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GELES DE QUITOSANO(A) CONTENIENDO NANOPARTICULAS METALICAS
DE COBRE, PLATA Y ANTIBIOTICOS (CIPROFLOXACINO, CEFOTAXIME,
GENTAMICINA Y CLOXACILINA)

CAMPO DE APLICACION

El campo de aplicacion corresponde a medicina y biotecnologia, mas especificamente
el tratamiento de infecciones cutaneas, especialmente bacterianas y fungicas como
Ulceras neuropaticas o pie diabético, Utiles ademas en heridas que requieran
restauracion de tejidos epidérmicos, dérmicos, neovascularizacién y neoangiogénesis

histopatologica.

ANTECEDENTES PREVIOS

Existe un problema a nivel salud en Centros asistenciales para el tratamiento de
infecciones cutdneas (Ulceras neuropaticas, pie diabético y otras) provocadas por
bacterias.

La piel cubre la superficie del cuerpo, formando una barrera protectora contra la accion
de agentes quimicos, microbianos o fisicos sobre tejidos mas profundos.

La piel es un tejido esencial en el control de la estabilidad del medio, esta formado por
dos capas de tejidos: una epidermis, superficial, y una dermis, profunda. La epidermis
es un tejido epitelial pluriestratificado de células originadas en el denominado estrato
basal o germinativo, denominado también Capa de Malpighi, formada por células vivas
que se reproducen continuamente, desplazando las células mas jévenes a las viejas,
que mueren y se cargan de una proteina llamada queratina, y acaban
desprendiéndose. La capa interna es la dermis, un tejido conjuntivo muy vascularizado
y que contiene varios tipos de receptores sensoriales, como los del sentido del tacto,
temperatura y dolor. Se continla con las membranas mucosas de los distintos
canales. Esta constituida por una red de colageno y de fibras elasticas, capilares
sanguineos, nervio, I6bulos grasos y la base de los foliculos pilosos y de las glandulas
sudoriparas.

1
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La piel realiza una funcién importante en el mantenimiento de la temperatura corporal
gracias a la accion de las glandulas sudoriparas y de los capilares sanguineos. Es

decir, es fundamental en la homeostasis del organismo.

Este importante 6rgano, uno de los de mayor tamafo en el organismo (1,5 — 2,4 m?),
esta expuesto a muchas heridas que se traducen en problemas de continuidad o
francas peérdidas de sustancia. Adicionalmente, la superficie abierta permite la
invasion microbiana. Como resultado, la mayoria de las muertes ocurren la primera

semana producto del shock (1,2).

El enfermo es hospitalizado para el manejo de la etapa aguda y subaguda de la lesién
dérmica. Dependiendo de la gravedad del paciente o si ademas presenta alguna
patologia de base (epilepsia, alcoholismo, desérdenes siquiatricos, diabetes, etc.) es
internado para el tratamiento con altos costos en el sistema de salud y con una

recuperacion muy lenta.

Pie Diabético

Las infecciones asociadas al pie diabético se subdividen en dos grupos, superficiales
y profundas. Las infecciones superficiales se presentan como celulitis localizada, pero
el espectro de infecciones puede llegar a fasceitis necrotizante en las infecciones
profundas. Los microorganismos involucrados en estas infecciones incluyen
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  spp., Pseudomonas  aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, enterobacterias y bacterias anaerobias estrictas. También
se ha informado aislamiento de Stenotrophomona maltophila y S. aureus meticilino-

resistente como agente etioldégico en pacientes hospitalizados.

La diabetes mellitus en la mayor parte del mundo occidental y en paises de desarrollo
intermedio ha adquirido caracteristicas epidémicas, redundando en una serie de
complicaciones crénicas que incluyen entre otras cardiopatias coronaria, retinopatia
diabética, neuropatia diabética, nefropatia diabética, aterosclerosis y compromiso
neurovascular de extremidades que conlleva a la produccidn de lesiones en el pie con

formacion de Ulceras de dificil manejo

Dado entre otros por deformidad anatdémica, evidente alteracion de macro y micro

circulacion, neuropatia que facilita el aumento del dafio de piel y tejidos blandos sin
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que el paciente necesariamente se percate de esta situacién. Esto se conoce como

pie diabético.

Todas estas complicaciones se asocian a una importante morbilidad y mortalidad que
encarece el cuidado de estos pacientes en todo el mundo.

El pie diabético corresponde a una complicacion tardia en la historia natural de la
diabetes mellitus, produciéndose dada la destruccion de la barrera cutanea
compromiso infeccioso de piel, partes blandas, fascias, tendones y finalmente hueso.
Del punto de vista microbiolégico estas infecciones cuando son superficiales son
producidas tipicamente por cepas de Staphylococcus spp. y Streptococcus spp., sin
embargo, a medida que progresan y se hacen mas profunda son tipicamente

polimicrobianas y mixtas.

El manejo habitual de estos enfermos requiere un enfoque multidisciplinario dado
fundamentalmente por cirugia vascular, quien intentarda sobre la base del estudio
angiografico la estrategia de realizar cirugias de revascularizacién en la zona
afectada, tratando de limitar al maximo la realizacion de cirugias de amputacion; el
endocrindlogo que intentara compensar del punto de vista metabdlico al paciente y el
infectdlogo que adecuara la terapia antimicrobiana de acuerdo a las caracteristicas
propias del paciente, profundidad de la lesion, aislados microbiol6gicos y contexto
epidemiologico.

En general un nimero muy importante de pacientes requerira cirugias con amputacion
de extremidades a distintos niveles, redundando en importantes limitaciones en la
calidad de vida del paciente; por otra parte la seleccidon de la terapia antimicrobiana
se ve fuertemente limitada por la mala vascularizacion del tejido y la creciente

descripcidén de bacterias resistentes a los antibibticos.

En este sentido se explica que en el pie diabético se estén intentado alternativas
terapéuticas distintas a las tradicionales en su manejo que incluyen el uso de formas
larvales de insectos tratadas biolégicamente que remueven el tejido necrético de este
tipo de lesiones, camara hiperbarica para aumentar la oferta de oxigeno y facilitar la
destruccion de bacterias anaerobias, entre otros.
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Por lo anterior cualquier estrategia que intente facilitar la erradicacion bacteriana por
un lado y/o facilitar la regeneracion del tejido fuertemente desvitalizado requiere una
investigacién acuciosa para establecer un posible rol coadyuvante en el tratamiento

de este tipo de patologia.

Los problemas de pie estan presentes en mas del 15% de los diabéticos. El pie
diabético es la complicacién que mayor niumero de hospitalizaciones motiva en la
poblacién diabética, siendo reconocida ademas como la principal causa de
hospitalizacion prolongada en las salas de medicina y cirugia general. Se presenta
tanto en la diabetes tipo 1 como en la tipo 2, con una prevalencia de un 5,3% a un
10,5%. El diabético presenta un riesgo acumulado de ulceracién de un 15% durante
su vida (3). El pie diabético corresponde a la primera causa de amputaciones mayores
de origen no traumatico, presentando los diabéticos un riesgo 10 veces mayor
respecto a la poblacion general de requerir una amputacién, con tasas que alcanzan

a 2,8% del total de los diabéticos.

La frecuencia internacional reconocida en paises desarrollados respecto de la
ulceracion en pie diabético corresponde a un acumulado de 5,8% a 3 afios,

requiriendose una amputacién en el 15% de éste.

Aproximadamente el 15% de todos los pacientes con diabetes mellitus desarrollara
una Ulcera en el pie o en la pierna durante el transcurso de su enfermedad. La
magnitud de las cifras se pone de manifiesto por el hecho de que mas del 25% de los
ingresos hospitalarios de los diabéticos en USA y Gran Bretafia estan relacionados
con problemas en sus pies. En términos econdémicos, en el primer pais citado, este

problema ocasiona un costo anual préximo al billon de dblares.

Ulceras Venosas

Las Ulceras venosas son una de las enfermedades de mayor prevalencia en adultos
mayores, principalmente hipertensos y diabéticos, son heridas complejas que en vez
de cicatrizar se convierten en lesiones permanentes en las extremidades inferiores, y
que sélo con el uso de apoésitos de Ultima generacion, sistemas de elasto compresion
y tratamiento farmacolégico, pueden sanarse en breve plazo mejorando la calidad de

quienes las padecen.
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Las ulceras por hipertension venosa constituyen el mayor porcentaje (entre el 75% vy
el 90%) de entre el total de las ulceras vasculares. Por su alta incidencia (entre el 2%
y el 3% de la poblacién) sus cuidados, constituyen segun algunos estudios el 50% del

tiempo total de enfermeria en atencién primaria.

La cronicidad y la reincidencia son sus caracteristicas clinicas mas relevantes, la mitad
permanecen abiertas por encima de los nueve meses, un 20% lo estan hasta los dos
anos, y un 10% hasta los cinco, reapareciendo un tercio de la inicialmente cicatrizadas

dentro de los doce meses siguientes a su curacién.

