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DESCRIPCION
Formulacion para el cuidado de heridas

La presente invencion se refiere a un gel para el uso en el tratamiento topico de heridas y areas superficiales del
cuerpo. De manera mas especifica, la invencion proporciona una formulacion de gel para rellenar cavidades con una
fuerza bioadhesiva e integridad cohesiva bajas que porta al menos un ingrediente farmacéuticamente o
cosméticamente activo.

La invencion se dirige principalmente al area de los geles de PVA sometidos a un entrecruzamiento reversible o
parcialmente reversible, para el uso en el cuidado de heridas para administrar sustancias de manera topica. Las
sustancias pueden ser antibiéticos u otros farmacos o anestésicos o antisépticos.

Existe una gran cantidad de bibliografia de patentes en este campo general de los geles para el uso en situaciones
médicas. Se han hecho otros intentos sin éxito para obtener un producto similar. Por ejemplo, el documento
CN1093897 se refiere a una pelicula para anestesia superficial hecha mediante el uso de PVA y lidocaina en una
mezcla de agua destilada y etanol.

Los complejos de geles de PVA - borato son muy conocidos, y su formacion se ha estudiado exhaustivamente en la
técnica anterior. La presente invencion se basa en la producciéon de un gel con una reologia y propiedades de flujo
particulares para el uso en heridas.

En particular, existe la necesidad de un sistema de administracion de gel que sea semisélido, que sea moldeable
cuando se manipula, pero que actie como un liquido viscoso cuando se coloca en un espacio en el que tiene sitio
para fluir. El gel se mueve muy lentamente para rellenar el espacio en el que esta situado. Ademas, el gel deberia
ser relativamente no adhesivo, y se puede retirar intacto sin dejar restos y sin provocar traumatismo tisular.

Las ventajas de tal sistema de administracion para la aplicacion topica de sustancias en una situacion médica son
evidentes, y se podria suponer que si tal gel existiese, se conoceria en este campo. No parecen existir tales
sistemas de administracion basados en geles, y las cremas, pomadas, polvos y geles viscosos usados en la
actualidad no pueden rellenar completamente las laceraciones sin afadir presion y dafiar la herida, y/o requerir
irrigacion y alguna forma de protocolo de lavado durante la extraccion.

Gran parte de la técnica anterior en el area de la modulacion con polioles de los geles de PVA borato parece hallarse
en el area de la oftalmologia, mas que en el cuidado de heridas.

El uso de complejos borato/poliol para formular composiciones oftalmicas que contienen PVA se describe en la pat.
de EE.UU. n° 5.505.953 (Chowhan). Esta patente ensefia un método para superar la incompatibilidad de PVA con
los boratos mediante la adiciéon de polioles monoméricos tales como manitol o sorbitol. Esta patente se refiere
solamente a composiciones oftalmicas, y describe el uso de PVA como potenciador de la viscosidad. La adicion de
poliol detiene la salida de borato y PVA de la disolucion, y el complejo tiene efectos antimicrobianos. La combinacion
de ingredientes descrita no tendria la reologia y las propiedades de flujo de un gel tal como se necesita en la
presente solicitud.

La solicitud de patente de EE.UU. N° 20070059274 también se refiere a productos oftalmicos, y describe como se
puede manipular la concentracion de borato o PVA para alcanzar la viscosidad adecuada de la composicion tras la
activacion del gel (es decir, tras la administracion en el o0jo). Si se desea una composicion intensamente gelificante,
se puede incrementar la concentracion de borato o de polimero. Si se desea una composicién mas débilmente
gelificante, tal como una composiciéon parcialmente gelificante, se puede reducir la concentracién de borato o de
polimero. Se describe que otros factores pueden influir en las caracteristicas gelificantes de las composiciones de la
presente invencion, tales como la naturaleza y la concentracion de los ingredientes adicionales en las
composiciones, p.ej., sales, conservantes, agentes quelantes, etc.

La patente de EE.UU. N° 6444199, titulada Productos de interaccion borato-diol solidos para el uso en heridas,
parece ser el articulo individual mas cercano de la técnica anterior en el campo de la invencién, y aborda el problema
afrontado por los presentes inventores sobre cémo rellenar de manera eficaz una cavidad de una herida con una
sustancia que puede administrar un ingrediente activo.

Esta patente describe como, dependiendo de la concentracion del polimero o polimeros, el borato, y otros aditivos, si
los hay, pueden variar la consistencia de un gel desde fluidos algo viscosos hasta so6lidos amorfos rigidos. A las
concentraciones seleccionadas de los componentes, los productos de reacciéon se comportan como soélidos auto-
reparables o cicatrizables que seran fluidos a la temperatura corporal. Esta propiedad les proporciona un posible
valor como rellenos de cavidades de heridas o masillas para heridas. Se pueden afadir otros componentes solubles
e insolubles para conferir las propiedades deseadas, tales como una absorcion incrementada de fluidos corporales o
la cesion de fluidos.

Aunque el uso principal previsto para el producto del documento US 6444199 son los rellenos de cavidades de
heridas, se mencionan otros diversos mercados médicos y no médicos, y éstos incluyen la administracion de
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farmacos, protesis y almohadillas (rellenos o revestimientos formados in situ), y los mercados de juguetes y
posiblemente el mercado de alivio del estrés para ejecutivos.

Para el uso como un relleno de cavidades de heridas, el documento US 6444199 explica que el producto debe ser lo
suficientemente firme como para manipularlo, y sin embargo debe fluir a la temperatura corporal para adaptarse a la
forma de la herida en alrededor de 10 a 30 segundos. El producto debe ser facil de manipular y absorber o ceder
humedad, o ambos. Los materiales usados deben ser biocompatibles, atdxicos, y no citotdxicos. A este respecto, las
muestras de PVA (5% y 20%) con borato afiadido no exhibieron citotoxicidad cuando se ensayaron en fibroblastos
de ratén L929. De manera importante, esta patente no se ocupa de la modulacién del sistema del gel para permitir la
inclusion de ingredientes activos solubles.

Es evidente que hay mucha técnica anterior en el campo general, y que el problema afrontado por los presentes
inventores es un problema conocido. Sin embargo, en la actualidad no parece haberse descrito o propuesto antes
una formulacién que tenga las propiedades de un gel como se describe en la presente memoria para el uso en el
mercado del cuidado de heridas, que incluya una sustancia activa en un producto de administracion tépica.

La infeccion de heridas se puede definir como la entrada, el crecimiento, la actividad metabdlica y los efectos
patofisiolégicos resultantes de un microorganismo en el tejido de un paciente. Se ha demostrado que la infeccion
afecta a la cicatrizacion de heridas para las heridas agudas y cronicas. Staphylococcus aureus y los estafilococos
coagulasa negativos son las bacterias aisladas con mas frecuencia en el tejido profundo de las heridas cronicas, y
se ha informado que S. aureus esta presente en hasta un 43% de las Ulceras infectadas de las piernas y hasta un
88% de las ulceras no infectadas de las piernas.

Las infecciones bacterianas de heridas se tratan actualmente mediante el uso de antibidticos tépicos, tales como
mupirocina, acido fusidico y neomicina o antibiéticos sistémicos, tales como las f-lactamas, macrélidos y
metronidazol, o una combinacidon de ambos. Sin embargo, se ha informado de manera generalizada de la resistencia
bacteriana a todos estos agentes, y actualmente existen numerosas bacterias resistentes a antibioticos, que incluyen
S. aureus resistente a meticilina (SARM), que es el patdgeno principal aislado a partir de las infecciones
nosocomiales de heridas resistentes a antibidticos. La resistencia creciente de las infecciones de heridas a los
antibiodticos sistémicos y tépicos ha hecho que el tratamiento eficaz sea mas dificil y, por lo tanto, ha surgido interés
en el desarrollo de regimenes de tratamiento nuevos.

La quimioterapia fotodinamica antimicrobiana (PACT) se define como un tratamiento médico mediante el cual una
combinacion de un farmaco sensibilizante y la luz visible provoca la destruccion selectiva de las células microbianas
por medio de la generacién de oxigeno singlete.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un sistema de gel PVA-borato que incorpora un ingrediente
activo tal como un anestésico local, tal como hidrocloruro de lidocaina, o antibidticos o compuestos
fotosensibilizantes que formen parte de PACT y sean capaces de fotosensibilizar a las células bacterianas u otros
patégenos, lo que les hace susceptibles al efecto fotodinamico.

La incorporacion de ingredientes activos cambia la idoneidad y las propiedades reoldgicas del gel para el uso en una
cavidad de una herida, y por lo tanto un objetivo adicional de la invencidn es hacer un gel segun sea necesario que
tenga propiedades de flujo adecuadas para rellenar una cavidad de una herida.

Un objetivo particular es incorporar un ingrediente o ingredientes activos, tales como hidrocloruro de lidocaina o los
farmacos usados en PACT, en hidrogeles de PVA-borato y modular las propiedades reolégicas que permiten el flujo
en el espacio de una herida y la extraccion posterior sin irrigacion o lavado.

Un objetivo adicional de la invencion es proporcionar formulaciones de hidrogeles de PVA-borato para el uso en el
tratamiento de heridas que incluyen laceraciones agudas, heridas crénicas y grandes heridas agudas, tales como
quemaduras, heridas originadas por irregularidades vasculares y por una funcién anormal, heridas originadas por
una infeccién por organismos virales, fungicos y bacterioldgicos, heridas en las que la cicatrizacion esta afectada por
organismos virales, fungicos y bacteriolégicos, heridas en tejidos epiteliales y no epiteliales, heridas en membranas
mucosas Y trastornos cutaneos tépicos.

