de una lesién cutdnea. Se desarrolla en varias fases:
migracion de las células epiteliales a partir de los bordes o de los
anejos, multiplicacidn y diferenciacion de la epidermis formada.
La epitelizacidn es determinante en las heridas poco profundas
como las quemaduras superficiales o las dermoabrasiones.>

e Granulacién: La reconstitucion del tejido se ve caracterizada por
la formaciéon de tejido de granulacién y la acumulacién de




fibroblastos, llamada fibroplasia. Los fibroblastos sintetizan una
nueva matriz extracelular que en un principio estd formada sobre
todo por coldgeno Il y colageno |, fibronectina vy
proteoglucanos.>

e Angiogénesis: Es un proceso clave para el proceso de
cicatrizacion. Consiste en el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes.

Fase de La fase de remodelacién implica la deposicion de la matriz y sus
remodelacion posteriores cambios a través del tiempo.

Ocurre durante todo el proceso de reparacién de la herida como un
Sucede pocos dias | coagulo de fibrina formado en la fase inflamatoria temprana, que luego
después de la lesién | es reemplazado por el tejido de granulacidon en la fase proliferativa.
hasta los 2 afios. Posteriormente, el tejido de granulacidn también se reemplaza por una
cicatriz de colageno

2.5.1.1 Factores de crecimiento involucrados en la cicatrizacion

Esta cascada de eventos en la cicatrizacién se conduce por los factores del crecimiento,
estos son generados por las células implicadas en el proceso como queratinocitos,
fibroblastos y células inflamatorias. Dependiendo de la etapa en la que se encuentre el
proceso de cicatrizacion se destaca la actividad de ciertos factores de crecimiento (Cuadro
15y 16).

Cuadro 15. Principales factores de crecimiento que se ven implicados durante el proceso de
cicatrizacién.”!

Fase inflamatoria Se destaca la actividad del:

- Factor de crecimiento transformante beta (TGF B)

- Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
- Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
- Junto con interleucinas implicadas en la inflamacion

Fase proliferativa Sobresalen:

- Factor de crecimiento epidermal (EGF)

- Factor de crecimiento de los queratinocitos (KGF)

- Factor de crecimiento de los fibroblastos basico (b FGF)
- Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)




- Factor de crecimiento nervioso (NGF)
- Factor de crecimiento insulinico (IGF)

Fase de | Conducida por factores como:

remodelacion - Factor de crecimiento de los hepatocitos ((HGF)

- Factor de crecimiento de los queratinocitos (KGF)

- Factor de crecimiento epidermal (EGF)

- Factor de crecimiento de los fibroblastos basico (b FGF)
- Factor de crecimiento transformante beta (TGF B)

- Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Cuadro 16. Principales actividades de los factores de crecimiento.>*

Factor de | Células productoras Actividad

crecimiento

TGF B Plaquetas, macroéfagos, | Proliferaciéon de los fibroblastos y de las células
linfocitos, fibroblastos endoteliales, sintesis de matriz extracelular

PDGF Plaquetas, queratinocitos, | Migraciéon y proliferacion de los fibroblastos,
células endoteliales, | sintesis de colageno.
fibroblastos Quimiotactico para neutrdéfilos y monocitos

b FGF Queratinocitos, Angiogénesis
fibroblastos, plaquetas Epitelizacidn

VEGF Queratinocitos, Angiogénesis
macroéfagos, plaquetas

KGF Fibroblastos Migracién y proliferacidn de los queratinocitos

EGF Plaquetas, queratinocitos, | Migracion y proliferacion de los queratinocitos
macréfagos Proliferacion de las células endoteliales y de los

fibroblastos

2.6 Heridas cronicas

La induccion de los procesos de curacion depende de factores locales de la herida,
mediadores sistémicos, posibles enfermedades subyacentes y el tipo de lesidon de piel.
Dependiendo del sutil equilibrio de los factores implicados, se puede producir una forma
fisiolégica de curacidon (heridas agudas) o una cicatrizacion patolégicamente retrasada
(herida crénica), en este ultimo caso la cascada de curacién se detiene; para que una herida
se considere cronica debe permanecer abierta por mas de 90 dias.”® Las heridas crénicas se




ven caracterizadas por encontrase estancadas en la fase inflamatoria, mediada por
citoquinas proinflamatorias; mientras que en las heridas agudas la fase inflamatoria dura
de dias a semanas, las heridas crénicas pueden permanecer en esta fase por meses o afios.

Existen diferentes tipos de heridas crénicas, como ulceras de pie diabético, Ulceras venosas
en las piernas y Ulceras por presidon. En México, las ulceras de pie diabético representan la
principal lesion de este tipo, lo cual puede relacionarse con la elevada prevalencia de
diabetes mellitus en nuestro pais.? Una ulcera se considera crénica si no alcanza una
curacion completa en seis semanas o no se obtiene respuesta adecuada a un cambio de
tratamiento.

Mientras que el principal reto en las heridas agudas es prevenir la contraccion excesiva y la
generacion de cicatriz, en heridas crénicas el mayor obstaculo es el promover el cierre de
la herida, debido a que multiples complicaciones pueden derivar de la herida y poner en
riesgo la vida del paciente. Las heridas que no cicatrizan requieren de un abordaje
multidisciplinario integrado, si bien se han introducido varios factores terapéuticos para el
tratamiento de heridas crdnicas, su éxito clinico ha sido limitado debido a la entrega ineficaz
al lecho de la herida.>® Este impedimento surge por la presencia del biofilm y el tejido
necrético, ya que separan las células sanas del interior de la piel al exterior.

2.6.1 Factores que generan obstaculos en la cicatrizacién

Multiples factores pueden provocar una cicatrizacion deficiente de las heridas. Los factores
que influyen en el proceso de cicatrizacién se pueden clasificar en locales y sistémicos.>’ Los
factores que influyen directamente en las caracteristicas de la herida son conocidos como
factores locales, mientras que el estado general de salud o enfermedad del individuo que
afectan la capacidad de curacién son los factores sistémicos (Cuadro 17). El tratamiento de
las heridas crénicas debe dirigirse contra los principales factores etiolégicos responsables
de la herida. Sin embargo, los factores que impiden la curacién deben identificarse y
corregirse para que se produzca una correcta cicatrizacion.

Cuadro 17. Factores locales y sistémicos que afectan el proceso de cicatrizacion.®’

Factores locales e Oxigenacion

e Infecciones

e Cuerpos extrafos en la lesidn
e Insuficiencia venosa

e pHdelaherida

Factores sistémicos e Edady género
e Hormonas sexuales




e Estrés

e Isquemia

e Enfermedades (por ejemplo: diabetes, queloides, fibrosis,
trastornos de curacién hereditarios, etc.)

e Obesidad

e Medicamentos (por ejemplo: AINE’s, quimioterapia,
glucocorticoides, etc.)

e Habitos de estilo de vida (Alcohol y cigarro)

e Condiciones inmunocomprometidas (por ejemplo: cancer, SIDA,
terapia por radiacion, etc.)

e Nutricion

2.6.2 Tratamiento en heridas crdnicas

Guias para la prevencion de ulceras por presion y heridas créonicas presentan dos tipos de
curas: secas o humedas:

- Curaseca:

Se usa poco debido a que retrasa la cicatrizacion. Esta consiste en mantener la herida limpia
y seca para prevenir infecciones, siendo la responsable de:®

e Disminuir la temperatura en el lecho ulceral, provocando que las células sanas se
sequen y mueran.

e Eliminar la humedad, originando que las células epidérmicas emigren hacia el
interior, retrasando el proceso de cicatrizacion.

e QOriginar una costra, que se fija en planos inferiores mediante fibras de colageno,
impidiendo la aparicion del nuevo tejido.

e Exponer la herida a contaminantes externos.
- Cura humeda:

Esta debe mantener un ambiente himedo y caliente, lo que genera una buena cicatrizacién.
Consiste en mantener la herida humeda, y la piel perilesional seca. Estudios han
demostrado mayo efectividad clinica y mejores resultados coste/beneficio de esta técnica
en ambiente hiumedo frente a la cura tradicional. Algunas de las propiedades de la cura en

ambiente himedo son:%8>°

e Aumento del aporte de oxigeno y nutrientes a través de la angiogénesis.




e Acidificacién del pH de la zona, creando un ambiente bacteriostatico que disminuye
el riesgo de infeccion.

e Facilidad para la migracion celular.

e Control del exudado sin perjudicar la piel periulceral.

e Proteccién de las heridas de la contaminacién.

e Reduccion de los tiempos de cicatrizacion.

e Reducen el dolor. Renovaciones faciles y espaciadas.

2.6.3 Infecciones en heridas cronicas

Las heridas crdnicas, aparte de encontrarse en un prolongado y excesivo estadio en la etapa
inflamatoria, se ven caracterizadas por infecciones persistentes.* Una vez que la piel se
lesiona, los microrganismos que normalmente se encuentran en la superficie de la piel
obtienen acceso a los tejidos subyacentes. Ademas, el tejido muerto proporciona un medio
de crecimiento para las bacterias, aumentando la probabilidad de infeccion en la herida. El
estado de infeccion y el estado de replicacidn de los microorganismos determina si la herida
se clasifica como contaminada, colonizada, infeccidn local/colonizacion critica o infeccién
invasiva diseminada (Cuadro 18).>7

Es incorrecto pensar que una herida debe ser estéril para sanar correctamente. Todas las
heridas deberian de considerarse contaminadas, pero se ha demostrado que el niumero
critico de bacterias capaces de causar una infeccion es de 107° bacterias por gramo de tejido
para la mayoria de estas °. En ausencia de una descontaminacién eficaz, la inflamacion
puede prolongarse vy, si esto continua, la herida puede entrar en un estado crénico y no
sanar. Las bacterias en las heridas se presentan en forma de biofilm y conforme estas
maduran desarrollan un microambiente protegido y son mas resistentes al tratamiento
antibiético convencional.

El biofilm (biopelicula) es la agrupacién de un tipo o mas de microorganismos que quedan
envueltos en una estructura polimérica creando una barrera por medio de la cual los
microorganismos se protegen de las amenazas externas.®® Esta adhesién a una superficie
humeda es de caracter irreversible, por lo tanto, el biofilm no logra ser removido mediante
lavado suave.®! Estas estimulan ain mas la elevacion prolongada de mediadores
proinflamatorios, citocinas y degradan algunos factores de crecimiento involucrados en el
proceso de cicatrizacion.® La mayoria de las heridas crénicas presentan biofilm en una parte
del lecho de la herida, la eliminaciéon y el bloqueo de la formacién de nuevo biofilm
constituyen partes esenciales del tratamiento y la modalidad mas eficaz para lograrlo es el




desbridamiento; aunque un correcto desbridamiento de la herida ayuda a controlar el
crecimiento bacteriano, esto no siempre resulta suficiente.

Estafilococo. P. aeruginosa y Staphylococcus parecen desempeiar un papel importante en
la infeccidn bacteriana de las heridas, multiples ulceras crénicas no se curan debido a la
presencia de biofilm que contienen S. aureus; entre los pacientes hospitalizados, entre el 8
y el 10% son susceptibles a la infeccién por bacterias patdégenas oportunistas como P.
aeruginosa y S. aureus, que son conocidas por formar infecciones crdnicas basadas en
biopeliculas en sus huéspedes.®

La naturaleza crénica de muchas heridas esta directamente relacionada con las altas
concentraciones bacterianas en los tejidos de la herida.? Como se menciond anteriormente,
todas las heridas crénicas se deben considerar colonizadas, pero solo la mitad se deben
considerar clinicamente infectadas. Un diagndstico definitivo de infeccidn se realiza por la
presencia de material purulento que sale de la herida o la generacién de una inflamacién
mayor que la inflamacién normal presente en el proceso de cicatrizacion, también puede
hacerse a partir del niimero de bacterias por gramo de tejido de la herida.??

El factor introducido mas importante que se adopta en cuanto a manejo de infecciones es
el uso de antibidticos, los expertos sugieren que estos tienen un papel importante a
desempeiiar en el tratamiento de las heridas crénicas clinicamente infectadas. La
administracion de estos agentes a buen tiempo, por la ruta indicada y en la dosis terapéutica
necesaria deberia, tedricamente, ser capaz de tratar una infeccion por parte de organismos
susceptibles al agente administrado. Los antibidticos solo deben de usarse para las heridas
clinicamente infectadas y estos deben de suspenderse cuando los signos clinicos de
infeccion se hayan resuelto, en lugar de esperar hasta que la ulcera sane, lo cual podria
llevar meses.

Cuadro 18. Diferentes estados de infeccidn en una herida.®’

Contaminacién Presencia de organismos que no se replican en una herida.

Colonizacion Presencia de microorganismos que se replican en la herida sin dafiar el
tejido.