Ulceras Arteriales

Se pueden definir como aquellas que son consecuencia de un déficit de aporte
sanguineo en la extremidad afectada secundario a una arteriopatia generalmente

crénica. También se las conoce como "isquémicas".

Suelen tener una evolucién crénica, con mal pronéstico debido a la poca respuesta
terapéutica y a los procesos sistémicos concomitantes en los enfermos, ademas de

un alto riesgo de infeccion.

El tratamiento es complejo al ser origen del problema una oclusién arterial y mientras
no se restaure la circulacién dificilmente curara, por lo que la mejor actitud es la

prevencion.

Segun diversos estudios suponen entre el 10% y el 25% de todas las ulceras
vasculares, afectando mayormente a hombres mayores de 50 afios, con arteriopatia
periférica obliterante. La diabetes y sobre todo el tabaquismo se consideran factores

de alto riesgo para su aparicién.

Su localizacién preferente en zonas distales o en la cara antero-externa de la pierna,
sobre prominencias dseas, puntos sometidos a presion en los pies, punta de dedos,
zonas interdigitales, talon, cabezas de metatarsianos, entre otros.

Como otras causas de Ulcera arterial se observan la macro y microangiopatia
diabética, la tromboangeitis obliterante (enfermedad de Buerger), la isquemia

hipertensiva o las embolias arteriales agudas.
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Debido a que no existe un producto que permita la recuperacion de este tipo de
heridas, es por esto que resulta pertinente la elaboracion de un gel que controle la
infeccidn y permita una recuperacion de heridas causadas por esta enfermedad.

Actividad del Quitosano sobre tejido celular

Se ha demostrado que el quitosano puede integrarse a nivel de células animales y
microbianas. Esta propiedad del quitosano puede llevar a una variedad de
aplicaciones biomédicas tales como favorecer la coagulacion, bacteriostatico y agente

espermaticida (4).

Quitosano como agente Hemostatico

El quitosano es un polication. Ya desde los afos 50, los policationes se conocen que
se unen a las células sanguineas y son efectivos agentes aglutinantes. En los afos
60, el quitosano fue investigado por sus habilidades aglutinantes. Se encontré que
éste, aun a muy bajas concentraciones, tiene la habilidad de aglutinar las plaquetas.
Esto lleva a considerarlo como agente pro coagulante (4). La aglutinacion de
plaguetas por policationes es dependiente tanto de la estructura del polimero como

de su peso molecular.

Fuera de los seis policationes mas comunes, solamente el quitosano es capaz de
iniciar efectivamente la formacién de un gel de sangre heparinizada. El quitosano con
un peso molecular de 35.000 g/mol es capaz de producir un débil coagulo en sangre
heparinizada, mientras que el quitosano de peso molecular de 600.000 g/mol (4)

produce un coagulo muy firme.

Piel sintética. En la Universidad de lllinois (USA) se ha preparado piel sintética para
cubrir pérdidas de sustancia tales como quemaduras y Ulceras. Este revestimiento es
una mezcla de tres biopolimeros: acetato de quitosano, sal de amonio de quercetina
(de lana de oveja) y acetato de colageno (de cueros de vacuno). Nosotros preparamos

Biopiel™ usando quitosano y acidos grasos.

Suturas quirdrgicas: Quitina-quitosano en forma de fibras puede servir como suturas

absorbibles de origen animal (5).
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Aplicaciones oftalmolégicas: Se han preparado lentes de contacto a partir de
quitosano, los que son mas biocompatibles que los obtenidos desde polimeros
sintéticos. Son mas moldeables y permeables al aire y absorbentes de agua (6).

Biomembranas artificiales para encapsular enzimas: El quitosano, un polimero
catiénico, y el alginato, un polimero aniénico obtenido desde algas, interaccionan para

formar una membrana insoluble en agua que se usa para encapsular insulina (7, 8).
En el campo de las membranas:

Wang y Spencer (9) informan estudios de membranas para ultrafiltracion, en base a
quitosano usando como substrato poroso didxido de titanio.

Tomasewska (10) informa de membranas de quitosano, con uso potencial en dialisis
de rifidn.
Otra aplicacién industrial y biolégica es la fabricacion de hidrogeles. Hirano y Usutani

(11), informan de hidrogeles preparados de soluciones acuosas que tienen utilidad en

el area de la medicina, especificamente en el tratamiento de heridas.

Una propiedad importante de los polimeros en estudio es su solubilidad (12). Para la
quitina los sistemas mas utilizados son: (a) N,N-dimetilacetamida (DMAc) — 5% de LiCl
y (b) N-metil-2-pirrolidona (NMP) — 5% de LiCl.

En cuanto a otras propiedades biologicas existen algunos ejemplos tales como:

Tokura y colaboradores (13) desarrollaron materiales biolégicos en base a quitosano
y derivados con propiedades antibacterianas y de biodegradabilidad.

Postieszny (14) reportd que el quitosano controla la transmision del virus PSTV de la
papa.

Staroniewicz y otros (15) estudiaron:

a) efecto bactericida sobre: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa y Salmonella Paratyphi B.

b) efectos funguicida sobre: Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes y

Micorosporum canis.
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En todos los casos las especies fueron susceptibles al quitosano. Andrews ha
determinado las concentraciones minimas inhibitorias de diversas bacterias (16).

Quitosano en Cicatrizacion

La quitina (poli-N-acetil-glucosamina) se ha descrito que acelera el proceso de
cicatrizacion disminuyendo el periodo de recuperacioén en algunos casos de lesiones

por quemaduras.

Se ha aplicado quitina sobre suturas de origen natural como por ejemplo la seda y el
catgut (submucosa intestinal) y su adicibn muestra un comportamiento con menos
reaccion inflamatoria tisular; lo mismo se observé al agregar quitina sobre apésitos de

curaciones (17).

Quitosano en Tratamiento de heridas

El quitosano (poli-Beta-D-glucosamina), en cambio es un candidato muy atractivo para
el tratamiento de heridas cruentas especialmente aquellas producidas por
quemaduras. El mecanismo se explica de la siguiente manera: el quitosano puede
formar laminas o peliculas biocompatibles y absorbentes. Su aplicaciéon se puede
hacer como film pre elaborado o una aplicacion en estado liquido directamente sobre
la lesiobn lo que formara la pelicula. Esta pelicula es permeable al oxigeno
antagonizando positivamente la hipoxia de los tejidos afectados (18).

Por ser el pH ligeramente &cido, proporciona una sensacion refrescante y anestésica.

Por ultimo, al ser degradado por enzimas organicas no necesita ser retirado

manualmente evitando maniobras dolorosas para el paciente.

Nanoparticulas

La nanotecnologia es una nueva rama de la ciencia especializada en estudiar y
manipular a nivel atémico la materia. Este término fue acufiado por primera vez en
una conferencia impartida el afio 1959 por el fisico estadounidense Richard Feynman
(considerado el padre de la nanociencia), quién afirmé que los problemas del area de
la fisica, quimica y biologia podrian ser resueltos si fuésemos capaces de ver lo que
estamos haciendo a nivel atémico, proponiendo asi, fabricar productos en base a un
reordenamiento de atomos y moléculas. Se presenta asi por primera vez una nueva

disciplina cientifica que promete en la era moderna: la “Nanotecnologia”. Desde
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entonces, cientificos de todo el mundo han observado el comportamiento de la materia
en una escala nanométrica abriendo una perspectiva a nuevos conocimientos nunca
antes explorados (19). En 1980 Eric Dexler, insinué la posibilidad de crear sistemas
de ingenieria a escala molecular, ya que el declaraba que:

“Todo tiene que ver con la forma en que estan ordenados los atomos: “carbon y
diamantes, arena vidrio, cancer y tejido sano”; son ejemplos de pares de materiales
constituidos por los mismos atomos, sin embargo, las variaciones en el orden de estos

hacen la diferencia (20).

Las nanoparticulas (NPs) son del orden del nandmetro, o milésima de micra, y el
nuamero de atomos que las componen son del orden de centenas. En la actualidad, se
han utilizado distintas técnicas experimentales que permiten el estudio, disefio,
creacién, sintesis, manipulacién, caracterizacién y aplicacién de NPs. Las nuevas
propiedades fisicas detectadas en diferentes tipos de NPs han despertado la
curiosidad cientifica de posibles aplicaciones en la medicina, naciendo asi un nuevo
concepto llamado “Nanomedicina”, que corresponde a una de las ramas mas
prometedoras dentro de los potenciales nuevos avances tecnolégicos de esta area.
Se podria aventurar una definicion situandola como “rama de la nanotecnologia que
permitiria la posibilidad de curar enfermedades desde el interior del organismo, a nivel

celular y/o molecular’.