Segun la presente invencion, se proporciona una formulacion de gel, como se define en la reivindicacion 1,
adecuada para el uso topico y para rellenar una cavidad de una herida y administrar un ingrediente activo en ella, y
el gel tiene un intervalo de pH de 4,5 a 8,5, pero preferiblemente tiene un intervalo de pH de 6,5 a 7,5, y tiene una
fuerza bioadhesiva e integridad cohesiva bajas, y esta formado por un polimero que tiene funciones hidroxilo
extensas, tales como PVA, un reticulador para formar interacciones asociativas entre y dentro de dicho polimero,
preferiblemente, pero sin limitaciéon, una forma de sal de boro que produce iones borato en disolucién acuosa tal
como borax, al menos un compuesto que tiene un efecto beneficioso como ingrediente activo en la herida y al menos
un modulador, y el modulador es una especie de peso molecular bajo que es capaz de unirse a borato o PVA en
disolucion acuosa por medio de la formacion de mono-diol o di-diol, y puede reducir el pH de los hidrogeles de PVA-
borato.

Preferiblemente, el modulador es un compuesto de peso molecular bajo que posee una diversidad de grupos
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funcionales capaces de unirse a borato, y los grupos funcionales son preferiblemente grupos hidroxilo y el
compuesto es preferiblemente un azucar alcohdlico, y lo mas preferiblemente el modulador es D-manitol.

El D-manitol pertenece a un grupo de productos quimicos descritos como azucares alcohdlicos. Otros azucares
alcohdlicos, aunque pueden no ser tan eficaces como D-manitol, se pueden usar también para producir el mismo
efecto que D-manitol. Ademas, también se pueden usar otras moléculas de peso molecular bajo que contienen dos
grupos hidroxilo en atomos de carbono proximos, en posicidn cis, para unir borato y reducir el pH de los hidrogeles
de PVA-borato.

Otros azucares alcohodlicos y compuestos que poseen las caracteristicas y elementos estructurales de dos grupos
hidroxilo en posicion cis y unidos a atomos de carbono adyacentes o préximos para permitir la presentacion de dos o
mas funciones hidroxilo en una conformacién reconocible como una conformacién cis, que se pueden usar en una
formulacién de gel de la presente invencion, incluyen, pero no se limitan necesariamente a, maltitol, dulcitol, D-
sorbitol, xilitol y meso-eritritol.

PVA se puede obtener con diversos grados de hidrdlisis y con diversos pesos moleculares. Sin embargo, la reaccion
con borato no es diferente para las variantes de PVA, y lo Unico que cambiaria es la cantidad necesaria para
producir un gel equivalente. Aunque PVA es el mejor polimero candidato, también se podrian usar otros polimeros
con funciones hidroxilo extensas.

El PVA podria tener un peso molecular de 1.000 a 100.000. En general, el peso molecular usado en la practica de la
invencion seria de 15.000 a 50.000, mas preferiblemente 20.000 a 40.000.

En general, el gel tiene un grado de hidrolisis del 55 al 100%. Mas en general, este es del 65 al 100%, y mas
preferiblemente del 75 al 99%.

La cantidad de borato usada para preparar el gel depende del tipo de PVA usado. En general, se podria usar del 0,5
al 5% de borato. Mas en general, del 1,5 al 4%, y lo mas preferiblemente del 2 al 3%

La cantidad de modulador afadida en la preparacion del gel depende del PVA y del borato y de la eleccion del
modulador. En general, se podria usar del 0,1 al 5%. Mas preferiblemente, del 0,5 al 2%. Por ejemplo, manitol es un
modulador mejor que glicerol, y por lo tanto seria necesario menos manitol que glicerol.

El modulador es esencial para la invencién, ya que permite que el gel mantenga la estabilidad cuando se afiade el
ingrediente activo. Sin el modulador, la viscosidad del gel se desploma o el gel se contrae hasta formar grumos
duros o experimenta una coacervacion perjudicial, o se observa que exhibe una separacion de las fases polimérica y
de disolucion en un sistema de dos fases mediante un proceso conocido como segregacion. El modulador actia
para restablecer las propiedades que permiten que la formulacidon de gel se use en las cavidades para administrar
ingredientes activos.

Por lo tanto, la invencion se refiere al uso de un modulador en un gel de PVA - borato que incorpora un ingrediente
activo para mantener el pH y la estructura del gel.

El gel de la invencidn se puede montar en o puede incorporar un soporte, tal como una malla o gasa. Esto puede ser
ventajoso para cubrir una gran area superficial.

En una realizacion preferida, el ingrediente activo es una forma de sal de lidocaina, lo mas preferiblemente
hidrocloruro de lidocaina monohidrato. De manera alternativa, el ingrediente activo puede ser otro anestésico local
de amida, tal como prilocaina, bupivacaina etc., o de hecho cualquier ingrediente activo que produzca un acido
conjugado y que sea estable en presencia de iones borato.

La presente invencion también proporciona el uso de azlcares alcohdlicos poli-funcionalizados para modular la
formacioén de un sistema de gel de PVA-borato que incorpora un ingrediente activo, en el que el sistema de gel tiene
unas propiedades de flujo que lo hacen adecuado para rellenar una cavidad de una herida.

La presente invencién tiene en cuenta los efectos combinados de los azulcares polidlicos e hidrocloruro de lidocaina
sobre las propiedades fisicas de los hidrogeles de PVA-borato, y produce una formulacion optimizada que seria
adecuada para la administracion tépica.

La invencion se ilustra con referencia a los ejemplos siguientes y a las figuras y tablas, en las que
La Figura 1 muestra el efecto de la concentracion creciente de PVA sobre el pH de los hidrogeles de PVA-borato.
La Figura 2 muestra el aparato usado para determinar la liberacién de farmaco.

Las Figuras 3(a), 3(b) y 3(c) muestran el efecto de D-manitol sobre la apariencia fisica de hidrogeles de PVA-borato
cargados con hidrocloruro de lidocaina.

La Figura 4 muestra el efecto que tiene el niumero de grupos hidroxilo por molécula de poliol sobre la dureza del
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hidrogel y la afinidad hacia los iones borato. La afinidad deriva de las medidas de reduccion del pH producida por
cantidades definidas de adiciéon de poliol. Las reducciones de la afinidad son una estimacion de la eficacia del
proceso de unién entre poliol y borato. Cuanto mayor sea esta medida, mas fuerte sera la asociacion entre los dos, y
esta informacion expresa la capacidad de reducir el pH y la viscosidad de los hidrogeles de PVA-borato. Dichas
reducciones del pH permiten la solubilizacién de cargas utiles deseadas si tales cargas utiles son compuestos de
tipo acido conjugado, tales como lidocaina HCI monohidrato.

La Figura 5(a) muestra el efecto de D-manitol y lidocaina HCI monohidrato sobre el pH de un hidrogel que consiste
en un 10 % p/p de PVA y un 2,5% p/p de borato. La Figura 5(b) muestra el efecto de la concentracion de D-manitol
sobre el pH de una disolucioén acuosa que contiene un 5% p/v de borato).

Las Figuras 6(a), 6(b) y 6(c) muestran los efectos de la concentracién de D-manitol y de lidocaina HCI monohidrato
sobre la viscosidad, la dureza y la compresibilidad (respectivamente) de un hidrogel que contiene un 10% p/p de
PVA'y un 2,5% p/p de borato.

La Figura 7 muestra el perfil de liberacion tipico de lidocaina HCI monohidrato desde hidrogeles de PVA-borato a
diferentes temperaturas, que resulta del estudio de la formulacion seis. No obstante, otras formulaciones producen
perfiles equivalentes, y por lo tanto este grafico se puede tomar como una representacion de todas las
formulaciones. Liberacion acumulativa de lidocaina HCI desde hidrogeles de PVA-borato a través de insertos para
células con un tamario de poro de 8,0 um llevada a cabo a tres temperaturas, en la que la temperatura ambiente fue
26 °C. Los resultados se representan como la media + desviacion estandar (n=3; se representan barras de error
positivas y negativas segun sea adecuado por claridad) y la interrupcién del eje va desde 600 hasta 1400 minutos.

La descripcion siguiente resume las propiedades, interacciones y limitaciones de los hidrogeles de PVA-borato.
También proporciona una percepcion de las propiedades de los polioles (p.ej. D-manitol) y su interaccién con borax y
los hidrogeles de PVA-borato.

La obtencion de seis formulaciones candidatas y su produccion se explican a continuacion.
Obtencion de las formulaciones candidatas

Ecuacion (1)

pHp =pKa- —Long(OS'SO) (1)
Tabla (1)
Lidocaina HCI (%p/v) pHp (sol. acuosa) pHp (Gel)
1 27,79 28,15
2 27,34 27,75
3 27,12 27,45
4 26,98 27,26

La Ecuacion (1) es una derivacion de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch. Se usa para determinar el pH (pHp) al
que la base libre (lidocaina) de un acido conjugado (hidrocloruro de lidocaina) comienza a precipitar de la disolucion.
El pHp depende de la solubilidad de la base libre (So = 0,015 Mol L™ = lidocaina), la cantidad de acido conjugado
afadido a la disolucién (S = hidrocloruro de lidocaina) y el pKa del acido conjugado (pKa = 7,9).

