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RESUMEN

La ranitidina se utiliza en el tratamiento del reflujo gastroesofagico en bebés,
esta disponible para su administracion en el mercado por via oral; sin embargo, su
biodisponibilidad es muy variable entre los sujetos, especialmente entre los
neonatos (40-80%), esto debido al efecto del primer paso. Por ello, es necesario
contar con una via de administracion alterna, en este sentido la via transdérmica o
percutanea puede considerarse como una alternativa. Esta via es util para farmacos
con caracteristicas fisicoquimicas (peso molecular bajo, solubilidad > 1Tmg/mL y
coeficiente de particion entre 1-3) y farmacocinéticas (tiempos de vida media cortos
y potencia elevada) idéneas. Una de las ventajas de esta via es que se evitan las
molestias digestivas que acomparian la administracion de algunos farmacos por via
oral y se obtienen concentraciones plasmaticas sostenidas de farmaco durante
largos periodos de tiempo, ademas de tener una mejor aceptacion por parte del

paciente.

Por otro lado la piel estd compuesta por la epidermis, dermis e hipodermis,
siendo en la epidermis donde se encuentra el estrato cérneo, el cual funciona como
una barrera semipermeable que no deja pasar en este caso a los farmacos, por lo
cual para administrar un farmaco éste debe formularse en sistemas que favorezcan

su absorcion, de modo que pueda alcanzar el torrente sanguineo.

En el presente trabajo se propone la via transdérmica como una alternativa
para la administracion de ranitidina, evitando los inconvenientes antes sefialados de
la via oral. Para ello se desarrollaron dos sistemas submicrénicos (microemulsiones
y liposomas): que contienen ranitidina. Se formularon dos microemulsiones (ME)
utilizando como como surfactantes Brij ® 58 y Brij ® 96 y liposomas con
fosfatidilcolina: colesterol 40:10, estudiando la liberacion y permeacion in vitro del
farmaco a partir de estos sistemas. Los resultados mostraron que en general todos
los sistemas son capaces de modular la liberacién de ranitidina, presentando
diferentes cinéticas, y aunque los flujos obtenidos muestran una baja permeacién a

través de la piel , tomando en cuenta la cantidad de ranitidina que alcanzé el medio



receptor, se estima que un sistema con un area de 18.65 cm? (para liposomas),
19.55 cm? (para ME con Brij ® 58) y 20.83 cm? (para ME con Brij ® 96) seria suficiente

para alcanzar concentraciones terapéuticas en un lapso de 24 h.
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INTRODUCCION

El reflujo gastroesofagico (RGE) se define como el paso del contenido gastrico
hacia el eséfago. Ocurre en mas de dos tercios de los lactantes menores de un afo
de edad y ha sido asociado al sindrome de muerte subita del lactante y al “casi
ahogamiento”, asi como a enfermedades respiratorias cronicas como hiperactividad

bronquial, tos cronica, estridor y neumonia recurrentes.

De los farmacos que inhiben la secrecion gastrica de acido clorhidrico, el mas
utilizado es la ranitidina, a razén de 4 a 8 mg/Kg/dia repartidos en dos a tres dosis.

Este medicamento es bien tolerado, sin reacciones colaterales.

La administracion de la forma farmacéutica oral en bebés (tabletas y
suspension de ranitidina) puede presentar algunas desventajas entre las mas
importantes se pueden mencionar: el efecto del primer paso, irritabilidad
gastrointestinal y dificultad para administrar; ademas de la alta variabilidad en la
biodisponibilidad de la ranitidina entre sujetos pediatricos (40-80%); la via
transdérmica es mucho mas sencilla de administrar y permite una liberacién
constante del farmaco durante un periodo determinado y en el caso de presentarse

alguna reaccidn adversa se puede retirar el dispositivo sin mayor complicacion.

Sin embargo, la piel es una membrana casi impermeable la cual impide el paso
de diversas sustancias a través de ella (entre ellas los farmacos), debido a esto se
han buscado alternativas para mejorar la permeacién transdérmica de farmacos,

una de estas es el uso de nanoacarreadores.

Debido a las ventajas que ofrece la administracién transdérmica, asi como la
posibilidad de encapsular la ranitidina en vesiculas, el presente trabajo tuvo como
objetivo desarrollar sistemas submicrénicos que contuvieran ranitidina como una
alternativa para el tratamiento del RGE en bebés debido a su facil aplicacién y
comodidad para el paciente. Se formularon dos microemulsiones agua/aceite

utilizando como fase oleosa aceite mineral y tensoactivos no iénicos (debido a su
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baja toxicidad); asi como liposomas, cuya composicidon y estructura es similar a la
de las membranas biol6gicas. Los sistemas se caracterizaron y se estudi6é la

liberacién de ranitidina y su permeacioén a través de piel in vitro.
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1. ANTECEDENTES TEORICOS

1.1. La piel

La piel es el érgano mas grande, mide alrededor de 1.5-2 m?, representa
aproximadamente el 16 % del peso total del cuerpo y esta dividida en tres capas:
epidermis, dermis e hipodermis' como se muestra en la figura 1. Una piel sana
transmite una sensacién de bienestar y reacciona con intensidad ante los sentidos.
Muchas enfermedades se detectan por las alteraciones de la piel. 2 Las principales
funciones de la piel son:

e Actia como una barrera que protege contra agentes fisicos, quimicos y
biolégicos del medio externo (p. ej., barrera mecanica, barrera de
permeabilidad, barrera ultravioleta). 2

e Participa en la homeostasis al regular la temperatura corporal y la pérdida de

agua.?

e Desempena funciones endocrinas al secretar hormonas, citosinas y factores
de crecimiento y al convertir moléculas precursoras en las moléculas

maduras con actividad hormonal (Vitamina D). 3

e Interviene en la excrecion a través de la secrecién exocrina de las glandulas

sudoriparas écrinas y apocrinas y las glandulas sebaceas. °

Capa hidrolipidica

Estrato cérneo

Estrato granuloso Epidermis
Estrato espinoso

Estrato Basal

Gldndula sebdcea
Foliculos pilosos

Dermis

Vaso sanguineo
Tejido adiposo

Hipodermis

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de la piel. @
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Ademas ciertas sustancias liposolubles pueden ser absorbidas a través de la
piel. Aunque en si misma no es una funcién de la piel, esta propiedad se aprovecha

con frecuencia para la administracion de agentes terapéuticos. 3

1.1.1. Anatomia y fisiologia

Existen diferentes estructuras que actuan como barrera para la penetracion de
farmacos: la capa epicutanea (un manto acido y una capa acuosa), la capa
electrolitica subcérnea, la epidermis, la union dermoepidérmica, la dermis y la

unidad pilosebacea. 4

1.1.1.1. Epidermis

Una de las capas fundamentales de la piel es la epidermis, estratificada y
queratinizada; es una estructura que se renueva continuamente a la que se asocian
anexos, foliculos pilosebaseos y glandulas sudoriparas, esta constituida en su
mayor parte por células epiteliales de origen ectodérmico, los queratinocitos. ©
Tiene un espesor de 0.4 a 1.5 mm, mientras que el espesor total de la piel es de 1.5

a4.0 mm.>

Capas de la epidermis

Las capas que forman la epidermis, de adentro hacia fuera, reciben el nombre

de estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato lucido y estrato corneo.
7

Estrato basal. Los queratinocitos del estrato basal, células cilindricas o

cubicas, establecen una union sélida con la dermis subyacente por medio de una
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membrana basal, ademas garantizan la renovacion de la epidermis gracias a la
presencia de células madre (alrededor del 10%), que generan una poblacién de

células amplificadoras de la mitosis.®

Estrato espinoso. Esta constituido por entre cuatro y ocho estratos, formados
por células poliédricas de tamafo mayor que los queratinocitos basales y que se
unen entre si por numerosos desmosomas, lo que le confiere un aspecto “espinoso”

al observarla mediante el microscopio éptico.®

Estrato granuloso. En esta capa comienza a formarse la envoltura de células
gueratinizadas. ° Durante la diferenciacion, los queratinosomas aumentan de
tamano, se acercan a la porcidon apical de los queratinocitos y vierten su contenido
en los espacios intercelulares. Este proceso se vuelve especialmente masivo en la
transformacién de los queratinocitos granulosos mas superficiales en corneocitos:

los queratinocitos cornificados.”

Estrato lucido. Es una linea intensamente eosindfila ubicada por debajo de la
capa cornea y se le identifica en los sitios donde ésta es gruesa (palmas de las

manos y plantas de los pies). 8

Estrato corneo. La completa diferenciacion de las células granulosas produce
capas apiladas de células anucleadas, queratinizadas, aplanadas, que forman el
estrato corneo. Esta capa proporciona a la piel proteccidn mecanica y constituye
una barrera para la pérdida de agua y la penetracion de sustancias solubles desde
el ambiente. La barrera del estrato cérneo esta formada por un sistema de dos
compartimientos de corneocitos enriquecidos en proteinas y reducidos en lipidos,
rodeados por una matriz lipidica extracelular continua. Estos dos compartimentos
tienen funciones algo independientes aunque complementarias que constituyen en
conjunto, la “actividad de barrera” de la epidermis. La regulacion de la
permeabilidad, descamacion, actividad contra los péptidos microbianos, exclusion
de toxinas y absorcién quimica selectiva son todas funciones primarias de la matriz
lipidica extracelular. Por otro lado, el esfuerzo mecanico, la hidratacion, la iniciacion

14



de la inflamacion mediada por citocinas y la proteccion del dafio por exposicion a
radiacién UV son todas funciones a cargo de los corneocitos. °

1.1.1.2. Dermis

La dermis o corion es el reticulo mas profundo de colageno y fibras elasticas
que, por lo general, comprende la mayor parte del espesor de la piel; contiene
ademas numerosos vasos sanguineos y conductos linfaticos, nervios y
terminaciones nerviosas sensitivas y cierta cantidad de tejido adiposo. También
contiene foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y sebaceas y musculo liso
(musculos erectores de los pelos).” La dermis se divide en dos estratos: estrato
papilar y estrato reticular. °

Estrato papilar. Tejido conjuntivo superficial, delgado y rico en células y vasos
sanguineos. Su superficie forma papilas y contiene numerosos capilares.®

Estrato reticular. La capa mas profunda y gruesa es rica en fibras, aporta
firmeza al tejido conjuntivo cutaneo. Contiene los anexos cutaneos, los vasos
sanguineos y linfaticos y los nervios. ° Es esta capa la que confiere a la piel su

resistencia y fortaleza. ’

1.1.1.3. Hipodermis (tejido subcutaneo)

El tejido de la hipodermis aisla al cuerpo, sirve como suplemento de reserva
energética, acolchado y proteccién de la piel, y permite su movilidad sobre las
estructuras subyacentes. El limite entre la dermis reticular profunda y la hipodermis
es una transicion abrupta de un tejido conjuntivo dérmico predominantemente
fibroso a un tejido subcutaneo fundamentalmente adiposo. Los adipocitos forman la
masa principal de la hipodermis. Estan organizados en l6bulos definidos por tabique
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de tejido conjuntivo fibroso. Los nervios, vasos sanguineos y linfaticos estan

localizados dentro de los tabiques e inervan, nutren y drenan la regién. *

1.1.2. Absorcion percutanea

La penetracion de un principio activo hasta la circulacién sistémica o los tejidos
circundantes involucra multiples procesos: disolucion y liberacion dentro y desde la
formulacion, particion dentro del estrato corneo, difusion a través del estrato corneo,
particion desde el estrato cérneo hacia la fase acuosa de la epidermis, difusion a

través de la dermis y acceso a la circulacién sistémica y/o tejidos circundantes. °

El estrato cérneo funciona como una barrera altamente lipofilica, la cual evita
la pérdida excesiva de agua y previene la penetracion de moléculas. Los corneocitos
queratinizados conforman una barrera que dificulta el pasaje de moléculas,
independientemente de su tipo. Asi mismo, los lipidos hidrofébicos intercelulares lo

hacen impermeable a las sustancias hidrofilicas. 1°

1.2. Via de administracion transdérmica

Los sistemas de liberacion transdérmica (SLT) o Sistemas Terapéuticos
Transdérmicos (STT), se definen como formas de dosificacibn auténomas,
discretas, de liberacion controlada;'! que tienen como premisa basica la penetracion
del farmaco a través del estrato cérneo y la absorcion en circulacion sistémica.'?
Son una de las formas farmacéuticas mas recientes (1980) y se utilizan sobre todo
para farmacos de vida media corta que, de otro modo, precisarian de una
administracion oral muy frecuente, o para aquellos cuya absorcion puede ser

mejorada. 3
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Ventajas

En comparacién con los métodos tradicionales tales como la inyeccion y la via

oral, los STT poseen ventajas como: '0- 13,14, 15,16
e Gran area superficial.
e Lapiel es el 6rgano de mas facil acceso del cuerpo humano.
¢ No invasiva o minimamente invasiva (e.g., uso de microagujas).
e Efectos terapéuticos estables y sostenibles.
e Evita degradacién en tracto gastrointestinal por accién quimica o enziméatica.

e Evita la descomposicién debida al primer paso hepético (formacion de

metabolitos que puedan causar efectos secundarios).
e Eliminacion de restricciones dietarias asociadas a la via oral.
e Carencia de efecto irritante local sobre el tubo digestivo.

e Se consiguen concentraciones séricas constantes, sobre todo en farmacos

con vida corta y estrecho margen terapéutico.

