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Resumen

El objetivo principal de esta tesis es el desarrolld6 y caracterizacion un gel
termorreversible de PF-127 cargado con sulfadiazina esto se logra haciendo
pruebas que fueron evaluaciones fisicoquimicas como viscosidad, extensibilidad,
pH, densidad relativa, temperatura de gelificacion, contenido quimico vy
propiedades organolépticas que asegura que reune con las condiciones
necesarias para su funcion, ademas de la determinacién del contenido quimico de
sulfadiazina en la formulacién y estudios de absorcion percutanea como también
de extraccion, lo importante de cada prueba es que varia descuerdo a la
temperatura y junto con la sulfadiazina sodica

El tratamiento con el gel Pluronic-127 cargado con sulfadiazina para mejorar la
cicatrizacion de primera intencién en menor tiempo en las lesiones por bacterias
como son: pustulas, comeddn, foliculitis y forunculosis (acné canino) o
guemaduras solares en el Xoloitzcuintle con displasia ectodérmica al generarse un
depdsito de farmaco en las heridas mediante la aplicacion de una forma
farmacéutica en forma de gel que lo retenga mayor tiempo en la piel.

El gel se utiliz6 como prueba piloto, en 7 pacientes con diferentes lesiones en la
piel como: acné, quemaduras solares, esto para corroborar con animales in vivo
su efectividad, asi podemos ver que en diferentes pacientes tiene una efectividad
casi del 100%, pero en algunos casos es nula, los resultados se extrajeron gracias
a fotos y conversaciones por medio de seguimiento fotogréafico con los respectivos
duenios.

Palabras clave

Gel, Pluronic 127, Sulfadiazina sédica, Xoloitzcuintle, Displasia ectodérmica,
Foxi3, pH, Gelificacién, Extensibilidad, Permeacion, Gravedad Especifica,
Viscosidad, Lesiones primarias, Quemaduras, Acnhé canino.



Introduccion
Antecedentes de investigacion biomédica, con el Xoloitzcuintle

La presente investigacion se refiere al desarrollo y caracterizacion de un gel
termorreversible de Pluronic-127 con Sulfadiazina sodica, tiene como
caracteristicas y ventajas que este gel se puede caracterizar dependiendo de las
necesidades del investigador.

El interés para desarrollar este gel es para generar y tener una nueva alternativa
en Medicina Veterinaria para el tratamiento de dermatitis. En los resultados
obtenidos se observo que puede ayudar a la cicatrizacién y a que no se presente
resistencia bacteriana lo que las pruebas presentan solo una accién local en el
sitio de aplicacion.

Que en este caso en particular, es sobre un tratamiento para problemas de
dermatitis como puede ser acné, resequedad o xerosis, infecciones bacterianas,
guemaduras por el sol y/o prurito, nos es muy complicado el mantenimiento de la
piel de esta raza ya que no se encuentran en el mercado opciones de farmacos
especializados en este tipo de piel con displasia ectodérmica.

Gracias a la investigacion “Estudio histologico de la piel del perro peldon mexicano
"tepeitzcuintli”, de Manuel Gonzalez Diddi, que es el primer trabajo histolégico, en
una hembra de 6 meses, que se le tomaron las biopsias en diferentes regiones del
cuerpo, a la que probdé que la piel del Xoloitzcuintle tiene grandes similitudes
morfologicas a la de las personas, asimismo se encontrd atrofia de las glandulas
sebaceas y reduccion en el nimero como en el acné del humano la descripcion
del doctor Gonzalez Diddi desafortunadamente no nos describe como tal las
similitudes entre hombre y Xoloitzcuintle (Viniegra y Olmos, 2002).

En el afo 2013, Marjo Hytbnen en su tesis doctoral: “GENETIC
CHARACTERIZATION OF CONGENITAL DEFECTS IN DOGS: CAUDAL
DYSPLASIA, ECTODERMAL DYSPLASIA AND MUCOPOLYSACCHARIDOSIS
VII” explora la genética de tres defectos del desarrollo en perros, la displasia
caudal, la displasia ectodérmica y la mucopolisacaridosis VII. Que tienen
homologos en humanos. En este estudio se han utilizado diversas técnicas
clinicas y patolégicas para caracterizar los fenotipos, y métodos genéticos, como
los estudios de asociacion de genoma completo y la secuenciacion de nueva
generacion, para resolver la genética de las enfermedades.



¢ Qué es un gel?

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos nos define un gel como:
Preparacion semisdlida, que contiene el o los farmacos y aditivos, constituido por
lo general por macromoléculas dispersas en un liquido que puede ser agua,
alcohol o aceite, que forman una red que atrapa al liquido y que le restringe su
movimiento, por lo tanto, son preparaciones viscosas.

La via de administracién puede ser: bucal, oral, tépica, cutanea (FEUM, 2014).

Pluronic 127

Los hidrogeles son una clase de materiales capaces de retener una gran cantidad
de agua como consecuencia de su estructura tridimensional, formada por
estructuras poliméricas entrecruzadas.

Debido al alto contenido en agua de estos materiales, que los hace similares a los
tejidos naturales, su permeabilidad, porosidad, flexibilidad en la fabricacion y
posibilidad de variar su composicidbn para obtener las propiedades fisicas
necesarias en funcion de la aplicacion, o de disefio quimico que permita su
biocompatibilidad, los hidrogeles por si mismos o combinados con células, han
ampliado en la actualidad su espectro de aplicaciones biomédicas. Asi, los
hidrogeles pueden servir de andamiajes o scaffolds que actlan como un soporte
para el crecimiento celular, como materiales para la encapsulacion de células,
farmacos, proteinas o genes (terapia génica), como adhesivos entre tejidos y
superficies de materiales, como sistemas que permiten una respuesta reversible
ante un estimulo externo o como membranas porosas. En particular, campos tan
activos como la Ingenieria de tejidos (IT) y su uso como sistemas para transporte y
Liberacion controlada de farmacos (LCF), han identificado a los hidrogeles como
materiales con amplias posibilidades, e impulsado en gran medida su desarrollo
(Jiménez, 2014).

El poloxamero es un polimero conformado por tres bloques compuestos de una
cadena hidrofobica central (polipropileno), y a sus lados por dos cadenas
hidrofilicas (polietileno), como se muestra en el esquema 1. La variacion de la
longitud y, por ende, el peso molecular de los bloques del polimero, da lugar a
diferentes clases que se diferencian de acuerdo con letras y nimeros; donde la
primera letra indica el estado sélido (P: pasta, F: hojuelas o flake, en inglés, y L:
liquido), el primero o segundo numero multiplicado por 1,000 esta relacionado con
el peso molecular —que se mide en Daltons (Da)—, mientras que el ultimo
namero indica el porcentaje en peso del bloque hidrofilico. Por ejemplo, el
poloxamero F-127, indica que es un solido, los dos primeros numeros nos
muestran que tiene un peso molecular aproximado de 12,000 Da, en tanto, el
altimo nimero nos sefala que 70% del compuesto pertenece a la parte hidrofilica
(Jiménez, 2014).



Esquema 1. Poloxamero 407 o PF-127. (Tomado de Cid et. al., 2015)

Oxido de Propilenc &

Oxico de Etileno xido de Etileno

Hidrofilica Hidrofébica Hidrofilica

El poloxamero tiene la propiedad de ser termogelificante con base en una
temperatura de transicion solucion-gel (sol-gel); es decir, que éste con
determinada concentracidon en solucion acuosa y dependiendo del tipo de
poloxamero—por encima de esta temperatura—, se convierte en un gel; por el
contrario, al momento de reducir la temperatura del sistema — menor a la de
transicion—, vuelve a su estado inicial en solucién, por lo cual es termorreversible.
Por ejemplo, PF-127 tiene una temperatura sol-gel de 25°C. Durante el proceso de
gelificacion, el poloxamero crea micelas debido a su caracter hidrofilico-lipofilico
(esquema 1), las cuales pueden llegar a formar diversas estructuras complejas;
una muy comun es la formacion de cubosomas (esquema 2 y 3), (Hernandez et.
al., 2019).

Esquema 2. FOrmacion del gel conforme cambia la temperatura (Imagen modificada
de Hernandez y Rivera, 2019).
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Esquema 3. FOrmacion del cubosoma, se forma por el aumento de temperatura y va
de formacion de micelas a la formacion del gel (Modificada de Hernandez y
Rivera, 2019).
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Aplicaciones del Pluronic en la Medicina Veterinaria
Tabla 1. Modificada de Escobar et al, 2006.

A continuacion se presentan algunas de las investigaciones que se han hecho con
base en Pluronic® en animales in vivo e in vitro en la Medicina Veterinaria y sus
diferentes formulaciones y aplicaciones.

Autor (es)

Kadar et al., 2000.

Shin et. al. 2001

Fang, et. al., 2002

Titulo de la publicacion

Tratamiento de las
lesiones cutaneas
inducidas por mostaza
de azufre con
antagonistas de la
calmodulina, utilizando el
modelo porcino.

Efectos de los
tensioactivos no iénicos
como potenciadores de
la permeacion del
piroxicam del gel de
Poloxamero a través de
la piel de rata.

Aplicacion tépica in vitro
y evaluacion in vivo de
hidrogeles de
nonivamida utilizando
rata Wistar como modelo
animal.

Resultado

Los unguentos base

Pluronics® aplicados
topicamente que
contienen lidocaina o
pentamida producen
efectos beneficiosos
cuando se aplican

inmediatamente después
de la exposicién a corto
plazo a la mostaza de
azufre en la piel de los
cerdos.

La piel pretratada con los
geles PF-127 que
contenian varios
tensioactivos mostré un
estrato cOrneo y un
amplio espacio
intercelular.

Las formulaciones de
hidrogeles de
nonivamida  que  se
aplicaron en la piel,
produjeron una mayor
actividad

farmacodinamica que
con las de crema de
capsaicina.



Continuacion de la tabla modificada de Escobar et.

Autor (es)

Kabanov, et al, 2002

Fawaz, et al, 2004

Kant, et al, 2013

Gioffredia, et al, 2016

Vandenhaute, et al, 2017

Titulo de la publicacion

Evaluacion en ensayos
clinicos de fase |
ensayos clinicos tras la
validacion mediante
modelos in vitro e in vivo
de una formulacion que
contiene doxorubicina y
una mezcla de Pluronic
(L-61y F-127).

Desarrollo y evaluacién
in vivo-in vitro en conejos
de dos geles de quinina
rectal pediatrica para el
tratamiento del ataque de
la malaria.

Aplicacion topica de gel
plurénico F-127 mejora la
cicatrizacion de heridas
cutaneas en ratas

Caracterizacion del
hidrogel Pluronic F127 y
biofabricacion en
constructos celularizados
para aplicaciones de
ingenieria tisular.

Estabilidad de los
hidrogeles de
bimetacrilato Pluronic
F127: ¢Realidad o
utopia?

al 2006.

Resultado

Sensibilizacién drastica
de estos tumores
respecto a varios
agentes
anticancerigenos.

La biodisponibilidad de
quinina del gel
mucoadhesivo fue mayor
gue la del gel
termosensible.

Diferencia entre
plurénico y solucién
salina para la
cicatrizacion en piel de
ratas

Nuevo método para
imprimir andamiajes
celularizados a partir de
hidrogeles
termosensibles.