La Tabla (1) anterior muestra ejemplos de pHp de hidrocloruro de lidocaina en disolucion acuosa y en el medio de
hidrogeles de PVA-borato. La determinacién del pHp en el medio acuoso se realiza mediante el uso de la ecuacién
(1), mientras la determinacion del pHp en el medio de gel se obtiene experimentalmente. Aunque existen diferencias
entre el pHp determinado en los medios acuoso y del gel (debido a las interacciones electrostaticas en el gel), es
evidente que el hidrocloruro de lidocaina tiene una solubilidad mayor a valores de pH inferiores, p.ej. un 4% de
hidrocloruro de lidocaina monohidrato es insoluble a valores de pH >7,26 en los hidrogeles de PVA-borato. Por lo
tanto, como los hidrogeles de PVA-borato tienen en general valores de pH dentro del intervalo basico (> 7,5), seria
necesaria la manipulacion de los hidrogeles para solubilizar un 4% p/p de hidrocloruro de lidocaina y llevar a cabo
una formulacién adecuada para su propdsito.

La Figura 1 muestra el efecto de incrementar la concentracion creciente de PVA sobre el pH de los hidrogeles de
PVA-borato. Es evidente, a partir de la Figura 1, que cuanto mayor sea el % p/p de PVA usado, menor es el pH del
hidrogel. Sin embargo, también es evidente que el pH producido mediante cualquiera de las combinaciones de boérax
o PVA no es menor de un pH 7,26. Mediante el uso de las pendientes de las representaciones anteriores, se puede
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hacer una determinacion de la concentracion de PVA necesaria para producir un hidrogel con un pH < 7,26. Para un
0.5% y 1,0% p/p de bodrax, la cantidad necesaria de PVA (+ 4% de lidocaina HCI) produjo un gel con propiedades de
flujo indeseables (consistencia de un gel capilar). Para un 1.5%, 2,0% y 2,5% p/p de bérax, 19%, 17% y 13,5% p/p
de PVA, respectivamente, fue necesario solubilizar teéricamente un 4% p/p de lidocaina HCI. Aunque se produjo un
gel con las formulaciones que contenia un 1,5%, 2,0% y 2,5% p/p de bérax, contuvieron un precipitado de lidocaina,
y fueron extremadamente viscosos. Como resultado, se afiadid D-manitol a las formulaciones para reducir la
viscosidad y el pH (fueron necesarias reducciones de pH adicionales para solubilizar completamente el hidrocloruro

de lidocaina al 4% p/p).
Formulacion (1)
19% p/p de PVA
2,5% p/p de bérax
4% p/p de lidocaina HCI
0,5% p/p de D-manitol,

Hasta 100 g con agua desionizada

Formulacion (3)

17% p/p de PVA

2,0% p/p de bérax

4% p/p de lidocaina HCI
0,5% p/p de D-manitol

Hasta 100 g con agua desionizada

Formulacion (5)

13,5% p/p de PVA
1,5% p/p de boérax

4% p/p de lidocaina HCI
0,5% p/p de D-manitol

Hasta 100 g con agua desionizada

Formulacion (2)

19% p/p de PVA

2,5% p/p de bérax

4% p/p de lidocaina HCI
1,0% p/p de D-manitol

Hasta 100 g con agua desionizada

Formulacion (4)

17% p/p de PVA

2,0% p/p de bérax

4% p/p de lidocaina HCI
1,0% p/p de D-manitol

Hasta 100 g con agua desionizada

Formulacion (6)

10% p/p de PVA

2,5% p/p de bérax

4% p/p de lidocaina HCI
2,0% p/p de D-manitol

Hasta 100 g con agua desionizada

La Formulacién (6) se produjo manteniendo constantes el PVA y bérax e incrementando la concentracion de D-
manitol hasta que el pH fue lo suficientemente bajo como para solubilizar el 4% p/p de Lidocaina HCI monohidrato.

Las formulaciones anteriores tienen propiedades fisicas y de dosificacion variables, como se muestra en la tabla
siguiente (Tabla (2). Aunque cada constituyente del gel afecta a sus propiedades, D-manitol tiene la mayor
influencia. Por lo tanto, al igual que las seis formulaciones citadas, se pueden producir otras formulaciones variando
la concentracién de D-manitol para ajustar las propiedades. Por ejemplo, la Formulacion 2 se puede producir con
cantidades mayores de D-manitol, lo que producira una formulacién con propiedades adhesivas y cinética de
liberacion de farmaco relativamente mayores, a la vez que tendra una dureza reducida (menos viscosa) y un pH
reducido.

Tabla (2)
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Formulacion pH Dureza Adhesividad Liberacién de farmaco
(N) (N em?) (%)
(media+ D.E.) | (media+D.E.) | (media+D.E.) (media £ D.E.)
1 7,18 £ 0,01 26,26 + 1,91 0,43+0,14 19,52 + 0,24
2 7,08 £ 0,02 21,06 + 1,48 0,71 0,24 29,08 + 3,51
3 7,08 £ 0,02 15,96 + 0,93 0,79+ 0,16 27,24 + 1,36
4 7,02 £ 0,02 10,84 + 1,19 1,51+ 0,21 28,79 + 2,01
5 7,03 £ 0,01 6,35+ 0,01 1,75+ 0,15 38,74 £ 7,37
6 7,13 10,02 1,52 £ 0,26 2,21+0,18 62,39+ 0,77

La liberacién de farmaco describe el % de lidocaina HCI liberado después de seis horas, a 37 °C, desde la
formulaciéon hacia una cantidad suficiente de fase receptora para conseguir las condiciones de insaturacion. Los
métodos de analisis se explican con mas detalle mas adelante.

El poli(alcohol vinilico) (PVA) es un polimero hidrosoluble que forma complejos idnicos con una dlverS|dad de iones y
colorantes diazo secundarios cargados, tales como borato', vanadato?, Rojo Congo e iones cuprlcos De estos
complejos idnicos, se prefiere el complejo idnico pollmerlco de PVA-borato especialmente en cuanto a
compatibilidad biomédica, a otras redes entrecruzadas, tales como las basadas en vanadato, por ejemplo, que
exhiben una toxicidad apreciable para el tejido vivo. El mecanismo de formaC|on deI complejo PVA-borato se ha
dilucidado previamente por medio de resonancia magnética nuclear de ¢ y 1gse , Y se cree que los medios
subyacentes de formacion de la red son una complejacion di-diol formada entre dos grupos diol adyacentes del PVA
por una parte y el ion borato por la otra. La reaccion de entrecruzamiento es un procedimiento en dos etapas, por el
que una complejacion mono-diol inicial produce un poli(electrolito), que como resultado de la repulsién electrostatica,
provoca la prolongacion de cadenas poliméricas |nd|V|duaIes y produce un medio favorable estéricamente para que
se dé la continuacion de la reaccion de complejacion di- diol®.

Se dan entrecruzamientos tanto inter- como intra-moleculares como resultado de la reaccion de complejacion di-diol.
Una vez que existen suficientes entrecruzamientos inter-moleculares, la red toma la forma de un sistema de gel.
Esta gelificacion depende del nimero de entrecruzamientos temporales |ndu0|dos formados, que depende de la
concentracion de iones borato y, en menor grado, de la concentracion de PVA®"". Los iones borato, que forman los
entrecruzamientos con PVA e inducen la repulsion electrostatica aniénica en las cadenas se producen por medio de
la disociacion acuosa de tetraborato SOdICO decahidrato (bdrax) para proporcionar porciones equimolares de acido
bérico, iones tetraborato e iones de sodio'". Los cationes de sodio atentian la carga negatlva total del poli(electrolito)
y, al hacerlo, permiten que los entrecruzamlentos borato-PVA estén mas cerca entre si. Esto incrementa de manera
eficaz la densidad de entrecruzamientos®'. La situacion global, como describié Lin et al. (2005), es que la
conformacién de las cadenas de pollmero resulta de un equilibrio entre su volumen excluido, la repulsion
electrostatica entre los complejos cargados unidos a las cadenas poliméricas y el efecto de apantallamiento de los
iones de sodio libres asociados a los complejos cargados “. 12

Los hidrogeles de PVA-borato son de especial interés para la administracion topica de farmacos, dadas sus
propiedades de flujo unlcas y caracteristicas, que se han estudiado exhaustivamente por medio de medidas
viscoelasticas dinamicas'*'®. Estas propiedades se han atribuido a la vida finita (fisa) de los entrecruzamientos
termo-reversibles, mediados por borato. Por lo tanto, las propiedades viscoelasticas se pueden explicar en cuanto al
moddulo complejo (G): si la duracion de una observacion es larga (frecuencia baja) los entrecruzamientos tienen
tiempo suficiente para disociarse (t>t,isa); €l sistema se comporta como un liquido viscoso (G">G'). En contraste, si la
longitud de una observacion es corta (frecuencia elevada) los entrecruzamientos tienen un tiempo insuficiente para
disociarse (t<tysa), Y el sistema se comporta como un sdlido elastico (G'>G")'*"'®. De hecho, comienzan a
parecerse a los entrecruzamientos hallados en los hidrogeles elasticos, unidos de manera covalente, tales como los
hidrogeles de glutaraldehido-PVA, que no exhiben un f|UJO apreC|abIe debido a una integridad estructural apreciable
mantenida por los entrecruzamientos con una vida infinita'?