Limitaciones

Algunas de las limitaciones que presenta la via transdérmica se enuncian a

continuacion: 15 16

e Algunos pacientes desarrollan eritema, comezén y edema local en el sitio de

aplicacién debido a uno 0 mas componentes del sistema.

e Lafuncion de barrera de la piel cambia en un sitio y otro en la misma persona,

de persona a persona y con la edad.

17



e La administracién transdérmica sera muy dificil, si la dosis terapéutica del

farmaco es mayor a 10 mg/dia.

e Esta administracion no es practica cuando es necesario administrar dosis

elevadas del farmaco a traves de la piel.

e Baja permeabilidad para moléculas de alto peso molecular (> 500 Da) e

hidrofilicas (péptidos y proteinas).

1.2.1. Factores que influyen en la liberacion de los farmacos a partir de un
sistema terapéutico transdérmico

Propiedades fisicoquimicas del farmaco

Se ha planteado que el éxito de todo STT depende de la capacidad del farmaco

para difundir a través de la piel en cantidades suficientes para lograr el efecto

terapéutico deseado, algunas de las caracteristicas que debe tener el farmaco para

formularse en un STT son: 1. 10.16

Bajo peso molecular (< 500 Daltons).

Elevada potencia farmacolédgica (dosis <50 mg/dia).
Ausencia de propiedades irritantes para la piel.
Estable a temperatura ambiente.

Solubilidad en lipidos y agua (> 1 mg/mL).

Coeficiente de particion (log P) entre 1-3; ya que si el farmaco es hidrofilico
la cantidad que pase a través del estrato cérneo sera pequenay en el caso

de un farmaco muy lipofilico tendera a retenerse en las membranas.

Grado de ionizacién, este influye en la solubilidad del farmaco en las
membranas, si una molécula se encuentra no ionizada podra atravesar

18



mas facilmente el estrato cérneo que una molécula ionizada porque esta
podria interactuar con los iones presentes en la piel y por lo tanto no podra

atravesar el estrato cérneo.

Propiedades del vehiculo

La velocidad de penetracién de los farmacos a través de la piel dependera de

las interacciones entre el vehiculo, la piel y el farmaco, y puede ser modificada por

varios factores: 3

Oclusividad. Los vehiculos lipéfilicos son mas hidratantes por su poder
oclusivo y favorecen la absorcién, mientras que los vehiculos hidrofilicos

no favorecen la penetracion y en ocasiones son deshidratantes.

Capacidad de penetracién del vehiculo. Los vehiculos que no contienen
emulsificantes u otros aditivos que favorecen la penetracién son los menos
penetrantes y estan indicados para tratamientos superficiales. Para
tratamientos que requieren penetracion interesan excipientes penetrantes

o bien potenciarla incorporandoles promotores de la absorcién.

Tensoactivos. Son sustancias que solubilizan el farmaco facilitando su
acceso a la superficie cutanea y, por tanto, indirectamente mejoran su

capacidad de penetracion.

Disolventes. Son compuestos capaces de modificar la naturaleza del
estrato corneo aumentando temporalmente la permeabilidad de la piel.
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1.2.2. Rutas de permeacion

En un principio, cuando un medicamento se deposita sobre la piel, entra en
contacto con una capa epicutdnea constituida por una mezcla de secreciones
lipidicas (sebo) y acuosas (sudor).'3 Las dos rutas principales de permeacién en la
piel son la via transpendicular y la via transepidérmica. La via transpendicular
también conocida como ruta de desviacion, incluye la permeacion a través de las
glandulas sudoriparas (via transglandular) y foliculos pilosos (via transfolicular) con
su asociada glandula sebacea (Figura 2). -8 La via transepidérmica es la mas
importante, ya que la via transpendicular es de escaso volumen, representa menos
del 0.1 % de la superficie cutdanea y admite la difusion de pocos tipos de

sustancias.3

Transepidérmica Transpendicular

Intercelular Intracelular Transglandular Transfolicular

]

Foliculo piloso

Glandula

Figura 2. Rutas principales de permeacién de la piel.'®

La via transepidérmica consta de dos vias, la via intercelular y la via intracelular
(Figura 3). 17 La via mas directa es la intracelular; aqui el farmaco atraviesa la piel
directamente pasando ambas estructuras lipidicas del estrato cérneo y el citoplasma
de queratinocitos muertos. Esta es la ruta mas corta para el farmaco, pero habra

una resistencia significativa a la permeacion porque tendra que atravesar ambas
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estructuras lipidicas e hidrofilicas.'® La via mas comln para la permeacién de
farmacos es la intercelular, a través de los intersticios celulares (entre los
corneocitos); para las moléculas polares, la via dominante residira en la fase acuosa
de los espacios intercelulares y para moléculas no polares, en las regiones

hidrofébicas de las cadenas lipidicas intercelulares. 1318

Via intercelular Via intracelular
. I
—— 1 —T \
s )
XX O —
= . <l P —— ——~
) o b
\-\-,--s‘ — —_— - A -
p— e —
e e 5. ERR——
L = W 3 =2 J_ ___) ( —_—
——
. v
Membrana v
plasmatica Citoplasma Acidograso Agua Ceramida

Espado
intercelular

Figura 3. Rutas de la via transepidérmica: via intercelular y via intracelular.®

1.2.3. Promotores de permeacion/penetracion

Cuando una sustancia se aplica sobre la piel con un simple vehiculo, la terapia
puede resultar insatisfactoria porque la concentracién obtenida en la aplicacién es
insuficiente. ' Sin embargo, el superar las limitaciones inherentes impuestas por el
estrato corneo para lograr una concentracion terapéutica sistémica de los farmacos
ha llevado a perturbar la barrera de la piel y mejorar la liberacion transdérmica. Los
principales enfoques para mejorar la liberacion transdérmica son los potenciadores
fisicos (ultrasonido, iontoforesis, magnetoforesis, microagujas), nanoacarreadores
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(liposoma, niosoma, transfersomas, microemulsién, nanoparticulas) vy

potenciadores quimicos (sulféxidos, azonas, glicoles, alcanos, terpenos, etc.). 5 20

Los promotores de la penetracibn se conocen como compuestos que
modifican la fluidez de los lipidos del estrato corneo. La interaccion con el estrato
cérneo puede darse ya sea mezclandose con los lipidos del estrato cérneo alterando
asi su organizacion, o pueden extraer una parte de los lipidos del estrato corneo de
este modo modificando el contenido total de lipidos en el estrato cérneo y su

composicién en la piel. 2’

Algunas de las propiedades ideales de los potenciadores de
penetracion/absorcion son: que sean seguros, que no sean tdéxicos, que sean
farmacoldgicamente inertes, que no sean irritantes, que no sean alergénicos y que

tengan rapida dispersion para permitir la recuperacién de la funcién de barrera.'©

1.2.3.1. Promotores quimicos

Con el fin de aumentar la penetracion del farmaco, el vehiculo puede estar
integrado con potenciadores que al interactuar con lipidos intercelulares mejoren el
coeficiente de difusion del farmaco en el estrato cdrneo. Los potenciadores quimicos
pueden: a) aumentar la capacidad de difusion del farmaco dentro de la barrera, b)
aumentar la solubilidad en el vehiculo o en ambos, o ¢c) mejorar el coeficiente de

reparto.’®

Los excipientes como propilenglicol y dimetilsulféxido (DMSO) pueden
incrementar la difusién alterando la organizacion de los lipidos de la capa cornea.
La interferencia con la biosintesis de ciertos lipidos puede alterar la estructura de la
barrera e incrementar la penetracion. '° Los alcoholes de cadena corta como etanol
e isopropanol son los mas usados; el etanol puede ser utilizado como cosolvente y
como promotor de la penetracién; la habilidad del etanol o mezclas de etanol-agua
para modificar la funcién de barrera de la piel que ha sido reportada incluye la
fluidizacion y extraccién de lipidos, y efectos en el orden de los lipidos. 22
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Los tensoactivos, en particular, tienden a interactuar con la queratina de los
corneocitos, abriendo la estructura densa de la queratina haciéndola mas
permeable, 2 estudios de calorimetria indican que los tensoactivos alteran la
estructura de los lipidos incrementando asi la permeabilidad de la membrana. 22
Ademas causan la deplecion de lipidos en el estrato cdérneo por su solubilizacion en
micelas (extraccién de lipidos), debilitando asi la propiedad de barrera y, afectando
el transporte de materiales hidrofilicos causando el paso de agua a través de la
piel.?!

1.2.3.2. Nanoacarreadores

Liposomas

Los liposomas son acarreadores versatiles de farmacos los cuales pueden
usarse para resolver problemas de solubilidad, inestabilidad y rapida degradacion
del farmaco.Tanto farmacos hidrofilicos como hidrofébicos pueden asociarse a los

liposomas. 2

Un liposoma es una pequefa vesicula hecha del mismo material que la
membrana celular, que encapsula (encierra) un volumen acuoso dentro de una
bicapa lipidica.?® Las moléculas de lipidos son usualmente fosfolipidos (moléculas
anfifilicas, es decir, que tienen una cabeza hidrofilica y una cola hidrofébica) con o
sin aditivos que tienen una cabeza hidrofilica y una cola hidrofébica.?52¢ El colesterol
puede ser incluido para mejorar las caracteristicas de la bicapa de los liposomas,
incrementando la microviscosidad de las bicapas, reduciendo la permeabilidad de
la membrana a moléculas solubles en agua, estabilizando la membrana e

incrementando la rigidez de las vesiculas.?®
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Tipos de liposomas

La clasificacion de los liposomas de acuerdo a su estructura se muestra en la

figura 4. Como se puede observar el tamafno depende de la clase de liposoma que

se forme.

Clasificacion de
Liposomas

Vesicula Multilamelar
(MLV)

Tamafo > 0.1 um #7

Vesicula Unilamelar
(ULV)

Todos los tamanos 25

Vesicula Multivesicular
(MVV)

Tamafo > 0.1 um 2°

-Vesicula Unilamelar Grande(LUV).
Tamafo > 0.1 um 27

-Vesicula Unilamelar pequena (SUV).
Tamano < 0.1 um 27

Figura 4. Clasificacion de liposomas de acuerdo a su estructura y tamafo. 27-28

En la figura 5 se muestra la estructura de las MLV, LUV y SUV; en la figura 6

se muestran las diferencias en las estructuras de las MLV y MMV
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Figura 5. Clases de liposomas. De izquierda a derecha: Vesicula multilamelar,
vesicula unilamelar grande y vesicula unilamelar pequefa.?’
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Figura 6. Vesiculas multilamelares (A), vesiculas multivesiculares (B). 28



Mecanismos de penetracion de los liposomas

Los mecanismos que han sido sugeridos de cdmo actuan los liposomas en la

piel para la liberacion de farmacos son: 2°

Mecanismo del farmaco libre: de acuerdo con este proceso, el farmaco
penetra la piel de forma independiente después de salir de las vesiculas
(Figura 7A)."7

Mecanismo de potenciar la permeacion: después de la aplicacién de las
vesiculas, se observaron cambios en las ultraestructuras de los lipidos
intercelulares (Figura 7B). Se ha llegado a la conclusién que la lecitina mejora
la liberacion transdérmica mediante la reduccidn de la barrera de
permeabilidad de la piel, lo cual indica que nano-agregados que contienen
grupos relativamente pequenos en las cabezas hidrofilicas pueden

interactuar con el estrato cérneo humano in vitro.2®

Adsorcion de vesiculas y/o fusion con el estrato corneo: de acuerdo con este
mecanismo, (Figura 7C), las vesiculas pueden adsorberse a la superficie del
estrato corneo con una transferencia de farmaco directamente de las
vesiculas a la piel o bien pueden mezclarse con la matriz lipidica del estrato

cérneo, aumentando la particion del farmaco en la piel. 2

Mecanismo de penetracion de la vesicula intacta: la interaccion de los
liposomas con piel humana ha sido revisada y se concluyé que se pueden
tener en la piel pero no pueden penetrar a través del estrato corneo intacto
sano, por lo tanto los liposomas tradicionales no pueden penetrar la piel, sin
embargo; los liposomas ultra deformables invaden la piel intacta y van lo
suficientemente profundo para ser absorbidos por la circulacién sistémica
(Figura 7D)."” Se dice que el gradiente de hidratacion transdérmica produce
una fuerza suficiente para conducir vesiculas ultra deformables a travées del
estrato cérneo y en la epidermis. La hidrofilia de los fosfolipidos conduce a la
xerofobia (tendencia a evitar la sequedad de los alrededores); en
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consecuencia las vesiculas que permanezcan hinchadas en la superficie de
la piel seguiran el gradiente de hidratacidn local, moviéndose dentro de los
estratos mas profundos de la piel.?®

e Penetracion transpendicular: esta ruta juega un menor rol en la liberacién
transdérmica de los liposomas (Figura 7E). La microscopia electrdnica indica
que los liposomas por debajo de 600 nm de diametro pueden penetrar la piel
pero los de 1000 nm o mas grandes permaneceran interiorizados en el
estrato cérneo.!”