Se evalué la degradacién
con atmosfera inerte,
temperatura, soluciones
salinas, todo esto para
evaluar su eficacia



Sulfadiazina sédica

Es activa in vitro frente a un amplio espectro de
N N microorganismos gram positivos y gram negativos, entre

| los microorganismos que suelen ser sensibles in vitro a
0= =0 la Sulfadiazina se encuentran: Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
pneumococos, Paracoccidioides brasiliensis, H.Ducreyi,
Nocardia asteroides, Plasmodium falciparum, Neisseria
meningitidis, Actinomyces, Calymmatobacterium
granulomatis y Clamydia trachomatis (Laboratorios
VANNIER, 2008).

/H\ La Sulfadiazina es un bacteriostatico de amplio espectro.
=

Figura 1. EStructura quimica de la sulfadiazina (National
Center for Biotechnology Information, 2023).

Mecanismo de accion

La Sulfadiazina actla como antagonista competitivo del acido paraaminobenzoico
(PABA), y por ello previene el uso bacteriano normal de PABA para la sintesis de
acido fdlico [acido pteroilglutdmico (PGA). Mas especificamente, es inhibidor
competitivo de la enzima bacteriana responsable de la incorporacién de PABA al
acido dihidropteroico, el precursor inmediato del acido félico. Los microorganismos
sensibles son aquellos que deben sintetizar su propio PGA. Las bacterias que no
requieren PGA o que pueden utilizar PGA preformado no estdn afectadas. Las
bacteriostasis inducidas por las sulfonamidas es contrarrestada competitivamente
por el PABA. Las sulfonamidas no afectan las células mamiferas por este
mecanismo, pues las mismas requieren PGA preformado y no pueden sintetizarlo.
Por lo tanto, son comparables a bacterias insensibles a las sulfonamidas que
utilizan PGA preformado (Farmacopea, 2021).

Advertencias especiales y precauciones de uso:

El uso prolongado o indiscriminado puede ocasionar la aparicion de gérmenes
resistentes. La sulfadiazina sodica no debe ser inyectada por via intramuscular,
subcutanea o intratecal por resultar muy dolorosa su administracion. Ingerir
abundantes liquidos para evitar la cristaluria y la formacion de calculos. Evitar
excesiva exposicion al sol o a la luz ultravioleta (CECMED, 2001).

Efectos indeseables:

Sus efectos frecuentes pueden ser: nauseas, vomitos, mareo, diarrea, dolor
abdominal e hipersensibilidad (fiebre, erupcion cutanea). Los efectos ocasionales
podrian ser: eritema multiforme, reacciones de tipo anafilacticas en ocasiones
fatales, sindrome de Steven-Johnson, necrdlisis toxica epidérmica, necrosis
hepética fulminante, agranulocitosis, discrasias sanguineas, hepatitis colestasica,
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kernicterus (en neonatos), oliguria, hematuria y cristaluria. Y los efectos que rara
vez podremos ver son: nefritis intersticial, necrosis tubular renal, colitis
pseudomembranosa, meningitis aséptica, bocio y alteraciones de la funcion
tiroidea (CECMED, 2001).

Piel
Origen embrioldgico de la dermis y epidermis

El proceso embriolégico bésico tiene diferentes etapas o estadios desde la
formacion de las primeras células después de la fecundacion y son:
Segmentacién (Formacion de morula), blastulacion (Formacion y desarrollo de la
blastula), gastrulacion (Gastrula), formacion de una capa especial y transitoria de
células denominada peridermo y finalmente migracion celular (Ortiz y Moreno,
2005). La formacion de la dermis comienza conjuntamente con la diferenciacion de
la epidermis. Las células de la dermis dorsal del embrion provienen del
dermatomiotomo, en tanto que las células de la dermis ventral y miembros
provienen de la somatopleura. Las células dérmicas de la cara, de la mayor parte
del craneo y la region anterior del cuello provienen de la cresta neural (Meruane y
Rojas, 2012). La dermis y la hipodermis se forman en el Ultimo periodo
embrionario y proceden de los dermatomos (dorso), de la somatopleura (resto del
tronco y miembros) y de las crestas neurales craneales (cabeza) (Morales, 2020).
La dermis presenta diferentes origenes. En el tronco, la dermis dorsal surge del
dermatomo de los somitos, mientras que la mas ventral y lateral, asi como la de
los miembros, derivan del mesodermo de la placa lateral. Las células dérmicas de
la cara, de la mayor parte de la piel del craneo y de la regién anterior del cuello
descienden del ectodermo de la cresta neural craneal (Tirado, 2014).

Semanas de desarrollo:

j:jl‘ks‘f:nanas d:e desarrol_l_t:)j <

i3 dicl -Culn;tv\m la fecundacién (Ortiz y Morems,
2 O ac0s).

cigoto
-El cigoto comienza a multiplicarse, primers son I
dos y hug:- :Jn‘n m.: células. pu:::: 2-3 dfas B
pesteriormen sotade ds sirula cusnde émbrion L d |
:hs u'mlu.s)m-ga bléstula y géserula (Oreiz y | Esquema 4. LINea de

lorens, 200
En el cuarte dia de desarrcllo, el embrién debe
e S el e e i tiempo del desarrollo
1 que contiene un mimers elevado de células que . .

L segmencaciém, produce v mass de cllas oris " e e alen. (o 3 M, €MDIiONArio
llamada Elastocices. I aoos).
Hasta ahora no ha habido un aumento del tam
afio, simplemente hay mds cflulas pero son md 5 dia

s pequenias, o que sf aumenta en gran nimers  G—————plo s 00 g
e8 ol material gendrico

Estas células se disponen alrededor de una cavi

dad llena de fluido llamada BLASTOCELE |

g3 dias - Aparecen las células dérmicas (Meruane y
Rejas, 2012)

12 dia
gastrulacien

18-21 dias

Formacion de la notocorda (Tirads, 2014)
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Esquema 5. Proceso de neurulacion primaria. Las flechas indican la direccion de
cierre del tubo neural. (Megias et. al, 2023)

Los apéndices cutdneos como dientes, pelos, ufias y muchas glandulas son todos
derivados del ectodermo embrionario. Aunque estos oOrganos maduros y
plenamente desarrollados son muy divergentes en cuanto a forma y funcién, su
desarrollo temprano es muy similar, tanto a nivel morfogenético como molecular.
La organogénesis de los 6rganos ectodérmicos esta regulada por interacciones
entre el epitelio ectodérmico y el mesénquima mesodermo (por ejemplo, en el
caso del vello corporal y la glandula mamaria) o de la cresta neural (en el caso de
los dientes y los pelos craneales). El desarrollo de los 6rganos de 6rganos puede
dividirse en tres etapas: iniciacion, morfogénesis y diferenciacion celular. La
iniciacién del desarrollo de los apéndices se considera una epitelial local, llamado
placoda, que invagina en el mesénquima subyacente y forma una yema epitelial.

En el siguiente paso, la yema epitelial crece y se pliega y, como consecuencia, se
forma la forma especifica de un érgano.

Posteriormente, las diferencias anatdmicas de los érganos ectodérmicos se hacen
mas evidentes. El epitelio dental crece y experimenta una compleja morfogénesis
de plegamiento a través de la caperuza y la campana. Distinta morfogénesis del
pelo incluye la elongacién del germen del pelo y la formacién de una clavija.

Las interacciones reciprocas estrechamente controladas entre diferentes tipos de
tejidos regulan la formacion del desarrollo del apéndice ectodérmico. (Hytdnen,
2013)
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Estructuray su inmunologia

La piel es el 6rgano mas grande del organismo vivo y, segun la especie y la edad,
puede presentar el 12-24% del peso corporal de un animal. La piel tiene diferentes
funciones, entre ellas actuar como barrera y proteccion al medio ambiente,
regulacion de temperatura, produccion de pigmentos y vitamina D.
Anatomicamente, la piel tiene las siguientes estructuras: epidermis, membrana
basal, dermis, anexos cutaneos, musculos subcutaneos y grasa (Esquema 4),
(Manual de Merck de Veterinaria 6ta Ed., 2007).

En los canideos su pH es el mas alto de todas las especies animales, varia entre
6.2y 8.6, con un valor promedio de 7,52 (Nesbitt y Ackerman, 2001).

Epidermis—{ [}

Dermis

Hipodermis -

FADAM.

Esquema 6. EStructuras anatdmicas de la piel (Enciclopedia Médica A.D.A.M, 2019).

Epidermis

Su composicion se forma por un epitelio estratificado escamoso constituido de
gueratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel.

Queratinocitos, su funcion es proporcionar una barrera protectora. Se desarrollan
de células basales cilindricas adheridas a una membrana basal.

La mitosis y posterior queratinizacion se controlan por una serie de factores como
son la nutricién, las hormonas, los factores tisulares, las células inmunitarias de la
piel y la genética, por otra parte, los glucocorticoides, las enfermedades y la
inflamacion disminuyen la actividad mitética (Figura 2), (Manual de Merck de
Veterinaria 6ta Ed., 2007).
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Figura 2. Componentes histoldgicos de la Epidermis (Modificado de Megias et al.,
2019.).

Cuando los queratinocitos migran hacia la superficie, sufren de muerte celular
programada llamada apoptosis esta provoca la queratinizacion.

Tiene como objetivo compactar células muertas para formar el estrato cérneo o
capa cornea, esta funciona como barrera impermeable a la pérdida de liquidos,
electrolitos, minerales, sustancias nutritivas y agua en lo que evita a su vez la
penetracion de agentes infecciosos o nocivos (Figura 3), (Manual de Merck de
Veterinaria 6ta Ed., 2007).
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estrato corneo

Figura 3. FOtomicrografia de piel delgada, se observa el estrato cérneo y los
queratinocitos (Megias et al., 2019.).

Las ceélulas de Langerhans son células mononucleares dendriticas que se
encuentran involucradas en la respuesta inmunitaria de la piel. Estas transportan y
procesan material antigénico y alergénico hasta las células T locales y
ganglionares esto induce reacciones de hipersensibilidad.

En este orden se dan las diferentes respuestas inmunitarias relacionadas con la
piel:

Respuesta inmunitaria innata: a) Activacion de queratinocitos, fibroblastos,
células dendriticas residentes y células cebadas, b) Produccion de mediadores
proinflamatorios, ¢) Migracion de células dendriticas hacia los nodulos linfaticos y
d) Expresion de moléculas de adhesion.

Respuesta inmunitaria adaptativa: a) Reclutamiento de linfocitos TCLA+ (T

memoria), b) Produccion de quimiocinas/citosinas, c) Presentacion antigénica por
células dendriticas a linfocitos T (Esquema 5), (Castrillon, 2008).
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Respuesta inmunitaria innata Respuesta inmunitaria adaptativa
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Esquema 7. Principales acciones relacionadas con la inmunidad cutanea y como se
van activando (Castrillon et al., 2008).

Las células de Merkel son células sensoriales especializadas que se encuentran
en érganos sensoriales como son las vibrisas y las almohadillas tilétricas (Manual
de Merck de Veterinaria 6ta Ed., 2007).

Membrana basal

En este lugar sirve para dar anclaje a las células epidérmicas basales y barreras
para la proteccién de la epidermis y la dermis. La gran variedad de enfermedades
cutaneas, incluidos procesos autoinmunes, puede lesionar esta zona como por
ejemplo las vesiculas (Manual de Merck de Veterinaria 6ta Ed., 2007).