Un uso potencial para los hidrogeles de PVA-borato es inducir una anestesia localizada en las superficies topicas
expuestas, tales como las dejadas al descubierto durante las laceraciones cutaneas. En la actualidad, solamente se
usan formulaciones inadecuadas, tales como la crema EMLA® (prilocaina 2,5%: lidocaina 2,5% p/v), gel de
lidocaina-epinefrina-tetracaina (LET) preparado en hospital o en forma de disolucion preparada en hospital de
tetracaina (0,5%)-adrenalina (1:20,000)-cocaina (11,8%) para proporcionar anestesia local para heridas laceradas
{{93 Anderson, A. B. 1990; 92 Hegenbarth, M. A. 1990; 91 Singer, A. J. 2001; }}. A diferencia de los hidrogeles de
PVA-borato, estas formulaciones ofrecen poca permanencia en una herida, y se deben retirar con un lavado con
solucion salina. Sin embargo, como se ha demostrado que las formulaciones anteriores proporcionan una anestesia
suficiente {{91 Singer, A. J. 2001; 93 Anderson, A. B. 1990; 92 Hegenbarth, M. A. 1990; }}, la incorporaciéon de un
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anestésico local en los hidrogeles de PVA-borato proporciona una formulacion que es fisicamente adecuada para el
tratamiento de heridas laceradas (nuevas propiedades de flujo), a la vez que todavia tiene la capacidad de
proporcionar una anestesia local eficaz.

La sal de hidrocloruro de lidocaina es una buena eleccién para la administracion, debido a que tiene un inicio rapido
de la accién y una larga duracion de la accion. Sin embargo, la incorporacion directa en hidrogeles de PVA-borato
debe tener en cuenta su efecto potencial sobre la estabilidad de la red. La adicién de lidocaina HCI a los hidrogeles
de PVA-borato incrementara de manera eficaz la concentracion de iones libres totales dentro del gel, y, al hacerlo,
tendra potencialmente un efecto profundo sobre la estructura interna de tales hidrogele321’22. El poli(electrolito) inicial
formado entre borato y PVA atenua la constante de complejacion entre mas interacciones de PVA y borato por
medio de la repulsion electrostatica. Sin embargo, este efecto se puede atenuar por el efecto de apantallamiento de
los iones libres, tales como los que surgen de la inclusion de la forma de sal de una sustancia farmacolégicag. Por lo
tanto, los iones libres invierten cualquier reduccion de la constante de complejacion, y si la fuerza iénica adicional es
suficiente, el sistema se entrecruza prodigiosamente y se segrega hasta un sistema de dos fases que no tiene uso
practico para la administracion tépica.

La complejacion de borato mediante polioles se ha estudiado exhaustivamente®. Penn et al. (1997) demostré que D-
sorbitol y D-manitol (ligandos) forman monoésteres (un ligando) y diésteres (dos ligandos) con los iones borato, y el
complejo con diéster es mas favorable energéticamente. Ademas, no se observé que ningun ligando contuviera mas
de un ién borato, lo que es una consecuencia de las fuerzas electrostaticas que impiden que se una mas de un ién
borato a cada molécula de D-manitol/D-sorbitol. Ademas, Penn et al. (1997) demostré que los carbonos diol
implicados en el monoéster/diéster afectaron a la estabilidad del complejo resultante. Por medio de estudios de
modelizacion, se demostré que los carbonos 3, 4-diol dan lugar al complejo mas favorable,gporque tras la formacion,
los grupos hidroxilo libres parecen orientados hacia el centro y asi estabilizan el complejo2 . D-manitol, por ejemplo,
tiene una afinidad intensa por los iones borato, y se ha mostrado que si se afiade a los hidrogeles de PVA-borato
provoca que el sistema se quidifique19. Esto es el resultado de que el D-manitol se una a los iones borato libres y
retire iones borato de las moléculas de PVA. Este ultimo proceso provoca que la red se fluidifique por los iones
borato en exceso que se unen a D-manitol, y los iones borato unidos a las funcionalidades diol de PVA son captados
por el D-manitol. Por lo tanto, D-manitol aumentara potencialmente la solubilidad del hidrocloruro de lidocaina (por
medio de una reduccion del pH mediante la union de los iones borato libres - base de Lewis) y prevendra la
segregacion provocada por los aniones de lidocaina (por medio de la reduccion de los iones borato disponibles).

Un aspecto de esta invencion es que el D-manitol actia como un modulador de la viscosidad, un modulador del pH 'y
como un medio para prevenir la segregacion, o también reconocible como un proceso de sinéresis, del gel y las
fases continuas.

Materiales y métodos
Materiales

Poli(alcohol vinilico) (PVA) (98-99% hidrolizado, PM = 31.000-50.000), tetraborato sédico decahidrato (borax),
hidrocloruro de lidocaina, xilitol, meso-eritritol, maltitol, D-manitol, D-sorbitol, dulcitol, 1,2-propanodiol, glicerol,
propan-2-ol y D-manitol se adquirieron de Sigma-Aldrich Company Ltd. (Gilingham, Dorset, R.U.). Todos los
reactivos y disolventes fueron de una calidad de laboratorio adecuada y se usaron sin purificacion adicional.

Preparacién y medidas del pH de los hidrogeles de PVA-borato

Se prepararon hidrogeles de PVA-borato (10% p/p de PVA y 2,5% p/p de bdrax) combinando volimenes iguales de
disoluciones de reserva diferentes (20% p/p de PVA y 5% p/p de bérax) preparadas en agua desionizada. Se formo
un gel homogéneo después de calentar la mezcla a 80 °C durante aproximadamente dos horas, con agitacion
periddica. Los geles se almacenaron durante 48 horas a temperatura ambiente para permitir la gelificaciéon completa
antes del estudio. Se afiadieron excipientes, tales como lidocaina HCI y D-manitol, a la disoluciéon de tetraborato
sédico antes de la adicion a la disolucion de PVA.

El pH de las formulaciones de geles se registraron mediante el uso de un electrodo de punta Sensorex® (S175CD,
Sensys Ltd, Stevenage), que esta disefiado para penetrar y medir el pH de sistemas semi-sdlidos. Las medidas del
pH en las disoluciones de borax (5% p/v), tras las adiciones sucesivas de D-manitol (5,0 x 10”° moles), se registraron
mediante el uso del mismo aparato con electrodo.

Analisis de la textura

El estudio de las propiedades mecanicas de los hidrogeles de PVA-borato se llevd a cabo mediante el uso de un
analizador de texturas TA-XT2 (Stable Micro Systems, Haslmere, R.U.) en modo de analisis del perfil de texturas
(TPA). Las formulaciones se colocaron en recipientes de poli(propileno) (44 mm de diametro X 55 mm de
profundidad) (Sarstedt®, Wexford, Republica de Irlanda) habiendo eliminado las burbujas de aire de los geles tras
reposar a temperatura ambiente (>6,0 h) antes de la investigacion. La sonda tubular (10,0 mm de diametro y 150,0
mm de longitud) se comprimié dos veces en cada muestra a una profundidad de 15,0 mm a una velocidad de 10,0
mm s™, con una separacion de 15,0 s entre compresiones. Se hicieron cuatro medidas replicadas en cada caso a
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temperatura ambiente.

La dureza y la compresibilidad, que se han usado previamente para definir las propiedades mecanicas de los
hidrogeles, se obtuvieron de las representaciones de fuerza-tiempo producidas mediante el analisis de TPAY. Los
expertos en la técnica de TPA estaran familiarizados con la produccién de dichas representaciones de fuerza- tlempo
y la obtencion de los datos de dureza y compresibilidad anteriormente mencionados. La dureza, la fuerza necesaria
para llevar a cabo una deformacmn dada, se determiné mediante la fuerza maxima de la primera curva positiva de la
representacion fuerza- tlempo La compresibilidad, el trabajo necesario para deformar el producto durante la
primera compreS|0n de la sonda, se determin6 mediante el area bajo la primera curva positiva de la representacion
de fuerza- tlempo

Analisis de la viscosidad

La viscosidad de los hidrogeles de PVA-borato se determiné a una fuerza de cizallamiento constante mediante el
uso de la técnica de caida de esfera y aplicando la ecuacion de Stokes, como se muestra en la Ecuacion 2;

2(AP)ga’

== 2)
9v

en la que n es la viscosidad a una fuerza de cizallamiento constante AP es la diferencia de densidad entre la esfera
y el gel, g es la aceleracion debida a la gravedad (9,807 m s ) a es el radio de la esfera y v es la velocidad obtenida
experimentalmente de la esfera a través del gel de ensayo. La velocidad constante se obtuvo a partir del tiempo
necesario para que la esfera metalica recorriese una distancia definida en el gel. Para asegurar que las medidas se
tomasen tras alcanzar una velocidad terminal, la distancia definida se midié desde un punto en el que la esfera se
habia hundido 2,0 cm en el gel y se paré 5,0 cm antes de que la esfera alcanzase el fondo del recipiente. Se
determind la viscosidad para cada hidrogel y posteriormente se repitié para muestras replicadas (n = 4).