Infeccién local/ Es una etapa intermedia, con la replicacion de microorganismos vy el

colonizacidn critica | comienzo de respuestas de tejidos locales.

Infeccidn invasiva Presencia de organismos que se replican de una herida con una lesién

posterior del huésped

2.6.3.1 Uso de antibidticos en heridas cronicas




Antes de que la terapia con antibiéticos estuviera disponible, las uUlceras de pie diabético
resultaban en amputaciones importantes de las extremidades y mortalidad ocasional, por
lo tanto, las intervenciones quirurgicas eran el pilar del tratamiento. El uso de antibidticos
ciertamente estd asociado a varios efectos adversos potencialmente importantes, por lo
que su uso se debe restringir a situaciones donde estos sean necesarios. Muchos médicos
prescriben antibidticos cuando no estdn seguros de la presencia de una infeccidn,
actualmente no hay evidencia de que la terapia con antibidticos para heridas clinicamente
no infectadas reduzca el riesgo de desarrollar una infeccion o mejore la cicatrizacién de
heridas.'!

El Grupo de trabajo internacional sobre pie diabético (IWGDF, por sus siglas en inglés),
recomiendan la implementacion de antibidticos de amplio espectro en presencia de
infecciones. La lista de regimenes sugeridos incluye ampicilina / sulbactam, ticarcilina /
clavulanico, co-amoxiclav, clindamicina y una quinolona, cefalosporina de segunda o
tercera generacidn y una quinolona, y metronidazol con una quinolona.'?

Como regla general, el uso de antibidticos sistémicos se justifica cuando el grado de
infeccion de la herida excede lo que se puede controlar con intervenciones locales como el
desbridamiento, limpieza de la herida y uso de antisépticos. Algunas guias internacionales
sugieren que los agentes topicos ocasionalmente pueden ser utiles, pero no los apoyan
firmemente, mientras que otros consensos nacionales ni siquiera los mencionan.

éDeberian de ser considerados los antibioticos tdpicos como terapia para heridas

infectadas?

El uso de antibidticos tépicos en un tratamiento por infeccién en herida crénica presenta
potenciales ventajas frente a una terapia sistémica (Cuadro 19). Tradicionalmente, los
antimicrobianos tdpicos se han formulado como unglientos, cremas y, mas recientemente,
apositos con fibras de alginato, andamios, espumas y esponjas.!” Al mencionar agentes
antimicrobianos se engloban tanto los antisépticos como los antibidticos, los antisépticos
tépicos entran dentro de las primeras recomendaciones pero para el tratamiento de heridas
clinicamente infectadas se sugiere evitar el uso de antibidticos tépicos y mas si estos estan
disponibles para la terapia sistémica.

Cuadro 19. Potenciales ventajas al usar antibidticos tépicos en infecciones de heridas
crénicas.’

Concentracion alta y  sostenida de
antimicrobiano en el sitio de la infeccion

Menor cantidad del antimicrobiano necesario a

cargar




Potencial limitado de absorcién sistémica y
toxicidad

Uso de agentes nuevos no disponibles para
esta via

Reduccion del desarrollo de resistencia
antibacteriana al evitar el uso de antibidticos
sistémicos

Facil aplicacidn al ser paciente ambulatorio, lo
que reduce potencialmente la necesidad de
atencion medica

Mejor adherencia al tratamiento

Evita efecto del primer paso

Mejora la biodisponibilidad del antimicrobiano
en el sito de accion en casos de heridas

isquémicas

El principal argumento en contra del uso de antibidticos tépicos es la falta de pruebas
adecuadas de eficacia y esto se debe a que tales sistemas ignoran la fisiopatologia de las
heridas crénicas, donde hay presencia de tejido necrdtico o escara; esto representa un
desafio en la penetracién del farmaco ya que la molécula debe difundir a través de la escara
para acceder a las células sanas. Ademas, el exudado de las heridas puede lavar los agentes
terapéuticos administrados topicamente o desactivarlos debido a la presencia de diversas
enzimas y proteinas. Por lo tanto, estos sistemas generan una baja disponibilidad del activo
en el sitio de accién.

Los sistemas fisicos como la iontoforesis, los inyectores de chorro liquido y las microagujas
son faciles de operar y pueden superar algunos de los desafios enumerados anteriormente
para mejorar la concentracién y biodisponibilidad de los agentes terapéuticos en el lecho
de la herida. Entre ellos, las microagujas son una de las plataformas mas robustas
disponibles para la administraciéon de diversos farmacos y células al lecho de la herida.>®

2.6.3.2 Ceftriaxona

La Ceftriaxona es usada para el tratamiento de ciertas infecciones provocadas por bacterias
como la gonorrea, enfermedad pélvica inflamatoria, meningitis e infecciones de los
pulmones, oidos, piel, tracto urinario, sangre, huesos, articulaciones y abdomen. Esta es
una cefalosporina de "tercera generacion". Las cefalosporinas son agentes antibacterianos
que pertenecen al grupo de los B-lactdmicos; estas, al igual que el resto de los antibidticos




R-lactdmicos, ejercen su actividad antibacteriana inhibiendo la sintesis del peptidoglicano,
produciendo finalmente lisis bacteriana.?® La ceftriaxona tiene un amplio espectro de
actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.

- Bacterias Gram positivas

La ceftriaxona generalmente inhibe el 90% de las cepas de Staphylococcus aureus en una
concentracion de 3 a 7 mg/L y fue igualmente activo contra cepas sensibles a la penicilinay
resistentes a la penicilina. Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes (grupo A)
son muy sensibles a ceftriaxona, y la mayoria de los aislamientos se inhiben en 0,1y 0,2 mg
/ L o menos, respectivamente. Concentraciones tan bajas como 0.025 mg / L
frecuentemente inhiben muchos de estos organismos. %*

- Bacterias Gram negativas

Como cefalosporina de "tercera generacion”, la ceftriaxona exhibe un espectro de actividad
mas amplio y una mayor potencia contra los organismos gran negativos que las
cefalosporinas de "primera generacién" y "segunda generacién". Numerosos estudios in
vitro han demostrado que muchos organismos Gram negativos, incluida Escherichia coli.
Especies de Klebsiella, Proteus mirabilis. Especies de Providencia, Especies de Serratia,
Haemophilus influenzae. Neisseria gonorrhoeae. Neisseria meningitidis, Citrobacter
diversus. y las especies de Salmonella y Shigella, son muy susceptibles a la inhibicidn por
ceftriaxona (valores de concentracién minima inhibitoria 90 [CMI 90] generalmente de 1
mg /L o menos). La actividad de ceftriaxona contra Pseudomona aeruginosa ha variado
ampliamente entre laboratorios (valores de CMI 90 de 16 a 200 mg / L) y, en general, se
requieren al menos 32 mg / L para inhibir la mayoria de los aislados.®*

- Ceftriaxona en infecciones de piel, tejidos blandos, huesos y articulaciones

La ceftriaxona se ha utilizado con éxito en infecciones dseas, en heridas infectadas de la piel
y tejido subcutaneo como celulitis, abscesos o ulceras necrotizantes. Cuando se combinaron
los datos de mas de 150 pacientes clinicamente evaluables, aproximadamente el 88% de las
infecciones 6seas y el 91% de las infecciones de piel o tejidos blandos mejoraron o se
curaron por completo, incluidos los de 56 de 60 pacientes que se autoadministraron su
medicacion después del alta del hospital.®*

2.6.4 Microagujas en heridas crénicas

El tratamiento de heridas crdnicas se ha mantenido como un problema de salud importante
y su tratamiento sigue siendo un reto al dia de hoy; el uso de microagujas ha demostrado
ser una herramienta atinada de acuerdo a la fisiopatologia de las heridas crdnicas,’® ya que




son capaces de penetrar la biopelicula y especificamente entregar el farmaco a la zona
afectada.'* Ademas, el uso de polimeros, como material de fabricacién, les confieren ciertas
ventajas en la liberacion del activo. Por lo tanto, este tipo de sistemas se sitla sobre los
demas, donde el éxito de la terapia se ve limitada por la entrega ineficiente en el lecho de
la herida.

Dicho esto, el uso de microagujas puede ser un cambio de paradigma efectivo de los
métodos actuales utilizados en las practica clinicas de cuidado de heridas. Cabe mencionar
que las microagujas no resultan ser un tratamiento definitivo para las heridas crénicas. Las
heridas que presentan patologias en tejido profundo, como infecciones que han llegado a
hueso, no deben ser tratadas con microagujas ya que requieren otro tipo de intervencion.




3. Objetivo e Hipotesis

3.10bjetivo General
Desarrollar un arreglo de microagujas poliméricas cargadas con ceftriaxona mediante el uso
de polimeros biodegradables y pruebas fisicoquimicas y biofarmacéuticas de
caracterizacidn con el fin de generar una alternativa al tratamiento sistémico de infecciones
en heridas cdnicas.

3.20bjetivos Particulares

e Desarrollar microagujas poliméricas biodegradables mediante la seleccién de
polimeros que presenten mejores propiedades fisicas y quimicas con la finalidad de
generar una alternativa para el tratamiento de heridas crénicas.

e Realizar pruebas biofarmacéuticas al sistema transdérmico mediante la
determinacién del perfil de liberacién, mecanismo de liberaciéon y pruebas de
permeacion para garantizar la liberacion de ceftriaxona.

e Llevar a cabo la optimizacidon de la formulacion mediante el uso de softwares
especializados en el disefio de experimentos para obtener un sistema con
respuestas predecibles y reproducibles.

e Realizar la validacion de un método espectrofotométrico para cuantificar
ceftriaxona acorde a la normatividad nacional o internacional vigente, asi como
guias, para la determinacién de contenido quimico en las microagujas.

3.3Hipotesis
Si las caracteristicas fisicas y quimicas de las microagujas (dureza, resistencia a la ruptura,
bioadhesidn, bioadhesién posthumectacidn y contenido quimico) son éptimas, al igual que
sus caracteristicas biofarmacéuticas (perfil y mecanismo de liberacion), entonces se podra
garantizar la estabilidad y liberacidn de ceftriaxona y con ello obtener una nueva forma
farmacéutica como alternativa novedosa para el tratamiento de infecciones en heridas
croénicas.




4. Metodologia
4.1 Etapa |- Optimizacién de las microagujas poliméricas biodegradables

4.1.1 Disefio Experimental

Para la optimizacion de las microagujas poliméricas biodegradables se empled un disefio
Box Behnken completamente aleatorizado. La cantidad de D-pantenol (X1) y Colageno (X2)
se eligieron como variables independientes, utilizando dos niveles, bajo y alto denotados
por los valores codificados: -1 y 1, respectivamente (Tabla 1). Se adicionaron tres réplicas
del punto central codificado como 0. Se obtuvieron 12 corridas, incluyendo 3 puntos
centrales por bloque (Tabla 2).

Tabla 1. Variables independientes, dependientes y niveles utilizados en el disefio experimental

Variables Niveles codificados

independientes -1 0 1
X1 D-pantenol (%) 2 4 6
X2 Colageno (mg) 250 375 500

Variables dependi

entes (respuestas)

Y1 = bioadhesién (g.f)

Y5 = Irritabilidad

Y6 = TEWL
Y7 = Hidratacion
Y8 = Liberacion a 50 min (%)

Y2 = bioadhesion posthumectacion (g.f)

Y3 =resistencia a la ruptura (g.f)
Y4 = pH

Tabla 2. Matriz de disefio para microagujas poliméricas biodegradables

Formulacion | X1 | X2 Formulacién | X1 | X2

% | Mg % | mg
1 6 |375 7 2 |375
2 4 |375 8 2 | 500
3 4 1500 9 4 | 250
4 4 1375 10 4 | 375
5 6 | 500 11 4 | 375
6 6 | 250 12 2 | 250




4.1.2 Preparacion de los lotes

Las microagujas poliméricas biodegradables se prepararon siguiendo el método descrito
en la Figura 6.

A- Preparacion de las microagujas cargadas (Kollicoat 100P)

TETTET 0
> oo

1.- Solucion Kollicoat 100P (8% p/v), 340 mcl propilenglicol, Metabisulfito potasico (1% p/v) y 500 mg Ceftriaxona

2.- Llevar a la marca de aforo en un matraz volumetrico de 25 ml

3.- Adicionar 1 ml de la solucién a los moldes para microagujas

4.- Someter a vacio por 1 hr, dejar secar

B- Preparacion de la base (PMVEMA)

8 »© ®

1.- Solucion PMVEMA (6% p/v), D-pantenol (x1), Colageno (x2), Antioxidante 1%, 150
mcl Propilenglicol. En un volumen total de 5 ml.