Dermis

Es una estructura mesenquimal que sustenta, nutre y en cierto grado, regula la
epidermis y anexos cutaneos. Esta constituida por sustancia fundamental, fibras
coldgenas dérmicas y células (fibroblastos, melanocitos, mastocitos). Los nervios
sensoriales que se distribuyen por la dermis, los foliculos pilosos y las estructuras
tactiles especializadas (Manual de Merck de Veterinaria 6ta Ed., 2007).
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Anexos cutaneos, foliculos y glandulas

Son un cumulo de estructuras generadas en la epidermis, constituido por los
foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas como diversas estructuras
especializadas (ufias o cascos). Existen diferentes tipos de foliculos pilosos y
dependen de las especies animales: foliculos pilosos simples pertenecen a los
equinos y vacunos; los foliculos pilosos compuestos corresponden a los perros,
gatos, ovejas y cabras, lo que quiere decir, el pelo central de los foliculos esta
rodeado de 3-15 pelos mas pequefios que salen por el mismo poro. Los animales
con foliculos pilosos compuestos nacen con los foliculos pilosos simples que con
el tiempo se especializan en compuestos (Manual de Merck de Veterinaria 6ta Ed.,
2007).

Glandulas sebaceas son holocrinas alveolares, simples o ramificadas que
secretan sebo dentro de los foliculos pilosos y en la superficie epidérmica. El sebo
es un compuesto lipidico complejo que comprende colesterol, ésteres de
colesterol, triglicéridos, ceras diestéricas y acidos grasos (Manual de Merck de
Veterinaria 6ta Ed., 2007).

Glandulas sudoriparas (epitriquiales y atriquiales) constituyen parte del sistema de

termorregulacion también protegen y forman parte de la respuesta quimica
(Manual de Merck de Veterinaria 6ta Ed., 2007).
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El Xoloitzcuintle: medicina, acervo genético-prehispanico e icono nacional

Figura 4. Mural del artista Senkoe, representando al Xoloitzcuintle
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Origenes del Xoloitzcuintle

Los Xoloitzcuintles han desempefiado un papel importante a través de la historia
de México. El nombre proviene de dos vocablos de origen nahuatl: “Xolotl” (deidad
del atardecer, el deforme, de los espiritus; de los mellizos y de ahi su dualidad que
es el dios Quetzalcoatl); y de la palabra “Itzcuintli”, que significa perro. La leyenda
cuenta que el dios “Xdlotl” utilizd una astilla del hueso de la vida para crear a este
hermoso animal y obsequiarle al hombre ya que lo veia muy solo para que lo
acompanfara toda su vida y a que al fin de que los muertos tuvieran un guia en su
viaje por el Mictlan o el inframundo, si es que el duefio del perro lo habia tratado
con amor y dignidad. En consecuencia, los muertos eran sepultados con su perro,
aunque los Xoloitzcuintles también formaban parte de celebraciones religiosas
dedicadas al dios “Xélotl” en el que eran sacrificados y su carne se preparaba para
platillos especiales, estas costumbres no eran tan comunes como se pensé por
muchos afos, aunque si comian perros, pero era de la raza “ltzcuntli” y “tlalchichi”
los dos ya extintos (Salazar y Vega, 2013).

En ofrendas a difuntos o actos rituales, es muy comudn ver restos 0seos y
representaciones iconograficas (estatuillas de barro, codices y en piedra). En
algunos cddices se le encuentra vinculado con el ciclo solar, el fuego, el
relampago, el agua, la lluvia, el maiz y el inframundo. Dentro del calendario
mexica (siglos XIV-XVI d.C.) aparece el perro como el 10° signo de los dias, cuyo
dios regente era Mictlantecuhtli, sefior de los muertos (Figura 5), (Valadez y
Mestre, 2007).

|
Figura 5. La imagen nos dice de un muerto acompafiado de un Xoloitzcuintli llega
hasta Mictlantecuhtli y ambos hacen una ofrenda de papel al dios. (Cdodice Laud,
Ms. Laud Misc. 678).
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Displasia Ectodérmica, el Foxi3 y el Eda/Edar

Foxi3 es un miembro de la gran familia de reguladores transcripcionales forkhead
box, que tienen una amplia gama de actividades biologicas que incluyen multiples
procesos de desarrollo. La mutacion heterocigota en Foxi3 en varias razas de
perros sin pelo caracterizadas por un pelaje escaso y la ausencia de dientes. Un
fenotipo relacionado llamado displasia ectodérmica hipohidrética (DEH) esta
causado por mutaciones en los genes de la via de la ectodisplasina (Eda).
(Shirokova et al. 2013)

La via de sefializacion Eda/Edar tiene un rol significativo en el desarrollo de los
dientes y los foliculos pilosos y las mutaciones en estos genes son la causa mas
comun de displasia ectodérmica en humanos. En perros, la mutacién de Foxi3
resulta en Displasia Ectodérmica indicando que Foxi3 es esencial en la
organogénesis ectodérmica. De forma adicional, y similar a Foxi3, la expresiéon de
Edar y la actividad del factor de transcripcion NF-kB (mediador esencial corriente
debajo de Eda/Edar), es alta en todas las placodas de los apéndices de la piel.
Estas similitudes promueven la exploracion de las interacciones y la jerarquia en
las vias de sefalizacion de Foxi3 y Eda/Edar (Hytonen, 2013).
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Diferencias morfo-anatémicas en la piel del Xoloitzcuintle con displasia
ectodérmica
Tabla 2. IM&genes descritas en el texto de Diaz y Garrido, 2020

Imagen 1 Imagen 2

En la imagen 1, se tiene el histolégico de la region dorsal de la cruz de perro de
raza mestiza con tincidon de H.E se observa foliculos pilosos, glandulas sebaceas
y glandulas sudoriparas, en la imagen 2, se observa el histoldgico de la region
dorsal de la cruz se observa la tincion H. E, de perro con displacia ectodérmica
con escasos foliculos pilosos y también con escasas o nulas glandulas sebaceas
y sudoriparas

Imagen 3 Imagen 4

En la imagen 3, el histoldgico con tincion de H.E. de la region dorsal de la grupa
de un perro con displasia ectodérmica, se ve nulas vainas radiculares sin foliculos
pilosos. En la imagen 4 del histologico con tincion H.E. de un perro de raza
mestiza, se puede observar en la regién dorsal de la grupa un gran namero de
vainas radiculares sin foliculos pilosos con su vaina de la raiz externa bien
definida y delimitada.
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Continuacion de la tabla 2. IMAgenes descritas en el texto de Diaz y Garrido, 2020

Imagen 5 Imagen 6

En la observaciéon de la imagen 5, histologico de perro con displasia ectodérmica con
tincién de H.E. se observa de color azul abundante tejido subcutaneo con un notorios
escasos de anexos como el foliculo y glandulas, en la imagen 6 histologico con la
tinciobn Tricromica de Masson de perro de raza mestiza, se observa un corte
transversal de las glandulas sudoriparas ecrinas y glandulas sudoriparas apocrinas

Imagen 7 Imagen 8

En la imagen 7, se puede ver un corte histolégico que corresponde al cojinete plantar
en H. E. de un perro con displasia ectodérmica en el extracto corneo se ve mas
delgado pero el estrato lucido mucho mas engrosado, la imagen 8 es de un corte
histolégico de un cojinete plantar en Tricromica de Masson de un perro de raza
mestizo se observa el extracto corneo mucho mas engrosado
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Clasificacion de las lesiones primarias en la piel

Tabla 3. IM&genes descritas del texto de Harvey, McKeever, 2015 y Rejas, 2003

Son las que se desarrollan espontdneamente como reflejo directo de la
enfermedad subyacente.

Maculas:

Las maculas son é&reas planas de
decoloracion de un diametro y de hasta
lcm

Imagen 9. Macula

Placa:
Una placa es una lesion plana, soélida y
elevada de mas de 1 cm de diametro.

Comedon:

Foliculo piloso dilatado, lleno de
gueratinocitos, sebo 0 gérmenes, con
apariencia de puntos negros, que puede
ser abierto o cerrado. (Rejas, 2003)

Punto Punto
blanco negro

Imagen 11. Comeddn
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Continuacion dela tabla 3. IMagenes descritas del texto de Harvey, McKeever, (2015).

P4pulas:
Las papulas son lesiones pequeias, y
solidas elevadas, de hasta 1 cm de
diametro

No6dulo:
Un nédulo es una elevacion sélida de la
piel de un didmetro superior a 1 cm.

Imagen 13. N6dulo

Pustula:

Elevacion pequefia y circunscrita de la
epidermis, llena de pus.

PUSTULA

Imagen 14. Pustula
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Foliculitis y forunculosis (acné canino)

Las lesiones pueden ser papulas, pustulas, escoriaciones y comedones en el
mentdn y el labio inferior, (cominmente en razas que no son el Xoloitzcuintle en
esta raza se encuentran en: cara, patas delanteras y traseras, en la parte dorsal y
lateral del tronco), el prurito es moderado en algunos casos la piel lesionada
podria sangrar. En la biopsia de piel es frecuente encontrar comedones con
infiltrados  inflamatorios  mixtos, puede observarse tricogranulomas vy
keratogranulomas como consecuencia de la forunculosis; sin embargo, se debe
correlacionar con la clinica ya que histopatolégicamente, la lesion es distinguible
de foliculitis y forunculosis bacteriana profunda (Castellanos, 2011).

Los patégenos mas comunes son: Staphylococcus pseudintermedius, Proteus ssp,
Pseudomona ssp y E. coli (Cumbe, 2018).