Comparacién de la afinidad del poliol hacia los iones borato

Se usaron los siguientes polioles en esta investigacion; maltitol, dulcitol, D-manitol, D-sorbitol, xilitol, meso-eritritol,
1,2-propanodiol, glicerol. Ademas, también se investigo el efecto de propan-2-ol. Se estimo la afinidad de cada poliol
hacia el borato mediante el uso de titulacién directa y mediante el analisis de las caracteristicas del gel. En el primer
método, se afiadieron adiciones graduales (1,0 ml) de una disolucion de poliol 0,5 M a 100,0 ml de una disolucién del
5% p/v de borax y se registré el pH. Se calculé la reduccion de borato libre y la reduccidn en porcentaje subsiguiente
por 5, 0x10™ moles de poliol mediante el uso de la Ecuacion 3;

10®MPKa) [H,BO4]o = [B(OH)4]s (3)

en la que [H3BO3]o es la concentracion de acido bérico, [B(OH)4 ]t es la concentracion de iones borato libres y pKa es
el pKa del acido bdrico (obtenido a partir del pH inicial de la disolucion del 5% p/v de bérax). La ecuaciéon supone que
la concentracion de acido bérico no cambia con la adicion del poliol, y que solamente se dan iones monoborato a la
concentracion de bérax usada en el analisis (es decir, no existen agregados de borato). Estas suposiciones son
coherentes con el trabajo de otros |nvest|gadores

Ademas, se estim6 el efecto de los polioles sobre la concentracion de iones borato libres dentro del hidrogel
mediante el uso de los cambios en el pH del gel tras la adicion de un poliol definido. Se produjeron hidrogeles
normales de un 10% p/p de PVA y un 2,5% de bérax que contenian cada poliol a una concentracion de 0,1 molar. Se
midi6é el pH de cada gel tras el equilibrio, y cada medida se llevd a cabo para cuatro muestras (n=4). De forma
similar, se determinaron los cambios en la dureza del gel que surgieron de las variaciones de borato libre inducidas
por la adicién del poliol mediante el uso del analisis del perfil de la textura, como se describié anteriormente. Como
antes, se hicieron cuatro medidas replicadas en cada caso a temperatura ambiente (n=4).

Estudios de liberacioén in vitro

Se estudio la liberacion de farmacos unidimensional mediante el uso de insertos para cultivos celulares (Nunc®, N°
137508, Rochester, EE.UU.) construidos con una membrana integral de poli(carbonato) con un tamafio de poro de 8
pm, tal como se muestra en la Figura 2. Los insertos se usaron como la fase donante cargada de gel suspendidos
en una fase receptora acuosa. Los insertos para células se modificaron para que tuvieran una colocacion
independiente elevando la base normal 1,0 cm de altura, lo que también asegurdé una agitacion eficaz bajo el lado
receptor de la membrana permeable. El hidrogel (4,00 g) se afiadié a los insertos y se registré su altura y peso
dentro del inserto antes, y después, de las investigaciones de liberacion in vitro.

Los experimentos de liberacién comenzaron una vez que se colocaron los insertos cargados de gel en 100 ml de
fase receptora, que se agité a 250 rpm. Se us6 un tampodn fosfato (BP 1999 pH = 6,8) como fase receptora para
imitar el medio ligeramente acido de una herida infectada/inflamada®'. Las condiciones de insaturacion se
mantuvieron a lo largo del experimento de liberacion asegurando que el farmaco total posible en la fase receptora
nunca superase el 10% de su solubilidad en este compartimento. A intervalos de tiempo definidos, se extrajeron 5,0
ml de fase receptora, se sustituyeron por tampon fresco y se determind la concentracion de lidocaina de manera
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espectrofotométrica a 265 nm (espectrofotémetro de barrido UV-Visible Carey® 50). Los estudios de liberacion in
vitro se llevaron a cabo a temperatura ambiente, 37 °C y 50 °C. Una vez terminados, se midioé de nuevo la altura y el
peso del gel. Cada experimento de liberacion se llevo a cabo tres veces (n = 3).

Tratamiento de datos y anélisis estadistico

Para dilucidar el mecanismo de liberacién de farmaco como una funcién de la temperatura, se ajustaron los datos de
liberacién de farmaco a la ecuacion exponencial descrita por Peppas y mostrada en la Ecuacion 4%,

M; n
—— =kt 4
M @

00

en la que M es la cantidad de farmaco liberado a tiempo t, M. es la cantidad total de farmaco en el sistema, M/M..
es la fraccién de farmaco liberado a tiempo t, k es la constante cinética que incorpora las propiedades del sistema
polimérico y el farmaco, y n es el exponente de difusién de la liberacion de farmaco, usado para caracterizar el
mecanismo de transporte del farmaco. Por lo tanto, el calculo del exponente de liberacion n permite la determinacion
del mecanismo de difusion en los sistemas poliméricos. Se usé solamente la region del primer 60% de liberacion de
farmaco con un perfil de liberacion estable para determinar n, es decir, la region inicial de flujo elevado se excluyé de
la determinacion de n.

Se estudi6 el efecto de D-manitol e hidrocloruro de lidocaina sobre la dureza, la compresibilidad y la viscosidad de
los hidrogeles de PVA-borato mediante el uso de analisis bidireccional de la varianza (ANOVA) con un disefio
factorial 5 X 7. Se empled un analisis posterior, concretamente la prueba de Tukey, para comparar las medias de los
grupos individuales. Ademas, se determiné el efecto de cada poliol sobre la dureza de los hidrogeles normales
mediante el uso de ANOVA con un disefio factorial 1x7. Se empled de nuevo la prueba de Tukey para el analisis
posterior. P<0,05 indic6 una significacion para todas las comparaciones estadisticas.

Resultados

El efecto de D-manitol sobre la apariencia fisica de los hidrogeles de PVA-borato cargados con hidrocloruro de
lidocaina se muestra en la Figura 3(a), 3(b) y 3(c). Se eligié una formulacion que contenia un 10% p/p de PVA y un
2,5% p/p de tetraborato sédico para esta investigacion. Esta formulacion se eligié porque poseia un grado elevado
de dureza, compresibilidad y viscosidad, y asi se podria adaptar a cualquier reduccion de las propiedades fisicas
provocada por D-manitol o hidrocloruro de lidocaina. A partir del examen de los resultados, es evidente que D-
manitol incrementa la solubilidad del hidrocloruro de lidocaina, tal como se demostré mediante la region de gel clara
observada en la esquina superior derecha del diagrama de fases (Figura 3(a)). Ademas, D-manitol previene el efecto
de segregacion observado en los hidrogeles de PVA-borato provocado por las concentraciones de hidrocloruro de
lidocaina que superan el 3,0% p/v. Ademas, un hallazgo importante es que a medida que la temperatura se
incrementa desde la temperatura ambiente pasando por 37 °C hasta 50 °C, se reduce progresivamente la solubilidad
del hidrocloruro de lidocaina. Esto es evidente en el movimiento progresivo de la region de interfase opaca-clara que
abarca finalmente todas las concentraciones de lidocaina HCI (Figura 3(c)).

La Tabla 3 muestra el efecto de cada poliol sobre la concentracion de borato libre, el pH y la dureza del hidrogel de
ensayo (10% p/p de PVA 'y 2,5% p/p de bérax).

Tabla 3

% de reduccion de .

poliol borato libre / 0,0005 pH dellhl%o$el\lﬂ Dureza (N)
moles con poliol 0,

Mailtitol, C12H24011 7,25+1,59 7,63+0,019 2,79+0,14

Dulcitol, CeH1406 7,46 £1,41 7,67 £0,015 3,87 £0,38

OH OH
i _OH
HO Y
OH OH
D-manitol, CsH1406 747 £1,10 7,74 £0,023 4,07 £0,25
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% de reduccion de .
5 pH del hidrogel

poliol E)noc;aet;) libre / 0,000 con poliol 0,1 M Dureza (N)
“OH OH
A__OH
HO™ ™
OH OH
D-sorbitol, CeH1406 6,87 £ 1,25 7,79 £ 0,02 4,37 £ 0,31
OH OH
OH
HO™ Y
OH OH
Xilitol, CsH1205 4,97 1,21 7,95 + 0,038 5,18 £ 0,31
QH C:)H
HO\/:\/:\/OH
6H
Meso-eritritol, CsH1004 4,97 £ 1,17 8,10 £ 0,01 9,01+0,45
OH
HO/Y\/OH
OH
1,2-propanodiol, C3HsO2 2,08 +0,78 8,39+ 0,02 14,10+ 0,5
OH
OH
Propan-2-ol, C3HgO+ 0,51+ 1,09 8,393 +/- 0,012 14,30 +/- 0,65
T
Glicerol, C3Hg03 3,36 + 1,34 8,17 +/- 0,022 11,06 +/- 0,62
Ho/\/\OH
OH
Sinpoliol e 8,41 +/- 0,51 14,58 +/- 0,89

La tendencia abrumadora es que la afinidad por el borato se incrementa a medida que se incrementa el nimero de
grupos hidroxilo por molécula. Existe un incremento evidente de la reduccion del borato libre (tal como se observa
mediante la reduccién del pH) y de la dureza a medida que se incrementa esta caracteristica estructural. De hecho,
cada reduccion secuencial del numero de grupos hidroxilo por molécula, es decir, de 6 a 5 a 4 y asi sucesivamente,
dio como resultado incrementos significativos de la dureza del hidrogel, tal como se muestra en la Figura 4. Por
ejemplo, se demostré que el hidrogel que contenia eritritol 0,1 molar (cuatro grupos hidroxilo por molécula) tuvo una
dureza (p < 0,001) y compresibilidad (p < 0,001) significativamente mayores que el hidrogel cargado con xilitol 0,1
molar (cinco grupos hidroxilo por molécula). Si se mantuvo constante el numero de grupos hidroxilo por molécula,
como en dulcitol, D-manitol y D-sorbitol, no se observé ninguna diferencia significativa en la dureza. Ademas, se
demostré que el efecto sobre la dureza de los grupos hidroxilo por molécula estaba inversamente relacionado con la
afinidad del poliol hacia los iones borato. Esto se ilustra mediante la tendencia decreciente de la afinidad por el
borato a medida que disminuye el nimero de grupos hidroxilo por molécula.