2.- Neutralizacion de la solucién con NaOH

3.- Adicion de la solucion al molde (1 ml, hasta completar los 5 ml)

Figura 6. Representacion esquemdtica de la preparacion de las microagujas poliméricas biodegradables. (A) Preparacion
de las microagujas cargadas (Kollicoat 100P). (B) Preparacion de la base (PMVEMA).




4.1.3 Caracterizacién Fisicoquimica

Tabla 3. Pruebas Fisicoquimicas e instrumentos de medicién empleados en la

caracterizacion de las microagujas poliméricas biodegradables.

Prueba Instrumento de medicion Valores de
referencia
Resistencia a la Texturémetro (Analizador de textura) 10.20-305.91 g.f
ruptura Marca: Brookfield 8 = Fuerza
Modelo: CT3 minima
necesaria  para
penetrar el
estrato cérneo.
Bioadhesion 1570+£195.19 g.f
% = Buena
bioadhesion
Bioadhesion 1503.4+249,65
posthumectacion gf % = Buena
bioadhesion

Figura 7. Texturometro Brookfield CT3 empleado en las
pruebas mencionadas

BHUURTITLY

Figura 8. Montaje para la determinacion de resistencia a
la ruptura

posthumectacion




Figura 9. Montaje para la determinacion bioadhesion y
bioadhesion posthumectacion

Figura 10. Acomodo de microagujas para prueba de
bioadhesion y bioadhesion posthumectacion

Las tres pruebas se realizaron en un Analizador de
textura Brookfield CT3 (Figura 7)

» Resistencia a la ruptura:

Condiciones de trabajo:
- Tipo de test: Rutptura
- Objetivo Test:
Target types: Stop @ Load
Correcién: 304 g
Esperat.:0s




- Parametros generales de test:
Carga activacion: 304 g
Vel. Test: 0.50 mm/seg
Volver a: Velocidad Post-Test
Sonda: TA-AACC38
Elemento: TA-RT-KIT

- Test multiple ciclo:
Contador ciclos: 1
Tpo. Recuperacion: 0 s

Para la realizacion de la prueba se colocé el arreglo de
microagujas sobre la plataforma circular (Figura 8), de
manera en que las microagujas quedaran expuestas a la
sonda acoplada al pistén, finalmente se inicié el analisis
en el modo de resistencia a la ruptura.

> Bioadhesidn:

Condiciones de trabajo:

- Tipo de test: Tension

- Objetivo Test:
Target types: Distancia
Valor meta: 30 mm
Esperat.:0s

- Parametros generales de test:
Carga activacion: 6.8 g
Vel. Test: 0.50 mm/seg
Volver a: Velocidad Post-Test
Sonda: TA-AACC38
Elemento: TA-RT-KIT

- Test multiple ciclo:
Contador ciclos: 1
Tpo. Recuperacion: 0 s

Para la lectura, el arreglo de microagujas se colocd en la
parte interior del brazo (Figura 10) y este se descansé en
la plataforma circular del Texturémetro para evitar
movimientos bruscos (Figura 9). Se fijé a la sonda del
Texturémetro cinta doble cara y finalmente se inicié el
analisis en el modo de bioadhesion.




> Bioadhesién Posthumectacién:

Condiciones de trabajo:

- Tipo de test: Tensidn

- Objetivo Test:
Target types: Distancia
Valor meta: 30 mm
Esperat.:0s

- Parametros generales de test:
Carga activacion: 6.8 g
Vel. Test: 0.50 mm/seg
Volver a: Velocidad Post-Test
Sonda: TA-AACC38
Elemento: TA-RT-KIT

- Test multiple ciclo:
Contador ciclos: 1
Tpo. Recuperacion: 0 s

Previo a la lectura. Se atomizaron 3 veces, con agua
destilada, a una distancia de 30 cm y se dejaron reposar
por 10 min. Posteriormente, se colocaron en el brazo
como se menciona en la prueba de Bioadhesion (Figura
9 y 10). Se fij6 a la sonda del Texturémetro cinta doble
cara y finalmente se inicid el analisis en el modo de
bioadhesion.

Liberacién

Disolutor
Marca: Mayasa
s - s - - i s s

\i

Figura 11. Disolutor Mayasa empleado en la prueba
mencionada

La prueba de liberacion se realizé en un aparato de
disolucién USP tipo Il (MAYASA) (Figura 11). Cada arreglo




de microagujas se colocd sobre un anillo metdlico
cubierto de teflén, a continuacion, se cubrié con una
porcién de malla metdlica de tal manera que Unicamente
el arreglo de microagujas se encontrara en contacto con
el medio de disolucion.

Condiciones de trabajo:
- 37°C
- 50rpm
- 500 ml ¢/vaso
- Maedio de buffer fosfatos pH=7.4

Se tomaron alicuotas de 2 ml. Se realizé el muestreo a
los: 2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 195 min. Se sometio a
la misma prueba un sistema placebo, el cual se usé como
blanco.

Espectrofotémetro UV/Vis

Marca: VelaQuin
Modelo: VE 5100UV

o

Figura 12. Espectrofotometro VelaQuin VE 5100UV
empleado para las lecturas de las muestras de liberacion

Condiciones de trabajo:
e Longitud de onda - 274 nm
e Blanco - Placebo

Para la interpretacion de las respuestas obtenidas en el
espectrofotdmetro (Figura 12), se empled una curva de
calibracion de Ceftriaxona en medio de fosfatos.

Hidratacion

Corneometer*

<30 = muy seco




Marca: C+K Electronic
Modelo: CM 825 30-40 = seco
>40 = suficiente
humedad ©
Figura 13. Cérneometer CM 825 empleado en la prueba
mencionada
La medicién con el Corneometer CM 825 (Figura 13) se
basa en la medicién de la capacitancia de un medio
dieléctrico. Cualquier cambio en la constante dieléctrica
debido a variacion de la hidratacién de la epidermis
altera la capacitancia de un condensador de precision.
La medicién puede detectar incluso los mas ligeros
cambios en el nivel de hidratacién. La reproducibilidad
de la medicién es muy elevada y el tiempo de medicion
es minimo (1 seg.) ¢
Superficie de medicién: 49 mm
Frecuencia: 0,9 - 1,2 MHz
Precisiéon: + 3%
Dimensiones: 10,7 cm x @ cm
Para la lectura de hidratacién, se colocaron las
microagujas sobre la cara interior del brazo. La lectura se
realizd después de una hora de exposicidn, se retiraron
las microagujas y se tomaron las lecturas directamente
en la zona de aplicacion.
TEWL (pérdida de | Tewameter* (g/h/m?)
agua Marca: C+K Electronic
transepidermal) Modelo: TM 300 0-10 = muy
saludable
10-15 = saludable
condicién
Figura 14. Tewameter TM 300 empleado en la prueba 15-25 = piel tensa
mencionada




>30 = condicién

La medicién con el Tewameter TM 300 (Figura 14) evalta | critica
la Pérdida de agua transepidérmica (TEWL), pardmetro
indispensable para analizar la funcién barrera de la piel.
El gradiente de evaporacién del agua de la piel se obtiene
indirectamente y resulta igual a la cantidad de agua
(TEWL) expresada en g/h/m?2. ®°
Reproducibilidad: + (0.15 g/h/m? + 1.0 %)
Incertidumbre (max.): (0.5 g/h/m? + 5.0 %)
Condiciones de operacién: (T2) 10-40° C; (HR) 30-70 %
Dimensiones: (cdmara) 2 cm x @ 1 cm; (sonda) 17 cm
(largo)
La lectura se realizé directamente sobre la base de las
microagujas.

pH Skin-pH-meter* pH epidermis =
Marca: C+K Electronic 5.5

Modelo: PH 905

Figura 15. Skin-pH-meter PH 905 empleado en la prueba
mencionada

Las mediciones con el Skin-pH-Meter PH 905 (Figura 15)
se realizaron utilizando una sonda que consiste en un
Unica varilla de vidrio que contiene todos los elementos
del sensor. El disefio plano del cabezal de la sonda
permite realizar mediciones directas sobre el arreglo de
microagujas. Las mediciones comienzan presionando un
botdn situado en un lateral de la empufiadura de la
sonda y los resultados aparecen de forma inmediata
mostrando hasta dos decimales.”®

Dimensiones: 22.8 cm

Superficie de medicién: 1 cm diam. (plana)
Rango de medicion: pH 0 a pH 12
Precisidn:x pH 0.1

Resolucién: pH 0.1

pH dermis =7-7.2
20




La lectura se realizo directamente sobre la base de las
microagujas.

Eritema

Mexameter*
Marca: C+K Electronic
Modelo: MX 18

Figura 16. Mexameter MX 18 empleado en la prueba
mencionada

La medicién con el Mexameter MX 18 (Figura 16) se basa
en la absorcidon/reflexién. La sonda emite luz de 3
longitudes de onda especificas. Un receptor mide la luz
reflejada por la piel. Las posiciones del emisor y el
receptor garantizan que Unicamente se mide la luz difusa
y dispersa. Para la medicion del eritema también se
especificas,
correspondientes al maximo nivel de absorcidn espectral

utilizan longitudes de onda

de la hemoglobina y evitando otras influencias de
colores. "

Superficie de medicién: @ 5 mm = 19,6 mm2

Precision: + 5%

Longitud de onda (nm): verde: A=568; rojo: A=660;
infrarrojo: A=870

Dimensiones: 13 cm x @ 2,4 cm (largo x didametro)

Para la lectura del eritema, se colocaron las microagujas
sobre la cara interior del brazo. La lectura se realizd
después de una hora de exposicion, se retiraron las
microagujas y se tomaron las lecturas directamente en la
zona de aplicacion.

0-170 = No
eritema

170 - 330 =
Eritema minimo

330 - 450 =
Enrojecimiento
difuso

450 — 570 = Alto
eritema

>570 = Eritema
extremo %8

*Sondas acopladas a Sistema Multi Probe Adapter (MPA) (Figura 17)

Marca: C+K Electronic

Modelo: MPA 2




Figura 17. Sistema Multi Probe Adapter MPA 2 al cual se acoplan las sondas mencionadas

4.2 Etapa II- Caracterizacion de la formulacién optimizada

Se aplicaron las mismas pruebas fisicoquimicas mencionadas en la Tabla 2. Las pruebas se
realizaron por triplicado.

- Contenido Quimico

Se realizd la cuantificacién empleando un método espectrofotométrico validado (Anexo 2),
por triplicado, se utilizé un espectrofotémetro UV/VIS modelo VE 5100UV (Figura 10). La
valoracion del producto terminado se llevé a cabo mediante una comparacién con un
estandar de ceftriaxona, este se hizo a una longitud de onda de 274 nm, empleando un
placebo del producto como blanco (Anexo 1).

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos se especifica que el contenido quimico
para sistemas transdérmicos debe ubicarse entre el intervalo de 85.0 y 115.0 % y ninguna
fuera del intervalo de 75.0 a 125.0 % de la cantidad declarada en el marbete y el coeficiente
de variacion no debe ser mayor a 6.0 %, esto aplica tanto a sistemas matriciales como a
sistemas tipo reservorio.

- Microscopia
Microscopio binocular
Marca: VELAB

Modelo VE-B1/B0




Figura 18. Microscopio VELAB empleado en prueba de microscopia

Previo a la prueba, con la ayuda de un bisturi, se corté una aguja de la base de arreglos de
microagujas. La muestra de aguja se observé a microscopio (Figura 18) a 40X.

4.3 Etapa llI- Estudios de permeacion ex vivo

Los estudios de permeacion ex vivo se realizaron utilizando piel de abdomen humana.

4.3.1 Preparacion del tejido

El tejido de abdomen humano se obtuvo de una donacién (Angeles Inn Chapultepec) y se
mantuvo en congelacidn (-20°C) para evitar su descomposicién. Se realizé la limpieza y
acondicionamiento, es decir, se separd la piel del tejido adiposo (Figura 19). Se cortaron
porciones de 3.2 x 3.2 cm, aproximadamente.

Figura 19. Preparacion de piel humana para prueba de permeacion.

4.3.2 Permeacioén ex vivo

Para el estudio de permeacién ex vivo, se establecieron dos condiciones: Piel sana y piel
danada, cada una por triplicado, ademas montando un cuarto sistema con un placebo de la




formulacién con el fin de usarlo como blanco, dando un total de 4 sistemas por condicidn
establecida; esto con el fin de ver si existia un aumento en la permeacion del farmaco a
causa de una lesidon en la piel. Para la condicion de piel sana, se utilizaron las porciones de
piel tal cual se obtuvieron en la previa preparacion del tejido; se montd el tejido entre los
dos compartimentos de las celdas difusoras (Figura 21), previamente se midié el volumen
del compartimento receptor y se colocd una marca, con el fin de no variar el volumen total
del medio (Figura 20).