Srtaphylococcus
pseudintermedius

Facror de virabencia F uamc oo [

Proteinas ancladas on la

SpsA Adherencia
SpsQ v SpeP Umon ainmunogicobulina Eva=dn de fagocrosis ¥

Factores de wvirulencia epsonsaaon

enzimas, proteinas de SpsD v SpsE Umnién a ibrindgeno v fibromectina
superficie v toxinas SpeC Acdher=ncia a los quera Snocitos
FoBP Umidn a fbromecting
EbpS Umon a slastna

oaguiasa Conversion de fibnnogene on fibmna cond
Factor de aglutinacion

CCEmgn g acior?) A glhusimacion iy
Lipasa Invasién v colomz acdn g
Termonoc] =asa Hidrolisis de=l ADN rarcC
Citomoxinas

D strucadn de polimorfonscleares frudeS, JaokaF

Fupnum de membranas celulares. FstisTmilacidn de 1a
respoesta inflamanoria

T oxinas exfoliativas
Expd v ExpB Invasién percstinea Eriterma, descamacién ¥ exfolacicn expd. expl
SIET Invasion percutanca. Enema, descanmacon ¥ exfolacion et

E merotoxinas

Enterotoxina A Aumento de produccidn de CAOQUENL S spata
Enterotoxina C Desarrollo de piodermaa sec
SE-INT Dhesarrollo de prodermia ¥ otitis -
SECcums Desarrollo de prodermaa LA ~CaAPTINE
Produccion de biofilm Adhesudn, perastenaa, colomracon o imvasion dcad, ica B,
Bagp
e

Tiene la capacidad de
unirse al fibrinogeno.
fibronectina v citoqueratina
esto le da la facultad
de adherir=se a los
gqueratinocitos canideos

a familia de proteinas de
superficie ancladas COW A, influye
en la adherencia de la matriz
extracelular del huesped
asistiendo en la internalizacion
de la bacteria

a coagulasa se une a la protrombina.
inmunoglobulinag v complemento
atrapando las en una red de fibrina para
protegerlas de la fagocitosis

=presa proteinoas de superficie
como Tactor de aglutinacion w

wna protefina de unidn a inmunoeglebulina
que es la profeina A (SpA). esta puede
evadir la opsonizacidn
v la fagocitosis

Una caracteristica de consideracidn

es la capacidad de sobrewivir

persistir en el ambiente v de
Fformar biofilm

Patogenia

Staphylococcus pseudintermedius

Esquema 8. S. pseudintermedius es un microorganismo saprofito de piel y mucosas de
los canideos, y entre las infecciones mas frecuentes se detallan las que se
producen en piel, oido, vias urinarias y hueso. Informacion e imagen modificado
de Giacoboni y Gagetti, 2020
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Prurito

El prurito se define como la sensacion de picor, que hace que el animal se
muerda, se lama, se rasque y se frote la piel. Las causas principales son los
parasitos, las alergias y las infecciones, pero puede producirse en casi todos los
trastornos cuténeos. La fisiopatologia del prurito no se conoce del todo. Se cree
que es el resultado de la estimulacion de los neurorreceptores cutaneos por
diversos mediadores que producen las células inflamatorias y los queratinocitos de
la piel (Patel et al, 2010).

Tipos de qguemaduras
Las quemaduras en Medicina Veterinaria de acuerdo con Azcona (2004) se
clasifican:

Quemaduras por radiacion

La radiacion a la que se exponen diariamente es la radiacion solar y por ello la
quemadura mas frecuente es el eritema solar.

La quemadura solar se desarrolla en dos fases: la fase inicial comienza en el
momento de la exposicién o hasta media hora después; la segunda fase comienza
entre las 2 y 5 horas después del bafio de sol y puede durar hasta 4 dias, que es
cuando comienza la descamacion de la piel.

Quemaduras eléctricas

Estas quemaduras suelen afectar a la piel y a los tejidos subyacentes en el punto
de contacto con la corriente eléctrica, ya que es en esta zona donde se produce la
mayor resistencia. Aunque la lesion eléctrica sea aparentemente leve, debe ser
atendida por un especialista, ya que puede generar lesiones internas graves. Este
tipo de lesiébn es muy comun por el uso de los tapetes térmicos.

Tipos de quemaduras en funcion de su gravedad
Para evaluar la gravedad de una quemadura no solo se tiene en cuenta el agente
causal, sino también los siguientes factores:

Extension

Para calcular la extensiéon aproximada de la zona afectada se ha empleado
tradicionalmente la «regla de los 9 de Wallace en humanos», en virtud de la cual el
cuerpo se divide en zonas a las que, segun la extension que ocupan en relacion
con la superficie corporal total, se les asigna el valor 9 o un multiplo de 9.

Se considera que una quemadura tiene repercusiones importantes si afecta a un
10% de la superficie corporal. En pacientes en los que el area quemada supere
del 15 al 30% del organismo puede producirse un shock hipovolémico, debido a la
elevada pérdida de agua.

Profundidad
Las quemaduras se clasifican tradicionalmente en primer, segundo Yy tercer grado
segun la profundidad que alcancen las lesiones.
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Quemaduras de primer grado

Afectan a la capa mas externa de la piel, la epidermis. La zona dafiada presenta
enrojecimiento y sensacion de dolor. Cura espontdneamente en cuatro dias con
unos minimos cuidados.

Quemaduras de segundo grado
Se clasifican, a su vez, en superficiales y profundas:

Superficiales.

Estas quemaduras no implican lesién en la capa regenerativa de la dermis, de
manera que cicatrizan facilmente con el tratamiento adecuado. La zona esta
enrojecida y se produce una acumulacion de liquidos bajo las capas externas de la
piel, que forman el exudado y las ampollas. El dolor es intenso y continuado. La
sensacién dolorosa aumenta con el tacto. La reepitelizacion tarda de 7 a 14 dias,
pero no suele dejar cicatriz.

Profundas.

Estas lesiones llegan a la capa regenerativa de la piel, en la dermis. No afectan ni
a los foliculos pilosos ni a las glandulas sudoriparas. Suelen manifestarse como
manchas rojas punteadas sobre un fondo blanquecino. La recuperaciéon es mas
lenta y puede durar mas de un mes. Suelen dejar cicatrices hipertréficas.

Quemaduras de tercer grado

En estas quemaduras se destruye toda la piel en profundidad e incluso pueden
afectar a tejidos subyacentes. Su color tiende a blanquecino y coriaceo. No hay
ampollas. Suelen ser insensibles y no producen dolor, ya que la quemadura
alcanza las terminaciones nerviosas. La reepitelizacion se produce a partir de los
bordes de la lesion de manera irregular, por tanto, suele requerir tratamiento
quirargico (Azcona, 2004).
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Justificacion

La resistencia bacteriana se ha incrementado por el abuso de los antibiéticos, esto
hace cada dia més complicado la antibioterapia en medicina veterinaria, por ello
es necesario buscar nuevas alternativas terapéuticas, se sabe que la sulfadiazina
tiene eficacia terapéutica contra las siguientes bacterias: Staphylococcus aureus,
S. pseudintermedius, S. epidermidis, estreptococos beta-
hemoliticos, Acinetobacter  calcoaceticus, Klebsiella, Escherichia  coli,
Corynebacterium diphtheriae, Enterobacter (incluyendo E. cloacae), Citrobacter,
Proteus, Pseudomonas, Morganella morganii, Providencia, Serratia, que pueden
ser las que ocasionan la dermatitis de diferentes especies tanto domésticas como
silvestres, como es el caso de los perros sin pelo Xoloitzcuintles. Por lo tanto, el
presente trabajo pretende desarrollar, caracterizar y optimizar un gel
termorreversible de Pluronic F-127 cargado con sulfadiazina y evaluar su eficacia
en un estudio piloto en perros como nueva alternativa para el control de problemas
secundarios por bacterias como es Staphylococcus pseudintermedius asociado a
la dermatitis del Xoloitzcuintle con displasia ectodérmica

Hipotesis

¢La terapia con el gel Pluronic-127 cargado con sulfadiazina mejorara la
cicatrizacion de primera intencion en menor tiempo en las lesiones por infecciones
bacterianas, xerosis, acné y quemaduras por sol del Xoloitzcuintle con displasia
ectodérmica al generarse un depdsito de sulfadiazina de sodio mediante la
aplicacion de una forma farmacéutica en forma de gel que retenga el principio
activo mayor tiempo en la piel?

Objetivo general

Desarrollar y caracterizar un gel termorreversible de PF-127 cargado con
sulfadiazina sédica para uso veterinario, mediante pruebas fisicoquimicas, y de
permeacion percutaneain vitro y su evaluacion veterinaria in vivo en Xoloitzcuintles
con displasia ectodérmica en prueba piloto como novedosa alternativa para el
tratamiento de afecciones ocasionadas por las diferentes bacterias que causan la
dermatitis

Objetivos particulares

C- Desarrollar un gel con PF-127 cargado de sulfadiazina mediante el método
en frio por Schmolka et al. 1972

C- Evaluar el gel de PF-127 mediante determinaciones de pruebas
fisicoquimicas (pH, gelificacién, extensibilidad, densidad especifica,
viscosidad)

C+ Analizar espectrofotbmetricamente la solucion receptora de la curva de
calibracion de los estudios de permacion, contenido quimico, y de las
extracciones en piel de Canis lupus familiaris in vitro

C+ Verificar como prueba piloto si el gel ya desarrollado y optimizado podria
servir para las diferentes lesiones del Xoloitzcuintle

C+ Registrar los cambios que obtuvieron los pacientes por medio de
conversaciones y fotografias que enviaron los propietarios.
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Material y reactivos

C+ Agitador magnético

C+ Parrilla eléctrica con agitador

C+ Balanza analitica (Velab. México)
C- Termometro

C+ Vernier

C+ Viscosimetro Brookfield (Modelo DV-E, Stouhton, MA)
C+ Pesas (50, 100, 200 y 500 g)

C- Espectrofotometro UV-Vis (Velab)
C+ Material de cristaleria

C+ Hoja milimétrica

C+ Hoja de acetato

C- Pipetas de transferencia

C+ Matraz volumétrico de 100 ml

C+ Celdas tipo Franz de vidrio

C+ 8 vasos de precipitado 30ml

Material clinico

C Gasas

C+ Guantes

C+ Jabdn quirdrgico

C+ Piola de un metro para bozal

Reactivos
C+ Pluronic F-127® (Sigma, USA)
C+ Agua destilada (obtenida del equipo Mili-Q, Milipore)

C+ Sulfadiazina sodica (Sigma Aldrich, USA)
C- Buffer de Hepes (Sigma Aldrich, USA)

Material biolégico

C+ Piel de Canis lupus familiaris
C+ Xoloitzcuintles con displasia ectodérmica con diferentes dermatitis
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Metodologia

Fase 1
Preparacion del gel en “método en frio” de Schmolka

Todas las pruebas de laboratorio que a continuacibn se van a mencionar se
hicieron en FES Cuautitlan-UNAM, Unidad de Investigacion Multidisciplinaria
Laboratorio 12: Sistemas transdérmicos

Se hizo la prepararon de los geles por el “método en frio” de Schmolka (1972)
(figura 24) con la siguiente férmula:

ml (% de pluronic/100ml) =g
Donde:

% PF-127 en la solucién = g
ml: agua destilada fria a utilizar
%: gramos de pluronic

o En la balanza analitica se pesoé el Pluronic F-127® con las concentraciones
de 25, 30, 35%

o Después se le agregd el agua a una temperatura de 4°C destilada como
diluyente en un vaso de precipitado,

o Luego se agitd en forma manual y posteriormente con el agitador magnético.
Por ser un material termo reversible se debe tener a una temperatura de 4°C
para que sea liquido y poderlo disolver y manipularlo adecuadamente.

o Por dltimo, se mantuvo en refrigeracion por 24 hrs. para su completa
disolucion.

Esquema 9. Preparacion por el “método en frio” del gel de Poloxamero 28-12. Etapa 1.:
Solubilizacion del polimero. Etapa 2: Dispersion directa del farmaco. Etapa 3:
Formacion del gel liquido termosensible (Tomado de Cid et. al., 2015).

TN

PaOT4P188

Farmaco
| >
.J‘ Micelas
poliméricas
[ Gel termosensible
Etapa 1 Etapa 2
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Pruebas de caracterizacién fisicoquimicas del gel

Gravedad especifica

Nos dice FEUM, 11 ed. y Constantino, 2016. que la determinacion de la densidad
se basa en la relacion de la masa de la sustancia a 20°C y la masa de un volumen
igual de agua a la misma temperatura.