Liposoma
(E)

@ (A) ‘" F&rmaco . @

Estrato
cbérneo ,c

Figura 7. Mecanismo de penetracion de los liposomas. 2°

Métodos de preparacion

Entre los métodos utilizados para la preparacion de liposomas se encuentran:

e Método de hidratacién de pelicula: cuando se preparan liposomas con una
mezcla de lipidos, los lipidos deben disolverse primero en un disolvente
organico (usualmente cloroformo o mezcla de cloroformo: metanol). La
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intencién es obtener una solucion lipidica clara. Usualmente las soluciones
de lipidos se preparan a una concentracion de 10-20 mg/mL de disolvente
organico. Una vez mezclados, el disolvente organico es removido (por medio
del rotavapor) para formar una pelicula de lipidos. Para remover residuos del
disolvente se puede dejar la muestra a vacio toda la noche. Después de este
tiempo la pelicula se hidrata con medio acuoso y se agita.?®

Método de dispersion de disolventes: 1) Método de inyeccion de éter. Una
solucidn de lipidos disuelta en dietil éter o éter/metanol se inyecta lentamente
a una solucion acuosa a 55-65 °C, después se remueve el éter a vacio, para
formar los liposomas. Los principales inconvenientes de éste método son que
se obtienen poblaciones heterogéneas (desde 70 a 190 nm), que se puede
encapsular solventes organicos o altas temperaturas. 2) Método de inyeccion
de etanol. Una solucion de lipidos en etanol es inyectada rapidamente a un
exceso de solucién amortiguadora. Las MLVs se forman inmediatamente.
Los inconvenientes de este método son: la formacién de poblaciones
heterogéneas (30-110 nm) y la dificultad de remover todo el etanol porque

forma un azeotropo con el agua. 2°

Método de evaporacién en fase reversa. Primero se forma una emulsion
agua/aceite de fosfolipidos y solucion amortiguadora en exceso de fase
organica, las dos fases (lipidos y agua) son usualmente emulsificadas por
métodos mecanicos o por sonicacién. 0 El disolvente organico se remueve
utilizando el rotavapor dando como resultado la formacién de un gel.?s El
eliminar el disolvente organico, bajo presidén reducida hace que el gel como
matriz forme una pasta de consistencia suave. Esta pasta es una suspension
de LUV. La eficiencia de encapsulamiento es mayor al 60-65% (aunque esto
depende también de las propiedades fisicoquimicas del farmaco).3°
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Microemulsiones

La microemulsion se define como una dispersion que consiste de aceite,
tensoactivo, cotensoactivo (el cual puede ser un alcohol de cadena corta u otra
molécula de caracter anfifilico débil) y fase acuosa, es un liquido transparente,
isotropico y termodindmicamente estable, con un diametro de gota usualmente en
un rango de 10-100 nm. La microemulsién mejora la solubilizaciéon del farmaco y la
actividad termodinamica hacia la piel, ademas es facil de formular. 3'-32La formacion
y la estabilidad de una microemulsion pueden ser afectados por varios factores,
incluyendo la naturaleza y el peso molecular del surfactante, la longitud y
concentracion de la cadena del alcohol, la salinidad y la temperatura.®3

Estos sistemas a menudo requieren altas concentraciones de tensoactivo para
proporcionar una tension interfacial muy baja ademas de una cobertura interfacial
suficiente para la entera microemulsificacion de las fases oleosa y acuosa. Sin
embargo, los altos niveles de tensoactivo no son aceptados debido a bio-
incompatibilidad o razones economicas. Por lo tanto, los surfactantes y sus
concentraciones son de gran interés para los formuladores. Es bien conocido que
la incorporacion de otro compuesto anfifilico, como los co-surfactantes, permite el
ajuste de la eficiencia del surfactante asi como la concentracion requerida para

formar una microemulsion. 34

Los tensoactivos juegan un papel importante en la reduccion de la tensién
superficial en las microemulsiones. Se pueden seleccionar basandose en el
concepto del HLB. Los tensoactivos con un valor de HLB bajo (3-6) se prefieren
para la formacion de microemulsiones agua/aceite mientras que los tensoactivos
con un valor de HLB alto (8-18) se prefieren para microemulsiones aceite/agua. Las
gotas formadas estan cubiertas por una capa adecuada de tensoactivo vy
cotensoactivos. Las moléculas de tensoactivo forman una pelicula interfase que
separa la fase oleosa de la fase acuosa. La pelicula tiene una tension superficial

baja en la mezcla aceite-agua. La adiciéon de un cotensoactivo reduce aun mas la
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tension interfacial y por lo tanto disminuye la energia libre lo que favorece la

formacién de microemulsiones estables.33

La aplicacién de las microemulsiones como vehiculos para la liberacion
cutanea de los farmacos esta cada vez mas de moda debido a la posibilidad de
incluir farmacos tanto lipofilicos como hidrofilicos. Se encontré que las
microemulsiones actuan como un vehiculo eficaz para la solubilizacion de ciertos
farmacos y como medio protector para la degradacion, hidrélisis y oxidaciéon de

farmacos encapsulados y prolongar la liberacién.3®

En la figura 8 se muestran algunas de las posibles estructuras de auto-
asociacién que los tensoactivos pueden formar en presencia del agua, aceite o

combinacion de los tres. 36
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Moléculas de Micelas esféricas  Micelas tipo varilla
surfactante Estructura hexagonal

o

’

i
o,
)i ’o._ &

Micelas inversas

Estructura lamelar Estructura hexagonal
inversa

Figura 8. Representacién esquematica de auto-asociaciones mas comunes de
las estructuras en agua, aceite o combinacion. 36
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La figura 9 muestra representaciones esquematicas de los tres tipos mas
probables de microemulsiones que se forman dependiendo de la composicidén. Se
puede observar que mientras que las tres estructuras que se muestran son bastante
diferentes, en cada una hay una monocapa interfacial del tensoactivo separando los
dominios del agua y el aceite. Hay que tener en cuenta que mientras en las
microemulsiones aceite-agua (o/w) y la agua-aceite (w/0) se representan con gotitas
(fase dispersa), las gotas o/w son probables cuando la fraccion de volumen de
aceite es bajo; por el contrario, las gotas w/o son probables cuando la fraccién de
volumen de agua es bajo, y en los sistemas donde las cantidades de agua y aceite
son similares, puede resultar una microemulsién bicontinua. En este ultimo caso,
tanto el aceite y el agua existen como una fase continua en presencia de una
fluctuacion continua de cotensoactivo estabilizado.36

Aceite

Microemulsion aceite/agua g0y, Microemulsién agua/aceite

Aceite

Microemulsién bicontinua

Figura 9. Representacion esquematica de las tres microemulsiones mas
comunes: (a) aceite en agua, (b) bicontinua, y (c) agua en aceite. 3¢
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Cuando se investigan cuatro o mas componentes, se utilizan diagramas de
fases pseudo-ternarios donde en un vértice se representa la mezcla de dos
componentes que son tensoactivo/cotensoactivo, agua y fase oleosa (Figura 10). El
numero de diferentes fases presentes en una mezcla en particular puede evaluarse
visualmente. Cabe sefalar que no todas las combinaciones de componentes
producen microemulsiones sobre toda la gama de posibles combinaciones, en
algunos casos el grado de formacion de una microemulsion puede ser muy

limitada.3®

Estructura lamelar

Surfactante

Microemulsién
aceite/agua

Microemulsién
agua/aceite

Agua Aceite

Figura 10. Un diagrama hipotético de fases pseudo-ternario formado por
aceite/cotensoactivo/agua, el cual muestra las é&reas convencionales de
formacién de micelas, micelas reversas, microemulsiones agua en aceite (w/0) y
microemulsiones aceite en agua (o/w). 3
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1.2.3.3.

Promotores fisicos

Los promotores fisicos se describen a continuacion: '

lontoforesis: Aplicacion de corriente constante de bajo voltaje. Promueve
el transporte de moléculas con carga (por un mecanismo de repulsion) y

neutras (mediante flujo electroosmotico).
Electroporacion: Aplicacion de pulsos de voltaje elevado de corta duracion.

Microagujas: Arreglos de agujas de talla micrométrica (100-200 um).
Traspasan el estrato corneo sin dolor, creando microporos. El farmaco
puede estar incluido en la microaguja, fungiendo ésta como una matriz de

liberacion.

Sonoforesis: ondas ultrasénicas de baja frecuencia, facilitan el paso de

sustancias por cavitacion.

Sistemas inyectores libres de aguja. Dispositivos capaces de traspasar el
estrato cérneo al impactar particulas o gotas de liquido a gran velocidad
(100-200 m/s), esto por la accidén de un gas a alta presidén (200-900 psi).

1.2.4. Estudios de permeacion

Definiciones/Terminologia

La difusion es, por definicion el movimiento aleatorio de las moléculas a traves

de un dominio impulsado por un gradiente de concentracién, de una alta

concentracion a una baja concentracion. La difusion in vitro es generalmente la

difusién pasiva de un permeante dentro de la camara donante, a través de una

membrana artificial o biolégica a un fluido que se encuentra en una camara

receptora. E/ permeante es la especie molecular que se desplaza a través del tejido

0 membrana. La permeacion es el movimiento del farmaco a través de la membrana
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que comprende una primera particion en la membrana y, después una difusién a
través de la membrana. La penetracion puede ocurrir en la membrana sin necesidad

de difundir o pasar a través de la membrana. 3’

El flujo es la cantidad de permeante que cruza una membrana por unidad de
area al sistema circulante por unidad de tiempo, y para la permeacion in vitro este
“sistema” es la camara receptora. El flujo se expresa en unidades de
masa/area/tiempo. Del mismo modo, la acumulacion es la cantidad de permeante
que cruza una membrana dentro de cierto tiempo, expresado en unidades de
masa/area. El coeficiente de permeabilidad (Kp), describe la velocidad de
penetracion del permeante por unidad de concentracion expresado en
distancia/tiempo. 37

Asi mismo, un compuesto aplicado a cualquier tejido 0 membrana tendra un
tiempo de retardo (tiempo lag o tiempo de latencia), el cual es el tiempo que se
necesita para penetrar a través de la membrana y difundir en el fluido receptor vy,
finalmente alcanzar un estado constante de difusion. El tiempo de latencia o tiempo
lag, es el periodo durante el cual la velocidad de permeacion esta aumentando. El
estado estacionario se alcanza cuando hay un movimiento constante del permeante
a través de la membrana. La cantidad de tiempo que se necesita para alcanzar el
estado de equilibrio dependera de varios factores: la permeabilidad del tejido o
membrana estudiada y de las propiedades del compuesto en si. 37
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1.3. Reflujo gastroesofagico

El reflujo gastroesofagico (RGE), es un evento fisiol6gico que ocurre en bebés,
nifos y adultos normales. 38 Existe un RGE fisiolégico practicamente en todo el
mundo, en particular en el periodo neonatal, debido a la inmadurez de los
mecanismos de proteccion, que provocan la relajacién inadecuada del esfinter
esofagico interior. La frontera entre el reflujo gastroesofagico fisioldgico y patoloégico
es dificil de establecer, pero se puede considerar que el reflujo se hace patoldgico
cuando es demasiado frecuente o demasiado intenso. 3°