Ya montado el sistema, se adicioné el medio hasta la marca previamente establecida,
asegurandose un buen sellado y que no existiera presencia de burbujas que afectaran la
prueba, y se mantuvieron en agitacion constante a una temperatura de 37°C. Los tiempos
de muestreo fueron los siguientes: 2, 4, 6, 8, 24, 26, 28, 30 y 32 hrs; por lo tanto, la prueba
tuvo una duracidn de dos dias. Las alicuotas que se tomaron fueron de 2 ml, siempre
reponiéndose con el mismo medio para mantener las condiciones iniciales, y estas se
leyeron a 274 nm, previamente ajustando a 0 con la alicuota correspondiente del sistema
placebo. Como medio se empled un Buffer de HEPES de pH=7.4, con el fin de establecer
condiciones similares al pH fisioldgico.

Para la condicién de piel dafiada, a las porciones de piel que se obtuvieron en la preparacién
previa del tejido, se les realizé un raspado con bisturi (Figura 22) para comprometer la
condicidn inicial del estrato corneo y simular una lesiéon en la piel. Posteriormente, se llevé
a cabo el mismo proceso de montado mencionado anteriormente.

Marca de volimen

Figura 20. Celdas difusoras de Franz




Compartimento donador

Microagujas polimericas

Barra magnética

Figura 21. Elementos del sistema empleado para el estudio de permeacion

Figura 22. Proceso de raspado en el tejido para simular una lesion en la piel




5. Resultados y discusion
5.1 Etapa | - Optimizacion de las microagujas poliméricas biodegradables

5.1.1 Disefio Experimental

El disefio de experimentos nos sirve para planear un experimento de tal forma que se
recaben datos adecuados que puedan analizarse con métodos estadisticos que lleven a
conclusiones validas y objetivas.”? Para desarrollar un disefio de experimentos, se realizan
una serie de pruebas en las cuales se inducen cambios deliberados en las variables de
entrada de un proceso o sistema, de manera que se pueda observar e identificar las causas
de los cambios en la respuesta de salida; por lo tanto, este se encarga de asegurar que los
datos experimentales contengan el maximo de informacidn para su posterior analisis. Estos
nos brindan multiples beneficios, como: informacién precisa de manera eficiente,
identificacion de la interaccién entre factores, prediccion del comportamiento del proceso
dentro del espacio de diseio, optimizacion de respuestas multiples, etc.

Dentro de los disefios para la optimizacién de procesos podemos encontrar el disefio Box
Behnken, nos ayuda a obtener una estimacién eficiente de coeficientes de primery segundo
orden, ademas de la estimacidén de interacciones, este disefio resulta mas eficiente y
econdmico que los disefio 37K; el disefio Box- Behnken (BBD) establece puntos
experimentales equidistantes del punto central, por lo tanto, se obtienen menos
experimentos manejando mismas cantidades de factores. Ademas, en el disefio se llevé a
cabo una réplica con el fin de aumentar la precisiéon, evaluar la varianza del error
experimental y la variabilidad en la medicién de la respuesta; con el fin de aumentar la
validez de las estimaciones de la varianza de los errores experimentales, se realizé la
aleatorizacion del programa experimental.

La eleccidn de estas variables como factores de entrada (Xi) se debe a la gran influencia que
genera el D-pantenol y el Coldgeno sobre las propiedades del polimero (dureza, plasticidad,
densidad), las cuales impactan sobre la calidad final del producto. Los niveles de cada factor,
gue se examinaron en el experimento, se establecieron con base en observaciones previas
durante la etapa de preformulacion.

Se evaluaron los efectos de las variables de entrada o factores de estudio (Xi) sobre las
variables de respuesta (Yi) en el programa estadistico Statgraphics Centurion, los resultados
de la caracterizacion fisicoquimica de las 12 formulaciones del disefio experimental se
muestran en la tabla 4.




Tabla 4. Resultados de la caracterizacién fisicoquimica de las microagujas poliméricas

biodegradables
, . » bioadhesion resistencia a
Formulacion D-pantenol | Colageno | bioadhesion posthumectacién la ruptura
(X1) (x2) (Y1)
(Y2) (Y3)
% mg g.f g.f g f
1 6 375 479 939.5 0
2 4 375 655 760 4491
3 4 500 569 677.5 4494
4 4 375 656.5 702.5 4459
5 6 500 684 701 0
6 6 250 584 918.5 0
7 2 375 610.5 913 4551
8 2 500 565 1130 4549
9 4 250 548.5 1038 4528
10 4 375 811.5 1347 4450
11 4 375 572 1203.5 4460
12 2 250 954 1081 4567
pH Irritabilidad TEWL Hidratacion | Liberacién
(Y4) (Y5) (Y6) (Y7) 50 min
(Y8)
%
4.86 439 0.6 80.7 27.91
4,98 214 0.4 46.5 24.45
4.88 209 0 46.5 30.12
4.72 241 0 36.2 21.32
5.31 256 0.5 60.5 25.88
5.2 251 1 60.7 34.09
5.84 226 0.2 52.6 32.74
5.05 279 0.4 39.5 32.44
5.15 216 354 54.50
5.39 216 39.8 29.43
5.45 258 50.9 31.18
6.14 250 0.6 50.2 41.37




En la tabla 5, se muestra un resumen del valor de P para cada una de las variables de
respuestas con respecto a los factores de estudio y sus interacciones (X1 y X2). Con base en
los valores obtenidos se puede realizar el contraste de las siguientes hipdtesis:

» Ho: Las respuestas no son afectadas de manera significativa por los factores
» Ha: Las respuestas se ven afectadas de manera significativa por los factores (Yi = Bo
+ BaX1 + B2Xo + B11X12 + B22X22 + B12X1X2 + €i)

Donde Yi representa la respuesta predicha, B0 es la ordenada al origen, B1 y B2 son los
coeficientes de regresion de los términos lineales, 11 y 22 son los coeficientes para los
términos cuadraticos de la ecuacién, 12 es el efecto de la interaccidn y €i es el término del
error experimental.

Mediante este valor estadistico se busca determinar que no hay diferencia entre valores,
mas que el atribuible a la variacion aleatoria. Cuanto mas pequefia sea la probabilidad de
que la diferencia observada ocurra por azar, menos probable serd que la hipdtesis nula (Ho)
sea verdadera. Ho se rechaza cuando la probabilidad de que dicha diferencia observada
ocurra de manera azarosa es menor que 1 en 20 veces (es decir, menor a 0.05 o 5%), en
este caso se dice que la diferencia es significativa al nivel 0.05 (0 5%).”3

Por lo tanto, al presentarse un valor de P menor a 0.05 podemos concluir que el factor esta
impactando de manera significativa sobre las variables de respuesta; en la tabla 5 se
muestran de color amarillo los valores de P que presentan un impacto estadisticamente
significativo del factor estudiado sobre la respuesta medida; obteniéndose un efecto
importante en las respuestas de resistencia a la ruptura, TEWL, Hidratacién y Liberacién (Y3,
Y6, Y7 y Y8). El estadistico R-cuadrada (coeficiente de determinacidn) indica que el modelo,
asi ajustado, explica el 99.99%, 79.92%, 80.11% y 69.82%, respectivamente, de la
variabilidad en las respuestas evaluadas.

En la Figura 22 se muestran los efectos principales de los factores estudiados (X1 y X2) y sus
tendencias, de manera visual se puede determinar el comportamiento de la respuesta
conforme se modifica el valor de los factores. Cuando la linea se encuentra paralela al eje X
no hay efecto principal, por lo tanto, cada nivel del factor afecta la respuesta de la misma
manera y la media de respuesta es la misma para todos los niveles de los factores; cuando
la linea no es horizontal hay un efecto principal, los diferentes niveles del factor afectan la
respuesta de manera diferente, puede ser tanto de manera positiva como negativa.’*




Tabla 5. Resumen del valor de probabilidad de las variables de respuesta con respecto a
los factores estudiados

V1 = Bioadhesién Y2 = Bioadhesi.é,n Y3 = Resistencia a
Posthumectacién la ruptura
Fuente Valor-P Fuente Valor-P Fuente Valor-P
A: Dpantenol 0.2413 A: Dpantenol 0.5235 A: Dpantenol 0
B: Colageno 0.3967 B: Colageno 0.5485 B: Colageno 0.3285
AA 0.9532 AA 0.9572 AA 0
AB 0.088 AB 0.7054 AB 0.6679
BB 0.8098 BB 0.7901 BB 0.0893
Y4 = pH Y5 = Irritabilidad Y6 = TEWL
Fuente Valor-P Fuente Valor-P Fuente Valor-P
A: Dpantenol 0.0644 A: Dpantenol 0.2274 A: Dpantenol 0.1151
B: Colageno 0.1394 B: Colageno 0.8555 B: Colageno 0.2019
AA 0.1394 AA 0.0843 AA 0.0091
AB 0.0921 AB 0.8429 AB 0.4805
BB 0.9064 BB 0.2372 BB 0.6272
Y7 = Hidratacién Y8 = Liberacion 50 min
Fuente Valor-P Fuente Valor-P
A: Dpantenol 0.0202 A: Dpantenol 0.2839
B: Colageno 0.9919 B: Coldgeno 0.0398
AA 0.0102 AA 0.5417
AB 0.5239 AB 0.9582
BB 0.1367 BB 0.0553
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5.1.1.1 Bioadhesion y Bioadhesion Posthumectacion (Y1-Y2)

La bioadhesidn implica la unién de un sistema portador de farmacos a una ubicacién
bioldgica especifica, por ejemplo, tejido epitelial. Estudios han demostrado que estos
sistemas bioadhesivos no solo aumentan la actividad terapéutica local, sino que también
aumentan la disponibilidad sistémica de los farmacos al aumentar el tiempo de residencia
en el lugar de aplicacién.”> En general, los polimeros muestran buenas propiedades
bioadhesivas debido a la presencia de numerosos grupos funcionales hidroéfilos (por
ejemplo: grupo carboxilo, hidroxilo, amida y sulfato)’®, estos se han utilizado con objetivos
terapéuticos.”’

En la respuesta de Bioadhesidn, mediante la grafica de efectos principales presente en la
Figura 23, se puede observar que el factor D-pantenol sigue una tendencia lineal con signo
negativo, dando a entender que la respuesta de bioadhesién va a tender a disminuir
conforme se aumente la cantidad de D-pantenol; mientras que el factor Coldgeno sigue una
tendencia lineal con ligera curvatura en forma de j invertida con mismo impacto negativo
en el valor de bioadhesion. Aunque se puede observar un efecto principal de los factores
estudiados sobre la respuesta de Bioadhesién (Figura 23), ninguno de estos genera un
impacto significativo sobre esta misma, debido a que el valor de P es mayor a 0.05 en ambos
casos, incluyendo interacciones y sus efectos cuadraticos (Tabla 5).

La bioadhesion posthumectacidn simula la sudoracién y mojado por factores ambientales
externos, basandose en la primicia de mantener la formulacion en la superficie bioldgica y
asi liberar el farmaco cerca de la membrana absorbente, con la consiguiente mejora de la
biodisponibilidad. Aunado a esto, la bioadhesidn posthumectacién nos puede dar una idea
del comportamiento del sistema ante el proceso de mucoadhesién, el cual es un fenémeno
complejo que implica la humectacidn, adsorcién e interpenetracién de cadenas
poliméricas.”

En la respuesta de Bioadhesidn Posthumectacién, mediante la grafica de efectos principales
presente en la Figura 23, se puede observar que el factor D-pantenol sigue una tendencia
lineal con pendiente negativa, teniendo la misma relacién inversamente proporcional entre
la cantidad de D-pantenol y el valor de la respuesta que se presenta en bioadhesion;
mientras que el factor Colageno comienza con una ligera tendencia a aumentar, pero al
predominar el componente lineal, se genera inmediatamente una pendiente negativa,
dando resultado a una misma relacién inversamente proporcional entre el factor y el valor
de respuesta. Aunque se puede observar un efecto principal de los factores estudiados
sobre la respuesta de Bioadhesién (Figura 23), ninguno de estos genera un impacto




significativo sobre esta misma, debido a que el valor de P es mayor a 0.05 en ambos casos,
incluyendo interacciones y sus efectos cuadraticos (Tabla 5).

5.1.1.2 Resistencia a la ruptura (Y3)

Aunque se han propuesto muchos disefios de microagujas, no todas son capaces de
insertarse en la piel, por lo tanto, las caracteristicas mecdnicas del producto son un
parametro critico de calidad. La prueba de resistencia a la ruptura es de subita importancia,
debido a que la matriz de microagujas debe tener una resistencia adecuada para penetrar
en el estrato cérneo y crear los canales que permitan la liberacion del fdrmaco, o en este
caso, penetrar la escara presente en la herida.