Para la calibracion del picndmetro se debe realizar lo siguiente:

e Las mediciones se realizaron a una temperatura de 20°C. Efectuar la
calibracion a 20°C.

e Se ensamblo y pesO el picnOmetro vacio y seco en la balanza analitica,
registrando la masa en gramos, hasta la cuarta cifra decimal.

e Se retird la tapa del tubo capilar y el tapén esmerilado con el termémetro.
Después se llend el picndmetro con agua destilada a 20°C.

e Se colocé el tapon esmerilado con el termoémetro adaptado cuidadosamente y
dejar que el exceso de agua salga por el tubo capilar.

e Por ultimo se verificd que no haya burbujas en el interior del cuerpo del
picnémetro y del capilar.

Para poder determinar la muestra se hace el mismo procedimiento que el utilizado
para la calibracién. Si es necesario equilibrar el liquido que sera examinado a
20°C antes de introducirlo en el tubo para evitar la formacién de burbujas y reducir
el tiempo necesario para obtener la medicion. Los factores que afectan La
precision son los siguientes:

Uniformidad de la temperatura en todo el tubo

Falta de linealidad en el intervalo de densidad

Efectos resonantes parasitos y

Viscosidad si los densimetros transductores oscilantes empleados no
proporcionan compensacion automatica para la influencia de la viscosidad de
la muestra.

Procedimiento:

Después de la calibracion se determind utilizando un picndOmetro de cristal en las
diferentes concentraciones del gel 25, 30 y 35% cuidando la temperatura fuera de
+4°C se debe de hacer a esta temperatura para que el gel no se gelifique y altere
los resultados.

C+ Pesar el picnémetro de cristal sin muestra (vacio)

C- Pesar el picnébmetro de cristal con agua destilada

C- Pesar el picndbmetro de cristal con la muestra

C+ Para calcular la gravedad especifica se aplicara la siguiente formula:

pic. con muestra—pic. vacio

Densidad relativa= - , -
pic con agua—pic.vacio
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Temperatura de gelificacién

La temperatura de gelificacion se determiné con las distintas concentraciones que
ya habia descrito, en un vaso de precipitado con 10 ml de gel y un termémetro de
mercurio se fueron midiendo las temperaturas partiendo de una temperatura de
4°C hasta alcanzar la gelificacion de este.

pH

El término pH, o “potencial de hidrégeno”, se refiere a la concentracion de
hidrégeno en el agua.

El valor de pH indica qué tan “acida” o “basica’ es una solucién acuosa en
comparacion con el agua destilada que tiene un pH “neutro” de 7 en una escala de
1 a 14 (Mancilla, 2017).

El pH se midi6 con un potencidbmetro previamente calibrado con los buffers y
cuidando que el gel se encuentre a 4°C aproximadamente

Viscosidad

Se define como, “la propiedad de los fluidos que caracteriza su resistencia a fluir,
debida al rozamiento entre sus moléculas.” La viscosidad es la medida de la
friccion interna de un liquido. Esta friccion se hace evidente cuando movemos una
capa de fluido en relacion con otra capa. Cuanto mayor sea la friccion, mayor sera
la cantidad de fuerza necesaria para provocar este movimiento de deslizamiento
entre capas. La fuerza necesaria para el deslizamiento de una capa sobre otra se
conoce como cizallamiento. El cizallamiento ocurre siempre que el fluido se mueve
o distribuye fisicamente (Mentactiva © 2022).

Las mediciones se llevan a cabo en el Viscosimetro de Brookfield (Modelo DV-E),
con una aguja S-63. Se midio la fuerza de corte a una velocidad de cizalla de 60
rpom para los geles preparados a distintas concentraciones de 25, 30, 35 % de PF-
127 cuidando la temperatura fuera aproximadamente de 4°C

C+ Se vertieron 2 ml de muestra en una probeta a una temperatura de 4°C +
2°C.

C+ Se colocaron en el viscosimetro la aguja S-63, y se introdujeron en la
muestra cuidando que esta quede centrada sobrepasando la marca de la
aguja para una correcta determinacion.

C- Para todas las mediciones el tiempo de espera es de un minuto y se
registraron en cP.

Extensibilidad

Se puede definir como el incremento de superficie que experimenta una cierta
cantidad de emulsion cuando se la somete a la accién de pesos crecientes, en
intervalos fijos de tiempo (Fernandez, 2003).

C+ En una hoja milimétrica se trazaron dos lineas de interseccion

C+ Se colocaron una hoja de acetato sobre la hoja milimétrica
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C- Sobre la hoja de acetato se colocaron 2g de muestra sobre el punto e
interseccion
C+ Sobre la muestra se colocaron otra hoja de acetato
C+ Posteriormente se colocaron la pesa correspondiente que puede ser de 50,
100, 200 y 500 g, pasando un minuto se toman los valores de radio
C+ Se repitio con las diferentes concentraciones
El &rea de extensibilidad (AE) se calculara segun la siguiente expresion:

E=z (rp)?

Donde:

. pi

rp: radio promedio de las mediciones (mm)

Formulacion del gel

Después de hacer las pruebas fisicoquimicas se le agregé la sulfadiazina sddica
100 mg/ml y se le hicieron de nuevo las pruebas. Con ayuda del programa
Statgraphics, se determinoé el nimero de formulaciones necesarias para obtener la
férmula 6ptima del gel que se utilizd para el tratamiento de acné en Xoloitzcuintles
con displasia ectodérmica.

Curva de calibracion

La curva de calibracion muestra la respuesta de un método analitico a cantidades
conocidas de algun analito. Se mide en el espectrofotbmetro que mide la
absorbancia de la luz, que es proporcional a la cantidad de analitos analizados.
Las soluciones que contienen concentraciones conocidas de analito se denominan
soluciones estandar.

Las soluciones que contienen todos los reactivos y disolventes utilizados en el
andlisis, pero ningun analito afadido deliberadamente, se denominan soluciones
en blanco que en este caso es agua destilada.

Los blancos miden la respuesta del procedimiento analitico a impurezas o
especies interferentes en los reactivos (Harris, 2010).

La prueba de calibracion analitica, se realiza mediante un modelo, que consiste en
encontrar la recta de calibrado (expresibn matematica) que mejor ajuste a una
serie de “n” puntos experimentales, donde cada punto se encuentra definido por
una variable “x” (variable independiente, generalmente concentracion del analito
de interés) y una variable “y” (variable dependiente, generalmente respuesta
instrumental). La recta de calibrado se encuentra definida por una ordenada al
origen (b) y una pendiente (m), mediante la ecuacion y = mx + b. Conjuntamente,
los datos experimentales permiten calcular y justificar la linealidad mediante el
coeficiente de determinacion (R?), este Gltimo debe ser mayor a 0,995 (R%>0,995)

Procedimiento para construir la curva de calibracion:

1) Se prepar6 muestras conocidas de sulfadiazina al 1% diluido con agua
destilada, haciendo todo por triplicado. Con la siguiente ecuacioén:
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ml (g / 100 ml)

Donde:
ml= agua destilada a usar
g= sulfadiazina

2) Se tomd6 1 ml con una pipeta de transferencia de la solucién y lo aforamos a 100
ml en matraces volumétricos de ese aforo volvemos a tomar 1 ml:10 ml al
siguiente matraz volumeétrico

3) Esta ultima dilucion se le agrego en una cubeta y se lee en el espectrofotometro

4) Las cubetas para el espectrofotdmetro se acomodaron de la siguiente manera:
una cubeta de solucion blanco y otra de las diluciones que se hicieron por
triplicado

5) Se anotaron los resultados para con ellos poder hacer la ecuacion lineal

6) Después se calcul6 el volumen de la alicuota que hay de la disolucién estandar.
Para ello se utilizo la siguiente operacion:

ClxV1l =C2xV2

Donde:

C1 = concentracion molar de la disolucion.

V1 = volumen de la alicuota por tomar de la disolucion.
C2 = concentracion molar de la disolucion diluida.

V2 = volumen de la disolucién diluida.

C1=(99.1 mcg/ml) (100 ml)/1 ml=9.910 mcg/mi

C1= (9910 mcg/ml) (100 ml)/1 ml= 991,000 mcg/ml

o lo convertimos en gramos mcg (1 mcg/1000 mcg)(1 g/1000 mcg)= 0.99 g que
tiene la alicuota

7) Por ultimo, para saber si las absorbancias son correctas se hizo una ecuacién
lineal para dibujar la grafica de esa ecuacion en el plano coordenado, que seria
asi:

y=mx +Db

Donde:

m= es la pendiente

b= es la interseccién con el eje
y=también llamada ordenada al origen.

Contenido quimico

Este método general de analisis tiene como objetivo establecer los lineamientos
para determinar la cantidad de peso o volumen neto del producto contenido en el
envase primario que permite asegurar la existencia de la cantidad y dosis
sefalados (FEUM 11 ed, 2014).
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1) Se preparé por triplicado gel con sulfadiazina para 3 ml y uno para solucion
blanco solamente de Pluronic

Pluronic:
3ml(359g/100 ml) =1.05¢g

Sulfadiazina
3 ml (10 mg/1 ml) =30 mg

2) Se tom6 1 ml de la solucién de sulfadiazina y pluronic para aforar a 100 ml en
matraces volumétricos, de este aforo se vuelve a tomar 1 ml: 10 ml al siguiente
matraz volumetrico

3) En la dltima dilucion se agregd a la cubeta y se leyo en el espectrofotémetro

4) Las cubetas se acomodaron de la siguiente manera: solucién blanco solamente
de pluronic y las otras tres de la solucion aforado de pluronic y sulfadiazina

5) Las absorbancias obtenidas fueron comparadas contra la curva de calibracion
previamente realizada.

Caracterizacion biofarmacéutica mediante estudios de permeabilidad en piel
de Canis lupus familiaris

Estudio in vitro de absorcion percutanea

Jiménez (2014) nos dice que, “la permeabilidad de un material hace referencia a la
capacidad que tiene éste de permitir el paso del liquido a través de él, sin alterar
su estructura interna. De este modo se considera que un material es permeable si
deja pasar una cantidad apreciable de fluido en un tiempo dado, e impermeable si
la cantidad de fluido es despreciable”.

Con el fin de conocer la velocidad de liberacion del principio activo desde la
formulacién final hasta su punto de accion, y su capacidad para atravesar
membranas, se disefié el estudio de permeacién en el cual se consiguié una
aproximacion bastante acertada de lo que ocurre fisiologicamente, a partir del uso
de celdas de difusién de Franz, midiendo el paso o liberacién del farmaco a través
de piel donante in vitro.

C+ La piel de Canis lupus familiaris fue diseccionada cuidando el epitelio,
después se hizo un corte de 3 cm x 3 cm para cada celda, a 3 pieles fueron
laceradas y 3 fueron piel integra, una fue blanco.

C- Se le agrego PF-127 al 35% a una muestra de piel que fue seleccionada
para que una fuera blanco, a las otras pieles se le agregaron el Pluronic al
35% con sulfadiazina en 100 mg/ml a 6 pieles 3 laceradas y 3 pieles
integras.

C+ Las pieles se colocaron en 7 celdas tipo Franz con un medio de Buffer de
Hepes que se dejaron en una plancha térmica de agitacion multiple, cada
una con un agitador magnético.