Ademas, se demostré que los hidrogeles cargados con propan-2-ol y 1,2-propanodiol 0,1 molar, con uno y dos
grupos hidroxilo por molécula, respectivamente, no tuvieron efecto sobre la dureza del hidrogel al compararlos con el
hidrogel que no contuvo poliol.

El efecto de la incorporacion de D-manitol y lidocaina HCI sobre el pH de los hidrogeles de PVA-borato se muestra
en la Figura 5(a). Es evidente que tanto D-manitol como, en menor grado, hidrocloruro de lidocaina, reducen el pH
del hidrogel ensayado (10% p/p de PVA y 2,5% p/p de bdrax). De manera importante, el incremento de D-manitol
provoca una reduccion lineal del pH. Esto se puede comparar con el efecto de D-manitol sobre el pH a un 5% p/v de
disolucion de bérax, tal como se muestra en la Figura 5(b), que de nuevo exhibe una proporcionalidad inversa entre
el pH y la concentracion de D-manitol.
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El efecto de la incorporacién de D-manitol y lidocaina HCI sobre la dureza, la compresibilidad y la viscosidad se
muestran en las Figuras 6(a), 6(b) y 6(c), respectivamente. De nuevo, la concentracion de PVA y bérax se mantuvo
constante (10% p/p de PVA y 2,5% p/p de bérax). En ausencia de lidocaina HCI, el incrementar el D-manitol a
incrementos del 0,5% p/v provocd una reduccion significativa entre etapas de la dureza y la compresibilidad de los
hidrogeles de PVA-tetraborato hasta una concentracion total de 2,5 % p/v de D-manitol. Por ejemplo, se demostro
que el hidrogel que contuvo un 0,0% p/p de hidrocloruro de lidocaina y un 1,5% p/p de D-manitol posey6 una dureza
(p < 0,001) y compresibilidad (p < 0,001) significativamente mayores que el hidrogel que contuvo un 0,0% p/p de
hidrocloruro de lidocaina y un 2,0% p/p de D-manitol. Sin embargo, el incrementar el D-manitol un 0,5% p/p entre el
2,5% piv y el 3,0% p/v no produjo un efecto significativo sobre la dureza y la compresibilidad. La tendencia
observada en la dureza y la compresibilidad también es evidente para la viscosidad; excepto porque una vez que D-
manitol supera el 2,0% p/v, no se observa una reduccion adicional significativa. Ademas, a partir del analisis
estadistico, fue evidente que existid una interaccion entre lidocaina y D-manitol, ya que el efecto de afiadir ambos en
el mismo gel no es simplemente una reduccién aditiva de las propiedades fisicas, es decir, fue evidente un punto de
saturacion, en el que, a ciertas concentraciones de D-manitol, aiadir hidrocloruro de lidocaina no tuvo efecto sobre
las propiedades fisicas del hidrogel (el analisis bidireccional de la varianza puede identificar si una variable tiene un
efecto significativo y si dos variables estan interaccionando entre si - una vez que se halla una interaccioén, se debe
tratar cada grupo por separado para dilucidar la naturaleza de la interaccion - lo que consume mucho tiempo para un
disefio factorial de 5 X 7 = 35 grupos individuales). Con respecto a la dureza y la compresibilidad, el incrementar el
hidrocloruro de lidocaina en un 2% p/p (hasta el 4%) provoca una reduccion significativa de la dureza y la
compresibilidad de los hidrogeles cuando la concentracion de D-manitol es < 1,5% p/v. Por ejemplo, se demostré
que el hidrogel que contuvo un 1,0% p/p de hidrocloruro de lidocaina y un 1,0% p/p de D-manitol posey6 una dureza
(p < 0,001) y compresibilidad (p < 0,001) significativamente mayores que el hidrogel que contuvo un 3,0% p/p de
hidrocloruro de lidocaina y un 1,0% p/p de D-manitol. Sin embargo, cuando la concentracion de D-manitol es mayor
del 1,5% p/p (punto de saturacion), el variar la concentracion de hidrocloruro de lidocaina del 0-4% p/p no tiene un
efecto significativo sobre la dureza y la compresibilidad del hidrogel. Esta tendencia también es evidente con
respecto a la viscosidad, excepto porque la concentracion de saturacién aparente de D-manitol por hidrocloruro de
lidocaina es del 0,5% p/p.

Los perfiles de liberacion in vitro se muestran en la Figura 7. En esta parte del estudio, las cargas de lidocaina HCI
(4,0% p/p), D-manitol (2,0% p/v), tetraborato sdédico (2,5% p/v) y PVA (10,0% p/v) se mantuvieron constantes, y la
temperatura fue la Unica variable que cambid. Es evidente que incrementar la temperatura provoca no solamente un
incremento de la velocidad de liberaciéon de hidrocloruro de lidocaina, sino que también altera el mecanismo
mediante el cual el farmaco abandona el sistema. Como se puede observar en la Tabla 4, el tiempo medio
transcurrido para que se libere el 60% del farmaco (ts0%) disminuye hasta 210 minutos para la liberacion a 50 °C. De
manera interesante, el exponente de liberacién, tal como se calculé mediante el uso de las representaciones de
logaritmos neperianos de los estudios de liberacion de farmaco y aplicando la ecuacion 4, también se incremento a
medida que se incrementd la temperatura.

Tabla 4

Tiempo para conseguir una liberacion del 60% (ts0%) y exponente de liberacion correspondiente tal como se calculd
mediante el uso de la Ecuacion 4

Temperatura / °C ts0% / minutos exponente de liberacion
ambiente 390,48 + 14,79 0,668 + 0,095
37 336,59 + 4,30 0,711 £ 0,025
50 238,42 + 2,06 0,825 £ 0,012

Estos resultados indican un cambio en el mecanismo de liberacion de farmaco, en el que la difusion es el
mecanismo predominante cuando la temperatura es baja, cambiando de manera constante hasta uno que se
aproxima a una cinética de orden cero a medida que la temperatura se eleva. De hecho, el perfil a 50 °C muestra
pruebas de que la liberacion de lidocaina se aproxima a la linealidad para el primer 60% de liberacion de farmaco
respecto del tiempo.

Discusién

Las matrices poliméricas de PVA-borato tienen un nuevo interés, ya que ofrecen un grupo unico de propiedades de
flujo caracteristicas que hacen de ellos un vehiculo eficaz de administracion de anestésicos locales en heridas
cavernosas. Su fuerza bioadhesiva e integridad cohesiva bajas aseguran que el sistema se puede retirar en forma
de una pieza intacta y sin provocar un traumatismo adicional. Se ha estudiado exhaustivamente la formulacién y
liberacién de farmaco de lidocaina HCI de las matrices poliméricaszo’ % Mediante este trabajo se ha demostrado que
sin la incorporacion de D-manitol en el hidrogel polimérico de PVA-borato analizado, la compatibilidad del
hidrocloruro de lidocaina seria escasa, es decir, se forma un precipitado o el hidrogel se segrega. Un hallazgo
importante de este trabajo ha sido demostrar que D-manitol es capaz de modificar la dinamica de entrecruzamiento
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de estos hidrogeles, y por lo tanto mitiga el colapso de la red inducido i6bnicamente o previene la formacion de
precipitados inducida por lidocaina HCI. De hecho, se demostré que fue posible una incorporacién de hasta y que
superase el 4,0% p/v de lidocaina HCI en un gel homogéneo. Se deberia recordar que la lidocaina HCI se disuelve
en agua para formar una disolucion acida, tal como se muestra a continuacion.

LIDHCI" — LIDH" + CI
LIDH* = LID+ H" pKa=7,9
El 4cido conjugado LIDH" se disociara ligeramente para formar la base de lidocaina relativamente insoluble LID

(solubilidad = 0,015 mol L'1). La formacion de la base de lidocaina y cualquier precipitado posterior se puede
relacionar con la concentracion inicial de lidocaina HCI y el pK, mediante la Ecuacion 120;

S-S
PHp =pKq —L0910( 3 OJ (1)
0

en la que pH, es el pH por encima del cual el farmaco comienza a precipitar de la disolucion en forma de la base
libre, pKa es el pKa del hidrocloruro de lidocaina (= 7,9), So es la solubilidad de la base de lidocaina (0,015 mol L™) y
S es la concentracion del hidrocloruro de lidocaina disuelto en la disolucién. Segun la ecuacion (1), las disoluciones
homogéneas se favorecen a pH bajo, y el farmaco disuelto se halla solamente en forma de la base libre por encima
de un pH de 7,9. Por lo tanto, dada la alcalinidad inherente de los hidrogeles de PVA-borato (la disolucion de borax
del 5% p/v es un tampon a pH 9,3 a 20 °C), es potencialmente inalcanzable producir una disolucion de lidocaina HCI
a concentraciones terapéuticas en tales geles.