1.3.1. Definicion

El reflujo gastroesofagico (RGE) se define como el paso del contenido gastrico
hacia el eséfago, y la enfermedad del reflujo gastroesofagico (ERGE) se define
como los sintomas o complicaciones del reflujo gastroesofagico. 4° En el nifio, el
reflujo a menudo pasa a través del es6fago y boca, dando como resultado la
regurgitacién o el vémito del contenido gastrico, poco aumento de peso, disfagia,
dolor abdominal y desordenes respiratorios. 38 41

La regurgitacion se define como el paso del contenido gastrico hacia el
esofago y/o hacia la boca “sin esfuerzo alguno” es decir, no hay contraccién del
diafragma; es el regreso involuntario hacia la boca, de comida o secreciones
previamente deglutidas. La regurgitacidn es la manifestacion mas frecuente y

comun de la enfermedad por reflujo gastroesofagico. 4°

El RGE ha sido asociado al sindrome de muerte subita del lactante y al “casi
ahogamiento”, asi como a enfermedades respiratorias cronicas como hiperactividad

bronquial, tos crénica, estridor y neumonia recurrentes.*°
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1.3.2. Epidemiologia

El RGE es una razdédn comun para una visita al pediatra, muchos padres
consideran las regurgitaciones como anormales; 24 % de los padres llevan al bebé
al pediatra para atender el sintoma.*? Las regurgitaciones diarias del lactante estan
presentes en el 50 % de los nifios menores a 3 meses, en mas del 65 % de los de

4 meses y en el 5 % de los de 1 afo. 43

El reflujo gastroesofagico ocurre en mas de dos tercios de los lactantes
menores de un afno de edad, pero el reflujo patolégico sélo se presenta en uno de
cada 300 lactantes. Es una entidad que se autolimita y que generalmente se
resuelve entre los 6 y 12 meses de edad, sin embargo; 1 % de los lactantes mayores

de un afio continGian con regurgitaciones. 40

Debido a la frecuencia del RGE, es importante distinguir a los pacientes que
evolucionan hacia un RGE patolégico de los que tienen un RGE fisiol6gico. La
presencia de sintomas asociados como poco aumento de peso, llanto excesivo,
dificultades de suefio, respiratorias u otorrinolaringolégicas (ORL), hacen pensar en
un RGE patoldgico o ERGE.*3 El diagndstico, el tratamiento y la referencia oportuna,

contribuyen a mejorar la situacién clinica en los pacientes pediatricos. 4°

1.3.3. Diagnéstico

A la hora de realizar la historia clinica del paciente hay que tener presente que
ningun sintoma es diagnéstico o predictor de respuesta al tratamiento y que

habitualmente estos son inespecificos.**

En los bebés con sintomas leves y sin sefiales de peligro el tratamiento
farmacolégico no es necesario. Estos bebés son considerados “escupidores felices”

y por lo tanto no se requiere ningln tratamiento médico. 4°
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Cuando el paciente presente sintomas tipicos (esofagicos) o atipicos
(extraesofagicos) los cuales se muestran en la figura 11, estara indicada la

realizacion de pruebas complementarias para el diagndstico de ERGE.4* 46

Sindromes Sindromes
esofagicos extraesofagicos

1. Sindrome de reflujo 1. Esofagitis por reflujo 1. Sindrome de la tos 1. Faringitis
tipico 2. Estenosis por reflujo por reflujo 2. Sinusitis
2. Sindrome de dolor 3. Esdfago de Barrett 2. Sindrome de laringitis 3. Fibrosis pulmonar
toracico por reflujo 4. Adenocarcinoma por reflujo idiopética
de eséfago 3. Sindrome de asma 4. Otitis media recurrente
por reflujo
4. Sindrome de erosion
dental por reflujo

Figura 11. Definicion de ERGE y sindromes constituyentes. 46

1.3.4. Tratamiento

Los principales objetivos de la terapia son promover el crecimiento adecuado
y la ganancia de peso, el alivio de los sintomas, la curacion de las lesiones en tejidos
y evitar la recurrencia y complicaciones asociadas con ERGE. 45

La decisién para tratar el RGE esta influenciada por la probabilidad de evitar
consecuencias negativas para el nifo.*® El tratamiento debe aplicarse
progresivamente, a partir de tratamiento no farmacol6gico (medidas preventivas,
dietéticas y posturales), tratamiento farmacolégico y con frecuencia termina con

técnicas endoscépicas o quirdrgicas, las cuales son mas invasivas. 4547
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1.3.1.1. Farmacoldgico

1.3.1.1.1. Antagonistas de los receptores H2

Los antagonistas de los receptores H2 de histamina o antihistaminicos Hz,
fueron descubiertos en 1972 por Black y colaboradores como consecuencia del
descubrimiento de los receptores Hz histaminérgicos que median la accidén de la
histamina enddgena sobre la secrecion acida gastrica.*® Con el descubrimiento y
caracterizacion farmacologica de estos receptores se logré el desarrollo de la
cimetidina, un antagonista de los receptores Hz(RH2); utilizado en el tratamiento de
la Glcera géastrica y duodenal.4®

De los farmacos antagonistas de los receptores Hz que inhiben la secrecion
gastrica de acido clorhidrico, la méas utilizada es la ranitidina; 4’ a razén de 8-10
mg/Kg/dia. 4 Siendo la sal de ranitidina (clorhidrato de ranitidina) la utilizada para

formular una presentacion farmacéutica.>°

Propiedades fisicoquimicas de clorhidrato de ranitidina (ranitidina HCI)

e La estructura de la ranitidina HCI se muestra en la figura 12.

H
H4C O N N
\N < S/\/ \C H3

i \ |

CHsj

Figura 12. Estructura de clorhidrato de ranitidina. '
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La ranitidina HCI presenta polimorfismo (diferente forma cristalina).
50.51Existen dos formas cristalinas conocidas como Forma 1 y Forma 2,
siendo la Forma 2 mas estable con un punto de fusién entre 140-144 °C
mientras que la Forma 1 presenta un punto de fusion entre 134-140 °C.%2 Las

formas polimérficas se muestran en la figura 13.

Figura 13. Imagen SEM de Clorhidrato de ranitidina. Forma 1y 2.3

Peso molecular. 350.9 g/mol 54

Solubilidad: En agua es de 660 mg/mL,° facilmente soluble en acido acético,
soluble en metanol, poco soluble en etanol y practicamente insoluble en

cloroformo.5*

Coeficiente de particion (LogP): 1.28 (para molécula neutra) y 0.2 (para la
forma ionizada) °°

pKa: 8.2y 2.7 50

De acuerdo con la FDA la ranitidina HCI pertenece a la Clase lll de la
Clasificacion Biofarmacéutica: alta solubilidad, baja permeabilidad. °°
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Mecanismo de accion

Para entender como actuan los antagonistas de RH2, debemos entender el

mecanismo de accidon de la histamina.

La histamina se une a los receptores H2, que acoplados a proteinas Gs,

activan a la adenilato ciclasa y se genera AMPc que inicia la secuencia de

reacciones bioguimicas para la liberacion de H* y la formacién de HCI. %6

En la figura 14, se muestra el mecanismo de accién para los antagonistas

RHz, los cuales inhiben la secrecién gastrica por bloqueo competitivo, impidiendo

que la histamina se una a su receptor.%’

Luz gastrica

Célula
parietal

Prostaglandinas Al
= P 2
; Lo P; —> 1 [ca®] AC/
o /N0
M, ATP H
ACh B Y
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nerviosa vagal & -
B Gastrina e——
& - >—>
=l - a2
T® Alimentos O .
Sistema ; ” —
3 Distension @ — ©
nervioso bl O 7 cewac SOCEE
L
Neurocrina Endocrina

' Histamina

Célula D

i

Somatostatina 14

Paracrina

Figura 14. Mecanismo de accién de la Histamina. ECL: células

enterocromafin, AC: adenilato ciclasa. ®’
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Farmacocinética

e Biodisponibilidad: la biodisponibilidad oral de la ranitidina es altamente

variable entre sujetos pediatricos, especialmente en neonatos (40-80%) 58
e Tiempo de vida media: cerca de 2 a 3 h.

e Volumen de distribucién: 1 a 2 L/Kg. 5*
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El reflujo gastroesofagico (RGE) en el nifio es ocasionado por anomalias
anatémicas de magnitud variables, que ocasionan alteraciones funcionales. Entre
estas alteraciones funcionales sobresalen, el fenomeno de relajaciones transitorias
del esfinter esofagico inferior, asi como las alteraciones en la motilidad del es6fago

y vaciamiento gastrico retardado.5°

De los farmacos que inhiben la secrecion gastrica de acido clorhidrico, el méas
utilizado es la ranitidina, a razén de 4 a 8 mg/Kg/dia repartidos en dos a tres dosis.

Este medicamento es bien tolerado, sin reacciones colaterales.°

Tomando en cuenta que, la administracién de la forma farmacéutica oral en
bebés (tabletas y suspension de ranitidina) puede ser un poco complicada; ademas
de la alta variabilidad en la biodisponibilidad entre sujetos pediatricos (40-80%); en
este trabajo se propone una forma farmacéutica transdérmica para el uso pediatrico

de la ranitidina.
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3. HIPOTESIS
La inclusién de un farmaco hidrofilico como la ranitidina en un sistema

submicrdnico con caracteristicas hidréfobas y por tanto mas afin al ambiente lipidico

de la superficie cutanea, promovera su permeacion a través de la piel.

43



4. OBJETIVOS

Obijetivo General

Proponer un sistema de liberacion submicrénico que promueva la liberacién

transdérmica de ranitidina.

Obijetivos Particulares

- Formular, elaborar y caracterizar sistemas de liberacién submicrénicos que

contengan ranitidina.

- Estudiar y comparar la cinética de liberacion in vitro de ranitidina a partir de los
sistemas preparados.

- Llevar a cabo estudios de permeacion in vitro a través de piel de cerdo de la

ranitidina formulada en los sistemas de liberacion preparados.

- Desarrollar y validar métodos analiticos para la cuantificacién de ranitidina HCI

en los estudios de permeacion y liberacién in vitro.
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto se realiz6 en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan-UNAM en el Laboratorio de Investigacién y Posgrado en Tecnologia

Farmacéutica Laboratorio L-323, Campo 1.

Equipos

Balanza analitica (Boeco, Alemania), bomba de infusién (Syringepump New
Era, NE-300, Australia), calorimetro diferencial de barrido (DSC Q10, TA
instruments, Estados Unidos de América), centrifuga (Hettich Zentrifugen EBA12,
Alemania), dermatoma (Zimmer Electric Dermatome, Estados Unidos de América),
espectrofotometro UV-Vis (Varian Cary 50, Estados Unidos de América),
microbalanza (E. Mettler, Suiza), potenciometro (Corning pH meter 430, Estados
Unidos de América), rotavapor (Heidolph, Alemania), bafo de ultrasonido (Cole-
Parmer 8891, Estados Unidos de América), viscosimetro (Brookfield CAP 2000,
Estados Unidos de América), zetasizer (Malvern Instruments Zen 3600, Estados

Unidos de América).

Materiales

Oreja de cerdo con el estrato corneo intacto (recuperadas del rastro antes de
qgue los animales sean tratados con agua caliente o vapor), membrana de dialisis
(Tubing Cellulose Avg Flat Width 10 mm, 6000 a 8000 kDa, Lote: 3110. Sigma-
Aldrich, México), portafiltros de polipropileno (Millipore ®, Estados Unidos de
América), papel filtro, pre-filtro tipo AP (Millipore ®, Estados Unidos de América),

filtro tipo HVMP 0.45 um (Millipore ®, Estados Unidos de América), celdas tipo Franz.
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Excipientes y disolventes

Ranitidina HCI (Generosamente donada por Helm de México, S.A. de C.V.),
cloroformo (J.T Baker, Estados Unidos), etanol (Fermont, México), éter etilico
(Tecsiquim, México), metanol (J.T Baker, Estados Unidos), acetona (Fermont,
México), Sorbitan ® 80 (Euroquimica, México), colesterol (Sigma-Aldrich, Lote:
SLBT3071V, Estados Unidos), Epikuron ® 200 (Degussa, Lote: 149079, Alemania),
Brij ® 96 (Lipoquimia, Europa), aceite mineral (Farmacia Paris, México), alcohol
isopropilico (J. T Baker, Estados Unidos), Tween © 80 (Drogueria Cosmopolita,
México), fosfato de potasio monobasico (J. T Baker, Estados Unidos), hidréxido de
sodio (J.T Baker, Estados Unidos), Brij ® 58 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos),
miristato de isopropilo (Drogueria Cosmopolita, México), vitamina E (Drogueria
cosmopolita, México), butilhidroxitolueno (Drogueria Cosmopolita, México),
butilhidroxianisol (Drogueria Cosmopolita, México), propilenglicol (Drogueria

Cosmopolita, México), Transcutol ® (Gattefossé, Francia).
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Método

Diagrama de flujo de la metodologia general del proyecto de tesis
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Descripcion de los métodos

Caracterizacion del farmaco

Solubilidad

Preparacién de la muestra. Se colocaron 5 mL de diferentes excipientes
(Tween ©.20, Tween © 80, propilenglicol) y disolventes (etanol, alcohol isopropilico)
en tubos de ensaye; se agreg6é un exceso de ranitidina HCl en cada uno, estas
mezclas se dejaron en reposo durante 24 h. Pasado este tiempo se leyeron en un
espectrofotometro UV-VIS haciendo un barrido de 200 a 400 nm, utilizando como

blanco cada sustancia utilizada.