C+ Se tomaron una alicuota de 2 ml que fueron repuestos con otros 2 ml de
buffer en los siguientes tiempos: 2, 4, 6, 8, 24, 26, 28, 30 hrs; cada muestra

33



recolectada se analizé por espectrofotometria UV-Vis a una longitud de
onda de 260 nm

Estudio de extraccion

Con las pieles de Canis lupus familiaris utilizadas en el estudio de permeacién, se
introdujeron cada una en vasos de precipitado con agua destilada, se dejaron con
agitadores magnéticos sobre la placa de agitacion multiple por 24 horas, después
de ese tiempo se tomdé una muestra del agua destilada de cada vaso de
precipitado en la que se extrajo el farmaco y por ultimo se analizaron por
espectrofotometria

caracterizacion

fisicoquimicas
-

temperatura de _
gelificacion densu'!a_d
especifica

v extensibilidad

viscosimetro
de Brookfield

Esquema 10. Pasos a seguir para la caracterizacion del gel
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Resultados
Resultados de las primeras pruebas

A continuacion, en la tabie 4. Se muestran los resultados de las pruebas de
caracterizacion fisicoquimica del gel con sulfadiazina sddica. Las formulaciones
evaluadas se obtuvieron en la aplicacién del programa estadistico Statgraphics

Caracteristicas Pluronic Temperatura

fisicoquimicas pH Gelificacion | Viscosidad | Grav Esp Extensibilidad
% (p/p) Cc° cP (cm)
30 8.3 18 104 9.31 4.244
30 8.37 18 102 9.31 4.386
25 8.35 22 828 9.29 4.530
35 8.2 14 108 9.58 2.198
35 7.88 15 126 9.58 2.314
30 8.29 18 112 9.31 3.114
25 8.57 20 598 9.28 5.356
30 8.34 19 104 9.31 3.361
30 8.15 17 104 9.30 2.206
30 8.5 20 108 9.29 3.954
25 8.3 22 462 9.28 4.389
35 8.49 18 112 9.59 2.232

Promedio 8.31 18.41 239 9.36 3.52

Desviacion 0.18 2.42 248.32 0.12 1.10

estandar

En la tabla 5 se muestra el resumen de resultados de las pruebas que se le
hicieron al gel como fueron: pH, temperatura de gelificacién, viscosidad, gravedad
especifica y extensibilidad, con diferentes concentraciones como son: 25%, 30% y
35%, gracias a estos resultados se pueden introducir al programa de
Statgraphics, la importancia de hacer estas pruebas es para poder hacer la
optimizacion del gel a nuestra conveniencia.

El gel que se adecuo a lo que deseaba es el de 35% por la prueba de
extensibilidad que fue de 2.198 a 2.232 cm esto quiere decir que se expande muy
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poco y que se puede gquedar mas y por mas tiempo en la piel, mientras que en la
prueba de temperatura de gelificacion fue de 14 a 18 °C lo que nos dice que con
menos temperatura va a gelificar, y para qué queremos que el gel se comporte de
esta forma, para en la aplicacion en nuestros pacientes canideos por el hecho de
lamberse y restregarse puede quitar el farmaco.

Todo esto nos da la liberacion controlada, mayor penetracion, estabilidad de

principios activos que en este caso es la Sulfadiazina sddica, en una zona
lesionada de la piel

Resultados de la optimizacion

Tabla 5. Optimizacién de Multiples Respuestas

Minimo Maximo
Respuesta Observado | Observado
Extensibilidad | 21982.8 53567.8
Gelificacion 14.0 22.0
Grav Esp 9.28 9.59
pH 7.88 8.57
Viscosidad 102.0 828.0

Datos/Variables:

Extensibilidad
Gelificacion
Grav Esp

pH
Viscosidad

Tabla 6. Deseabilidad de las diferentes prueba

Deseabilidad Deseabilidad Peso
Respuesta Baja Alta Meta Primero Impacto
Extensibilidad 21982.8 53567.8 Minimizar 1.0 3.0
Gelificacion 14.0 22.0 Minimizar 1.0 3.0
Grav Esp 9.28 9.59 Maximizar 1.0 3.0
pH 7.88 8.57 Minimizar 1.0 3.0
Viscosidad 102.0 828.0 Minimizar 1.0 3.0
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En las tablas 6 y 7 son los resultados del procedimiento que ayuda a determinar la
combinacion de los factores experimentales que simultdneamente optimiza varias
respuestas. Los hace maximizando la funcion de ‘deseabilidad’. Las metas de
cada una de las respuestas actualmente estan establecidas como:

Extensibilidad — minimizar
Gelificacion — minimizar
Grav Esp — maximizar

pH — minimizar
Viscosidad — minimizar

Muestra la funcion de ‘deseabilidad’ evaluada en cada punto del disefio. Entre los
puntos de disefio, la ‘deseabilidad’ maxima y que disminuir para encontrar la
combinacion de factores que alcanza la ‘deseabilidad’ global éptima y asi poder
hacer el gel mas 6ptimo a lo que nosotros deseamos.

Grafica 1. EN esta tabla podemos ver en amarillo (0.8-0.9) la deseabilidad que se
esperaba (33- 35% de Pluronic)

Contornos de la Supefficie de Respuesta Estimada

10 - - Deseabilidad
i ] 0.0-0.1
= | ™= 0102
m F ] 02-03
5 aC B 0.3-04
® : 1 0.405
é o E 0506
g 1t 1 W 0607
i 1 W 0708
6 . 0.809
F ' 7 W 0910
5 = . ; . ]
25 27 29 31 33 35
Pluronic

Tabla 7. Respuesta optima de cada prueba

Respuesta Optimo
Extensibilidad 1.90
Gelificacion 14.25
Grav Esp 9.58125
pH 8.25917
Viscosidad 109.417
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Esta tabla 9 y la grafica 1 muestran la combinacién de niveles de factores que
maximiza la funcién de ‘deseabilidad’ en la region indicada. También muestra la
combinacion de factores a la cual se alcanza el 6ptimo.

Ahora en estos resultados nos dice que concentracion es la mejor y a cual se
deberia de aplicar en nuestros pacientes

Resultados de la caracterizacion del gel

Tabla 8. Resultado de la caracterizacion en los geles 33 % y 35 %

Caracteristicas | ¢, onsibilidad | pH pH | gelificacion | viscosidad gravedad
fisicas especifica
Cm °C cP
% de Pluronico | 33% | 35% 33% | 35% | 33w | 35% | 33w | 35%| 33% | 35%
R E P L C A s
1| 2630 | 1.323 8.48 8.4 16| 175 132 134 | 932| 974
2| 2.750 | 2.015 841 | 843 18 16 130 157 95| 962
3| 2.328 | 1.266 8.65 | 8.49 16 16 88 148 | 954 95
1| 4878 | 4.817 855| 8.63 16 16 127 148 | 951 96
2| 2.153 | 1.608 84| 858 16 17 136 152 | 962 | 953
3| 1592 | 2.204 854 | 83 16 16 92 113 | 955| 968
Promedio 6.667 | 2.205 8505 | 847 | 16.33| 16.41| 1175 142 | 950 961
Desviacion 9685 | 1.332| 00948 | 012| 074| o060| 2153| 16.13| 0.0 0.08
estandar
Total 129.75 | 22.20

Ahora en la tabla 10 se observa el resumen de los resultados de las pruebas
aplicadas en el gel con 33% y 35% para poder hacer la eleccién correcta por
descarte y afinidad a lo deseado, aunque los resultados fueron muy similares se
escogid el gel de 35% por los resultados de extensibilidad que fue de 1.323 a
4.817 cm y de viscosidad 113 a 157 cP lo que nos dice que se expande facilmente
en la piel.
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Curva de calibracién

Tabla 9. Resultados de la concentracion y absorbancia

Concentracion | Absorbancia Promedio
( mcg/mL)

80 0.394 0.377 |0.383 | 0.384
160 0.704 0.79 0.715 | 0.736
240 1.256 1.177 1.233 1.222
320 1.635 1.541 1.652 1.609
400 1.954 1.946 2.167 2.022

A partir de la tabla 10 se preparé la curva de calibracion en el rango 0.3 a 2 ppmy
con la grafica 4 se corrobora la concentraciéon adecuada que nos dice que es de
R2=0.9982 y estos resultados, ¢ Qué quieren decir? Que Los puntos corresponden
a las mediciones experimentales, la linea corresponde al ajuste matematico
representado por la ecuacién de la recta ver grafica 2

De esta forma, una curva de calibracion es la representacion gréfica 2 que
relaciona una sefial instrumental en funcién de la concentracion de un analito que
en este caso es la Sulfadiazina sédica y define un intervalo de trabajo en el cual,
los resultados a informar tienen una precision y exactitud conocida que ha sido
documentada en la validacion de cada método.

Grafica 2. Rectas de ordenada al origen Absorbancia VS Concentracion

Sulfadiazina

2.5

y=0.4148x-0.0496

R%= 0.9i2/
1.5
1 // —¢—Seriesl
/ — Lineal (Series1)

0.5 v

0 T T 1
0 2 4 6

Concentraccion

Absorbancias
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Conjuntamente, los datos experimentales permiten calcular y justificar la linealidad
mediante el coeficiente de determinacion (R?), este Ultimo debe ser mayor a 0,995
(R?>0,995) en nuestros resultados se ajustan a este coeficiente de determinacion
por tener la R2= 0.9982 que se puede ver en la grafica 2.

Contenido quimico

La prueba se realiz6 por triplicado para determinar el contenido de Sulfadiazina
sddica presente en el gel del PF-127. En la tabla 11 se muestran las cantidades
pesadas y adicionadas de sulfadiazina sédica comparadas con lo cuantificado en
el gel en la tabla 12 se ven con resultados del % promedio y desviacion estandar
de la sulfadiazina sodica en el gel de Pluronic al 35%

Tabla 10. Tabla con los resultados de peso tedrico y real de la sulfadiazina sédica

Formulacién | Peso tedrico Peso real
Sulfadiazina Sulfadiazina
sédica, mg sédica

1 30.5 33.12

2 30.5 34.42

3 30.5 32.94

Promedio 33.4933

Para cuantificar la cantidad de sulfadiazina sddica previamente se elaboré una
curva de calibraciébn que se observa en la grafica 2 en donde a través de una
interpolacion de las absorbancias y tomando en cuenta las diluciones realizadas;
podemos determinar la concentracion y posteriormente la cantidad de sulfadiazina
sodica presente en los geles.

La importancia de esta prueba radica en poder determinar y realizar una
dosificacion adecuada con el proposito de obtener un efecto terapéutico sin llegar
a presentar efectos adversos asociados a una sobredosis
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Tabla 11. Tabla con resultados del % promedio y desviacion estandar de la
sulfadiazina sédica en el gel de Pluronic al 35%

Formulacién % de Sulfadiazina

sodica
1 108.5901
2 112.8524
3 108
Desviacion 2.6476

estandar

Prueba de permeacion

A lo largo del experimento no se reporta sulfadiazina en el medio receptor ya que
los resultados aparecieron negativos lo que garantiza que se queda retenida en la
piel, esto nos dice que el farmaco tendra un efecto local que es bueno para los
fines del presente trabajo en desarrollo. Datos no mostrados

Extraccion de sulfadiazina en piel

En la grafica 4 nos muestra las diferencias de las extracciones de piel lacerada y
piel intacta, lo que se puede ver es que se obtiene una cantidad muy parecida una
a la otra, pero la importancia de este estudio es que mayor parte del farmaco se
gueda retenida en piel.