Se considera que determinados campos pueden ser objeto de una auténtica
revolucidén, especialmente: monitorizacién, reparacién de tejidos, control de la
evolucion de enfermedades, defensa y mejora de los sistemas biol6gicos humanos,
diagnéstico, tratamiento y prevencion de enfermedades, alivio del dolor,
administracion de medicamentos a células afectadas de forma selectiva, entre otras.
Todo ello constituiria nuevos avances tecnolégicos en la salud, que la posicionarian
en una nueva era cientifica y asistencial. La utilizacién de estas NPs con propiedades
magnéticas puede tener una trascendental incidencia en fenémenos como la
hipertermia y el transporte selectivo de farmacos, ambos de prometedor futuro en la
terapia contra el cancer, ademas de aplicaciones basadas en la endocitosis celular,
mediante la cual la célula capta e incorpora en su interior NPs magnéticas (NPMs)
(21).
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En la dltima década, se ha observado un crecimiento exponencial en el desarrollo y
aprobacion por parte de las autoridades reguladoras de medicamentos, nanosistemas
terapéuticos hibridos y de transporte de farmacos con aplicacion clinica en su mayoria
como terapia oncoldgica. Estos nanosistemas terapéuticos incluyen por ejemplo:
liposomas, anticuerpos monoclonales e inmunoconjugados, NPs o polimeros
terapéuticos como farmacos poliméricos o conjugados polimero-proteina. Estas nano
construcciones a menudo multicomponentes pueden ser definidas como las primeras
nanomedicinas con demostrado beneficio clinico, aunque en realidad este concepto
no es completamente nuevo, ya que los inmuno conjugados, liposomas, NPs o los
conjugados poliméricos ya se conocian en los afos 70, sin embargo, estaban
consideradas como tecnologias individuales y competitivas. Los nanodispositivos son
de 100 a 100.000 veces mas pequefios que las células humanas. Como referencia, la
cabeza de un alfiler mide un millon de nanémetros de ancho, un cabello humano cerca
de 80.000 nandmetros de diametro, mientras que una molécula de ADN esde 2 a 12

nandémetros de ancho.

En los ultimos afos, la plata ha ganado mucho interés debido a su buena
conductividad, estabilidad quimica y su actividad catalitica y antibacteriana. Las
AgNPs se estan convirtiendo en una de las categorias de productos de mayor
crecimiento en la industria de la nanotecnologia, segun un informe de investigacién
de mercado realizado por Bourne (22). Su fuerte actividad antimicrobiana es la
principal caracteristica para el desarrollo de productos con AgNPs, actualmente, una
amplia categoria de productos se encuentran disponibles en el mercado. En el &mbito
médico, existen apédsitos para heridas, dispositivos anticonceptivos, instrumental
quirargico y prétesis 6seas, todos ellos recubiertos o integrados con AgNPs para asi
evitar el crecimiento bacteriano, Cheng et al. (23); Cohen et al., (24). Ademas, también
se esta evaluando la utilizacién de las AgNPs contra el tratamiento de enfermedades
que requieren una concentracion mantenida de farmaco en sangre o0 con un
direccionamiento especifico a células u érganos, Panyman y colab. (25), como ocurre
con el virus del VIH-1, ya que ha sido demostrado que el tratamiento in vitro con AgNPs
interacciona con el virus e inhibe su capacidad para unirse a las células del huésped,
Elechiguerra et al. (26). En la vida diaria los consumidores pueden tener contacto con
las AgNPs contenidas en aerosoles, detergentes, frigorificos, lavadoras, chupetes,
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sistemas de purificacion de aguas, pinturas para paredes y productos cosméticos,
Zhang y Sun (27).

Las AgNPs también estan incorporadas en la industria textil para la fabricacion de
prendas de vestir, ropa interior y calcetines, Lee y colab. (28). Mediante la introduccién
de AgNPs en fibras sintéticas o naturales consiguen una potenciacion de la actividad
idnica gracias a la mayor cantidad de iones plata que son liberados. El resultado es la
obtencién de rapidos efectos antimicrobianos 6 antiolor.

Geles

En la terapéutica actual son utilizadas con preferencia las formulaciones semi-sélidas
antibidticas en el tratamiento de las heridas, ya sean éstos provocados por dafios
térmicos, quirdrgicos u otros. El efecto de estos medicamentos radica en su actividad
antimicrobiana, evitando o controlando las complicaciones sépticas, que se presentan
como la causa principal que retarda el proceso normal de la cicatrizacién. Entre estos
agentes tdpicos se encuentra la crema de sulfadiazina de plata, el ungtento de
bacitracina, las soluciones de AgNO3 al 0.5%, la nitrofurazona, etc. A pesar de la
incidencia terapéutica de este grupo de medicamentos en la curacién de estas

afecciones, ninguno de ellos contribuye de forma directa en la reconstruccion tisular.

La solicitud AU2016335462 describe el uso de nanoparticulas cargadas con iones
plata para tratar infecciones microbianas, sin aportar en la regeneracién de tejidos y

sin considerar el uso de antibiéticos.

Por lo anterior, de todas las aplicaciones posibles del quitosano, la biomédica es la
mas promisoria por los grandes efectos benéficos que tendria para la salud humana,
y a muy bajo costo, destacando especificamente la actividad regeneradora de tejido
danado. Esto sumado a la nanotecnologia y a antimicrobianos, como iones metélicos
y/0 antibioticos, resolveria un problema técnico en el area de la medicina que afecta a

millones de personas a nivel mundial.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA TECNICA

La presente solicitud describe la preparacion de geles de uso topico que contienen

una matriz de quitosano y nanoparticulas cargadas con nanoparticulas metadlicas,
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iones metdlicos y/o antibidticos, componentes que le confieren a los geles
propiedades regeneradoras de tejidos y antimicrobianas, utiles para su uso en la piel

que presenta lesiones y/o infecciones bacterianas.

Método de Obtencidn

ETAPA 1: ELABORACION Y CARACTERIZACION DE FORMULACIONES DE LOS
GELES

SINTESIS DE GELES
i} Elaboracién de Geles de Quitosano

Las formulaciones se elaboraran de acuerdo a técnicas clasicas de la tecnologia

farmacéutica para la elaboracién de formas farmacéuticas semisélidas.

Se utiliza un polimero de quitosano de grado de desacetilacién superior a 90% y una
masa molar entre 25,000 y 500.000 g/mol, el cual se obtiene por disolucién a
temperatura ambiente (15-25°C) en acidos débiles organicos (acético, formico, lactico

entre otros) hasta lograr una concentracién entre 1 y 5% en masa.
i) Obtencién de quitosano mezclado con antibiéticos.

A una matriz de quitosano se agrega uno o mas antibiéticos, en concentracion de 0.1
a5 % enmasay en relacion 1:1 cuando hay una combinacién de antibiéticos, por el

método de dispersion y agitacion en atmosfera de nitrégeno gaseoso.
i) Obtencién de gel de quitosano dopado con nanoparticulas metalicas.

a) Reaccidén de co-depositacién. Este método involucra la co-deposicion fisica de
vapores metalicos con vapores organicos (2-etoxietanol) en Nitrégeno liquido, en
un reactor de atomos metdlicos; se introduce el metal a evaporar en un crisol de
alimina; se introduce el magneto y el quitosano sélido en el fondo del reactor; se
conecta el matraz con el solvente a utilizar (2-etoxietanol) y todo el sistema se
evacua hasta alcanzar un alto vacio de 107 bar. Luego se sumerge el reactor en
un Dewar de 5000 ml con nitrégeno liquido. Se enciende la fuente de poder hasta
40A, la cual evapora el solvente y luego el metal en su respectiva temperatura de

ebullicion, penetrando el solvente hacia el reactor en estado vapor. Se apaga la
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fuente de poder, se co-depositan el metal y el solvente en un proceso llamado
nucleacion por un periodo de 60 minutos aproximadamente, formandose
finalmente una matriz “metal-organica” congelada en las paredes internas del

reactor (Chemical Liquid Deposition).

b) Obtencién del Quitosano dopado con nanoparticulas. El quitosano dopado con
las nanoparticulas metdlicas se obtiene por el descongelamiento de la matriz
“metal-organica”’ que se encuentra en las paredes internas del reactor. Donde se
agita la matriz por 12 horas con un agitador magnético y se deja reposar por un
periodo de 2 horas aproximadamente obteniéndose la matriz “metal-organica-
polimero de la cual se extrae, conectando un matraz recibidor a la linea de vacio.
Una vez retirada la matriz, se realiza la evaporacion del solvente la cual actiua
como soporte de la mezcla nanoparticulas/quitosano, hasta obtener particulas de
quitosano sélidas. Estas particulas se encuentran dopadas con nanoparticulas
metélicas. (Solvated Metal Atom Dispersion, SMAD). Estando la concentracion de

nanoparticulas entre 0.1 a 5 % en masa.

iv) Caracterizacion del quitosano dopado con nanoparticulas. Se caracterizan las
nanoparticulas de Ag y Cu soportadas en quitosano, mediante Microscopia
Electronica de Transmision (TEM) y Electrénica de Barrido (SEM), equipado con un
analizador de energia dispersiva de rayos X acoplado al microscopio, anélisis
termogravimétrico (TGA) y Espectroscopia con Transformada de Fourier (FTIR).

v) Control de Calidad: se analiza actividad antimicrobiana de las nanoparticulas
metélicas y/o antibiéticos soportadas en quitosano mediante pruebas de
susceptibilidad a los microorganismos patdégenos Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhymorium, S. epidermidis y Candida albicans mediante dilucién
en Caldo y difusion por disco.