Preparacién de la referencia. Se pesaron 25.3 mg de ranitidina HCI con una
pureza de 99.58% en base humeda (% B.H), se disolvieron en 100 mL de agua, se
tomo una alicuota de 2 mL y se diluy6 a 50 mL con agua (10.08 ug/mL), se leyo en
un espectrofotometro UV-VIS haciendo un barrido de 200 a 400 nm utilizando agua

como blanco.

Para calcular la solubilidad se utiliz6 el método de comparaciéon con un

estandar, la férmula utilizada fue:

Abs muestra 253mg 2mL  99.58%

FD
Abs referencia X 100mL * 50mL ~ 100% x

FD: Factor de dilucion

Espectro UV

Se prepard una muestra de ranitidina HCI a una concentracion de 12 ug/mL
aproximadamente en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4; se realizé un
barrido de 200 a 400 nm.%0
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Validacion de métodos para la cuantificacidon de ranitidina HCI

Ranitidina HCI en solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4

Se realizd una curva de calibracion de ranitidina HCI en solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 para la cuantificacion del farmaco en los estudios

de liberacion.

Se prepararon 2 L de soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 7.4 de acuerdo a
la USP niimero 24. 8" Se pesaron 25.5 mg de ranitidina HCI (ran HCI) con una pureza
de 99.58% en base humeda, se colocaron en un matraz volumétrico de 100 mL
(concentracion 253.929 ug/mL). La concentracion de la solucién madre en todos los

casos se determind de la siguiente forma:

c gl dre = Pesoran HCl (mg) PurezaenB.H (%) 1000 — L
onc.Sln madre = 100 mL X 100% X = png/m

A partir de esta solucién madre se hicieron las diluciones necesarias para tener

soluciones en un rango de concentraciones de 0.25 pg/mL a 25 pg/mL
Se evaluaron los siguientes parametros:

e Linealidad: Se prepararon 5 concentraciones por triplicado a partir de una
solucién madre de concentracién conocida. Se determind el coeficiente de

correlacién (r?), la ordenada al origen y la pendiente. 6263

Preparacién de la solucién madre. Se pesaron aproximadamente 5 mg de
ranitidina y se colocaron en un matraz volumétrico de 100 mL, aforando con

diluente.

e Exactitud: Se realizaron seis pesadas independientes de aproximadamente
5 mg de ranitidina HCI, se colocaron en un matraz volumétrico de 50 mL, se

aforo con el diluente correspondiente, se tomé una alicuota (de 0.5 mL para
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la curva de ranitidina HCI con solucién amortiguadora en contacto con piel y
0.75 mL para la curva de ranitidina con metanol en contacto con piel) y se
llevé a 10 mL. Se determin6 el porcentaje de recobro y el coeficiente de
variacion (C.V). 84

e Precision: Se prepararon a partir de una solucién madre seis determinaciones
de la concentracion que representa el 100 % en dos diferentes dias. Se

determind el coeficiente de variacion (C.V). 83

e Repetibilidad: Se prepararon a partir de una solucibn madre, tres
concentraciones diferentes por sextuplicado. Se determiné el coeficiente de
correlacioén (r?) y el coeficiente de variacién (C.V). 6364

Ranitidina HCI en solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en contacto con

piel de cerdo

Se prepard una curva de calibracién para ranitidina en solucién amortiguadora
de fosfatos pH 7.4, la cual se mantuvo previamente en contacto con piel de cerdo.
Esta curva se utilizara para cuantificar la ranitidina que alcance el medio receptor
durante los estudios de permeacion. En este caso la solucion amortiguadora de
fosfatos pH 7.4 se puso en contacto con la parte interna de piel de cerdo durante 8
h con agitacién magneética. Esta solucion se filtré para eliminar residuos o impurezas
provenientes de la piel, que pudieran interferir en las lecturas de absorbancia. La

curva se preparé en un rango de concentraciones de 2.5-15.0 ug/mL.

La filtracion se realizé de forma manual con un portafiltros pasando la solucidon
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel primero a través de papel
filtro, después por un pre-filtro tipo AP y finalmente a través de una membrana tipo
HVMP de 0.45 um. La cuantificacién se realiz6 por espectrofotometria UV a 315 nm.

Se determind la linealidad, precision, exactitud y repetibilidad del método tal como

51



se indica en ranitidina HCI en solucion amortiguadora de fosfatos en contacto con

piel de cerdo.

Extraccion del farmaco remanente en la piel de cerdo

Al concluir los estudios de permeacion, se pretende determinar la cantidad de
ranitidina retenida en la piel, para ello es necesario contar con un método de
extraccidn optimizado, que permita extraer el maximo porcentaje de principio activo

y sobre todo que sea reproducible.

Para el método de extraccion se pesaron 10.2 mg de ranitidina HCl y se
disolvieron en 10 mL de metanol, se colocaron 0.1 mL de la solucion en piel de
cerdo montada en celdas de Franz, se dejé evaporar el disolvente durante 24 h; se
cortd la piel humectada en pequenos trozos extrayendo la ranitidina HCI con
agitacion magnética (velocidad media) durante 24 h en 5 mL de disolvente (solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 o metanol). Pasado este tiempo se filtr6 la muestra
como se indica en el método de Ranitidina HCI en solucién amortiguadora de
fosfatos pH 7.4 en contacto con piel de cerdo. Las muestras se leyeron en el

espectrofotometro UV a 315 nm, tomando como blanco el respectivo disolvente.

Ranitidina en metanol en contacto con piel de cerdo

Para cuantificar la ranitidina retenida en piel al final de los estudios de
permeacion, se prepard una curva utilizando como disolvente metanol en contacto
con piel de oreja de cerdo. En este caso la oreja de cerdo se cortdé en trozos
pequenos y se colocaron en 2 L de metanol, se tapé el recipiente perfectamente y
se agitd mecanicamente durante 24 h. La solucién se filtr6 de la misma forma que
la solucion de solucion amortiguadora en contacto con piel de cerdo. Esta solucién
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se utilizé6 como disolvente en la validacién para la cuantificaciéon de ranitidina HCI
extraida de la piel. La curva se preparé en un rango de concentraciones de 2.5-15.0

ug/mL.

Preparacion de sistemas submicrénicos

Método general para la preparacion de microemulsiones

Preparacién de microemulsién placebo. (1) Se pesd la base oleosa, el
tensoactivo y cotensoactivo (en ese orden), posteriormente se agitd la mezcla
magnéticamente, una vez homogénea la mezcla y sin dejar de agitar, (2) se agregé
el equivalente de agua poco a poco con la ayuda de una bureta. Una vez formada
la microemulsién se agité unos minutos mas (Ver condiciones de preparacion para

cada microemulsién en resultados). 31 65

Preparaciéon de la microemulsiéon con ranitidina. Se sigue la misma
metodologia para la preparacion del placebo, sélo que en el paso (2) se disolvié el
farmaco en el agua, luego se agregbé poco a poco a la mezcla de tensoativo,

cotensoactivo y aceite (con agitacion mecanica constante). 3165

Métodos generales para la preparacion de liposomas

Se probaron distintos métodos para la preparacion de los liposomas, con el fin
de alcanzar el mayor porcentaje de encapsulamiento en el farmaco. A continuacién

se describen los métodos utilizados en la preparacion de liposomas:

La formulacion se preparé con Epikuron ® 200 (fosfatidilcolina), ya que las
membranas biolégicas estan constituidas por fosfoglicéridos, los cuales son ésteres
del glicerol (1, 2, 3-propanotriol) en los que dos de los grupos hidroxilo estan
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esterificados con acidos grasos y el restante con un acido fosférico que contiene un

aminoalcohol (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina o fosfatidilinositol) 66

Método de hidratacion de pelicula. Se pesé Epikuron ® 200 y Tween ® 80 o
colesterol (Ver cantidades en resultados), y se colocaron en un matraz bola de 250
mL. Los excipientes se disolvieron con 5 mL de etanol, el solvente se evapordé en el
rotavapor a 40 °C. Después de este tiempo el matraz se quité del rotavapor y se
dejé a temperatura ambiente sin tapar una noche. La pelicula se hidraté con
solucion hidroalcohdlica al 7%, probando dos voluménes diferentes para hidratar: 2
mL y 4 mL. La pelicula se despegd del matraz utilizando el rotavapor a 100 rpm
durante 30 min a 40 °C. Es importante mantenerlos a esta temperatura ya que 43
°C es la temperatura de transicién de los lipidos; la suspension obtenida se dejé

reposar 2 h y después se sonicd durante 30 min. 6768

Método de microencapsulacion de vesicula. Se pesaron aproximadamente 60 mg
de fosfatidilcolina y 40 mg de colesterol, se disolvieron en 10 mL de cloroformo, se
agregaron 5 mL de agua destilada y se emulsific6 con un homogenizador Ultra
turrax a 7000 rpm por 10 minutos (emulsion agua/aceite), después se agregaron
150 mL de agua destilada (emulsién agua/aceite/agua) y se agit6 mecanicamente
a 45 °C. Se mantuvo en esas condiciones 120 minutos para evaporar el

cloroformo.69 70

Método de inyeccion de éter. Se pesaron 84.5 mg de PCy 15.5 mg de Tween
® 80 en un matraz bola de 25 mL, se disolvieron en 5 mL de etanol, el solvente se
evapordé para formar una pelicula, después se hidraté la pelicula con 5 mL de agua
en el rotavapor a 100 rpm durante 15 min a 55 °C. Una vez suspendida la capa se
agité magnéticamente a 55 °C y se agregaron lentamente 4 mL de éter dietilico en
la campana de extraccion con una bomba de infusion. Se dej6 evaporar el éter por
2 h con agitacién magnética a 55 °C.2% 70
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Método para determinar el porcentaje de encapsulamiento de farmaco en los
sistemas

Microemulsiones

Para calcular la cantidad maxima de ranitidina HCI que soporta la
microemulsion (ME), se realizé un calculo de acuerdo con su solubilidad en agua
(660 mg/mL) %0 determinando la cantidad tedrica de ranitidina HCI a disolver en la
cantidad de agua que contiene la microemulsion. Se pesé la cantidad tedrica de
ranitidina HCIl y se agregd a la microemulsién poco a poco hasta que se empezé a
ver algunos cristales sin disolver, la cantidad de ranitidina HCI sobrante se pesoé
para calcular la cantidad que se disolvié. 32 En seguida se muestra la férmula para
calcular el porcentaje de encapsulamiento en las ME.

% ranitidina HCl encapsulada

_ Cantidad soluble en la ME x 100
 Cantidad tebrica soluble en los mL de agua de la ME

Liposomas

Para calcular el porcentaje de encapsulamiento se probaron varios métodos,

los cuales se describen a continuacion.

Método de centrifugacion de mini-columna. La finalidad de este método es
retener el farmaco libre en la columna y que los liposomas salgan, para poder
romperlos y cuantificar el farmaco encapsulado. Se realiz6 empacando jeringas de
5 mL con sephadex G-10 previamente hidratada; después de empacar las jeringas
se almacenaron a 4 °C por 12 h antes de usarlas. Una vez pasado este tiempo se
centrifugaron (a 1500, 1000 y 500 rpm) para quitar el exceso de agua y se agregé
una solucion de ranitidina en agua (se prepararon tres muestras) y un blanco de
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agua; se centrifugd nuevamente, después se enjuagd con 200 uL de agua cada
muestra y se volvié a centrifugar.6” Las muestras se leyeron en el espectrofotométro
UV a 315 nm, esperando resultados de absorbancia de cero o cercanas a cero,
pues lo que se busca en este método es retener la ranitidina en la columna (Ver
condiciones probadas en resultados).