La solubilidad incrementada del hidrocloruro de lidocaina en los hidrogeles de PVA-borato, provocada por el D-
manitol, tal como se muestra en la Figura 3, es el resultado de la unién de D-manitol a los iones borato libres del
medio acuoso del gel19. Al unirse a los iones borato, el D-manitol disminuye el pH del hidrogel y por tanto aumenta la
solubilidad de lidocaina HCI. Se puede observar a partir de la Tabla 1 que el factor determinante de la afinidad por el
borato entre los polioles es el nimero de grupos hidroxilo por molécula. Cuantos mas grupos hidroxilo haya
disponibles, mayor sera la posible asociacion y la formacion de un monoéster, y mas probable sera la formacion de
un complejo favorable energéticamente, como se observa con borato y los carbonos diol 3 y 4 de D-manitol.
Ademas, los isémeros tales como dulcitol, D-sorbitol y D-manitol tienen afinidades similares por el borato, debido a
que tienen una densidad equivalente de grupos hidroxilo en una estructura de cadena abierta. Esto se confirma
mediante el efecto de dulcitol, D-manitol o D-sorbitol 0,1 molar sobre la dureza de los hidrogeles, en los que no se
mostré una diferencia significativa (Figura 3). Se ha demostrado que maltitol, con la mayor densidad de hidroxilos
por molécula, tiene la mayor afinidad por los iones borato. Se deberia tener en cuenta, sin embargo, que maltitol es
un disacarido, y es concebible que se pudieran unir dos iones borato a cada ligando. Aunque maltitol tiene una
afinidad mayor por los iones borato globalmente, no hay ninguna ventaja en su uso, ya que su mayor masa
molecular necesita que se incluya una masa mayor en la formulaciéon para llevar a cabo la misma uniéon que una
cantidad equivalente de D-manitol. Tras esto, se eligi® D-manitol como el poliol de eleccion, debido a su afinidad,
facil disponibilidad y estatus farmacéutico regulado (manitol BP).

Al unirse a los iones borato libres, el D-manitol reduce de manera eficaz el pH del medio acuoso, tal como se
confirma en la Figura 5, lo que da como resultado una solubilidad incrementada de lidocaina HCI. Ademas, la
segregacion, provocada por las concentraciones elevadas de lidocaina HCI (= 3,0% p/p), se inhibe de manera activa
mediante D-manitol, un efecto que se puede explicar por la constante de complejacion entre PVA y los iones borato.
Se deberia recordar que la segregacion esta provocada por un incremento de la constante de complejacién con PVA
debido a un incremento de la fuerza i6nica. El incremento de la fuerza iénica, como resultado de la lidocaina HCI
afadida, reduce el efecto de repulsion de la red de poli(electrolito), lo que a su vez provoca un incremento de la
constante de complejacion y el incremento resultante del entrecruzamiento de borato-PVA. Este incremento de la
densidad de entrecruzamientos da como resultado la separacion de fases y la segregacién9’19. Se deduce, por lo
tanto, que si el D-manitol puede captar los boratos libres, estos Ultimos no estan disponibles para la unién, y se evita
la constriccion de la red. Es importante indicar que, en ausencia de D-manitol, solamente las concentraciones de
lidocaina HCI = 3,0% p/p provocan la segregacion, porque las concentraciones inferiores no producen cationes
lidocaina-H+ (acido conjugado) ya que el pH ambiental de los hidrogeles es mayor de 7,9.

Este estudio ha demostrado que la solubilidad de lidocaina HCI en los sistemas de PVA-borato disminuy6 a medida
que se incremento la temperatura, como se muestra en la Figura 3. Esto es un hallazgo importante, y se puede
atribuir a la ruptura de la estructura interna de los hidrogeles de PVA-borato tras el calentamiento, tras lo cual se
reduce la densidad de entrecruzamientos di-diol y se incrementan los iones borato libres disponibles. Este
incremento de los iones borato libres eleva el pH, lo que provoca una reduccion de la solubilidad de lidocaina HCI. El
resultado finezl es un precipitado formado una vez que se supera la solubilidad de saturacion de la base de lidocaina
(0,015 mol L).

En la bibliografia esta bien descrito que D-manitol tiene una afinidad mayor por los iones borato respecto de PVA, lo
que significa que D-manitol competira y retirara progresivamente los iones borato de los hidrogeles de PVA/borato,
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provocando que el sistema se quidifique19. La reduccion progresiva de la densidad de entrecruzamientos de los
hidrogeles de PVA-borato mediante una concentracion creciente de D-manitol es evidente a partir del analisis de la
textura y la viscosidad. La caracterizacion fisica demostré que incrementar el D-manitol en incrementos del 0,5%
hasta una concentracion final del 2,5% p/p para el analisis de la textura y hasta el 2% p/p para la determinacion de la
viscosidad produjo reducciones significativas en ambas (Figura 6). Esta reduccion de las propiedades fisicas del
hidrogel se puede atribuir a la captacion sucesiva tanto del borato libre como del borato unido a moléculas de PVA
mediante D-manitol. Esta uniéon de los iones borato a D-manitol parece alcanzar un punto de saturacién a
concentraciones elevadas de D-manitol; p.ej., no hay una reduccion significativa de la viscosidad incrementando el
D-manitol al 2-3% p/p. Este efecto de saturacién se explica por la reduccion logaritmica de los iones borato a medida
que se incrementa el D-manitol. Efectivamente, a concentraciones elevadas de D-manitol (>2,0% p/p), los
incrementos adicionales provocan un pequefio cambio en el porcentaje de iones borato unidos. D-manitol provoca
una reduccion lineal del pH, lo cual, segun la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, provoca una reduccion
logaritmica de los iones borato libres. Por lo tanto, a una concentracion elevada de D-manitol (>2% p/p), solamente
hay una pequefia cantidad de iones borato libres, y afiadir mas D-manitol tiene un efecto minimo sobre la integridad
del gel. Sin embargo, aunque esta claro a partir del analisis fisico que incrementar progresivamente el D-manitol
reduce los iones borato unidos a PVA, no esta claro qué porcentaje de iones borato se une a PVA o D-manitol. Para
dilucidar las proporciones relativas de unién, seria necesario un analisis mas sofisticado, tal como B RMN.
Ademas, a niveles bajos de D-manitol, incrementar el hidrocloruro de lidocaina en incrementos del 2% p/p reduce
significativamente las propiedades fisicas de los hidrogeles de PVA-borato. Esto se puede atribuir a la produccién de
iones H3O" por el acido conjugado lid-H'. Los iones H3O" reaccionan con los iones borato (base de Lewis) para
producir acido bérico, lo que da como resultado una reduccién neta de los iones borato libres. La reduccién de los
iones borato libres produce una reduccién de los iones borato unidos, que a su vez provoca una reduccién de las
propiedades fisicas del sistema. Este efecto esta limitado por los niveles elevados de D-manitol, porque en tales
condiciones los iones borato libres estan a una concentracion muy baja.

La investigacion de la liberacion de farmaco se llevé a cabo con una formulacion que se considerd que poseia
caracteristicas de flujo favorables para la administracién tépica de farmacos. A las tres temperaturas ensayadas se
observaron patrones similares, concretamente una region inicial de flujo elevado seguida de una fase estable de
liberacion. El flujo elevado inicial se puede atribuir a un efecto de liberacion rapida inicial, que se sabe que se da a lo
largo de un periodo corto de tiempo, es impredecible y a menudo se da en hidrogeles como resultado de
concentraciones superficiales superiores provocadas por la migracion del farmaco hacia la superficie26. El flujo en
desarrollo tardé alrededor de 60 minutos en alcanzar un perfil mas estable. Fue interesante observar que la duracién
del flujo anémalo inicial fue dependiente de la temperatura, y las temperaturas superiores produjeron un perfil mas
estable tras una duracién mas corta, lo que indica que esta fase inicial no se puede explicar simplemente por un
efecto de liberacion rapida. Pueden contribuir los efectos que surgen del hinchamiento del sistema y de la formacion
de un equilibrio con el medio circundante. En cualquier caso, la gran liberacion de lidocaina al comienzo del perfil de
liberacién se podria considerar beneficiosa, porque los niveles elevados iniciales ofreceran un efecto anestésico
local rapido y eficaz en la localizacidon de una herida seleccionada como objetivo.

La region de flujo estable (hasta un maximo del 60% del farmaco liberado) se us6 para determinar el mecanismo de
difusion por medio del calculo del exponente de liberacién, que se observé que se aproximaba a 1,0 a medida que
se incremento la temperatura ambiental. Esta alteracién inducida por la temperatura en el mecanismo de liberacion
se puede explicar basandose en la concentracién de iones borato libres, que se incrementa a medida que se
incrementa la temperatura. La elevacion consiguiente del pH fuerza a la base de lidocaina a formar un precipitado
una vez que se alcanza la saturacion. Este precipitado naciente actia como un depésito de farmaco que sustituye
constantemente la lidocaina soluble que se difunde fuera del sistema. De hecho, se puede observar que el hidrogel
toma una apariencia opalescente cuando se calienta. Como resultado del efecto de depésito, se puede mantener de
manera eficaz un gradiente de difusion constante mientras esté presente el precipitado. Este efecto fue mas evidente
para la liberacion a 50 °C (n = 0,83), en la que todavia se observo el precipitado por todo el hidrogel ain después de
haberse liberado el 60% del farmaco. En contraste, las temperaturas mas frias dieron como resultado disminuciones
del precipitado y del exponente de liberacion hasta que, a temperatura ambiente (n = 0,66), no se observé el
precipitado. Como consecuencia, el hidrogel a temperatura ambiente contiene farmaco completamente disuelto en
una matriz hidréfila. Por lo tanto, no es sorprendente que la difusion a través de este sistema se aproxime a la raiz
cuadrada del tiempo (n = 0,5), ya que esta relacién se observa a menudo en las matrices poliméricas en las que el
farmaco esta disuelto completamente en el sistema.