A continuacion se presentan ejemplos de la preparacion, aplicacion y uso de los geles
antimicrobianos, los cuales permiten una mejor descripcion de la presente invencion,

pero no limitan de manera alguna el espacio de la presente invencion.
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EJEMPLOS

1.- Determinacion de la actividad antibacteriana de geles de quitosano con
antibiéticos.

Se dispuso de geles de quitosano adicionados de los antibidticos gentamicina,
ciprofloxacina, cloxacilina y cefotaxima y dos mezclas de ellos. Para cada antibiético
se ensayo6 dos concentraciones una baja (LC= 1 mg/ml) y una alta (HC= 10 mg/ml).
Ademads se cont6 con geles adicionados de sulfato de cobre (2,64 mg/ml), oxicloruro
de cobre (1,5 mg/ml) y nanoparticulas de cobre) La actividad antibacteriana de los
geles de quitosano con antibidtico y/o sales de cobre se determina mediante la
medicion de los halos de inhibicion usando una metodologia de difusién en agar. Para
esto, los microorganismos a ensayar se cultivaron en agar soya tripticasa + 5% de
sangre de cordero por 18-24 horas a 35 °C. De estos cultivos se prepard una
suspension ajustada a 0,5 Mc Farland en agua destilada estéril y con un hisopo se
inocul6 placas conteniendo 20 ml de agar Mueller-Hinton. Una vez inoculadas las
placas se procede a realizar pocillos de 6 mm de didmetro en el agar (5 por placa) con
ayuda de una varilla de vidrio (pipeta Pasteur). En los pocillos se coloca
aproximadamente 30 g de gel con antibi6tico. Las placas se incubaron a 35 °C por 24
horas y se mide el halo de inhibicion.

Para la realizaciéon de este ensayo se usaran 6 cepas bacterianas: Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Pseudomonas sp. (cepa de origen clinico multiresistente),
Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y dos cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 29213 y ATCC 25923.

Tabla 1: Halos de inhibicién (mm) de geles de quitosano adicionados de antibi6ticos o

sales de cobre sobre diferentes especies bacterianas.

14

HOJAS DE SUSTITUCION (REGLA 26)



WO 2019/232656 PCT/CL2018/050042
Antimicrobiano en gel de | P. Pseudomonas E. S. E. S.
quitosano aeruginosa | sp. coli aureus | faecalis | aureus

ATCC 27853 | ATCC | ATCC ATCC ATCC
Clinica* 25922 25923 29212 29213
Gentamicina/lactico/LC 35 35 35 28 31 30
Gentamicina/lactico/HC 31 29 40 37 30 36
Cefotaxima/lactico/LC 18 18 37 32 26 33
Cefotaxima/acético/LC 15 10 30 27 27 28
Cefotaxima/lactico/HC 41 40 45 31 34 30
Cloxacilina/lactico/LC 6 6 6 6 6 6
Cloxacilina/lactico/HC 6 6 n.d. 8 6 6
Ciprofloxacino/lactico/HC | 40 40 40 32 32 30
Ciprofloxacino/lactico/LC | 40 40 44 30 34 30
Gentamicina- 32 37 37 26 30 25
cefotaxima/acético/LC
Gentamicina- 38 40 41 35 37 35
cefotaxima/lactico/LC
Cloxacilina- 40 40 44 30 34 30
ciprofloxacina/lactico/HC
Nanoparticula de 6 6 20 8 6 6
cobre/lactico
Sulfato de cobre/acético 9 9 15 6 6 6
Oxicloruro de 14 13 20 11 14 15
cobre/acético
*: cepa multiresistente

Se observa que, en general, ciprofloxacina es el antibiético que muestra mayor

actividad frente a los microorganismos ensayados, con halos de inhibicién que

oscilaron entre 30 y 44 mm y entre 30 y 46 mm para el antibi6tico en baja y alta

concentracién respectivamente. Ademas, la mejor actividad se presenté frente a

bacterias Gram negativas. Estos resultados son concordantes con lo informado en la

literatura. Sin embargo, cabe mencionar que no se observa diferencias importantes

en los diametros de los halos al comparar para un mismo microorganismo el antibiético

a baja y alta concentracion.
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2.- Ensayos en humanos.

Se realizé un estudio de intervencidn terapéutica descriptivo, longitudinal vy
prospectivo.

Se incluyeron 30 pacientes, los cuales cumplieron los criterios de elegibilidad,
configurando la muestra para el estudio actual. Todos los pacientes se iniciaron en el
estudio el mismo dia y permanecieron en el mismo hasta su finalizacién. Se emplearon
las técnicas convencionales de anamnesis, examen fisico, enfermeria, de laboratorio
clinico, anatomopatolégico y microbiolégico habituales para extraccién de sangre y
recoleccion de biomaterial para biopsia y cultivo. Los pacientes fueron tratados con la
combinacién de gel de Quitosano-plata y gel de ciprofloxacino-cloxacilina, tres veces
por semana, hasta dos semanas, y se les realiz6 un seguimiento evolutivo durante 21
dias posterior a la ultima aplicacion terapéutica. El procedimiento de aplicacion se
caracterizd por: registro fotografico, aplicacion tépica del producto terapéutico
combinado en proporcién de 1 mm en toda la superficie de la lesion y colocacion de
aposito estéril después de la absorcion total del producto terapéutico. Con los registros
fotograficos se evalub la exposicion al diagndstico y al tratamiento. El desenlace se
evalud categorizando la mejoria clinica de los pacientes en funcién del tiempo. Los
investigadores evaluaron su consistencia con las fotografias recolectadas para
identificar posibles errores de interpretacion y de digitacién, estas inconsistencias se
discutieron en grupo y se corrigieron de acuerdo a los datos establecidos en las
fotografias. A partir de la digitalizacién de las imagenes fotograficas se enmarco el
tiempo de seguimiento y se procedié con la informacion obtenida disefiar un modelo
que permitié establecer el riesgo que tiene un paciente de mejoria clinica. Para la
clasificacion clinica de las Ulceras cutdaneas se empled una técnica validada en Chile
en estudios anteriores, la cual desarrolla los siguientes parametros donde la Tipo 1
expresa el menor grado de afectacion patologica y la Tipo 4 la mayor.
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1 2 3 4

ASPECTO Eritematoso | Enrojecido Amarillo Necrotico
Mayor extensién 0-1cm >1-3cm >3-6 cm >6¢cm
Profundidad 0 >1cm 1-3cm >3 cm
Exudado cantidad Ausente Escaso Moderado Abundante
Exudado calidad Si exudado | Seroso Turbio Purulento
Tejido esfacelado o necrético | Ausente <25% 25 %- 50 % >50 %
Tejido granulatorio 100-75% 50%-<75% | 25%-<50% | <25 %
Edema Ausente + ++ +++
Dolor 0-1 2-3 4-6 7-10
Piel circundante Sana Descamada Eritematosa Macerada

El proceso de aplicacion del producto terapéutico siempre fue precedido por acciones
de asepsia de la regién involucrada en la lesion a tratar. El estudio se desarroll6 como

expresa el siguiente algoritmo:

Dias
Actividades 0 21 42
Consulta de evaluacién clinica y de seleccién X
Distribucion de los pacientes segln edad, sexo y antecedentes moérbidos. X
Registro fotografico de las Ulceras cutaneas y de las alteraciones en la solucion de X X X
continuidad de la piel.
Clasificacion de la Ulcera cutdnea a partir de la valoracién de los parametros X X
morfolégicos macroscopicos
Aplicacion protocolizada de gel terapéutico | y gel terapéutico Il (descritos en anexo:
ficha técnica del producto)
Obtencion de los parametros analiticos X X
Obtencién de los parametros anatomopatoldgicos y microbiol6gicos X X X
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Descripcién y operacionalizacion de variables
Dimensién | Variable Clasificacion | Definicién Escala Indicador
operacional
Edad Cualitativa En aflos exactos | a) 18 a 37 afios Frecuencia
Ordinal cumplidos segln fecha | b) 38 a 55 afios absoluta vy
Anteceden- Politémica de nacimiento, al ¢) = 56 aiios porcentaje
tes momento del estudio.
sociodemo-
graficos vy | Sexo Cualitativa Se considerd segun la | a) Masculino Frecuencia
morbidos Nominal condicién del individuo | b) Femenino absoluta vy
Dicotémica determinada por las porcentaje
caracteristicas
biolbgicamente dadas
por los genes.
HTA Cualitativa Se considerd la | a) Si Frecuencia
Nominal presencia de HTA en | b) No absoluta vy
Dicotémica aquel paciente, si porcentaje

estaba diagnosticado
con anterioridad por su

médico, si estaba en

tratamiento con
farmacos

antihipertensivos, 0
durante el ingreso

hospitalario se realizd
el diagnoéstico seguln
los criterios propuestos
por el Joint National

Committee.”
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Dimensién | Variable Clasificacion | Definicion Escala Indicador
operacional