Grafica 3. Resultados de las extracciones tanto de piel lacerada como de piel intacta

Extracciones

M extracciones de piel
intacta

extracciones de piel
lacerada

# de muestras piel

Cantidad de sulfadiazina extraida
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Fase 2.

Metodologia de la aplicacién del gel a pacientes Xoloitzcuintles

En esta parte se hizo una publicacion en medios electrénicos a los duefios de
Xoloitzcuintles pelones que tuvieran alguna dermatitis, en algunos casos eran
pacientes con problemas de hongos asi que estos se descartaron por estar fuera
del protocolo.

A los pacientes que si cumplian con el protocolo como tener quemaduras solares,
acné, lesiones y xerosis, se les dio cita en diferentes clinicas privadas que
prestaron para hacer la investigacion.

Se les hizo una anamnesis a los duefios para saber sus datos, severidad de la
dermatitis y la clase de dermatitis como la dermatitis acral por lamido.

Se pudieron registrar 7 casos diferentes de dermatitis

Durante la primera inspeccion de los pacientes se les midieron con un vernier las
dimensiones de las lesiones y fueron registradas.

A cada paciente después del registro se les realiz, asepsia, mediciones y si era el
caso en pacientes con acné una vez exprimida las espinillas, se les aplico el gel y
se les explico a los duefios como debia aplicarse el gel en las lesiones y
fotografiar la evolucion de las lesiones para poder registrar los avances.
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Resultados en las pruebas en Xoloitzcuintles

Los siguientes resultados se obtuvieron por medio de platicas y fotografias en medios electronicos.
Tabla 12. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Xoco .1 mm en cola .6 mm en cuello

Antes

2 mm en pierna
trasera izquierda
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Continuacién de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones
pata derecha 1.2 cm E S Mano izquierda .7 mm
Yoali
Primer dia
Sexto dia pata derecha mano izquierda
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Continuacién de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

pata izquierda 1.5
cm

pata izquierda 1.5

Eyi cm

Primer dia
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Continuacion de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Xibalba - ~ pata derecha .5 mm mano derecha .2 mm

Primer dia
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Continuacion de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones
Pecas )

zona rostral 80% 80% zona rostral 80%

Primer dia

zona dorso-lateral
izquierdo .1 mm

mano derecha 5 cm
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Continuacién de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Pecas parte interna del muslo

derecho 1 cm

pata izquierda parte
plantar 9.5 cm
Primer dia

pata izquierda parte lateral
3.6 cm
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Continuacion de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Pecas "ﬁ [ ™ Rostral Rostral

Segundo dia

. ™ parte interna del muslo
derecho

mano derecha




Continuacién de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Pecas pata derecha patas traseras
parte plantar

Segundo dia
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Continuacion de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Tonatzin pata derecha 102 cm pata izquierda
lcm

Primer dia

cola .6 mm
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Continuacion de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Canek " cuello.1 mm antebrazo izquierdo zona
lateral .5 mm

Primer dia

mano derecha zona dorsal .5
mm

zona escapular
derecha 1.6 cm
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Continuacion de la tabla. Pacientes y fotos de las lesiones

Paciente Lesiones

Canek antebrazo derecho cola.l1 mm
zona craneal .5 mm

Primer dia
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Anamnesis, descripcion de lesiones y resultados del gel como tratamiento de
diferentes lesiones en Xoloitzcuintles con displasia ectodérmica

Primer paciente Xoco.

1 afio de edad, hembra, en la conversacién la duefa refiere que al otro dia ya
estaban cerrada las heridas, en este caso el gel funcioné al 100% y la cicatrizacion
fue rapida

Segundo paciente Yoali.

Edad de 3 afos, hembra, en las fotos se observa que las lesiones seguian
abiertas al sexto dia lo que se puede decir que el gel con pluronic no tuvo la
reaccion esperada

Tercer paciente Eyi.

Edad de 3 afios, hembra con una dermatitis acral por lamido interdigital abierta por
estereotipia, la duefia coment6 que en los primeros dos dias se habia dejado de
lamer y que la herida estaba cerrando, al tercer dia empez6 de nuevo a lamerse y
se volvié a abrir, en este caso lo remiti a una colega etologa, el gel si estaba
ayudando a cerrar y a no infectarse, pero la estereotipia dificulto seguir con la
cicatrizacion

Cuarto paciente Xibalba.

6 aflos de edad, hembra con exantema en todo el cuerpo, en este caso la
resequedad hacia que se rascara constantemente y de manera enérgica, después
de unos dias el duefio cuenta que el gel le ayuda mucho en quitar el prurito y que
duerme ya sin problemas, el gel sirvid para el prurito y resequedad de la piel

Quinto paciente Pecas.

1 afio 3 meses, hembra, presenté quemaduras por sol, picaduras por mosquitos y
mordeduras por congénere se le aplico el gel y en el tercer dia se vio mejoria en
las zonas de quemaduras por el sol, su piel se veia menos enrojecida, al sexto dia
las lesiones ya estaban cerradas

Sexto paciente Tonatzin.

11 afos de edad, hembra, rotura de piel por acné y prurito, la duefia escribe que
las heridas cerraron en dos dias y alivio la piel seca, la accion del gel fue
satisfactoria

Séptimo paciente Canek.

11 afios de edad, macho, presento acné, puntos negros (comedones) y
resequedad, las heridas cerraron a los dos dias, la resequedad disminuyo, el gel
funciono satisfactoriamente
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Tablo 13. Tabla de tiempos estos son los resultados que muestra con X si se redujo o
quito las lesiones con el tratamiento topico del gel Pluronico F-127 con
Sulfadiazina sodica

Paciente | Tipo de lesién Tiempo de accion Redujo
Xoco aché 24 horas XXX
Yoali acné 6 dia X
Eyi Dermatitis acral por lamido interdigital | 3 dias X
Xibalba Exantema 24 horas XXX
Pecas Quemaduras solares 3 dia XX
Mordeduras por congénere 6 dia XXX
Tonatzin | Herida por ruptura de piel por acné 2 dias XXX
Prurito
24 horas XXX
Canek Acné X
Herida por ruptura de piel por acné 2 dias XXX
Puntos negros (comedones) X
Resequedad 24 horas XXX

En la tabla 13 se puede ver el resumen de los resultados del tratamiento del gel
Pluronico cargado con Sulfadiazina sédica
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Discusion

El Pluronic-127 es un poloxamero (copolimero de tres bloques) tan versatil que se
puede: diluir, mezclar, dosificar y darle la concentraciébn que se necesite, asi los
diferentes autores e investigadores lo utilizan en diferentes concentraciones y para
diferentes aplicaciones y funciones dentro de la industria farmacéutica y
cosmeética. En la industria cosmetologica es muy comun que hagan todas las
pruebas de caracterizacion fisicoquimicas para no dafar la piel

pH

Es deseable que el gel tenga un valor de pH de 7 porque en los canideos su pH es
el mas alto de todas las especies animales, varia entre 6.2 y 8.6, con un valor
promedio de 7,52 (Nesbitt y Ackerman, 2001) y se desa evitar irritacion en la zona
afectada del Xoloitzcuintle

Un pH inadecuado de un producto dérmico aumenta la susceptibilidad de la piel a
los factores dafiinos del medio ambiente.

La viscosidad de un producto dérmico como un gel afecta a su rendimiento ya que
no debe correr entre los dedos de la persona que trata al perro ni la piel del perro
durante el tratamiento. Ademas, la aplicacion del gel debe ser sencilla y la
dispensacién desde su envase debe ser adecuada (Pefia et al., 2022).

Young et al. (2007), destacan que el Pluronic F127 con terminacién en &cido
carboxilico muestra una amplia relacion con el pH. El Pluronic F 127 muestra una
amplia curva de transicion gel-sol-gel dependiente del pH a 37°C, mientras que la
introduccién de la secuencia oligolactida en los copolimeros Pluronic carboxilados
presenta transiciones muy marcadas: transicion gel-sol cerca de valores de pH de
5y la transicion sol-gel cerca de valores de pH de 8 a una temperatura constante.
En este estudio para que evitar que nos afectara demasiado la transicidén a gel, la
solucién se tuvo en una temperatura constante de 4°C, lo que facilité su aplicacion
y el valor de pH resulté ser similar al de la piel de perro, como se ve en las tablas
4, 5y en la gréfica 1 y que ademas permitiera su facil aplicacion y que gelificara
una vez colocado en la piel.

Gelificacion

Gioffredi et. al. (2016) Manifiestan que el tiempo de gelificaciéon aumenté a medida
que disminuyé la concentracion de la solucidon y nos dice que se necesitan 2
minutos para la gelificaciéon completa de las soluciones de Pluronic F-127 con una
concentracion de 35% y 40% p/v, mientras que las soluciones de PF-127 con una
concentracion de 25% y 30% p/v se gelifican en 5 minutos. Por ultimo, el PF-127
con concentraciones de 18, 19 y 20% p/v mostro una gelificacion completa tras 10
minutos de incubacién a 37°C.

Los picos de gelificacion se detectan de forma mas clara y definida para los
hidrogeles de mayor concentracion, 23 % y 25 % como nos plantea Jiménez
(2014), en esta tesis se utilizaron de 25%, 30%, 35% en la experimentacion que se
puede observar en la tabla 6 que dependiendo del % puede ser que la gelificacién
sea mas rapida a menor temperatura y con mayor espesor. En otros trabajos
como el de Lugo (2014) manifiesta que: “En cuanto a las formulaciones
preparadas con poloxamero y Quitosano, se observa que el que presenta mejores
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propiedades de gel es la preparada con poloxamero, esto debido a la
concentracion que se utilizé de Quitosano en la formulacion que fue del 0.5 % por
lo que si se aumenta la concentracion de Quitosano al 2% que segun diversos
estudios es cuando muestra mejores propiedades gelificantes; se esperaria
encontrar un comportamiento mas caracteristico de un gel, es decir, el
comportamiento reolégico del Quitosano depende de la concentracion en la
solucion ya que se encontré que la viscosidad de soluciones concentradas de
Quitosano aumenta con el aumento en la concentracion de este.” Lo que en este
estudio se observd fue que el Pluronic F-127 en conjunto con la sulfadiazina ya
mezclados, hacen que el gel tarde mas en gelificar y eso lo podemos ver en la
tabla 6 de efectos estimados.

Viscosidad

De acuerdo con Miyazaki et. al. (1984), dado que los geles son termorreversibles
su viscosidad aumenta al elevar la temperatura. Sin embargo, la tasa de liberacion
aparente de 5-fluorouracil (5-FU) y adriamicina aumenté al aumentar la
temperatura de 30 a 44° C.