En la respuesta de Resistencia a la ruptura, mediante la grafica de efectos principales
presente en la Figura 23, a bajos niveles del factor D-pantenol se observa una relacién
directamente proporcional con la respuesta, llegando a un efecto de meseta, seguida de un
efecto inversamente proporcional entre estos dos, se observa inicialmente el
comportamiento cuadratico, pero predomina el lineal; se resalta un efecto mayormente
negativo, a los niveles trabajados, del factor sobre la respuesta. Con base en el valor de P
obtenido (Tabla 5), se demuestra un impacto significativo del D-pantenol sobre la respuesta
de resistencia a la ruptura con un nivel de confianza del 95%, tanto el componente lineal
como cuadratico (0.0000 < 0.05), con un ajuste que explica el 99.99% de la variabilidad en
la resistencia a la ruptura.

El D-pantenol se considera un agente humectante y emoliente, por lo tanto, tiene la funciéon
de sellar la humedad y crear una barrera oclusiva en la superficie. En cuanto al sistema
polimérico, si la absorcién de agua es importante en cantidad, se producira una variacion
dimensional o hinchamiento en un porcentaje en funcién del tipo de polimero. En el caso
de PMVEMA, este factor actia como plastificante, efectuando un cambio de propiedad
importante como la resistencia a la ruptura. La influencia del agua hace que cambie la
temperatura de transicion vitrea (Tg) del polimero en funcién de la humedad, debido a que
el solvente es compatible con el polimero se da un descenso de la Tg, haciendo que alcance
su estado elastomérico;*® como resultado extremo puede darse la hidrélisis, originando una
rotura de cadenas moleculares, pérdida de peso molecular y, por lo tanto, pérdida de
propiedades del polimero, siendo un proceso irreversible.”®

En el factor Colageno no se logra observar un efecto principal sobre la respuesta, debido a
gue se observa una linea paralela con el eje x, por lo tanto, cada nivel del factor afecta la




respuesta de la misma manera y la media de respuesta es la misma para todos los niveles
de los factores.

5.1.1.3 pH (Y4)

Debe existir un correcto manejo del pH de la formulacién debido a que este debe adaptarse
a la zona de aplicacién, debido a que existe correlacidn entre el pH de la superficie de la piel
y ciertas afecciones dermatoldgicas. Un mal manejo puede derivar en la alteracién del
estrato cérneo, colonizacidon y crecimiento de bacterias, induccidon de eccema, acné e
infecciones.”®

En la respuesta de pH, mediante la grafica de efectos principales presente en la Figura 23,
se puede observar que el factor D-pantenol genera una curva en J invertida, sigue una
relacién inversamente proporcional en un inicio a niveles bajos del factor, a nivel alto
comienza a cambiar la relacién entre factor-respuesta, se observa un predominio del
comportamiento lineal; mientras que el factor Colageno presenta una tendencia lineal con
pendiente negativa. Aunque se puede observar un efecto principal de los factores
estudiados sobre la respuesta de pH (Figura 23), ninguno de estos genera un impacto
significativo sobre esta misma, debido a que el valor de P es mayor a 0.05 en ambos casos,
incluyendo interacciones y sus efectos cuadraticos (Tabla 5).

5.1.1.4 Eritema (Y5)

El eritema es un trastorno de la piel que se produce cuando hay un exceso de riego
sanguineo por vasodilatacidn. Provoca enrojecimiento e inflamacién y es un sintoma de
varias enfermedades infecciosas y de la piel. En dermatologia, se utiliza esta prueba parala
realizacion de diagndsticos clinicos objetivos, pruebas de alergia y de contacto y mediciones
del melanoma vy color de cicatrices. Resulta indispensable en pruebas de eficacia y como
apoyo a publicidad en productos cosméticos y farmacéuticos.”?

En la respuesta de Eritema (Irritabilidad), mediante la grafica de efectos principales
presente en la Figura 23, se puede observar que el factor D-pantenol presenta una curva en
forma de U, siendo que a niveles bajos se presenta una relacién inversa y a niveles altos una
relacion directamente proporcional entre el factor y la respuesta, se observa un predominio
del comportamiento cuadratico; para el factor Colageno se presenta una curva con forma
de campana, teniendo que a niveles bajos se presenta una relacion directa y a niveles altos




una relacién inversamente proporcional con la respuesta de Eritema, de igual manera,
predomina el comportamiento cuadratico. Aunque se puede observar un efecto principal
de los factores estudiados sobre la respuesta de Eritema (Figura 23), ninguno de estos
genera un impacto significativo sobre esta misma, debido a que el valor de P es mayor a
0.05 en ambos casos, incluyendo interacciones y sus efectos cuadraticos (Tabla 5).

5.1.1.5 TEWL (Y6)

La prueba de TEWL evalta la Pérdida de agua transepidérmica (TEWL), parametro
indispensable para analizar la funcién barrera de la piel. El fundamento del proceso es la
difusién del agua en el estrato cérneo. La medida de TEWL permite evaluar la funcion
barrera intrinseca del estrato cérneo. Un valor elevado de TEWL indica una disfuncién o un
deterioro de la funcién barrera, como ocurre en las pieles con psoriasis o tratadas con
tensioactivos.8°

En la respuesta de TEWL, mediante la grafica de efectos principales presente en la Figura
22, se puede observar que el factor D-pantenol genera una curva en forma de U, a niveles
bajos se observa como genera una disminucién de la respuesta mientras que a niveles altos
se presenta un aumenta de esta misma; se resalta un efecto mayormente positivo, a los
niveles trabajados, del factor sobre la respuesta. Con base en el valor de P obtenido (Tabla
5), se demuestra un impacto significativo del D-pantenol (efecto cuadratico) sobre la
respuesta de TEWL con un nivel de confianza del 95% con un ajuste que explica el 79.92%
de la variabilidad en la resistencia a la ruptura.

Un agente humectante, como el D-pantenol, tiene la caracteristica de absorber agua del
medio ambiente, de esta forma brinda la humectacién necesaria a la piel; en productos
humectantes se han establecido limites maximos para estos agentes debido al efecto
cuadratico que pueden presentar, sobrepasando dicho limite, estos pueden generar un
efecto contrario al deseado llegando a absorber la humedad de la propia piel & Este efecto
puede observarse en el D-pantenol, siendo que a niveles altos comienza a observarse un
aumento en la pérdida de agua transepidermal.

En el factor Coldgeno predomina el componente lineal, ya que la linea tiene una curvatura
apenas perceptible, se presenta un efecto principalmente negativo sobre la respuesta de
TEWL. Aunque se puede observar un efecto principal del factor estudiado sobre la respuesta
de TEWL (Figura 23), no genera un impacto significativo sobre esta misma, debido a que el
valor de P es mayor a 0.05, incluyendo interacciones y sus efectos cuadraticos (Tabla 5).




5.1.1.6 Hidratacion (Y7)

En dermofarmacia, la prueba de hidrataciéon se aplica como un estudio de eficacia para
demostrar la accion hidratante de principios activos o productos acabados sobre la piel y el
cabello. Bajos resultados en la prueba demuestran un estado de deshidratacién, lo cual
genera una piel que se muestra apagada, rugosa, tirante y con falta de flexibilidad. Puede
también producir sensacidon de tirantez y presentar escamas diseminadas por toda su
superficie y arrugas finas, apareciendo a menudo, picor y escozor.®!

En la respuesta de Hidratacion, mediante la grafica de efectos principales presente en la
Figura 23, se puede observar que el efecto del factor D-pantenol sobre la respuesta asemeja
una curva en forma de U debido al componente cuadratico, a bajos niveles del factor se
observa una relacion inversamente proporcional con la respuesta, llegando a un efecto de
meseta, seguida de un incremente exponencial de la respuesta expresando una relacion
directamente proporcional entre estos dos; se resalta un efecto mayormente positivo, a los
niveles trabajados, del factor sobre la respuesta. Con base en el valor de P obtenido (Tabla
5), se demuestra un impacto significativo del D-pantenol sobre la respuesta de resistencia
a la ruptura con un nivel de confianza del 95%, tanto el componente lineal como cuadratico
(0.0000 < 0.05), con un ajuste que explica el 80.11% de la variabilidad en la resistencia a la
ruptura.

Como se menciond anteriormente, el D-pantenol es una sustancia higroscdpica que posee
la propiedad de absorber agua del ambiente. Un buen humectante debe tener el grado de
higroscopicidad suficiente para absorber humedad de la atmosfera y retenerla ante posibles
fluctuaciones de humedad de ésta. El D-pantenol, de manera comercial, se utiliza en
concentraciones del 0.5-5% con el fin de obtener una mayor migracion y proliferacion
celular, debido a su efecto humectante en la piel.8!

En el factor Coldgeno se observa la predominancia del efecto cuadrético, se presenta una
curva en forma de campana para la relacién factor-respuesta. Aunque se puede observar
un efecto principal del factor estudiado sobre la respuesta de Hidratacién (Figura 23), no
genera un impacto significativo sobre esta misma, debido a que el valor de P es mayor a
0.05, incluyendo interacciones y sus efectos cuadraticos (Tabla 5).

5.1.1.7 Liberacion a los 50 min (Y8)

La prueba de liberacién determina el comportamiento del polimero en cuanto a la forma
de liberar el farmaco, los materiales poliméricos presentan sistemas de liberacion




controlada. La velocidad de liberacion de la sustancia deseada estd practicamente
controlada por las propiedades del polimero, aunque, por otra parte, existen otros factores
de menor influencia, tales como el pH del medio en el que se va a realizar la liberacién.*°

En la respuesta de Liberacion, mediante la grafica de efectos principales presente en la
Figura 23, se puede observar que en el factor D-pantenol predomina el componente lineal
debido que se presenta una tendencia lineal negativa con una curva ligeramente
perceptible. Aunque se puede observar un efecto principal del factor estudiado sobre Ia
respuesta de Liberacioén (Figura 23), no genera un impacto significativo sobre esta misma,
debido a que el valor de P es mayor a 0.05, incluyendo interacciones y sus efectos
cuadraticos (Tabla 5).

En el factor Coldgeno se observa una curva en J invertida, predominando una tendencia
lineal negativa a niveles bajos, seguido de un comportamiento exponencial positivo a
niveles altos del factor. Con base en el valor de P obtenido (Tabla 5), se demuestra un
impacto significativo del Coldageno (componente lineal) sobre la respuesta de liberacién con
un nivel de confianza del 95% con un ajuste que explica el 69.82% de la variabilidad en la
liberacion.

Estudios han determinado que el Coldgeno puede generar sistemas de liberacidn sostenida
al jugar con la proporcidon de coldgeno — polimero.®? De igual manera, se han elaborado
parches transdérmicos de Coldgeno, empledndolo como material para controlar la
liberacion del farmaco.®® Esto se debe a las matrices entrecruzadas que genera el Colageno
en el sistema. Este es capaz de generar multiples puentes de hidrégeno, estos enlaces son
mucho mas fuertes que los de van der Waals y, aunque son mas débiles que los covalentes,
al tomar en consideracién un elevado numero de ellos entre las cadenas poliméricas,
resultan en mayores fuerzas de atraccién en los polimeros.®*

Con base en los valores de referencia (Tabla 3), los resultados del disefio (Tabla 4) y
tomando en cuenta el valor de deseabilidad de la formulacion resultante, se determinaron
las metas a lograr de cada respuesta para la optimizacién de la formulacién (Tabla 6).

Tabla 6. Metas establecidas en las respuestas a evaluar para la formulacién optimizada

Deseabilidad | Deseabilidad

Respuesta Baja Alta Meta
Bioadhesion
. 677.5 1347 1012.25
posthumectacion
Bioadhesion 479 954 Maximizar
Hidratacion 354 80.7 Maximizar

Irritabilidad 209 439 Minimizar




Liberacion 21.3184 54.4993 37.9088
pH 4.72 6.14 Maximizar
TEWL 0 1 0.5
Resistencia a la .
0 4567 Maximizar
ruptura

Tabla 7. Optimizacidon de los factores

En la tabla 7 se muestran los niveles éptimos de cada factor a emplear en la etapa de
optimizacidén. De igual manera, se presenta la deseabilidad que se obtuvo para esos niveles
establecidos para optimizacidn; una deseabilidad de 0.76848, con base en las directrices de
Harrington (Tabla 8), muestra un valor correspondiente a “Aceptable y bueno” en
equivalente de calidad.