DM Cualitativa Se considerd la | a) Si Frecuencia
Nominal presencia de DM en | b) No absoluta vy
Anteceden- Dicotémica aquel paciente, si porcentaje
tes estaba diagnosticado
sociodemo- con anterioridad por su
graficos vy médico, si estaba en
mérbidos tratamiento con
farmacos
hipoglucemiantes, o
durante la
investigacion se realiz6
el diagnoéstico seguln
los criterios de la
American Diabetes
Association.®
Insuficiencia | Cualitativa Se considero al a) Si Frecuencia
arterial Nominal conjunto de cuadros | b) No absoluta vy
periférica Dicotémica sindrémicos, agudos o porcentaje
cronicos,
generalmente
derivados de la
presencia de una
enfermedad arterial
oclusiva, que
condiciona un
insuficiente flujo
sanguineo a las
extremidades®
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Dimensién

Variable

Clasificacion

Definicién operacional

Escala

Indicador

Anteceden-
tes
sociodemo-
graficos vy

moérbidos

Insuficienci
a venosa

periférica

Cualitativa
Nominal

Dicotémica

Se considero al
conjunto de cuadros
sindrémicos, agudos o
cronicos,

generalmente derivados
de la presencia de una
enfermedad venosa
oclusiva, que condiciona
el desequilibrio que se
establece a nivel de la
microcirculacién  entre
unos  factores  que
favorecen el retorno
venoso y otros factores

gue lo dificultan.®

Frecuencia
absoluta vy

porcentaje

Antecedent

es basicos
del estado
basal del

organismo

Parametros
analiticos

biolbgicos

Cuantitativa

Continua

Se consideraron a los
datos analiticos de
funcion  hematolégica,
renal y hepatica
(Leucocitos, Urea,
Creatinina, GOT, GPT,
GGT),

través de métodos de

obtenidos a

laboratorio clinico.

Valores

numeéricos

Media y
Desviacién

estandar
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Dimensién | Variable | Clasificacion | Definicidn Escala Indicador
operacional
Clasificacié | Ulcera Cualitativa Se consideré a partir | a) Tipo 1 (puntaje | Frecuencia
n de la | cutanea Ordinal de la aplicacion de un | 10- absoluta vy
Ulcera Politébmica instrumento  validado 15) porcentaje
cutanea que tipifica las Ulceras | b) Tipo 2 (puntaje

a partir del resultado
del puntaje general
que resulta de una
valoracion por
parametros entre 1 y 4
puntos de aspectos
morfoldgicos
macroscopicos
(aspecto, mayor
extensién,
profundidad, cantidad
de exudado, calidad de
exudado, tejido
esfacelado o necrotico,
tejido granulatorio,

edema, dolor, piel
circundante)
explorados en el sitio

de lesion.

16-

21)
c) Tipo
22-

27)
c) Tipo
28-

40)

3 (puntaje

4 (puntaje

Perfil temporal. Definicion conceptual: el tiempo se defini6 como los dias

transcurridos entre la primera y ultima fotografia control.

Perfil anatomopatoldgico. Definicidbn conceptual: Se consider6 como tal la

realizacion de un informe anatomo patolégico a partir del estudio microscépico de

tejido obtenido de la Ulcera cutanea y obtenidos por medio de cultivo que describe las

caracteristicas del comportamiento histico global de las Ulceras en los pacientes.
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Perfil microbioldgico. Definicion conceptual: Se consider6 como tal la realizacién
de un informe microbiolégico a partir del estudio del cultivo de tejido obtenido de la

Ulcera cutanea.

Tejido eritematoso o epitelial. Definicion conceptual: aspecto rosado, brillante,
fragil en sus inicios, indica que se encuentra en la fase de remodelacién o por

compresién o quemadura que afecta la dermis sin pérdida de la integridad cutanea.

Tejido enrojecido. Definicion conceptual: presencia de tejido de granulacién

vascularizado y fragil que indica que se encuentra en la fase proliferativa.

Tejido palido. Definicidn conceptual: presencia de fibrina, proteina insoluble que
deriva del fibrindgeno por la accion de la trombina y es de color amarillo pélido. La
palidez del tejido puede ser también por hipoxia (baja concentracion de oxigeno en
los tejidos) o por isquemia (déficit localizado de sangre en el tejido producido por

vasoconstriccion funcional o por obstruccion de los vasos).

Tejido necrético. Definicion conceptual: presencia de tejido muerto, seco, duro y

de color negro, aunque el tejido conectivo muerto puede tener color gris y ser blando.

Extensidon. Definicion conceptual: esta expresada en el diametro de mayor
extension. Las herramientas de medicion pueden ser una planilla circular, plantilla
cuadriculada de acetato o una regla flexible. Auxiliado de una toma de imagen

fotogréfica.

Profundidad. Definicion conceptual: en las Ulceras cavitadas puede haber
compromiso muscular, tendinoso u 6seo, siendo a veces de dificil acceso. Para su
medicién se utiliza un hisopo para toma de cultivo, colocandolo en el punto mas
profundo y midiendo hasta el borde superior de la herida. Cuando esta tiene sacos o
pliegues laterales, su medicion se realiza de acuerdo a los punteros del reloj teniendo.
como base las 12, que corresponde a la cabeza de la persona que se esté evaluando.

Exudado. Definicion conceptual: constituye una parte importante del mecanismo de
defensa de la herida. Se forma en la superficie como resultado de la pérdida de liquido
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de los vasos sanguineos pequerios, disminuye con la cicatrizacion y desaparece con

la epitelizacion.

Exudado cantidad
Escaso =1 - b5cc
Moderado =5 - 10cc
Abundante = >10 cc

Exudado calidad
e Seroso: liquido claro, transparente, amarillento o rosado.
e Turbio: formado por la mezcla del exudado del proceso de cicatrizacion de la
herida y detritus producto del debridamiento.
e Purulento: liquido espeso de color amarillento o verdoso, segregado por un
tejido inflamado, y compuesto por suero, leucocitos, células muertas y por
grasa (colesterol y giucosa).

Tejido esfacelado o necrético. Definicidn conceptual: tejido palido, hipdxico o
isquémico. La presencia de tejido necrético o esfacelado que se encuentra sobre la
superficie de la herida y se mide en porcentaje.

Tejido de granulacion. Definicién conceptual: tejido conectivo rojizo, humedo y
fragil que llena la herida durante la fase proliferativa de la curacion.

Edema. Definiciéon conceptual: es el exceso de liquido en los tejidos subyacentes a
la herida y se mide a través de la presion dactilar.

edema+ =<0,3cm

edema ++ =0,3-0,5cm

edema + ++=>0,5cm

Dolor. Definiciéon conceptual: Escala anal6gica.
Sin dolor Peor dolor
1 4
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Piel circundante. Definicion conceptual: la piel cercana a la herida puede sufrir
alteraciones de la integridad cutanea por efectos mecanicos o relacionados con el
proceso inflamatorio, los que se pueden extender la lesidén o dejar secuelas.

Piel indemne

Piel sana

Descamacién Exfoliacion de células queratinizadas de tamafo variable,

color plateado, blanco o tostado que indica sequedad de

la piel y propensién a grietas y fisuras.

Piel eritematosa Epidermis enrojecida por accibn mecanica, presion,

friccion o dermatitis irritativa. Puede acompafarse de

calor local.

Piel macerada Presenta excoriaciones (lesiones cutaneas debidas a

pérdida de sustancia muy superficial que solo afecta a la
epidermis) y descomposicion de los tejidos al estar en

contacto con un medio humedo.

Técnicas de procesamiento de la informacion

Los datos fueron almacenados y procesados automaticamente en el sistema
Statistical Package for Social Sciences (Versién 19,0 para Windows). Como medidas
de resumen en las variables cualitativas se emplearon frecuencias absolutas y
porcentuales. En las variables cuantitativas se emple6 la media y desviacion estandar
como medida de resumen. A partir de la digitalizacién de las imagenes fotogréficas se
enmarco el tiempo de seguimiento y se procedié con la informacion obtenida disefiar
un modelo que permitié establecer el riesgo que tiene un paciente de mejoria clinica
segun la probabilidad asociada de Poisson, se establecié un nivel de confianza de 90
%. Se determind la significacion estadistica en la variacion en la tipificacion de la
Ulcera antes y después del tratamiento, mediante la prueba de los rangos con signo
de Wilcoxon. Se establecié un nivel de confianza de 95 % y se consider¢ significativo
todo valor de p < 0,05 para el estadigrafo asociado a la prueba. Los resultados se

resumieron en tablas y en notas textuales explicativas generales.
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Resultados y discusidn

Se evaluaron 30 pacientes, 10 de ellos de sexo masculino y el 60 % de los pacientes
tenian 58 afos y mas (Tabla 1), el tiempo en arios de las Ulceras y alteraciones en la
solucién de continuidad de la piel de estos pacientes sumaron 283 afios.