Método de ultracentrifugacion. Con este método se pretende separar por
ultracentrifugacion los liposomas (sedimento) de la fase acuosa (sobrenadante), y
cuantificar el farmaco libre que queda en el sobrenadante. Se probaron dos
condiciones: dos ciclos de 23000 rpm a 5 °C por 1 h 8y a 40000 rpm por 3 h a 4
°C, " pero no se logré separar los liposomas de la fase acuosa donde se encuentra
el farmaco libre, asi que este método se descarté.

Método de dialisis. En este método la muestra se coloca en una bolsa de
didlisis dentro de un medio en la cual el farmaco sea soluble, por difusién el farmaco
libre saldra hacia el medio (donde no hay farmaco) y se podra determinar la
concentracion de farmaco libre. 72 Se colocé 1 mL de la solucién de ranitidina
(referencia o liposomas) dentro de una membrana de celulosa para didlisis con un
ancho de 10 mm marca Sigma-Aldrich, la bolsa de didlisis se sumergié en 40 mL de
agua destilada con agitacién mecéanica, se tomaron muestras (1 mL) a diferentes
tiempos y se diluyeron a 5 mL con agua destilada, las muestras se leyeron en el
espectrofotometro UV a 315 nm utilizando como blanco agua destilada hasta que la
ranitidina difundié por completo.

Método de permeacion del farmaco a través de la piel de cerdo

La oreja de cerdo se utiliz6 como membrana para los estudios de permeacion
in vitro. La piel se corté con el dermatoma a un grosor de 0.75 mm y se mont6 en
celdas de Franz. Se utilizaron 1.75 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH

7.4 como medio receptor; en el compartimento donador se colocaron los sistemas
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preparados: microemulsién (500 pl) y liposomas (250 ulL). En total se utilizaron 10

celdas con las siguientes muestras en el donador:
e Un blanco de la formulacion (placebo)
e Una referencia del farmaco
e (Ocho muestras con la formulacién

Antes de colocar la formulacion en la camara donadora, se hidrato la piel con
el medio receptor (la piel debe quedar en contacto con solucién amortiguadora sin
que haya burbujas de aire) en un bafio a 37 °C con agitacién constante durante 30
min, una vez pasado este tiempo se reemplazé la solucion amortiguadora por medio
nuevo y se agrego la formulacion en la celda correspondiente. Se tomaron muestras
a diferentes tiempos durante 24 h reemplazando por completo el medio receptor. La
cuantificacion se realizd por espectrofotometria UV a 315 nm.

Método de extraccion del farmaco remanente en piel

Una vez terminada la permeacion se retird la piel de las celdas, se eliminé el
exceso de muestra y se corté en trozos la piel humectada. Los trozos se colocaron
en frascos con 5 mL de metanol se agitaron mecanicamente durante 24 h, pasado
este tiempo la muestra se filtr6 manualmente a través de papel filtro, después por
pre-filtro tipo AP vy finalmente a través de membrana tipo HVMP de 0.45 um. La

cuantificacion se realizd por espectrofotometria UV a 315 nm.

Método para realizar los estudios de liberacién in vitro

El estudio de liberacion del farmaco se realiz6 colocando 1 mL de la
formulacion placebo y 1 mL de la formulacion cargada con farmaco por sextuplicado
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en bolsas de membrana de celulosa para dialisis con un ancho de 10 mm marca
Sigma-Aldrich. Las bolsas de dialisis se colocaron en vasos de precipitados con 40
mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en un bano a 37 °C y con agitacién
magnética, realizando muestreos a diferentes tiempos durante 24 h. Las muestras

se cuantificaron por espectrometria UV a 315 nm.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion de ranitidina HCI

Solubilidad

Los resultados de la solubilidad de ranitidina HCI se muestran en la tabla 1,
como se puede observar en las muestras con Tween ® 80 y Tween ® 20 no se

disolvié el farmaco, debido a que este es hidrofilico, asi que no se leyeron en el

espectrofotometro.
Tabla 1. Resultados de solubilidad
de ranitidina HCI en diferentes
excipientes y solventes.
Solubilidad
Muestra

(mg/mL)
Ranitidina HCI/

Insoluble
Tween ® 20
Ranitidina HCI/

Insoluble
Tween @ 80
Ranitidina  HCI/

. . 0.5067

Propilenglicol
Ranitidina  HCI/

1.2145
Etanol
Ranitidina  HCI/

0.1907
Isopropanol

La solubilidad mas alta se obtuvo en etanol; sin embargo, se queria contar
con otros disolventes para utilizarlos como alternativa en el método de extraccién,
por lo que se realiz6 una investigacién bibliografica y se encontrd que la solubilidad
en metanol es: para Forma 1= 46.943 g/100g a 31 °C y Forma 2= 47.834 g/100g a
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29.90 °C 73, aunque se debia conocer con que polimorfo se estaba trabajando, para
lo cual se realizaron pruebas de Infrarrojo (IR) y Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC).

Polimorfismo

Como ya se menciond la sal de ranitidina, clorhidrato de ranitidina, tiene dos
polimorfos (Forma 1 y Forma 2). El polimorfismo se define como la capacidad de
una sustancia de existir en dos o mas fases cristalinas que tienen diferentes arreglos
y/o conformacion de las moléculas en el cristal, lo que repercute en sus propiedades
fisicoquimicas, ademas de requerir diferentes condiciones y parametros de
formulacién, proceso y estabilidad, tanto del farmaco como de los excipientes, 7 de

ahi la importancia de determinarlo.

Primero se realizd el espectro IR el cual se muestra en la figura 15 y se
comparé con los IR de la figura 16. En la figura 17 se muestran las formas
tautoméricas de la ranitidina HCI donde se observa que la Forma 1 tiene un doble

enlace C-C y la Forma 2 un doble enlace C-N.

0w

L
M

4000 300 3000 2800 2000 1500 1000 |
)

Tiempo de rcogida Vie Ene 26 13 54 18 20

Figura 15. Espectro IR de la ranitidina HCI utilizada.
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En la figura 16 se muestra el espectro Infrarrojo reportado en la literatura para
ambos polimorfos.” El farmaco con el que se estéa trabajando presenta sefales IR
caracteristicas de Forma 2 que corresponden a: Tensién C-H (3186.28 cm™ y
3094.46 cm™'), Tension S-H (2556.20 cm™), flexion C=N (1612.66 cm™'), Flexion —
CHz3 (1378.36 cm™). A diferencia de la Forma 2, la Forma 1 presenta un enlace C=C

(Figura 17) a 1600 cm™' el cual produce una sefial més intensa.

I ey ] X i | - " .
\ / -\ ¥ 1

Reflectance
i

4000 3500 3000 2600 2000 1800 1000
Wavenumber (em-1)

Figura 16. Espectro IR de ranitidina HCI. Forma 1 (arriba), Forma 2 (abajo). °

Farm 2

Figura 17. Formas tautoméricas de ranitidina HCI. °'



Para corroborar este resultado se realiz6 un DSC (Figura 18), dando como
resultado un punto de fusién de 145 °C, correspondiente al de Forma 2 (140-144
°C) 78, es decir, que se trabaj6é con la forma mas estable del farmaco al tener un
punto de fusion mayor.

Sample: Ranitidina DSC File: D:_.\Ranitidina 22abril13.001
Size: 4.4000 mg Operator: Irene Mtz

Method: Ramp Run Date: 2000-01-01 01:38
Comment: Ranitidina 22abril13 Instrument: DSC Q10 V9.0 Build 275

4

Heat Flow (W/g)
o
1

145.86°C

0 ' ' " 50 ' 100 ' R ' T 200
Exo Up Temperature (°C) Universal I V4.1D TA Instruments

Figura 18. Termograma de ranitidina HCI. Punto de fusién 145.86 °C.

Espectro UV

Se obtuvieron dos maximos de absorcion (Figura 19) a 230 nm (absorbancia=
0.5624) y a 315 nm (absorbancia= 0.4877), se decidi6 utilizar 315 nm como longitud
de onda para la cuantificacidon de ranitidina para evitar la interferencia de
componentes de la piel, como las proteinas que absorben a 280 nm, 7’ y de los
disolventes como el metanol con un cut-off (limite de transparencia) de 205 nm y el
etanol de 210 nm (en los cuales la solubilidad de ranitidina HCI es alta). Ya que al
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trabajar con longitudes cercanas o por debajo del cut-off aumenta el ruido de base
debido a la facilidad con la que el disolvente absorbe. 8

1 . 0 = |
|
|
0.8 ln
|ID
|
0.6 HH
(7] | / i
o] %' j 7
< Sl A ///( K d
0.4 \ & B
.4 / )‘ b
\\.\ /// \\
0.2- e
0.0 : : — .
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 19. Espectro UV de ranitidina HCI en buffer de fosfatos pH 7.4 a una
concentracion de 12.12 pg/mL.

6.2. Validacion de los métodos para la cuantificacion de ranitidina HCI
6.2.1. Ranitidina HCI en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4

Las concentraciones y los resultados se muestran en la Tabla 2. Se utilizd

espectrofotometria UV para la cuantificacién del activo a una longitud de onda de

315 nm, encontrando que a una concentracioén de 0.2539 ug/mL los datos no son
precisos (C.V= 5.45%). Se decidi6 utilizar la curva de calibracién en un rango de

concentraciones entre 1.25 ug/mL a 20 ug/mL. Ecuacion de la recta: Absorbancia =
0.046 * (concentracién pg/mL) + 0.001.
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Tabla 2. Datos de la curva estandar de ranitidina HCI en solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4.

Conc.
(ng/mL)

ABS

Promedio

% C.V

Especificaciones

Resultado

0.2539

0.0276

0.2539

0.0255

0.2539

0.0249

0.0260

5.45

0.6094

0.0412

0.6094

0.0407

0.6094

0.0398

0.0406

1.75

1.2696

0.0715

1.2696

0.0697

1.2696

0.0693

0.0702

1.67

2.5393

0.1261

2.5393

0.1288

2.5393

0.1238

0.1262

1.98

5.0786

0.2315

5.0786

0.2325

5.0786

0.2356

0.2332

0.92

7.6179

0.346

7.6179

0.3502

7.6179

0.3462

0.3475

0.68

10.1572

0.4549

10.1572

0.4586

10.1572

0.4556

0.4564

0.43

12.6965

0.5764

12.6965

0.5655

12.6965

0.5704

0.5708

0.96

15.2357

0.6915

15.2357

0.6947

15.2357

0.6967

0.6943

0.38

20.3143

0.9486

20.3143

0.9675

20.3143

0.9562

0.9574

0.99

25.3929

1.1843

25.3929

1.1914

25.3929

1.1729

1.1829

0.79

r? > 0.98 64

C.V < 3%

r’= 0.9981
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6.2.2. Ranitidina HCI en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en
contacto con piel de cerdo

En la tabla 3 se muestran los resultados de la validacion, de acuerdo con las

especificaciones del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biblogos de

México (CNQFBM) ¢ todos los parametros cumplen.

Tabla 3. Resultados de la validacion de ranitidina HCI en solucion amortiguadora
de fosfatos en contacto con piel de cerdo.
Parametro Especificacion Resultado
2 _
2> 0.98 r=1
Linealidad C.V=<1.07%
CV<3%
% de recobro: 97% al 103% | ¢, de recobro: 98.44-100.98%
Exactitud
CV<3% C.V=0.95%
Precisidon C.V=<3% C.V=1.78%
r’ > 0.98 r> = 0.9997
Repetibilidad
CV<3% C.V £1.04%

Para saber si la piel causa interferencia en las absorbancias, se realizé una
prueba de t de student (a=0.05) comparando las pendientes de la curva de ranitidina
HCI con soluciéon amortiguadora de fosfatos y la curva de ranitidina HCI con solucion
amortiguadora en contacto con piel, de acuerdo con los resultados (1 valor critico= 4.30,
t estadistico= 0.34), no hay diferencia significativa entre las pendientes; por lo tanto la
piel no esta causando interferencia en los resultados de absorbancia.
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6.2.3. Meétodo de extraccion del farmaco remanente en la piel

El farmaco se extrajo de la piel primero con 5 mL de metanol y 5 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 respectivamente; encontrando rendimientos por
debajo del 50 % asi que se decidio variar el disolvente con el que se prepara la
solucién inicial, utilizando esta vez alcohol etilico e isopropanol, obteniendo mejores
rendimientos (mayor a 60 %) utilizando alcohol para preparar la muestra inicial de
ranitidina HCI y metanol como disolvente extractor (se prepararon seis muestras
para calcular el % C.V), tal como se observa en la tabla 4; para calcular la
concentracion total extraida se utilizé la curva estandar de ranitidina HCI en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel. Tomando como 100 % la

concentracion inicial:

c ) l_10.2mg 0.1mL 99.58% 1000 = 20.31 L
onc. final = 10l X T T X 100% X = 20.31 pg/m

Tabla 4. Resultados de la extraccion de ranitidina HCI en la piel.
Disolvente Conc. % o
extractor Muestras|  Abs (ng/mL) | Extraido %C.V
Soluci 1 0.6568 14.15 69.67
olucion .
amortiguadora 2 0.5697 12.28 60.45 9.53%
3 0.5506 11.87 58.43
1 0.7105 15.31 75.36
2 0.6944 14.96 73.65
3 0.7673 16.53 81.37
M I .66%
etano 4 06600 | 1422 | 7001 | '006%
5 0.6163 13.28 65.38
6 0.5658 12.19 60.04

De acuerdo a los datos anteriores se realiz6 la validacion del método para
cuantificar la ranitidina HCI remanente en la piel extraida en metanol. Los resultados
de la validacion se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Resultados de la validacion de ranitidina HCI en metanol en contacto

con piel de cerdo.