Factor Bajo Alto Optimo

Dpantenol 2 6 2

colageno 250 500 288.043
Deseabilidad = 0.76848

niveles de calidad a la escala de deseabilidad.?>

Tabla 8. Versidon abreviada de las directrices de Harrington para la transformacion de los

Deseabilidad Equivalente de la calidad
0.00 Completamente inaceptable
0.00-0.30 Inaceptable
0.30-0.40 Limite de aceptacion
0.40-0.63 Aceptable pero mediocre
0.63-0.80 Aceptable y bueno
0.80-1.00 Aceptable y excelente
1.00 Mejora adicional no tiene

valor apreciable

5.2.1 Caracterizacién de las microagujas

optimizada, siguiendo la metodologia planteada en la Tabla 3.

5.2Etapa Il — Caracterizacion de la formulacién optimizada

En la tabla 9 se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacién de la formulacién




Tabla 9. Valores obtenidos en la caracterizacion de la formulacion éptima

Resistencia a la ) » Bioadhesion
ruptura Bioadhesion posthumectacién Hidratacion TEWL
(g.f) (g/h/m2)
(g.f) (g-f)
1636.00 2320.00 2285.00 67.30 1.20
1696.00 2571.00 2730.00 77.60 1.80
1355.00 2571.00 2125.00 75.60 2.70
1562.33 ¢ 2487.33 £ 2380.00 £ 73.50 £ 190t
Promedio 182.04 14491 313.48 5.46 0.75
Contenido
pH Eritema Quimico
(%)
5.76 228.00 96.29
5.76 227.00 95.67
6.02 226.00 94.57
585+ 227.00 £ 9551+
Promedio 0.15 1.0 0.87

Tabla 10. Valores obtenidos en piel previo a la realizacién de pruebas

Valores

medidos

en piel
Humectacidn 38.2+1.58
pH 5.88+0.21
Eritema 214 £2.39

Resistencia a la ruptura

En la Figura 24, se puede observar la grafica obtenida para uno de los sistemas preparados,

el primer pico de fuerza presente en la gréfica se relaciona al impacto con las microagujas,

el ultimo pico se debe al impacto con la base del sistema; por lo tanto, se tomo el valor del

primer pico para evaluar la fuerza necesaria para quebrar o achatar las microagujas.

Se obtuvo un valor promedio de 1562.33 g.f., con base en el valor de referencia (Tabla 3),

se puede determinar que las microagujas obtenidas son aptas para poder penetrar el

estrato corneo. Sin embargo, cabe mencionar que el objetivo en el presente proyecto no es

la penetracion de esta capa per se, debido a que esta ya se encuentra comprometida en




una herida, sino que se pretende penetrar la biopelicula y especificamente entregar el
farmaco a la zona afectada. Estudios donde se determinaron las propiedades mecdnicas de
biopeliculas, producidas por E. Coli de cepas tanto Gram positivas como Gram negativas,
demostraron necesitar tan solo una fuerza de 1.407 x103 g.f. y 3.6709 x10* g.f,
respectivamente, para penetrar la pelicula;®® por lo tanto, el arreglo se considera apto para
la penetracion del biofilm.

111 % alal (5 (b ala)

Figura 24. Grdfica de carga (g) en funcidn del tiempo (s) para resistencia a la ruptura

- Bioadhesidn y bioadhesion posthumectacién

En la Figura 25 y 26 se puede observar los gramos fuerza necesarios para desprender el
sistema de microagujas de la piel, en condiciones de bioadhesién y bioadhesién
posthumectacién, en esta prueba se toma el valor maximo de carga presente en la gréfica.

Para la prueba de bioadhesién se obtuvo un valor promedio de 2487.33 g.f., con base en el
valor de referencia (Tabla 3), se puede determinar que el sistema de microagujas cuenta
con una buena bioadhesion. Cabe menciona que previamente se ha demostrado que el
PMVEMA-Ac cuenta con buenas propiedades bioadhesivas,®” esto se debe a sus distintas
caracteristicas como la presencia de grupos carboxilicos, alto peso molecular, alta
flexibilidad y la concentracién que se emplea en la formulacién.”

Para la prueba de bioadhesidon posthumectacion se obtuvo un valor promedio de 2380.33
g.f., con base en el valor de referencia (Tabla 3), de igual manera, se puede determinar una
buena bioadhesién posthumectacidn. Los polimeros hidrofilicos que contienen grupos
carboxilicos poseen excelentes propiedades bioadhesivas, estos se han utilizado
ampliamente para disefiar sistemas de administracién de mucoadhesivos basados en su
capacidad para exhibir fuertes enlaces de hidrégeno con la mucina presente en la mucosa.”’




Esta propiedad es de especial interés debido a las condiciones de uso esperadas, estos
probablemente entraran en contacto con un ambiente hiumedo en la herida, dejando a la
bioadhesién como un punto critico para la eficacia del tratamiento. 7’

] [+ 4 @& [k L Slal

Figura 25. Grdfica de carga (g) en funcion del tiempo (s) para bioadhesion
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Figura 26. Grdfica de carga (g) en funcion del tiempo (s) para bioadhesion posthumectacion

- Hidratacién

Previo a la realizacion de la prueba, se tomé el valor de la piel en la misma zona a aplicar el
tratamiento (Tabla 10). De manera inicial, la piel mostro valores de 38. 2, dando a entender
que el estado inicial se consideraba “seco”, tomando como referencia los valores
establecidos en la Tabla 3. Posterior al tratamiento, se obtuvo un valor promedio de 73.5,
aumentando considerablemente la humectacién en la zona de aplicaciéon, dando como

resultado una “suficiente humedad” (Tabla 3).




El tratamiento integral del paciente con heridas crénicas sea cual sea la etiologia de éstas,
debe abordar ciertos cuidados generales. Se encuentra altamente recomendado la
aplicacion de sustancias hidratantes, tanto para el cuidado de la herida como en la
prevencion de nuevas lesiones, obteniéndose una mejora en la cicatrizaciéon y una
disminucién del dolor; >° por lo tanto, el resultado obtenido se considera prometedor para
el cuidado de heridas.

- TEWL

Para la prueba de TEWL se obtuvo un valor promedio de 1.90, lo cual demuestra que se
generan pérdidas de agua que entran dentro del rango “muy saludable” (Tabla 3). Este
resultado muestra un buen efecto del D-pantenol en cuanto a su funcién de oclusion,
manteniendo la humedad necesaria sobre la piel y/o herida, generandose pérdidas de agua
minimamente apreciables. Esto demuestra la capacidad que tiene el arreglo de evitar la
deshidratacién de la piel, siendo este un factor importante en el tratamiento de heridas.>®

- pH

Para la medicién de pH se obtuvieron dos valores a comparar, el valor de pH de la piel (zona
del antebrazo) y el valor del arreglo de microagujas. Dentro de la literatura se menciona un
valor de pH de la epidermis de 5.5, siendo bastante parecido al que se obtuvo de manera
experimental de 5.88 (Tabla 10). En el arreglo de microagujas se obtuvo un valor promedio
de 5.85, el cual asemeja bastante al fisioldgico, obteniéndose una buena compatibilidad del
sistema y la zona de aplicacién.

En cuanto a la dermis, tratdndose de posibles heridas que generasen un dafio completo de
la epidermis, se encuentra un pH que va de 7-7.2. Se ha reportado que el crecimiento de Ia
biopelicula en una herida genera un cambio de pH en la epidermis, de valores acidos a un

pH mas alcalino,?8#°

siendo este un indicador temprano de una infeccidn; por lo tanto, se
sugirio que el reducir los niveles de pH mejoraria la condicién en la herida.®® Estudios
clinicos llevados a cabo en pacientes diabéticos con heridas, demostraron una buen
correlacion entre la reduccion de carga bacteriana y la aplicacién de ungiientos acidos.®?
Dicho lo anterior, el pH que maneja el arreglo de microagujas no afectaria de manera
negativa en situaciones donde la dermis se encuentre expuesta, siendo lo contrario, podria

ayudar a reducir las complicaciones a presentarse.
- Eritema

Previo a la prueba de eritema, se realizé una medicidén en la misma zona de aplicacion, se
obtuvo un valor de 214. Posterior al tratamiento, se obtuvo un valor promedio de 227,
restando el primer valor se obtiene que solo aumentd 13 unidades, lo cual significa que no
se generd eritema alguno. Esto demuestra la compatibilidad del pH del arreglo y el de la




piel, asi mismo, la no irritacién de los distintos excipientes, a las cantidades que se manejan,

en la formulacion.

- Contenido quimico

Para la prueba de contenido quimico se obtuvo un promedio de 95.51 + 0.87, ubicdndose
dentro del intervalo permitido de 75.0 a 125.0% estipulado en la FEUM para sistemas

transdérmicos. Esto es importante debido a que en la uniformidad de contenido debe de

asegurarse que los lotes producidos contengan la cantidad de farmaco indicada en la

especificacion.

5.2.2 Perfil de liberacion

En la tabla 12, se presentan los perfiles de liberacion obtenidos para la formulacién

optimizada, de igual manera, en la Figura 27 se presentan las Grafica del % liberado en

funcion del tiempo (min) para perfiles de liberacién.

Tabla 12. Perfiles de liberacién en microagujas poliméricas biodegradables

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3
T(min) mg liberados | % liberado | mg liberados | % liberado | mg liberados | % liberado

2 0.51 2.97 0.43 2.50 0.61 3.56
4 0.88 5.15 0.82 4.80 0.79 4.60
6 1.03 6.03 1.02 5.94 0.87 5.07
8 1.28 7.50 1.41 8.22 0.98 5.70
10 1.45 8.48 1.35 7.86 1.10 6.43
12 1.77 10.33 1.45 8.47 1.30 7.60
14 1.77 10.32 1.61 9.41 1.34 7.81
16 1.87 10.90 1.79 10.46 1.41 8.23
18 1.98 11.57 1.92 11.23 1.54 9.01
20 2.38 13.87 2.07 12.06 1.68 9.82
25 2.50 14.62 2.44 14.22 1.99 11.62
30 2.94 17.17 2.80 16.37 2.35 13.70
35 3.21 18.72 3.18 18.54 2.65 15.48
40 3.62 21.16 3.67 21.42 3.08 17.95
45 3.94 23.02 4.05 23.64 3.47 20.26
50 4.29 25.07 4.44 25.91 3.80 22.16
55 4.62 26.98 4.82 28.14 4.11 23.98
60 5.03 29.35 5.27 30.75 4.51 26.36
80 6.38 37.22 6.52 38.04 5.88 34.30
100 7.55 44.08 7.54 44.01 7.05 41.14




120 8.61 50.24 8.56 49.95 7.97 46.51

150 10.14 59.22 9.98 58.27 9.58 55.94

180 10.90 63.65 11.14 65.04 10.69 62.43

195 11.13 64.99 11.76 68.65 11.28 65.84
sistema 1 sistema 2

% Liberado
% Liberado

50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
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Figura 27. Grdfica del % liberado en funcion del tiempo (min) para perfiles de liberacion

Tomando en consideracién que la CMlgg de la Ceftriaxona para Staphylococcus aureus, una
de las bacterias mas prevalentes aisladas en este tipo de heridas,®? es de 38.5 ug/mL, 3 se
considera una cantidad efectiva la que el arreglo libera desde un inicio (2 min =0.516667 +
0.224032 mg); asi mismo, se puede observar una liberaciéon prolongada por parte de la
matriz polimérica. Con el fin de caracterizar su liberacidon y determinar el modelo cinético
gue permita calcular constantes que nos brinden informacién relacionada con el
mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de liberacién, se trataron los datos segun el
modelo de Orden 0, Orden 1, Higuchiy Peppas.




5.2.2.1 Cinéticas de liberacion

Los coeficientes de determinacidon obtenidos en todos los casos evidenciaron que las
formulaciones presentan mayormente un ajuste al modelo de Peppas (Tabla 13); de igual
manera, se presentan buenos coeficientes para los modelos de Orden 0 y Higuchi.

Tabla 13. Coeficiente de determinacidn para los distintos modelos cinéticos

Sistema 1 | Sistema 2 | Sistema 3
Coeficiente de determinacidn
Orden 0 0.9803 0.9834 0.9919
Orden 1 0.7769 0.7681 0.8344
Higuchi 0.9834 0.9843 0.9695
Peppas 0.9938 0.991 0.963
Exponente “n” Peppas
0.6841 0.7174 0.6931

Tabla 14. Interpretacion para determinar el mecanismo de liberacion desde una matriz
polimérica.*?

Exponente (n) Mecanismo de transporte del | Tasa en funcién del tiempo
farmaco
0.5 Difusidn fickiana 0>
0.45<n<0.89 Transporte no Fickiano tm1
(andmalo)
0.89 Transporte Caso Il liberacion orden cero
0.89<n Transporte Super Caso Il tm1

Cuando se analizan los resultados obtenidos luego de ajustar el modelo de Korsmeyer
Peppas, podemos apreciar como los valores de “n” calculados para las formulaciones
determinan que el mecanismo de transporte del fdrmaco es “no Fickiano” (o transporte
anomalo, Tabla 13 y 14), dando a entender que otros factores interfieren en la liberacién
del farmaco, ademas del mecanismo de difusion, a partir de la matriz polimérica.