Las Ulceras tenian entre 1 y 24 centimetros cuadrados de area. El 73,3 % de los
pacientes tenian una Ulcera de etiologia relacionada con insuficiencia venosa, seguido
de un 13,3 % cuya etiologia fue mixta (arterial y venosa), aunque solo reportaron dolor
el 46,2 % de los pacientes para el 56,6 % de estos, el dolor era intenso y superaba el
nivel 6, segun la escala visual analoga y 2 pacientes reportaron un nivel de dolor de 8
y otros 2 pacientes manifestaron que el dolor como el maximo nivel de dolor de su
vida calificandolo con valor de 4. Mientras que la diabetes mellitus se presentd en el
40 % de los pacientes y la hipertension arterial en el 36,6 % (Tabla 2).

En la tabla 3 y en el grafico 1 se reporté que la mayoria de los pacientes presentan
Ulceras cutaneas Tipo 4 (70, %), seguido por aquellos con Ulceras cutdneas Tipo 3
(16,6 %). Destaca que solo hubo un paciente con Ulcera tipo 1 (Tabla 3). Mientras que
la tabla 4 comunica que se obtuvo posterior a la intervencion terapéutica una
disminucion en los pacientes, de la frecuencia de Ulcera cutdnea Tipo 4 (40,0 %) y
Tipo 3 (23,3 %), con incremento de las Ulceras cutaneas Tipo 1 (16,6 %).

Al realizar la Prueba de rangos con signos de Wilcoxon (Tabla 5), se demostré que la
regresion de la severidad en la Ulcera cutdnea en la serie de pacientes estudiados
después de la intervencidn terapéutica expresada en la reduccion de la frecuencia de
Ulceras cutaneas Tipo 4 (70,0 % frente 40,0%; p = 0,01; Z = -1,342) e incremento de
las Tipo 1 (3,3 % frente 16,3 %; p = 0,00; Z = -6,042), es estadisticamente significativa.
Los resultados del andlisis de la contribucion del protocolo terapéutico a través de la
prueba de rangos con signos de Wilcoxon, demostré que la intervencion aplicada
produjo cambios favorables en la evoluciédn clinica en la serie de pacientes estudiados,
se evidencié que hubo un aporte a la reduccidén del area lesionada sin signos de
infeccion y con bordes activos (Tabla 5). Se obtuvo un valor de probabilidad de 0,00 y
0,01, lo que permite rechazar la hipotesis nula, favoreciendo el criterio de las
caracteristicas clinicas de la Ulcera cutdnea independientemente del grado de
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severidad, tienen un mejor prondstico evolutivo después de la aplicacion de la

estrategia terapéutica.

El modelo desarrollado para establecer el riesgo que tiene un paciente de mejoria
clinica segun la probabilidad asociada de Poisson, resultdé 0,09. Este resultado
demuestra que un paciente con Ulcera cronica de bordes no activos, con presencia de
dolor y exudado excesivo, una vez recibida la atencion terapéutica con gel AB
Quitosano, se obtiene control del exudado y alivio el dolor (directa o indirectamente),
con una probabilidad de 90 % (0,09) de mejoria clinica de su Ulcera o afectacién en la
solucién de continuidad de la piel. Este hallazgo coincide con el obtenido a través de
la prueba de rangos con signos de Wilcoxon.

Estas variables tienen importancia dado que el dolor expresa alguna anomalia en el
proceso de cicatrizacidon como la presencia de inflamacidén, con y sin infeccion,
maceracion misma del tejido perilesional. El dolor, considerado como el quinto signo
vital, debe ser identificado y monitoreado en las Ulceras. El mismo interfiere en el cierre
de las ulceras y heridas debido a una disminucién directa del flujo sanguineo. El
exudado importa ya que entorpece la actividad de los factores de crecimiento,
retardando el cierre. La epitelizacion ocurre desde los bordes principalmente, y es
dependiente de una matriz extracelular que permite su migracion, por lo que es una

resultante de las anteriores condiciones.

En la presente investigacion, se destaca que la aplicacion terapéutica del gel AB
quitosano no promovié procesos infecciosos, ni alteracion de la funcion renal y
hepéatica (Tabla 6).

Relevante resultdé el respaldo de los estudios histopatolégicos, para confirmar
evolucion clinica. Se evalu6 cada caso en 3 instantes, al inicio, momento intermedio y

fin del protocolo de aplicaciéon. Se observo:

a. Al inicio: La descripcion global de esta fase, corresponderia a:
“Fragmentos tisulares con abundantes cambios de caracter exudativo,
con predominio polimorfonuclear y frecuentes piocitos que infiltran
extensamente las muestras, remplazando su arquitectura tradicional,

con signos de lisis tisular acentuados, focos de hemorragia reciente y
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signos de hemorragia antigua. Se observa escasas formaciones
vasculares de caracter capilar y estructura conservada. Se observa
material desvitalizado en cobertura superficial, de caracter

fibrinoleucocitario y serohematico”.

b. Momento intermedio: La descripcidn global de esta fase, corresponderia
a:
“Fragmentos tisulares con signos de proliferacion conectivo — vascular
de caracter reparativo, caracterizado por instalacion de red capilar
congestiva, infiltracion  inflamatoria  cronica de  predominio
linfoplasmocitaria  complementada con  menor  componente
polimorfonuclear. No se observa material desvitalizado ni signos de

microorganismos.

c. Término de protocolo: La descripcion global de esta fase, corresponderia
a:
‘Fragmentos tisulares con notorios signos de maduracién de
proliferacion conectivo vascular, con regresion de infiltrado inflamatorio

y trama capilar. Refuerzo de fibras colagenas a nivel intersticial.

Respecto de cultivos microbiolégicos realizados, se obtuvo el reporte de
Staphylococcus aureus, como el microorganismo mas frecuente, seguido por
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus spp, y bacterias coliformes, consistente
con hallazgos reportados para este tipo de lesiones y patologia concomitante, lo cual
resulta de interés, por cuanto infecciones polimicrobianas pueden repercutir en
aspectos fisiopatolégicos que llevan a que estos microorganismos en comunidad
dificulten la recuperacion y cicatrizacion de la lesion. En efecto, cultivos tomados una

vez iniciada la aplicacion del gel, resultaron persistentemente negativos.

Los hallazgos obtenidos en la investigacién actual pudieran explicarse por las
propiedades cicatricial y bactericida del producto terapéutico, con capacidad de
provocar hiperplasia y aumento de la queratinizacion y en el caso particular de los
fibroblastos y células endoteliales se observa un incremento de la produccion de
proteinas de la superficie celular o de fibronectina, la cual proporciona la sustancia de
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sustrato requerida para el crecimiento y la diferenciacion de la epidermis. Los
resultados de este estudio indican la factibilidad de uso del producto.

La revision de literatura actual no muestra evidencias del empleo de la propuesta
terapéutica aplicada en esta serie de casos, por lo que se considera un aporte
novedoso en la atencidén de la Ulcera cutdnea, que representa un serio problema de
salud publica nacional y mundial. Sin embargo, los resultados obtenidos coinciden con

los reportados en estudios similares.
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Conclusiones

Las Ulceras cutaneas crénicas constituyen un problema sanitario relevante a nivel
mundial, se calcula que entre 1% al 2% de la poblacién padecera sus consecuencias
durante su vida. En Chile, las estadisticas disponibles muestran que
aproximadamente 160.000 pacientes son portadores de algun tipo de herida o Ulcera,
constituyéndose en un problema de salud publica. Se comprende por Ulcera crénica
“una lesién de piel mantenida en el tiempo, que implica pérdida de la epidermis, parte

de la dermis e incluso hipodermis”, con lo cual abarca este grupo a las Ulceras
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venosas, Ulceras isquémicas, pie diabético, Ulceras por presion, quemaduras y heridas
quirdrgicas infectadas.

Las Ulceras cutdneas cronicas ofrecen condiciones propicias para multiplicacion
microbiana, por la pérdida de integridad cutanea, hipoxia tisular y contaminacion de
tejidos expuestos, todo lo cual dificulta su cicatrizaciéon, sumado al aumento de
resistencia antibiética observada en cepas frecuentemente detectadas, al menos para
vehiculos antibiéticos usuales. Lo anterior, motiva el interés por conocer de principios
activos de uso innovador, que faciliten la aplicacién y efecto estable y persistente en
tejidos lesionados, superponiéndose a mecanismos de resistencia bacteriana,

enriquecidos eventualmente por antibiéticos de uso conocido.

Asi, las variantes de gel provistas para este estudio, han permitido observar una
evolucion clinica objetivamente favorable y de mayor velocidad de recuperacién a la
gue el paciente referia, con otros recursos terapéuticos hasta el momento de recibir la

aplicacién del gel, en un ambiente de alta asepsia.