Parametro Especificacion 64 Resultado
2 _
2. 098 2= 0.9988
Linealidad C\V<148%
C.V<3%
, % de recobro: 97% al 103% | ¢, de recobro: 97.54-102.96%
Exactitud o
C.V < 3% C.V=2.10%
Precision CV<3% C.V=1.10%
r?>0.98 r? = 0.9987
Repetibilidad
CV<3% C.V<1.30%
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6.3. Microemulsiones con ranitidina HCI

6.3.1. Microemulsiones con miristato de isopropilo como fase oleosa

Se prepararon cinco microemulsiones agua/aceite partiendo de una
microemulsion de la tesis: Liberacién transdérmica de piroxicam empleando
microagujas, "° que utiliza miristato de isopropilo (IPM) como fase oleosa, Tween ®
80 como tensoactivo (S), etanol como cotensoactivo (CoS) y agua. Es importante
mencionar que las microemulsiones preparadas fueron de tipo agua/aceite debido
a que la ranitidina HCI es muy soluble en agua y por lo tanto las micelas que se
forman atrapan el agua y con ella al farmaco. En la tabla 6 se muestran los
porcentajes de excipientes utilizados en cada formulacidn, con una relacién S: CoS
5:1.

Tabla 6. Microemulsiones elaboradas.

Excipiente Microemulsiones/ Porcentaje (p/p)
M1* M2 M3 M4 M5 M6
IPM 40 30 50 35 60 50
Tween © 80 41.65 50 33.33 41.67 20.8334 29.1666
Etanol 8.35 10 6.67 8.33 4.1666 5.8334
Agua 9.7 10 10 15 15 15

* Basada en la tesis de Garcia P. Liberacién transdérmica de piroxicam empleando microagujas. 7°
M= muestra

En la figura 20 se muestran las microemulsiones M1, M2, M3 y M4, las cuales
tienen un aspecto transparente color amarillo claro. Sin embargo, en la figura 21 se
puede observar que en la M5 se formd un precipitado blanco y la M6 se observa
cristalina pero en realidad hay una separacion de fases (una de las cuales es muy
viscosa), en ambos casos esto se debe a la disminucién de la concentracion de la

relacién tensoactivo/cotensoactivo.
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Figura 20. Microemulsiones preparadas con aspecto homogéneo, vy
transparente. De izquierda a derecha M1, M2, M3 y M4.

Figura 21. Formulaciones que no formaron microemulsiones. A) M5, se observa
precipitado blanco. B) M6, se observa separacion de fases, una de las cuales es
muy viscosa tal como se observa en la figura C.
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En la figura 22 se muestra el diagrama ternario con la zona de formacion de
las microemulsiones, las cuales corresponden a los porcentajes para las
formulaciones M1, M2, M3 y M4.

100% A
0% C B 100%

Figura 22. Diagrama ternario de las microemulsiones elaboradas con IPM como fase
oleosa. Los puntos de unidos por la linea negra representan los porcentajes de las
microemulsiones formadas ( , M2, M3 y M4). Los puntos morados representan las
microemulsiones no formadas (M5 y M6). Los componentes estan representados
por las letras en donde A= % Agua, B= %Tween ® 80/Etanol y C= % Miristato de
isopropilo

Para formular con el principio activo se eligieron las formulaciones M1 porque
fue la formulacion referencia y M3 debido a que tiene la menor concentracién de
tensoactivo, como se sabe los tensoactivo en grandes cantidades pueden llegar a
ser toxicos pero los tensoactivos no idnicos tienen un importante uso en
formulaciones topicas 8, son menos téxicos y menos irritantes para las superficies
celulares 8. Las formulaciones se muestran en la tabla 7. Para estas

microemulsiones la cantidad maxima que se disolvié de ranitidina fueron 5 g, los
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cuales representan un porcentaje de encapsulamiento de 78.10 % para M1 y de
75.76 % para M3.

Tabla 7. Formulaciones con principio activo.
Excipiente Porcentaje (p/p)
M1 M3
IPM 40 50
Tween © 80 41.65 33.33
Etanol 8.35 6.67
Agua 9.7 10
Ranitidina HCI 5¢ 59
IPM= miristato de isopropilo, M= muestra.

Las microemulsiones anteriores tuvieron un aspecto transparente color
amarillo claro (Figura 20), se mantuvieron a temperatura ambiente pero después de
una semana su aspecto cambi6 a color anaranjado (Figura 23), lo que indica una
interaccidén entre la ranitidina HCI y alguno de los excipientes, por esta razén se
prepard una solucién de ranitidina HCI (20 mg en 10 mL de una mezcla de etanol-
agua 3:1), colocando 2 mL de esta solucion en 3 mL de IPM y en 3 mL Tween © 80;
después de una semana la coloracion anaranjada se presenté en la mezcla de
ranitidina-IPM. Existen diversos reportes previos sobre el cambio de coloracion del
principio activo en presencia de diversos excipientes. Esto parece atribuible a una

oxidacion.8?

Figura 23. Microemulsiones con ranitidina HCI. Después de una
semana se observd cambio de color de amarillo a anaranjado.
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De acuerdo con Jim Jiao (2008), ha sido bien documentado que los
tensoactivos no ibnicos tienen generalmente ciertos residuos de perdxidos.
Peroxidos ya sea tipo hidro u organicos, pueden actuar para iniciar procesos de
cadenas de radicales y oxidar farmacos susceptibles, lo que resulta en un dafo
significativo a los farmacos. El dafio de oxidacion por efecto de estos perdxidos en
farmacos ha sido reportado para el clorhidrato de benzocaina y penicilinas. &3
Ademas de que la ranitidina HCI tiende a degradarse en presencia de humedad,

incremento de temperatura, la luz y gases atmosféricos (oxigeno). 8

Por lo cual se decidié agregar un antioxidante, en este caso se utilizé vitamina
E ya que ademas de ser un antioxidante, protege la piel disminuyendo la produccion
de perdxidos en los lipidos de la epidermis y protege contra la exposicion UV.8 Se
agrego desde el 0.1 % (p/p) hasta el 100 % (p/p), disminuyendo la cantidad
proporcional en el tensoactivo (Tween © 80), pues la vitamina E también se puede
utilizar como un tensoactivo en la preparacion de microemulsiones.®¢ Con una
proporcion mayor al 30 % de vitamina E la microemulsion ya no se formaba. Se
utilizaron ademas otros dos antioxidantes el Butil Hidroxitolueno (BHT) y el Butil
Hidroxianisol (BHA) en porcentajes de 0.001 % a 0.1 %.87

Con los tres antioxidantes las microemulsiones se almacenaron en diferentes
condiciones: frasco transparente (temperatura ambiente y refrigeracion), frasco
ambar (temperatura ambiente y refrigeracién). Pero el cambio de color se hizo

presente nuevamente incluso con la vitamina E este cambio se dio en menor tiempo.

Asi que se probaron otros aceites que pudieran ser utilizados como fase
oleosa: acido oleico, aceite de almendras, aceite de ricino, aceite vegetal y aceite
mineral. Se mezclaron 2 mL de la solucién de ranitidina HCI disuelta en una mezcla
de agua-etanol 3:1 con 3 mL de aceite respectivamente; aunque la mezcla fue
heterogénea se presenté un color anaranjado con acido oleico, aceite de almendras,
aceite de ricino y aceite vegetal; con aceite mineral no hubo ningn cambio de
coloracion (el aceite mineral se mantuvo transparente) tal como se observa en la

figura 24. Ante estos resultados, se formularon las microemulsiones anteriores (M1-
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M5) utilizando aceite mineral como base oleosa en lugar del IPM; no obstante

ninguna microemulsion se formé.

Figura 24. Mezcla de ranitidina HCI con diferentes bases oleosas. De
izquierda a derecha: ranitidina con aceite mineral, aceite de ricino, acido
oleico, aceite de almendras y miristato de isopropilo.

6.3.2. Microemulsiones con aceite mineral como fase oleosa

6.3.2.1. Formulacion de microemulsiones

Se formularon microemulsiones en diferentes proporciones basadas en la
patente WO19955033807 88 utilizando el cromophor y Tween ® 20 como
tensoactivos; propilenglicol, transcutol ®, polietilenglicol ® 200, 300 y 600 como
cotensoactivos, aceite mineral como fase oleosa y agua; pero no se formé alguna
microemulsién. Las microemulsiones se prepararon como se indica en las

microemulsiones con IPM como fase oleosa.

En base a los resultados obtenidos, se decidié preparar microemulsiones
basadas en formulaciones reportadas en la literatura. En la tabla 8 se muestran tres
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de las formulaciones preparadas, en las observaciones se indican algunos cambios

que se hicieron y los resultados obtenidos.

Tabla 8. Microemulsiones formuladas a partir de reportes encontrados en la literatura.

Excipientes % (p/p) Observaciones Resultado | Referencia
-Propilenglicol-agua (3:1) 15.00 Se cambié ol
-Span ® 80-Tween ® 80 .
46.75 aceite de canola No se formo 65
8:1) 38.25 por aceite mineral.
-Aceite de canola
-Brij ©® 58 52
-Span ® 80 45.9 Se cambié el
-Alcohol isopropilico 10.2 aceite de soya por | No se formé 89
-Aceite de soya 32.5 aceite mineral.
-Agua 6.3
-Brij ® 58 5.2 -Se cambié el
-Span © 80 46.9 aceite de soya por
-Etanol 8.7 aceite mineral. Se forméd 89
-Aceite de soya 34.6 -Aspecto: color
-Agua 4.5 amarillo.

Nota: la mezcla de S-CoS y aceite se realizd a una temperatura de 60 °C.

Como se puede observar estas microemulsiones a diferencia de las

preparadas anteriormente contienen una mezcla de tensoactivos.

Sin embargo, dos semanas después se presentd el mismo cambio de color

que en las ME con IPM, a pesar de que en pruebas anteriores no se presentara este

cambio utilizando aceite mineral. Se agregdé BHT como antioxidante (0.1%) aunque

sélo retraso el cambio por una semana mas. Por lo tanto la microemulsién quedé

formulada de la siguiente forma (Tabla 9):
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Tabla 9. Porcentajes p/p de la
microemulsién con Brij ® 58.
Excipiente % p/p
Brij ® 58 5.2
Span ® 80 46.9
Aceite mineral 34.6
Etanol 8.7
BHT 0.1
Agua 4.5
Ranitidina 1.5¢

Por otro lado en el articulo de los autores Kale y Allen (1989) % 91 ge
document6 la formacion de microemulsiones (agua/aceite) con aceite mineral
utilizando Brij ® 96 como surfactante, se prepararon microemulsiones usando tres
diferentes relaciones de peso Brij ® 96: cotensoactivo (propilenglicol, glicerina) 9:1,
3:1 y 1:3; luego se realizaron mezclas de estas proporciones con el aceite mineral
en relacion de pesos: (Brij ® 96+cotensoactivo):aceite mineral 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5,
4:6y3:7.

De acuerdo con los resultados obtenidos las formulaciones que se acercaron
mas a una microemulsién corresponden a la relacién (S-CoS 9:1): aceite mineral
9:1y 7:3, asi que se prepararon muestras intermedias, encontrando la formacién de
una microemulsién con una relacion (S-CoS 9:1): aceite mineral 7.5:25 y 1.5 de
agua. La tabla 10 muestra los porcentajes p/p de los excipientes asi como la
cantidad de farmaco incluida.
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Tabla 10. Porcentajes p/p de la
microemulsién con Brij ® 96.