Bajo el mecanismo de difusion, el fdrmaco viaja a través de la matriz polimérica de manera
controlada debido a las cadenas poliméricas que forman una barrera de difusion. Al estarse
empleando un polimero biodegradable se presenta un mecanismo de liberacién por
erosion, la cual se da por una degradacién de las moléculas del polimero al entrar en




contacto con el medio, que hace que el fdrmaco se vaya liberando, esta erosidon puede darse
de dos maneras: erosidn de superficie y erosion de bulk.%

La erosién de superficie puede deberse a distintos factores como: procesos de lipolisis
enzimatica, hidrolisis o solubilizacidn por ionizacidn, que se da en las moléculas de la capa
externa del polimero; en la erosidn por bulk, las moléculas de agua entran hasta el seno del
polimero degradando las moléculas del interior, siendo un proceso de erosién mas
complejo que el anterior. Este ultimo tipo de erosidn es una caracteristica principal de los
polimeros hidrofilicos, como el PMVEMA-Ac, que tienen la capacidad de hincharse en el
medio acuoso y de liberar el fdrmaco disperso en ellos a una velocidad constante; la
migracion del farmaco al medio implica un proceso de absorcién de agua o fluido biolégico,
y otro simultaneo de desorcidn del farmaco.*®

Matrices poliméricas Unicamente de PMVEMA-Ac obtuvieron una liberacién completa del
activo a las 2 horas,®” mientras que en el presente arreglo de microagujas libera apenas el
50% del activo cargado a ese tiempo. Esto se debe a la presencia del MAE 100P y sus
propiedades, su presencia en la matriz polimérica afecta el grado de hinchamiento del
sistema y del entrecruzamiento,*® por lo tanto, genera una liberacién del activo ain més
prolongada, ademads del factor Coldgeno como retardante para la liberacién.

El ajuste al modelo cinético de Orden 0 se debe a que este indica el comportamiento de
sistemas transdérmicos y matriciales que liberan el farmaco lentamente. En este tipo de
sistemas el farmaco se encuentra disperso en una matriz polimérica, en este caso una matriz
hidrofilica, haciendo que la velocidad de liberacién del farmaco se encuentre controlada
por procesos de difusién y erosién, como se explicd en el mecanismo de transporte
obtenido segun el modelo de Peppas. De igual manera, este describe sistemas en donde Ia
velocidad de liberacion del farmaco es constante durante un periodo de tiempo, lo cual se
puede observar en los perfiles de liberaciéon obtenidos (Figura 27); con base en el anélisis
cinético, el modelo de orden 0 es el que se ajusta al arreglo de microagujas, apoyandose en
el modelo de Peppas para explicar el mecanismo de transporte del farmaco. Cabe
mencionar que, el buen ajuste al modelo de Higuchi se debe a que este ayuda explicar el
comportamiento de sistemas de liberacién modificada con farmacos solubles en agua, lo
cual aplica para la Ceftriaxona.

Dicho esto, tanto la propiedad hidréfila como la reactividad hidrolitica en un medio
hidratado, e interacciones con enzimas presentes en la piel, permiten al farmaco difundir
desde las regiones hinchadas del polimero hacia el medio externo.




5.2.3 Microscopia

Figura 28. Vista de una microaguja a 40X

Figura 29. Vista desde plano superior de una aguja individual en un arreglo de microagujas a 40X

Esta prueba ayudé a determinar la forma y geometria de las agujas en el arreglo éptimo de
PMVEMA. En las Figuras 28 y 29 se observa que estas cuentan con una geometria cénica,
esto va de acorde al molde empleado en su fabricacién. Derivado de la forma, se puede
concluir que se lleva a cabo un correcto llenado del molde con la metodologia descrita.
Tomando en cuenta la geometria y la resistencia a la ruptura que presentan, las microagujas
de PMVEMA presentan buenas caracteristicas para penetrar el estrato cérneo y la escara o
biofilm en una herida donde esta primera capa ya se encuentra comprometida.




5.3 Etapa lll — Estudios de permeacion ex vivo

5.3.1 Permeacion ex vivo
Tabla 15. Resultados de permeacién ex vivo

Cantidad acumulada por
Cantidad acumulada area expuesta
ug ug /cm?

Tiempo Piel sana | Piel dafiada | Piel sana | Piel dafiada
2 0.00 7.58 0.00 2.39
4 0.00 8.88 0.00 2.65
6 0.61 9.37 0.26 2.73
8 0.61 9.37 0.26 2.73
24 0.61 10.33 0.26 2.88
26 0.61 16.45 0.26 3.83
28 1.26 21.44 0.51 4.35
30 6.65 28.56 2.17 4.89
32 12.00 38.76 3.12 5.34

Tabla 16. Pardmetros obtenidos de la prueba de permeacién ex vivo en tejido de abdomen

Condicién Flujo kp T
(ug/cm?*hr) (cm?*hr) (hr)
Piel sana 1.2 7.00525E-05 |28.0833333
Piel dafiada 1.6 9.34034E-05 20.875

Al estarse buscando un tratamiento de antibidtico localizado, se busca una penetracién
local del activo, mas no una absorcion sistémica. Sin embargo, al emplearse un promotor
fisico de la penetracidn se vuelve inevitable el paso del activo a torrente sanguineo, pero se
puede determinar el drea a cubrir sin generar una absorcion sistémica considerable,
evitando o disminuyendo los posibles inconvenientes de la terapia de antibidticos por esta
via.

La figura 30 y 31 muestran los resultados experimentales para las cantidades permeadas de
Ceftriaxona por area expuesta en funcién del tiempo. La curva de permeacidon acumulativa
tiene dos porciones, la porcion inicial de la curva representa la difusién no estacionaria
(puntos azules) y la porcidn lineal corresponde a la difusién en estado estacionario (puntos
naranjas). La parte no estable de la curva puede ser descrita matematicamente por la
segunda ley de Fick, mientras que la porcion lineal puede ser expresada por la primera ley
de Fick.
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Con base en la cantidad acumulada, tanto en piel sana como dafiada, (tabla 15) se puede
observar que al encontrarse comprometido el estrato cérneo permite un mayor paso del
activo. Esto puede confirmarse con las kp (constante de permeabilidad) reportadas (tabla
16), estas resultaron de 7.00525E-05 y 9.34034E-05 para piel sana y piel dafiada,
respectivamente. Este pardmetro nos permite determinar la cantidad de sustancia activa
contenida en el parche transdérmico que pasa por cada cm? de membrana en un momento
dado (cm?/t).

El tiempo de latencia se relaciona con el tiempo necesario para que la distribuciéon por
difusién 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. En cuanto a la piel sana, se obtuvo un Tl de
28.08 hr, mientras que para la piel dafiada se obtuvo un Tl de 20.87 hr; por lo tanto, se
requiere aproximadamente un dia para que el flujo del farmaco sea continuo a través de la
piel. Esto puede observarse en las Figuras 30 y 31 al extrapolar la porciéon lineal de
permeacion al eje de tiempo.

El parametro de flujo indica la cantidad de fdrmaco que atraviesa por unidad de superficie
de piel y tiempo. Se obtuvo un flujo de 1.2 ug/cm?*hry 1.6 pg/cm?*hr para piel sana y piel
dafiada, respectivamente. El arreglo de microagujas que se desarrollé cuenta con un area
de 3.61 cm? (Figura 32), tomando en cuenta el flujo en piel dafiada, debido a que el estado
del estrato corneo en una herida se encuentra comprometido, se estaria obteniendo una
cantidad sistémica de 5.77 ug de Ceftriaxona a una hora de aplicar el arreglo sobre la herida,
mientras que de manera local el sistema ya habra liberado, con base en los perfiles de
liberacion (Tabla 12), un promedio de 4.93 + 0.38 mg del activo para generar el efecto
localizado. Tomando en cuenta la necesidad de limpiar la herida periddicamente,
planteando un tratamiento con una duracién de 24 hrs, el arreglo permearia en total una
cantidad de 138 mcg de Ceftriaxona, dando como resultado bajas concentraciones
sistémicas del activo.

Estudios llevados a cabo en pacientes diabéticos con Ulcera de pie neuropatica
determinaron que un tratamiento convencional (curacién, desbridamiento, etc) esta
recomendado para heridas que miden < 2 cm.®®> Tomando en cuenta una herida de ese
tamafo, el arreglo cubre perfectamente el drea de la herida, generando una cantidad
minima en circulacion, evitando o disminuyendo posibles reacciones adversas y teniendo la
capacidad de retirar el arreglo en cualquier momento que se presente una hipersensibilidad
al antibidtico; cabe mencionar que en estas lesiones se encuentra afectada la sensibilidad,
por lo que la implementacion de microagujas no debe de ser problema. Ademas, el arreglo
favorece la proliferacién celular brindando una funcién de andamio y promueve el proceso




de cicatrizacion presentando agentes promotores de la regeneracion tisular (D-pantenol y
Colageno).

Debido a la baja permeacion del activo, se abre la posibilidad de generar arreglos que
cubran mayor area, de ser necesario, manteniendo un efecto localizado por parte de la
Ceftriaxona. Fuera de que el arreglo de microagujas se puede contemplar para los distintos
tipos de lesiones que las heridas crénicas engloban, se hace hincapié en las ulceras de pie
diabético debido a que estas constituyen la causa de 20% de ingresos hospitalarios de esta
poblacidn; sin olvidar que el 60% de las amputaciones en extremidades inferiores que se
practican en diabéticos estan precedidas por una ulcera infectada.>?

A

Figura 32. Arreglo de microagujas de PMVEMA- Kollicoat 100P




6. Conclusiones

Debido a las caracteristicas de la molécula de Ceftriaxona, se logré desarrollar una
cefalosporina de uso tdpico que permite una administracion localizada y una
limitada absorcién sistémica.

El PMVEMA-Ac es capaz de generar microagujas con buenas caracteristicas
mecanicas y bioadhesivas, demostré buena biocompatibilidad y generé un buen
sistema de liberacién modificada; liberando activo desde un inicio, alcanzando la
CMI.

Al haberse obtenido resultados satisfactorios en la caracterizaciéon fisicoquimica y
biofarmacéutica, es posible proponer a las microagujas poliméricas biodegradables
como una alternativa para el tratamiento de heridas y regeneracién tisular.

Se establecid que el drea de un arreglo de microagujas sea de 4x4 cm (drea de 16
cm?) para el tratamiento de Ulcera de pie neuropdtica, con tamafio < 2cm, en
personas diabéticas. Sin embargo, esta la posibilidad de formar arreglos de mayor
area para los distintos tipos de lesiones (heridas por presién, Ulceras vasculares,
quemadauras, heridas neoplasicas, quemaduras, etc.).

La capacidad de carga del arreglo no se limita a los 20 mg de Ceftriaxona empleados
en la formulacién del proyecto. De igual manera, no se limita al uso de otros activos
(agentes antimicrobianos, agentes promotores de regeneracion, etc).

El tratamiento consiste en la atencidn localizada de infecciones en heridas crénicas
clinicamente infectadas, asi como la promocion de la regeneracion tisular de esta
misma; se consideran las distintas lesiones que engloban este tipo de heridas. Las
heridas que presentan patologias en tejido profundo, como infecciones que han
llegado a hueso, no deben ser tratadas con microagujas ya que requieren otro tipo
de intervencidn.

El uso de D-pantenol y colageno fungen como promotores de la regeneracién, asi
como el arreglo de andamio para la proliferacion celular en la regeneracién tisular.




7. Perspectivas

Cargar el sistema con otro farmaco antibiotico, antiséptico o agentes promotores de
la regeneracion tisular.

Estandarizar la técnica de fabricacién de microagujas propuestas.

Generar un sistema de mayor area y evaluar su respuesta.

Utilizar distintas proporciones de los polimeros, generando un sistema con distintas
caracteristicas en la liberacion del activo.

Realizar estudios in vivo, llevando a cabo una comparacién entre la via sistémica y
esta alternativa, con el fin de comparar la eficacia del tratamiento antimicrobiano y
la posible presencia de reacciones adversas.
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9. Anexo 1
9.1 Ensayo de contenido Quimico

faloracion de ceftriaxoris
(20 mgfunidad) en
microagujas

Pesar arreglo de
microagujas y reqistrar en
bitacoria.

L]

Colocar arreglo de microagujas en un vaso de
precipitado de 50 ml. Adicionar 25
ml de agua destilada y someter a agitacion
constante hasta su completa disolucidn.

!