En conclusion, se demostré que D-manitol era un excipiente eficaz y necesario para formular lidocaina HCI en los
hidrogeles de PVA-borato. Se demostré que D-manitol evita la constriccion de la red inducida por los efectos i6nicos
después de afiadir una sal de hidrocloruro de una sustancia farmacoldgica. Se demostré que la Formulacion 6 (4%
de lidocaina, 2% de D-manitol, 10% de PVA 'y 2,5% de bodrax) ofrecia un sistema de administracion eficaz, que se
caracterizd por una liberacion rapida inicial y un mecanismo de liberacion de farmaco dependiente de la temperatura,
cambiando desde un sistema de difusién controlada hasta uno con las propiedades de un sistema de depésito. Las
propiedades de flujo nuevas y la adhesién inocua de los hidrogeles de PVA-borato significan que son adecuados
para la administracion de farmacos a las superficies epiteliales expuestas, tales como las heridas laceradas.

Ejemplo 2
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La formulacion de geles que incluyen farmacos para la quimioterapia fotodinamica antimicrobiana (PACT), que se
define como un tratamiento médico mediante el cual una combinacion de un farmaco sensibilizante y la luz visible
provoca la destruccion selectiva de células microbianas a través de la generacion de oxigeno singlete. Tal gel se
puede afiadir a las heridas para prevenir y tratar la infeccion e infestacion, tal como la provocada por SARM.

Una formulacién tipica se prepararia como para la lidocaina, e incluiria medicamentos tales como un derivado de
hematoporfirina, clorinas y bacterioclorinas, ftalocianinas y derivados de las mismas, derivados de benzoporfirina,
derivados de acido 5-aminolevulinico (ALA), purpurinas, porficenos, feoforbidas y verdinas, psoralenos y sus
derivados, compuestos de antraciclina y sus derivados, compuestos de fenotiazinio tales como azul de metileno y
azul de toluidina, cianinas tales como merocianina 540, colorantes de acridina, derivados de azul Nilo, y rodaminas
tales como Rodamina 123.

A continuacién se muestran ejemplos de formulaciones que contienen un compuesto fotosensibilizante como
compuesto activo, PVA, reticulador y modulador.

Formulacion (1) Formulacion (2)

20% p/p de PVA 22% pl/p de PVA

2,5% p/p de bérax 2,3% p/p de bérax

0,5% p/p de azul de metileno 0,2% p/p de tetra-tosilato de meso-tetra (N-metil-4-piridil) porfina
0,5% p/p de D-manitol 1,5% p/p de D-manitol

Hasta 100 g con agua desionizada Hasta 100 g con agua desionizada

El gel se puede usar para la aplicacion tépica de sustancias farmacolégicas en las siguientes areas del cuerpo con el
propésito de conseguir cualquiera o todas de absorcion del farmaco hacia la circulaciéon sistémica, absorcion
localizada del farmaco en las estructuras del tejido subyacente, tales como las capas epiteliales, la dermis y la
epidermis, o la absorcién localizada del farmaco en una cavidad o espacio asociado a las estructuras anatémicas
mencionadas a continuacion.

1. areas de piel intactas, tales como la piel de las manos y pies, dedos del pie, piel de los brazos y piernas,
piel del torso, piel de la cara, labios, orejas y cuello

2. areas de piel intacta y piel que alberga pelo de las areas genitales, axilas, cuero cabelludo y regiones
anales

3. laceraciones agudas y areas de traumatismo de la piel, tales como la piel de las manos y pies, piel de los
brazos y piernas, piel del torso, piel de la cara, labios, orejas, conducto auditivo y cuello

4. laceraciones agudas y areas de traumatismo de la piel y piel que alberga pelo de las areas genitales,
axilas, cuero cabelludo y regiones anales

5. en membranas mucosas, tanto normales como las que padecen cierta forma de traumatismo crénico o
agudo, en la nariz, cavidades nasales, boca, membranas bucales, lengua, orofaringe, velo del paladar y recto

6. en membranas mucosas, tanto normales como las que padecen cierta forma de traumatismo crénico o
agudo, en el aparato reproductor femenino inferior y superior, que incluye la vulva, la pared vaginal y el cuello
del utero

7. en membranas mucosas, tanto normales como las que padecen cierta forma de traumatismo crénico o
agudo, en el aparato reproductor masculino, que incluye todas las partes del pene

8. en membranas mucosas, tanto normales como las que padecen cierta forma de traumatismo crénico o
agudo, halladas en el ojo, la membrana conjuntiva y los parpados

9. estructuras queratinizadas, tales como las ufas de los dedos, las ufias de los pies, la cuticula y la piel
circundante.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de gel adecuada para el uso para rellenar una cavidad de una herida y administrar un
ingrediente activo en ella, que tiene un intervalo de pH de 6,5 a 7,5, una fuerza bioadhesiva e integridad cohesiva
bajas y esta formada de polimero de poli(alcohol vinilico) (PVA), un reticulador que es una forma de sal de boro que
produce iones borato en disolucién acuosa, al menos un compuesto que tiene un efecto beneficioso como
ingrediente activo en la herida y al menos un modulador, y el modulador es una especie de peso molecular bajo que
es capaz de unirse a borato o PVA en disolucion acuosa por medio de la formacién de un mono-diol o di-diol y que
reduce el pH de los hidrogeles de PVA-borato;

en la que el modulador incluye al menos un compuesto elegido del grupo de manitol, maltitol, dulcitol, D-sorbitol,
xilitol, y meso-eritritol; y

en la que el ingrediente activo produce un acido conjugado tras la disolucién en soluciéon acuosa, y es estable en
presencia de iones borato o produce una base conjugada y es estable en presencia de iones borato.

2. Una formulacién de gel segun la reivindicacion 1, en la que el poli(alcohol vinilico) tiene un peso molecular de
15.000 a 50.000.

3. Una formulacion de gel segun la reivindicacion 2, en la que el poli(alcohol vinilico) tiene un peso molecular de
20.000 a 40.000.

4. Una formulacion de gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene un grado de hidrélisis
del 75 al 99%.

5. Una formulacion de gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la cantidad de borato
usada es del 1,5 al 4% en peso.

6. Una formulacion de gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la cantidad de
modulador afiadida en la preparacion del gel es del 0,1 al 5% en peso.

7. Una formulacién de gel segun la reivindicacion 6, en la que la cantidad de modulador afiadida en la preparacion
del gel es del 0,5 al 2% en peso.

8. Una formulacién de gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el ingrediente activo es
un anestésico local.

9. Una formulacién de gel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el ingrediente activo es
una forma de sal de lidocaina.

10. Una formulacién de gel segun la reivindicacion 8, en la que la forma de sal de lidocaina es hidrocloruro de
lidocaina monohidrato.

11. Una formulacién de gel segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que el ingrediente activo se elige de
prilocaina, bupivacaina u otro ingrediente activo que produce un acido conjugado tras la disolucion en solucion
acuosa y es estable en presencia de iones borato.

12.  Una formulacién de gel segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que el ingrediente activo se elige de
mupirocina u otro ingrediente activo que produce una base conjugada y es estable en presencia de iones borato.

13. El uso de un modulador para mantener el pH y la estructura del gel en un gel de poli(alcohol vinilico)-borato
que incorpora un ingrediente activo, en el que el modulador incluye al menos un compuesto elegido del grupo de
manitol, maltitol, dulcitol, D-sorbitol, xilitol, y meso-eritritol; y en el que el ingrediente activo produce un acido
conjugado tras la disolucion en solucién acuosa, y es estable en presencia de iones borato o produce una base
conjugada y es estable en presencia de iones borato.
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Grafico que muestra el efecto de D-manitol sobre la solubilidad y apariencia de hidrogeles
del 10% de PVA(3)/2,5% de bérax que contienen lidocaina HCI a temperatura ambiente.
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OPACO = El hidrogel contiene base de lidocaina en exceso (por encima de la saturacion)
CLARO = El hidrogel producido es claro y homogéneo

Figura 3(a) — Diagrama difasico = Temperatura ambiente
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Figura (3b) — Diagrama difasico = 37 °C

Grafico que muestra el efecto de D-manitol sobre la solubilidad y apariencia de hidrogeles
del 10% de PVA(3)/2,5% de bérax que contienen lidocaina HCIl a 37 °C
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Figura (3c) — Diagrama difasico = 50 °C

Grafico que muestra el efecto de D-manitol sobre la solubilidad y apariencia de hidrogeles
del 10% de PVA(3)/2,5% de bérax que contienen lidocaina HCI a 50 °C
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Figura 4 Relacion entre el numero de polioles (numero de grupos hidroxilo en el
modulador) y la dureza del gel resultante y la afinidad. La afinidad se define como el
Y%l[iones borato]; 0,0005 moles™, y es el % de reduccion de los iones borato libres por
cada 0,0005 moles de poliol, tal como se explica en las ecuaciones (3).
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Efecto de lidocaina HCIl y D-manitol sobre el pH de hidrogeles
de 10% de PVA/2,5% de bérax a temperatura ambiente
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Figura 7. Liberacion acumulativa de lidocaina HCI desde hidrogeles de PVA-borato a
través de insertos para células con un tamaro de poro de 8,0 um llevada a cabo a tres
temperaturas, en la que la temperatura ambiente fue 26 °C. Los resultados se
representan como la media + desviacion estandar (n=3; se representan barras de error
positivas y negativas segun sea adecuado por claridad) y la interrupcion del eje va desde
600 hasta 1400 minutos.
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