Asi el caracter de las variantes de gel aplicadas como agente terapeutico, demostré

que:

e Es un agente que permite otorgar altos niveles de asepsia a la lesion tisular,
acompafado de neoangiogénesis histopatoldgica, cambios regresivos en el
infiltrado inflamatorio celular, con aparicion de respuesta fibroblastica de

caracter cicatricial y signos de re-epitelizacion complementaria.

e es un agente que propende a mecanismos curacidén segura, bien tolerada,
satisfactoria y con beneficios superiores a los obtenidos con otros recursos
terapéuticos de uso en la atencion de policlinico frecuente.

e Posee caracteristicas de aplicacién ambulatoria y autbnoma por parte de los
pacientes, que en la medida que pueda complementarse con eventual perfil de
acceso masivo y costo accesible, le incluirian en un potencial grupo de recursos
terapéuticos rentables y de alta demanda, sujeto a estudios de esta indole a

futuro.
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Tabla 1. Distribucion de los participantes segun edad y sexo
(n=30)
Sexo
Masculino Femenino
Grupos de edad (aios) No. % No. %
18 a 37 1 3,3
38a57 1 3,3 2 6,6
> 58 8 26,6 18 60,0
Total 10 33,3 20 66,6

Tabla 2. Frecuencia de antecedentes mérbidos en los pacientes

Antecedentes mérbidos (n=30)

No. %
Hipertensién arterial 11 36,6
Diabetes Mellitus 12 40,0
Etiologia
Insuficiencia arterial periférica 22 73,3
Insuficiencia venosa periférica 3 10,0
Insuficiencia arterial periférica e
Insuficiencia venosa periférica 4 13,3

(Mixta)
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Tabla 3. Frecuencia en los pacientes de Ulcera cutanea segun el puntaje obtenido en
el algoritmo de clasificacion antes del protocolo terapéutico

Clasificacion de la tGlcera cutanea (n=30)

No. %
Tipo 1 1 3,3
Tipo 2 3 10,0
Tipo 3 5 16,6
Tipo 4 21 70,0

Porcentaje 100 (%)
de frecuencia |
en los pacientes 70,
{n=30}
00

33 e

10 20,0 @

15

Tipol Tipo 2 Tipo3d  Tipod

Clasificacion de la ulcera cutanes

Jew dax Y R
SRR

IR IR RN
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Tabla 5. Analisis de la evolucion de la Ulcera cutanea antes y después del

tratamiento

Protocolo terapéutico

Antes Después

n=30 n=30 Valor Valor
Clasificacion de la  No. % No. % p Al
ulcera cutanea
Tipo 1 1 3,3 5 16,6 0,00 -6,042
Tipo 2 3 10,0 6 20,0 0,00 -3,842
Tipo 3 5 16,6 7 23,3 0,01 -3,624
Tipo 4 21 70,0 12 40,0 0,01 -1,342

*Valor de probabilidad, prueba de los rangos con signos de Wilcoxon. Intervalo de
confianza 95 % (p < 0,05).

¥Valor de la distribuciéon de la variable aleatoria normal estandar, prueba de los

rangos con signos de Wilcoxon. Intervalo de confianza 95 % (p < 0,05).

Tabla 6. Evolucién de la funcién renal, hepatica y hematolégica en los pacientes

estudiados

(n=30)

Media/Desviacion estandar
Parametros analiticos Dia0 Dia 42
Leucocitos (cel/mm3) 11.678 +2 8.677+2
Urea (mg/dL) 163 + 11 121 £10
Creatinina (mg/dL) 2,7+ 05 2,0+05
GOT (U/) 62+0,5 42+5
GPT (U/l) 51+2 43+2
GGT (U/) 49+3,5 51+3,5
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EVOLUCION HISTOPATOLOGICA

Material y método;

1. Se procedié a obtener biopsia por modalidad punch 2mm de diametro, y

profundidad de 2-3mm.

2. Se tomd 3 biopsias por cada paciente, a los dias 1- 21 y 42. Cada punch fue

inmerso en formalina tamponada al 10% (25 cc).

3. Cada muestra se procesé a las 24 horas de su obtencién.

4. Se hizo tincibn Hematoxilina-eosina, Van Giesson y Giemsa para cada

inclusion.

Hallazgos:

2. De la muestra inicial:

a.
b.

En la totalidad de los casos se observd material tisular evaluable.
En 41,3 % de los casos,
i. se observé material fibrinoleucocitario superficial (de tipo
purulento, desvitalizado) en méas del 50% del material evaluado.
i. En24,1% de los casos, correspondié a mas del 75% del material
evaluado
En el 100% de los casos se observd abundante infiltrado inflamatorio,
de predominio polimorfonuclear.
En el 27,5 % de los casos se observdé material seroleucocitario y
hematico superficial (de tipo costroso)
10,3% de los casos presentaron signos de esclerosis subepitelial.
82.7% de los casos presentd signos de vascularizacion deficiente, para
la evolucidn clinica en tiempo.
93.1% tenian intensos signos clinicos de caracter exudativo, al menos
focalmente.
17.2% presentaba depédsito paratréfico de alguna sustancia,
mayormente hemosiderina.
48.2% de los casos examinados presentd acumulos hiperbasoéfilos
microgranulares, del tipo colonias bacterianas. En 6,8 % de los casos,
se observaron imagenes sugerentes de esporas e hifas.
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La descripcion global de esta fase, corresponderia a: “Fragmentos
tisulares con abundantes cambios de caracter exudativo, con predominio
polimorfonuclear y frecuentes piocitos e que infiltran extensamente las
muestras, remplazando su arquitectura tradicional, con signos de lisis
tisular acentuados, focos de hemorragia reciente y signos de hemorragia
antigua. Se observa escasas formaciones vasculares de carécter capilar
y estructura conservada. Se observa material desvitalizado en cobertura
superficial, de caracter fibrinoleucocitario y serohematico”

La conclusién diagnéstica global para esta fase, fue de: “Solucion de
continuidad tegumentaria, con intenso proceso inflamatorio crénico
activo asociado, cuyo espectro diagnéstico incluye: Ulcera de pie

diabético, foliculitis pustular y trayecto fistuloso, entre otros.”

3. De la muestra intermedia:

En la totalidad de los casos se observd material tisular evaluable.

En el 86,2% de los casos se observé signos de intensidad variable, de
proliferacion fibrobléstica de caracter reparativo.

En el 27.5 % de los casos se observd signos de re-epitelizacion
periférica, inmadura e incipiente (bordes de la ulcera)

En 65.5 % de los casos, :

i. se observé infiltrado inflamatorio de predominio mononuclear,
linfoplasmocitario, de tipo cronico, en mas del 50% del material
evaluado.

i. En41.3% de los casos, correspondié a mas del 75% del material
evaluado

En 27.5% de los casos presentaron signos de esclerosis subepitelial.
En 86.2% de los casos se observo recuperacion de patrén vascular,
signos de proliferacién capilar y endotelial, con signos de edema leve a
moderado (neoangiogénensis).

93.1% de los casos no presentaron signos de material fibrinoleucocitario
superficial, ni serohematico de tipo costroso superficial.
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h. No se observé acumulos hiperbaséfilos microgranulares, del tipo

colonias bacterianas ni imagenes sugerentes de esporas e hifas, en
ninguno de los casos examinados

La descripcion global de esta fase, corresponderia a: “Fragmentos
tisulares con signos de proliferaciéon conectivo — vascular de caracter
reparativo, caracterizado por instalacién de red capilar congestiva,
infiltracion inflamatoria cronica de predominio linfoplasmocitaria
complementada con menor componente polimorfonuclear. No se
observa material desvitalizado ni signos de microorganismos.

La conclusién diagnostica global para esta fase, fue de: “Solucién de
continuidad tegumentaria, con desarrollo de tejido granulacién,
congestivo. No se observan signos de infeccidn. Incipientes signos

periféricos de re-epitelizacion, con diferenciacion celular incompleta”.

4. De la muestra final:

En la totalidad de los casos se observo material tisular evaluable.

En el 96,5% de los casos presentd signos de regresion de infiltrado
inflamatorio, ubicado mayormente a nivel perivascular.

En 93,1 % de los casos, no se observdé material fibrinoleucocitario
superficial (de tipo purulento, desvitalizado) ni hematico superficial (de
tipo costroso)

El 100% de los casos presentd signos de reduplicacion de fibras
colagenas en matriz intersticial.

El 100% de los casos presento signos de regresion de trama capilar.
No se observé acumulos hiperbaséfilos microgranulares, del tipo
colonias bacterianas ni imagenes sugerentes de esporas e hifas, en
ninguno de los casos examinados

La descripcion global de esta fase, corresponderia a: “Fragmentos
tisulares con notorios signos de maduracion de proliferaciéon conectivo
vascular, con regresion de infiltrado inflamatorio y trama capilar.
Refuerzo de fibras colagenas a nivel intersticial.

La conclusién diagnostica global para esta fase, fue de: “Solucién de

continuidad tegumentaria, con cambios tisulares de caracter cicatricial.