Trasvasar solucidn a un matraz
volumetrico de 100
ml y llevar a la linea de aforo con
agua destilada. (Sol. A)

!

Tomar 4 ml de la solucion, con pipeta volumetrica,
y verter en un matraz volumetrico de 25 ml. Llevar
alalinea de aforo con agua destilada. (Sal. B)

i

Ajustar a 0 con ayuda del blanco*. Leer solucion B
a una longitud de onda de 274 nm vy registrar
dato.

* Se usa el placebo del producto como blanco.

** La solucion de muestra a leer tiene una concentracion teorica de 32 pg /ml




10. Anexo 2

10.1 Validacion del método analitico
10.1.1 Especificidad

Se presentan los barridos espectrofotométricos de un STD de Ceftriaxona, un placebo y un
placebo adicionado, empleando agua como blanco, con la finalidad de conocer el
comportamiento espectral de cada uno (Figura 33). Como se puede observar, el placebo
genera una ligera interferencia a la longitud de onda a cuantificar (274 nm). Ya que solo se
presenta una suma de absorbancias del polimero con la ceftriaxona, se empled un placebo
como blanco para eliminar la respuesta del placebo y se realizé un barrido. De esta manera
se puede afirmar que la respuesta se debe Unicamente al farmaco.
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Figura 33. Barrido espectral de STD Ceftriaxona (rojo), placebo (azul), placebo adicionado
(verde) y placebo adicionado empleando un placebo como blanco (morado).




10.1.2 Linealidad del sistema

Para evaluar si el sistema de medicién de la respuesta analitica es lineal se prepard una
curva de calibracion de Ceftriaxona en seis niveles de concentracion 16 — 48 ug/ml (Tabla
17).

Tabla 17. Curva de calibracién para el pardmetro de linealidad de sistema

SISTEMA CONC. | ABSORBANCIA
ug /ml
16 0.9085
1 16 0.9485
16 0.9298
24 1.3622
2 24 1.3164
24 1.2955
32 1.7388
3 32 1.7479
32 1.7509
40 2.1214
4 40 2.1133
40 2.1133
48 2.4787
5 48 2.4972
48 2.5065

Para determinar si el sistema es estadisticamente lineal y el modelo tiene un buen ajuste,
se realizd una regresion lineal y un ANOVA con carencia de ajuste (Tabla 18 y 19, Grafica 1).

Tabla 18. Estadisticas de regresion para linealidad del sistema

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0.999336819
Coeficiente de determinacién R/2 0.998674077
RA2 ajustado 0.998572083
Error tipico 0.021707536
Observaciones 15

Tabla 19. ANOVA para linealidad del sistema




ABSORBANCIA

Analisis de Varianza con Carencia de

Ajuste
Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados |Gl Medio Razén-F | Valor-P
Modelo 4.61392 1 4.61392(9791.49 0
Residuo 0.00612582 13(0.000471217
Carencia de Ajuste | 0.00247324 310.000824414 2.26 0.1442
Error Puro 0.00365258 10|0.000365258
Total (Corr.) 4.62005 14

Grafico del Modelo Ajustado

2.7 T

0.9

ABSORBANCIA = 0.153247 + 0.0490213*CONC_

36

CONC_

46

Gréfica 1. Curva de calibracion para el pardmetro de linealidad del sistema

56

En la Tabla 20 se muestran los distintos pardametros a evaluar para determinar la linealidad
del sistema, teniendo en sustento lo establecido en la Guia de validacion de métodos
analiticos editada por el colegio nacional de quimicos farmacéuticos bidlogos, asi como el
cumplimiento de los mismos. Se puede concluir que los resultados analiticos obtenidos son
proporcionales a la concentracién del analito en el intervalo determinado.

Tabla 20. Parametros por evaluar en linealidad del sistema

Valor de referencia

Valores obtenidos

Observacion

Coeficiente de determinacion >0.98 0.9969 Cumple
Intervalo de confianza para la pendiente | no debe de incluir el 0 0.0479-0.0501 Cumple
Carencia de ajuste >0.05 0.1442 Cumple




10.1.3 Precision del sistema

Para evaluar la precisidn del sistema se prepard por sextuplicado la tercera concentracién
de la curva de calibracién (32 mcg/ml) [Tabla 21].

Tabla 21. Resultados obtenidos para precision del sistema

SISTEMA CONC. | ABSORBANCIA
pg /ml
32 1.7479
32 1.7509
1 32 1.7665
32 1.7293
32 1.7372
32 1.7388
promedio 1.7451
desv std 0.01304745
cv 0.74766213

En la Tabla 22 se muestra el pardmetro a evaluar para determinar la precisién del sistema,
teniendo en sustento lo establecido en la Guia de validacién de métodos analiticos editada
por el colegio nacional de quimicos farmacéuticos bidlogos, asi como el cumplimiento de
este. Se puede concluir que el sistema cumple con el parametro de precisién.

Tabla 22. Pardmetro a evaluar en precisiéon del sistema

Valor de
referencia |Valores obtenidos | Observacion
Coeficiente de variacion <1.5% 0.747662132 Cumple

10.1.4 Linealidad del método

Con el fin de evaluar a linealidad del método, se realizé una curva de calibracién, empleando
placebos adicionados, empleando cinco niveles de concentracion (16-48 pg /ml) [Tabla 23].
Se evalué el % de Recobro y la relacién y/x.

Tabla 23. Resultados obtenidos para la determinacion de linealidad del método

Concentracién Concentracién Cantidad Cantidad
tedrica Absorbancia obtenida adicionada recuperada y/x % Recobro
pug/mi mcg/ml mg mg
16.2250 0.8208 15.9186 10.1406 9.9491 0.9811 98.1116




0.8198 15.8992 10.1406 9.9370 0.9799 97.9921
0.8201 15.9050 10.1406 9.9406 0.9803 98.0280
1.2257 23.7712 15.2062 14.8570 0.9770 97.7036
1.2493 24.2289 15.2062 15.1431 0.9958 99.5848
24.3300 1.2324 23.9011 15.2062 14.9382 0.9824 98.2376
1.6372 31.7518 20.2812 19.8449 0.9785 97.8487
1.6562 32.1203 20.2812 20.0752 0.9898 98.9842
32.4500 1.6372 31.7518 20.2812 19.8449 0.9785 97.8487
2.0845 40.4267 25.3500 25.2667 0.9967 99.6715
2.0840 40.4170 25.3500 25.2607 0.9965 99.6475
40.5600 2.0672 40.0912 25.3500 25.0570 0.9884 98.8442
2.4625 47.7577 30.3750 29.8485 0.9827 98.2668
2.4714 47.9303 30.3750 29.9564 0.9862 98.6220
48.6000 2.4714 47.9303 30.3750 29.9564 0.9862 98.6220
Promedio 0.9853 98.5342
Desv estandar 0.0068 0.6797
%CV 0.6899 0.6899

Para determinar si el método es estadisticamente lineal y el modelo tiene un buen ajuste,
se realizd una regresion lineal y un ANOVA con carencia de ajuste (Tabla 24 y 25, Gréfica 2).

Tabla 24. Estadisticas de regresidn para linealidad del método

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple
Coeficiente de determinacion R"2

RA2 ajustado
Error tipico
Observaciones

0.99983939
0.99967881
0.99965411
0.13661662

15

Tabla 25. ANOVA con carencia de ajuste

Analisis de Varianza con Carencia de Ajuste

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Modelo 755.188| 1 755.188| 40462.08 0
Residuo 0.242633| 13 0.0186641
Carencia de Ajuste 0.127482| 3 0.042494 3.69 0.0506
Error Puro 0.115151|10 0.0115151
Total (Corr.) 755.431 |14




Cantidad recuperada = -0.10263

Grafico del Modelo Ajustado

2 + 0.991305*Cantidad adicionada
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Gréfica 2. Curva de calibracién para el pardmetro de linealidad del método

En la Tabla 26 se muestran los distintos pardmetros a evaluar para determinar la linealidad
del método, teniendo en sustento lo establecido en la Guia de validacién de métodos
analiticos editada por el colegio nacional de quimicos farmacéuticos biélogos, asi como el
cumplimiento de los mismos. Se puede concluir que los resultados analiticos obtenidos
mediante el método analitico son proporcionales a la concentracion del analito en el
intervalo determinado, por lo que el intervalo de trabajo se encuentra dentro del intervalo

lineal.

Tabla 26. Pardmetros por evaluar en linealidad del sistema

Valor de referencia

Valores obtenidos

Observacion

Coeficiente de determinacion >0.98 0.99965411 Cumple
Cantidad Intervalo de confianza de la pendiente debe de incluir la unidad | (0.98065, 1.0019) | Cumple
adicionada vs | Intervalo de confianza de la ordenada al debe incluir el cero (-0.33152,

recuperada origen 0.12622) Cumple

CV y/x <3.0% 0.68985093 | Cumple

Porcentaje Promedio aritmético 97.0% a 103.0% 98.5342143 Cumple

de recobro CV del % de recobro <3.0% 0.68985093 Cumple
Carencia de ajuste >0.05 0.0506 Cumple




10.1.5 Exactitud y repetibilidad

Para evaluar la precision y exactitud del método se calcularon los porcentajes de
recuperacién para 18 muestras sometidas al ensayo de contenido quimico (Tabla 27).

Tabla 27. Resultados obtenidos para exactitud y repetibilidad.

Conc Abs obtenida Conc obtenida
(ug/ml) (ug/ml) Mg adicionados | Mg recuperados |Recobro
0.8208 15.9186 10.1406 9.9491 98.1116
0.8198 15.8992 10.1406 9.9370 97.9921
16.225 0.8201 15.9050 10.1406 9.9406 98.0280
0.8340 16.1746 10.1406 10.1091 99.6895
0.8251 16.0020 10.1406 10.0012 98.6256
0.8141 15.7886 10.1406 9.8679 97.3108
1.6372 31.7518 20.2812 19.8449 97.8487
1.6562 32.1203 20.2812 20.0752 98.9842
3245 1.6372 31.7518 20.2812 19.8449 97.8487
1.6773 32.5295 20.2812 20.3309 100.2453
1.6613 32.2192 20.2812 20.1370 99.2890
1.6613 32.2192 20.2812 20.1370 99.2890
2.4625 47.7577 30.3750 29.8485 98.2668
2.4714 47.9303 30.3750 29.9564 98.6220
48.6 2.4714 47.9303 30.3750 29.9564 98.6220
2.4212 46.9567 30.3750 29.3479 96.6187
2.4304 47.1351 30.3750 29.4594 96.9858
2.4214 46.9606 30.3750 29.3504 96.6267
promedio 98.2780
desv std 1.0114
%cv 1.0291

En la Tabla 28 se muestran los distintos pardmetros a evaluar para determinar la precisiéon
y exactitud, teniendo en sustento lo establecido en la Guia de validacion de métodos
analiticos editada por el colegio nacional de quimicos farmacéuticos bidlogos, asi como el
cumplimiento estos mismos. Se puede concluir que el método es preciso y exacto.

Tabla 28. Parametros a evaluar en precision y exactitud

Valor de referencia

Valores obtenidos | observacion

Promedio aritmético

97.0% a 103.0%

98.27802771 Cumple

CV del % de recobro

<3.0%

1.029096165 Cumple




10.1.6 Precision intermedia

Para determinar la precision intermedia, se llevd a cabo el analisis de 9 muestras sometidas
al ensayo de contenido quimico por dos analistas distintos, en dos dias distintos (Tabla 29).

Tabla 29. Resultados obtenidos para el parametro de precisién intermedia

Analista 1 Analista 2 cv
98.6137 98.9651
99.1396 99.0940
97.9802 95.2033
97.3168 97.2600

Dial 98.2192 96.2111 1.2855
98.3925 98.6428
98.6579 96.0073
97.8239 95.6669
98.8933 98.5972
cv 0.5777 1.6004 cv
99.6895 102.7575
98.6256 102.9776
97.3108 102.0852
100.2453 100.9972
Dia 2 99.2890 100.3432 1.6639
99.2890 101.2234
98.2668 101.6426
98.6220 98.6389
98.6220 98.5899
cv 0.8677 1.5824

promedio global 98.8861

desv.std. global 1.8137

CV GLOBAL 1.8342

En la Tabla 30 se muestra el parametro a evaluar para determinar la precision intermedia,
teniendo en sustento lo establecido en la Guia de validacién de métodos analiticos editada
por el colegio nacional de quimicos farmacéuticos bidlogos, asi como el cumplimiento este
mismo. Se puede concluir que el método cuenta con buena precisidn, independientemente
del factor analista-dia.

Tabla 30. Parametro a evaluar en precisién intermedia




Valor de referencia

Valores obtenidos

Observacion

CV global del % de recobro

<3.0%

1.834176649

Cumple

108
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