Gioffredi et al. (2016), describen que no se observaron diferencias significativas en
la viscosidad y la tension de afluencia para los hidrogeles de PF-127 con la misma
concentracion preparados en PBS y DMEM. Por otra parte, hubo un aumento de
2% pl/v de la concentracion de PF-127 que no afectd la viscosidad de la fase
sélida, mientras que aumentd notablemente la viscosidad de la fase gel y la
tensién de fluencia. Por lo tanto, la concentracion de PF-127 fue el parametro
crucial para preparar hidrogeles con propiedades de inyectabilidad adecuadas.
Mediante el presente estudio realizado, se observd que efectivamente los valores
de la viscosidad cambian dependiendo de la temperatura, como lo muestra la tabla
5 que es de los efectos destinados para la viscosidad en la tabla 9, en este caso
se tuvo que dejar a una temperatura de 4° C para poder hacer todas las pruebas
porque entre la tension de cizallamiento se hacia practicamente imposible dar una
medida

Extensibilidad

Martines (2016), expresa que la obtencion de unas propiedades reoldgicas
Optimas facilita la extension de la formulacién en la superficie epitelial para formar
una lamina que permita la liberacion uniforme del farmaco, asegurando la eficacia
del preparado. El hidrogel liofilizado se puede molturar facilmente obteniendo un
polvo fino que se hidrata formando un hidrogel viscoso y untuoso, la solucion de
quitosan a la misma concentracion que los hidrogeles tiene una extensibilidad de 3
a 4 veces mayor, debido a la ausencia de entrecruzamiento entre sus cadenas
gue limite su movimiento y extension.

En este trabajo cada que se aumentaba la concentracion de Pluronic, los
resultados de extensibilidad disminuyeron, por ejemplo: de 25% (4.38 cm), 30%
(3.114 cm), 35% (2.232 cm) lo cual es légico dado que al incrementar la
concetracion de pluronic se incrementa la viscosidad haciendo mas dificil la
extension del gel la superficie deseada.
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Formulacion del gel

Se preparo utilizando el método de preparacion de Schmolka, (1972), este es el
método que se utiliza a menudo en el laboratorio, se sigue la técnica en frio en
laboratorio. Se pesa una cantidad (20 g) de Pluronic F127 se afade lentamente
(durante un periodo de 2 o 3 min) al agua fria (80 g), (5-10°C) en un vaso de
precipitados de 250 ml que contiene una barra de agitacion magnética, mientras
se mezcla suavemente.

Esto permite que cada copo se hidrate en la superficie y aumenta la velocidad de
disolucién, mientras que la adicion rdpida de todo el Pluronic F-127 al agua
produce la formacion de una gran masa aglutinada de polimero que requiere
muchas horas para disolverse.

El recipiente puede dejarse en estado de reposo en el frigorifico a 4°C durante la
noche para lograr una solucién completa, o se puede colocar en un bafio de hielo
y mezclar lentamente hasta que el F-127 se disuelva completamente.

Esto tomard aproximadamente 4 horas. Cuando la soluciéon esté completa y la
formulacién se caliente a temperatura ambiente, se formara el gel.

En esta investigacion se observd que si se agitaba por mas de 2 min se hacia
espuma y no se podia trabajar con el gel hasta que se dejaba 12 horas en
refrigeracion a 411C, también se dejo a enfriar el agua destilada para rehidratar el
pluronico, pero aun asi se debe de dejar la solucion en refrigeracion, la
temperatura es muy importante para poder hacer todos los estudios y su
formulacion

Curva de calibracioén

Osorio, (2021), demostr6 que en su curva de calibracion para sistemas de
sulfadiazina en mezclas de carbitol + agua y NMP + agua, se prepard una solucion
de sulfadiazina de 10 upg/mL, utilizando como solvente hidroxido de sodio a una
concentracion de 0,1 N.

Se realizé un barrido con 200 nm hasta 300 nm que con esto se obtuvo el
espectro de absorcion UV con resultado de y = 0,0865x + 0,0063

Rz =0,9999.

En este proyecto de tesis se prepar6 una curva de calibracién con agua destilada
como solvente con 400 mg de sulfadiazina. La curva de calibracion se preparo en
el rango de concentraciones que van de 0.3 a 2 ppm realizandose la lecturas a
una longitud de onda de la tabla 10 con una ecuacion de la linea recta de y =
0.4148x - 0.0496, donde R2=0.9982. Esto se puede ver en la grafica 4.

Estudio in vitro de absorcién percutanea

Ho et al., (1994). Sostienen que los hidrogeles plurénicos han demostrado que
evitan la permeacion cutanea de la capsaicina en comparacion con las cremas
comercializadas. Cuando la difusién del farmaco a través del vehiculo es un paso,
la viscosidad de los vehiculos puede desempefiar un papel importante en el
control de la permeacion del farmaco a través de la piel y debe determinarse.

Whang et al. 2001 nos dicen: Los hidrogeles pluronicos demostraron que impiden
la permeacién cutanea de la capsaicina en comparacion con las cremas
comercializadas. Cuando la difusidén del farmaco a través del vehiculo es un paso,
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la viscosidad de los vehiculos puede desempefiar un papel importante en el
control de la permeacion del farmaco a través de la piel y debe determinarse. Es
una regla general para aumentar la viscosidad de los vehiculos, lo que estructura
mas rigida y disminuir la velocidad de liberacion del farmaco.

Esto explica que en esta tesis las permeaciones dieron valores de absorbancia
negativos en la cAmara receptora de las celdas tipo Franz, lo que nos indica que
dada la viscosidad del gel de pluronic este evita el paso de sulfadiazina a través
de la piel.

Estudio de extraccion

En estos estudios se pone de manifiesto que la sulfadiazina formulada en geles de
pluronic tendrd un efecto meramente local y no sistémico, lo cual es muy
beneficioso para el tratamiento de la dermatitis en Xoloitzcuintles ya que permitira
que el farmaco permanezca directamente en la afeccion cutanea evitando su
absorcion percutanea. Es importante mencionar el hay farmacos que si pueden
llegar a atravesar la piel y tener un efecto sistémico como en el caso de los
estudios reportados por Serrano et al. (2015) en los que utiliza pluronic F-127
como excipiente en su formulacién y ademas puede este copolimero modificar su
liberacion de la forma farmacéutica que en su estudio fueron parches
transdérmicos. De alli la relevancia del uso del pluronic en presentaciones
farmaceéuticas de uso humano o veterinario.

Metodologia de la aplicacion en pacientes Xoloitzcuintles

Berretta, (2003), obtuvo que al aplicar pluronic al 20% junto con propéleo en piel
quemada que la liberacion es mayor a alta viscosidad tiende liberar el farmaco
mas lentamente y que la concentracion del farmaco y del medio de disolucion no
debe de exceder a 10% de la concentracion de saturacion y que para una mejor
aplicacion hacia el paciente quemado seria mejor la aplicacion en aerosol. En esta
tesis se sefala en la tabla 13 que con la paciente Pecas, que tiene quemaduras de
primer grado, se postula con los estudios de extraccién y permeacion que la piel
guemada por estar “lesionada” al siguiente dia se puede observar la mejoria tanto
en color como en dolor, en Xoco las lesiones eran por acné su duefia reporto que
al otro dia ya no tenia ninguna lesion abierta, en Xibalba que tenia exantema
reporta el duefio que al momento de la aplicacién en frio su carita se veia de
satisfaccion por ya no tener esa sensacion de prurito constante, en Eyi tiene una
dermatitis acral por lamido interdigital por estereotipia tuvo mejoria desde el primer
dia pero por su conducta se volvié a abrir se remitio a un etélogo y como en todo
no puede ser tan bueno en los casos de Yoali, Tonatzin y Canek que tienen acné
severo no se obtuvieron cambios respecto a su condicion. Por todo lo
anteriormente mencionado y en funcién de las evidencias el gel esta cumpliendo la
funcion deseada en los Xoloitzcuintles.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Se caracterizo fisicoquimicamente y mediante estudios de permeacion un
gel de pluronic F-127 cargado con sulfadiazina.

En los resultados para la caracterizacion mediante disefio de experimentos
nos determind cual era la férmula 6ptima para administrarse en la piel del
Xoloitzcuintle (Gréafica 1), con una deseabilidad de 0.8-0.9 que corresponde
al 35% de Pluronic-F127

Mediante la prueba de extensibilidad y viscosidad mostraron que se puede
extender en la piel facilmente y dado su valor de viscosidad puede hacer
“un tapon” en la herida.

Los resultados obtenidos demuestran que el gel preparado cumple con las
caracteristicas necesarias de calidad para ser administrados en
Xoloitzcuintles para el tratamiento de dermatitis teniendo un valor de pH de
7, lo cual garantiza que no generara irritacion en la zona de aplicacion del
gel.

La formulacién del gel generada puede coadyuvar en la terapia para las
bacterias en piel del Xoloitzcuintle que pueden dafar al paciente.

La literatura reporta que se hacen capilares sanguineos en un lapso de 7
dias en heridas de aprox. 400 mm2 x 2 mm de profundidad en el
Xoloitzcuintle (Kant et. al., 2014), con esto nos podemos dar cuenta que
gracias al gel de sulfadiazina en Pluronic-127, las lesiones que se midieron
pueden cerrar de un dia a otro por lo que favorecen la cura y disminucion
de estas.

Por ultimo espero que este trabajo ayude a las farmacéuticas veterinarias y
Médicos Veterinarios a mostrar las necesidades que existen en cuanto a la
generacion de nuevas formas farmacéuticas para la administracion de
farmacos de esta raza que tenemos minimizada por el malinchismo y
racismo del pais.
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Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado

CUAUTITLAN

FECHA

Apellido Paterno

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE INVESTIGACION MULTIDISCIPLINARIA
LABORATORIO 12: SISTEMAS TRANSDERMICOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

DATOS DEL PROPIETARIO

Matemo MNombre

Domicilio
Tel. Cel

DATOS DEL PACIENTE
Nombre Especie Color
Sexo Raza Peso
Edad

Se me proporciond la informacion para el propietario y por tanto autorizo el tratamiento con
el producio experimental a mi mascota; entiendo los riesgos, complicaciones e imprevistos

que conlleva el procedimiento

ACEPTO

NOMBRE Y FIRMA DEL PROPIETARIO

67



Anexo 2. Formato para la anamnesis e historia clinica

Cuestionario

Leer cuidadosamente las preguntas, tachar y responder sus respuestas, si tiene alguna duda por
favor no dude en preguntar

El siguiente cuestionario es una guia para la observacion del animal para antes y después del
tratamiento.

Nombre del duefio

Direccion:

Teléfono:

Correo electronico:

Nombre del paciente: Sexo:H M
Edad:

Tipo de lesion:

Sitio del cuerpo donde esta el problema (solo el MVZ debe de llenar esta parte)

¢ Tiene el animal picor?: Si No Gradacion (1-10):
¢ Como se rasca?

N =

¢Con que frecuencia lo hace?
¢Le duele cuando usted lo acaricia? Si. No.

¢Chilla cuando lo toca? Si. No.

¢ Lo muerde cuando lo toca? Si. No.

¢Se ve mas inquieto por la comezon? Si. No.

¢Cuantas veces al dia y en la noche lo hace, aproximadamente?

PN AW

9. ;Porla comezon o el acné ha sangrado su piel? Si. No.
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10. ; Que tratamiento le ha aplicado y con qué resultados?

11. Describa el ambiente interior del animal y el tiempo que pasa en él:

12.Describa el ambiente exterior y el tiempo que pasa en é&l:

13. ; Sobre qué duerme el animal?:
14._Dieta del animal:
15. ; Cémo son las heces?:

16. Historia reproductiva:
17.Fecha y duracion del celo:

Cuestionarioc basado del libro: Machicote Goth Gustavo, (2011), Manuales clinicos por
especialidades Dermatologia canina y felina, Editorial Servert.
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