37

HOJAS DE SUSTITUCION (REGLA 26)



WO 2019/232656 PCT/CL2018/050042

Signos de re-epitelizacion con adecuada diferenciacién tisular. No se

observan microorganismos”.
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REIVINDICACIONES

1.- Método de obtencion de un gel biodegradable y biocompatible, CARACTERIZADO

porque comprende los siguientes pasos:
i) Elaboracién de Geles de Quitosano;

Se utiliza un polimero de quitosano de grado de desacetilacion superior a 90%
y una masa molar entre 25,000 y 500.000 g/mol, el cual se obtiene por disolucién a
temperatura ambiente (15-25°C) en acidos débiles organicos (acético, formico, lactico

entre otros) hasta lograr una concentracién entre 1 y 5% en masa,;
i} Obtencion de quitosano mezclado con antibi6ticos;

A la matriz de quitosano obtenida en (i) se agrega uno o mas antibioticos, por
el método de dispersion y agitacion en atmésfera de nitrégeno gaseoso, estando los
antibiéticos en una concentracioén de 0.1 a 5 % en masa y cuando estan combinados

en una relacion de 1:1;
iif) Obtencién de nanoparticulas;

Reaccion de co-depositacién. Este método involucra la co-deposicion fisica de
vapores metalicos (cobre y plata) con vapores organicos (2-etoxietanol) en Nitrégeno
liquido, en un reactor de atomos metdlicos; se introduce el metal a evaporar en el
crisol de alumina; se introduce el magneto y el quitosano sélido en el fondo del reactor;
se conecta el matraz con el solvente a utilizar (2-etoxietanol) y todo el sistema se
evacua hasta alcanzar un alto vacio de 10 bar. Luego se sumerge el reactor en un
Dewar de 5000 ml con nitrégeno liquido. Se enciende la fuente de poder hasta 40A,
la cual evapora el solvente y luego el metal en su respectiva temperatura de ebullicion,
penetrando el solvente hacia el reactor en estado vapor. Se apaga la fuente de poder,
se co-depositan el metal y el solvente en un proceso llamado nucleaciéon por un
periodo de 60 minutos aproximadamente, formandose finalmente una matriz “metal-

organica” congelada en las paredes internas del reactor;

iv) Obtencién del Quitosano dopado con nanoparticulas. Se obtiene por el
descongelamiento de la matriz “metal-organica” que se encuentra en las paredes

internas del reactor. Donde se agita la matriz por 12 horas con un agitador magnético
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y se deja reposar por un periodo de 2 horas aproximadamente obteniéndose la matriz
“metal-organica-polimero de la cual se extrae, conectando un matraz recibidor a la
linea de vacio. Una vez retirada la matriz, se realiza la evaporacion del solvente la
cual actia como soporte de la mezcla nanoparticulas/quitosano, hasta obtener
particulas de quitosano sélidas. Estas particulas se encuentran dopadas con
nanoparticulas metélicas. Estando en una concentracién de 1 a 5 % en masa respecto

al polimero quitosano.

2.- El Método de obtencién de un gel biodegradable y biocompatible segun la
reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque los antibidticos corresponden a
ciprofloxacino y/o cloxacilina solos o en combinacién y/o cefotaxime y/o gentamicina

solos 0 en combinacion.

3. El método de obtencién de un gel biodegradable y biocompatible segun la
reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque las nanoparticulas corresponden a cobre
y/0 plata solos 0 en combinacién.

4. Gel biodegradable y biocompatible, CARACTERIZADO porque comprende una
matriz polimérica de quitosano en una concentracién de 1 a 5% en masa, conteniendo
nanoparticulas metdlicas de 10 a 100 nm, en una concentracion de 1 a 5 % en masas
y/o conteniendo antibidticos, en una concentracion de 0.1 a 5 % en masa y aditivos

entre 1 a 5% en masa.
5.- Gel de acuerdo a la reivindicacion 4, CARACTERIZADO porque el quitosano
corresponde a poli-beta-D-glucosamina y la masa molar de la matriz polimérica es

entre 25.000 y 500.000 g/mol con grado de pureza superior al 95% en masa.

6. Gel de acuerdo a la reivindicacién 4, CARACTERIZADO porque los iones metélicos
corresponden a cobre y/o plata solos 0 en combinacion.
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7. Gel de acuerdo a la reivindicacién 4, CARACTERIZADO porque los antibiéticos
corresponden a ciprofloxacino y/o cloxacilina solos o en combinacién y/o cefotaxime

y/0 gentamicina solos o en combinacion.

8. Gel de acuerdo a la reivindicacién 4, CARACTERIZADO porque los antibiéticos

combinados se encuentran en proporcién 1:1.

9. Gel de acuerdo a la reivindicacion 4, CARACTERIZADO porque los aditivos
corresponden a carbopol, hidroquinona, goma guar, goma xantica y/o goma arabiga.

10. Uso del gel de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 9, CARACTERIZADO porque
sirve para tratamiento de infecciones cutdneas bacterianas ya sean Ulceras

neuropaticas o pie diabético.

11. Uso del gel de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 9, CARACTERIZADO porque
sirve para la restauracion de tejidos epidérmicos, dérmicos, neovascularizacion y

angiogénesis.
12. Uso del gel de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 9, CARACTERIZADO porque

sirve como matriz de crecimiento celular de fibroblastos en tejidos epidérmicos y

dérmicos.
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EVOLUCION FOTOGRAFICA DE ULCERAS
Paciente Edad Inicio Antecedentes
N°1 74 afios | 05/04/2018 hipertension, DM

5 de abril 2018
Lesiones con signos de infeccion

Lesién enrojecida y secrecién

12 de abril 2018

Lesiones limpias sin signos de infeccion

Lesion inferior nuevo tejido epitelial.
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Paciente Edad Inicio Antecedentes
N°2 79 afios | 05/04/2018 Hipertensién.
5 de abril 2018 12 de abril 2018

Lesién con signos de infeccion Lesidbn con menos enrojecimiento

19 de abril 2018

Leves signos de la lesion.

FIGURA 7
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Paciente Edad Inicio Antecedentes
N°3 88 afios | 05/04/2018 DM

5 de abril 2018

Lesion con signos de infeccion.

12 de abril 2018

Disminucién de enrojecimiento

19 de abril 2018

Ulcera cerrada

FIGURA 8
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Disminuye el eritema en la periferia.

Paciente
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5 de abril 2018

Lesion ulcera con eritema en la periferia
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¢l pago de una tasa de protesta.

Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicilante’, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo cstablecido en el requerimiento.

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompaiiado de ninguna protesta.
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitad intemacional N°
PCT/CL2018/050042

{Recuadro 1)

La solicitud esta relacionada con el tratamiento de infecciones cutaneas, especialmente bacterianas
y fingicas como Ulceras neuropaticas o pie diabético, Utiles ademas en heridas que requieran
restauracion de tejidos epidérmicos, dérmicos, neovascularizacion y neoangiogénesis histopatologica
(ver 1er parrafo de la pagina 1 de la solicitud). El pliego esta formado por las siguientes clausulas
independientes..

La reivindicacion 1 define un método de obtencion de un gel biodegradable que comprende
quitosano, antibidticos y/o nanoparticulas metalicas; la reivindicacion 4 hace referencia a un gel
biodegradable que comprende una matriz polimérica de quitosano, antibidticos y/o nanoparticulas
metalicas; y la reivindicacion 10 relacionada al uso del gel biodegradable y biocompatible descrito,
para el tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas.

Las geles antes descritos tienen como caracteristica comun estar compuestos por quitosano y
resultar utiles para el tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas. No obstante, como resultado
de un analisis a posteriori, se concluye que dicha caracteristica comun ya es conocida en el arte
previo (ver documento D1, que describe un método para sintetizar un hidrogel que comprende
quitosano y antibiéticos, que resulta util para el tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas). De
esta forma, lo anterior no puede ser considerado como un Concepto Comun Inventivo, y, en
consecuencia, la solicitud presenta faita de Unidad de Invencion. :

Como resultado de lo anterior, se han identificado 3 grupos de invenciones:

GRUPO 1 (reivindicaciones 1,2,4,5,7-12 de manera parcial): método de obtencion de un gel
biodegradable que comprende quitosano y antibioticos, dicho gel biodegradable, y su uso para el
tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas. .

GRUPO 2 (reivindicaciones 1, 3-6 y 9-12 de manera parcial): método de obtencion de un gel
biodegradable que comprende quitosano y nanoparticulas metalicas, dicho gel biodegradable, y uso
de este para el tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas.

GRUPO 3 (reivindicaciones 1-12 de manera parcial). método de obtencion de un gel biodegradable
que comprende quitosano, antibiéticos y nanoparticulas metalicas, dicho gel biodegradable, y su uso
para el tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas.
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Documento de patente
citado en Informe de Busqueda

Fecha de Publicacion

Miembro(s) de Familia

Fecha de Publicacién

WO 2017/001808 A1 05/01/2017 CA 2991000 A1 05/06/2017
FR 3038318 A1 06/06/2017
CN 107949598 A 20/04/2018
EP 3317326 A1 09/05/2018
US 2018/0186939 A1 05/07/2018
JP 2018519120 A 19/07/2018
US 2014/0377331 A1 25/12/2014 WO 2013/109004 A1 25/07/2013
KR 20130085245 A 29/07/2013
CN 104080487 A 01/10/2014
EP 2805734 A1 26/11/2014
US 2008/0147019 A1 19/06/2008 WO 2008/075222 A1 26/06/2008
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