Excipiente Peso (g) % p/p
Aceite mineral 25 21.72
Brij ® 96 67.5 58.64
Propilenglicol 7.5 6.52
Agua 15 13.03
BHT 0.1 0.09
Ranitidina HCI 2.5 259

Nota: preparacion a 110 °C.

Las microemulsiones que se eligieron para realizar las pruebas de permeacién
y liberacion in vitro fueron la microemulsién con Brij ® 58 y la microemulsion con Brij
®96.
6.3.2.2. Caracterizacion de las microemulsiones
Aspecto

En la figura 25 se muestra la microemulsién con Brij ® 58, como se puede

observar tanto el placebo como la muestra son liquidos homogéneos,

transparentes, con el color amarillo que le confiere el Span © 80.
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Figura 25. Microemulsion placebo con Brij ® 58 (lzquierda).
Microemulsion de ranitidina HCI con Brij ® 58 (Derecha).

En la figura 26 se muestra la microemulsion placebo y muestra con Brij ® 96,
como se puede observar en este caso el placebo es homogéneo y transparente a
diferencia de la muestra, la cual es de color amarillo claro, en este caso el color es

por el farmaco.

Figura 26. Microemulsion placebo con Brij ® 96 (lzquierda).
Microemulsion de ranitidina HCI con Brij ® 96 (Derecha).
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En ambas microemulsiones con ranitidina se observé un cambié de color,
aunque en un mayor tiempo (15 dias después de la preparacién, a temperatura
ambiente), comparadas con las microemulsiones que no contienen aceite mineral

como base oleosa.

Viscosidad

Los resultados de la viscosidad de 200 a 1000 rpm para la microemulsién con
Brij ® 58 fue de 1.55 poise para el placebo y para las muestras (ME con ranitidina)
de M1=2.05 cps, M2=1.94 poise, M3= 1.93 poise. Con un promedio de 1.97 + 0.066

poise.

Para la microemulsion con Brij ® 96 los resultados de la viscosidad de 100 a
400 rpm fueron de 3.48 poise para el placebo y para las muestras de M1= 4.71

poise, M2= 5.13 poise, M3= 5.75 poise. Con un promedio de 5.20 + 0.52 poise.

Se considera que las microemulsiones preparadas se comportan como fluidos
newtonianos ya que las viscosidades se mantienen practicamente estables ante el

cambio de velocidad. %

Tamano de globulo

El tamafo de glébulo se midié sin diluir la muestra ya que si se agrega agua,
la microemulsién se rompe (se rompe el equilibrio en los excipientes). Se utilizé
como medio dispersante el aceite mineral, se midié el tamafno en porcentaje de
intensidad. Los resultados se muestran en la tabla 11, Si se compara el tamano de
las muestras con el placebo se puede observar que éste es mayor en las muestras,
debido a que al encapsular el farmaco los glébulos aumentan de tamano.
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Tabla 11. Tamario de glébulo de las microemulsiones.

Microemulsion Resultado
-ME placebo= 2.775 nm (pdi= 0.603)
Microemulsién con Brij ® 58 -ME con ranitidina HCI= 3.899 nm *

0.710 nm (pdi < 0.675).
-ME placebo= 268.400 nm (pdi= 1.000)
Microemulsion con Brij © 96 -ME con ranitidina HCl= 294.900 nm *
80.192 nm (pdi= 1.000)

Porcentaje de encapsulamiento

Para la ME con Brij ® 58 fue de 1.5 g de ranitidina HCI/100 g de ME (50.5 %),
mientras que para la ME Brij ® 96 fue de 2.5 g de ranitidina HCI/100 g de ME
(25.25%).

6.3.2.3. Permeacion in vitro y extraccion del farmaco en la piel

Microemulsién con Brij ® 58

En la tabla 12 se muestran los resultados de la permeacién in vitro de la

microemulsion de ranitidina HCI con Brij ® 58 y la grafica se muestra en la figura 27.
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Tabla 12. Resultados de los ug acumulados de ranitidina permeados de la microemulsién con Brij ® 58.

Tiempo ug de ranitidina HCl acumulados Promedio % CV
(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 (19) °
1 3.583 3.771 2.427 2.518 1.870 1.479 2.284 5.329 2.908 43.018
2 8.005 4.678 2.473 2.563 1.916 1.524 2.879 14.414 4.806 91.665
3 13.492 7.335 3.244 2.608 1.961 1.569 4.023 17.767 6.500 92.553
4 15.152 11.482 5111 3.097 2.450 2.303 6.424 26.205 9.028 92.138
5 15.197 14.241 5.773 5.111 7.610 2.348 7.346 28.418 10.755 78.005
7 18.558 23.811 11.317 6.936 10.233 4.211 12.363 | 34.970 15.300 65.966
9 25.723 37.160 21.350 12.860 18.102 12.137 | 20.616 | 44.838 24.098 47.789
24 114.465 | 122.985 | 114.044 | 86.943 106.355 | 93.108 | 91.124 | 154.542 110.446 19.878
M= muestra
CV-= coeficiente de variacion
140.0
120.0
w 100.0
-
2 800
£
2 60.0
2 400
20.0
0.0
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Figura 27. Grafica de la permeacion de ranitidina a partir de la microemulsion
con Brij ® 58 (n=8).

En la figura 28 se muestra la comparacion de la permeacion in vitro de ranitidina

HCI entre una solucién acuosa de ranitidina HCI y la microemulsién de ranitidina

HCI con Brij ® 58, como se puede observar la ranitidina HCI tiene una mayor

permeacion cuando se aplica en solucién acuosa.
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Figura 28. Comparacién de la permeacion in vitro de ranitidina HCI a partir de
una microemulsién con Brij ® 58 (n=8) y a partir de una solucién acuosa del
farmaco (n=1).

Como se puede observar en la Figura 27 la pendiente para los resultados de
la ME con ranitidina HCI de 1 h a 7 h es pequefia comparada de las 7 h hasta las
24 h, por lo cual se puede decir que las primeras horas fueron determinantes para
que se diera una difusion de la formulacién hacia la piel y luego el paso de la
ranitidina al medio receptor; por otro lado la cantidad de ranitidina permeada a las
24 h representa sélo el 1.48 % (110.45 nug) de la ranitidina inicial (7450 ng). Si
consideramos que se deben administrar 4 mg/Kg/dia, a un neonato de
aproximadamente 2.5 Kg % (tomando en cuenta que tiene una biodisponibilidad del
50% y el 15% se une a proteinas) %, se administran entonces 1.4 mg/Kg/dia, es
decir 3.5 mg para un neonato de 2.5 Kg. En el caso de la via transdérmica para que
se alcance la dosis terapéutica en 24 h, se tendria que colocar la microemulsién con

Brij ® 58 en un area superficial de 19.55 cm?.

Ademés en los pg permeados para cada muestra se observa un alto
porcentaje de variacion en las primeras horas y a las 24 h los ug permeados son
similares para todas las muestras (C.V= 19.88%), con esto podemos decir que no
importa si la ranitidina HCI se libera rapidamente en las primeras horas como en el

caso de la M8, al final los ug permados de ranitidina HCI son parecidos en todas las
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réplicas, esto se pudo deber a que la formulacion estaba totalmente sélida a las 24

h (dltimo muestreo) y no liquida como en un principio, por lo cual la difusién de la

ranitidina se vio afectada. Esto puede atribuirse a la difusion de algun componente

de la formulacién, lo que puede provocar el rompimiento de la ME. Esto dio como

resultado que la solucién de farmaco (referencia) presentara una mayor permeacion

(4.36%), ademas de que a pH’s fisioldgicos se encuentra escasamente ionizada %*

(pKa’'s 2.7 y 8.2) y por lo tanto puede atravesar la piel aunque se encuentre en

solucién.

En la tabla 13 se muestran los resultados del flujo y constante de permeacién

(Kp) para cada muestra; caracterizando la curva primero de 1h hasta 7 h y después
de 7 h a 24 h. El tiempo de latencia fue de 0.0 h.

Tabla 13. Resultados de los flujos y Kp de la Microemulsion con Brij ©® 58 que contiene ranitidina HCI.

Tiempo ug permeados/cm?

(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

1 45617 | 48013 | 3.0907 | 3.2057 | 2.3815 | 1.8832 | 2.9086 | 6.7851

> | 101921 | 59561 | 3.1482 | 3.2632 | 2.4390 | 1.9407 | 3.6657 | 18.3524 |

3 171784 | 9.3391 | 4.1305 | 3.3207 | 2.4965 | 1.9982 | 5.1224 | 22.6219 | 3

4| 192916 | 14.6196 | 6.5072 | 3.9436 | 3.1194 | 2.9326 | 8.1795 | 33.3650 | 2

5 | 19.3491 | 18.1320 | 7.3505 | 6.5072 | 9.6889 | 2.9901 | 9.3535 | 36.1825 |

7 | 23.6281 | 30.3174 | 14.4088 | 8.8312 | 13.0288 | 5.3620 | 15.7409 | 44.5249

9 | 32.7516 | 47.3137 | 27.1836 | 16.3734 | 23.0483 | 15.4534 | 26.2492 | 57.0889

24 | 145.7411 | 156.5896 | 145.2044 | 110.6990 | 135.4149|118.5479|116.0227 | 196.7684
Z“_%; 3.0165 | 4.3350 | 1.8753 | 0.9955 | 1.9418 | 0.5678 | 2.1594 | 6.1723 |ug/cm?/
Kp 1 5.02E-04 | 2.91E-04 | 1.06E-04 | 6.68E-05 | 1.30E-04 | 3.81E-05 | 1.45E-04 | 4.14E-04| cm/h
|(:7|1-J£1§) 7.3147 | 7.3741 | 7.7594 | 6.1037 | 7.3091 | 6.7389 | 5.9313 | 9.0897 |ug/cm?/
Kp2 | 4.91E-04 | 4.95E-04 | 5.21E-04 | 4.09E-04 | 4.90E-04 | 4.50E-04 | 3.98E-04| 6.10E-04| cm/h
M= muestra

Gulten Kantarc y colaboradores (2007) & evaluaron la permeacién in vitro del

diclofenaco soédico formulado en una microemulsion con Brij ©® 58, obteniendo un

flujo para las primeras 8 horas de 0.040 + 0.002 mg/cm?/h (utilizaron celdas con un
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area de 6.15 cm?) si se comparan estos resultados con los obtenidos en este trabajo
para la ranitidina HCI (Ver tabla 15) el flujo fue de 0.0026 + 0.002 mg/cm?/h en celdas
con un area de 0.7854 cm?, es decir, con ranitidina HCI se utiliz6 un area casi 10
veces menor. Hubo muestras como la 1, 2, 7 y 8 en las cuales se obtendrian flujos
comparables al de diclofenaco sédico, haciendo la correccion pertinente por el &rea

de exposicion.

En la tabla 14 se muestran los resultados de la extraccion del farmaco
remanente en la piel después de concluida la permeacién, como se puede observar,
los ug de ranitidina que se retuvieron tanto en las muestras como en la referencia
son bajos, el porcentaje de ranitidina es menor al 1 %, si se suma el % de ranitidina
permeado (1.48%) mas el % de ranitidina extraido (0.774%), se tiene que en total
la ranitidina que podria penetrar la piel seria un 2.25%, es decir, 167.62 ug para el

caso de la microemulsién con Brij ® 58.

Tabla 14. Resultados de la extraccidén de ranitidina
remanente en la piel.
ugde | %de | Fromed
Muestra ranitiqina ranlthlna ranitidina
extraida extraida extraida
1 70.3514 0.944
2 56.1546 0.754
3 52.8112 0.709
4 55.2510 0.742 0.774% =+
5 49.5884 0.666 0.150 %
6 44.8092 0.601
7 53.7149 0.721
8 78.5743 1.055
Solucién 71.5863 0.961 No aplica
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Microemulsion con Brij ® 96

En la tabla 15 se muestran los resultados de la permeacion in vitro de
ranitidina HCI formulada en una microemulsion con Brij ® 96 y en la figura 29 se

muestra la grafica.
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Figura 29. Grafica de la permeacién de ranitidina a partir de la microemulsién con
Brij ® 96 (n=8).

Como se puede observar, en las primeras 4 horas no hubo un incremento
considerable en la permeacion de la ranitidina, fue hasta las 9.5 h cuando se
observa un pequefo cambio en los pug permeados, por esta razén para el célculo

de flujo y Kp se consideraron los datos de 1-9.5 h'y de 9.5-24 h.
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Tabla 15. Resultados de los ng acumulados de ranitidina HCI permeados a partir de la microemulsién con

Brij © 96.
Tiempo ug acumulados de ranitidina HCI Promedio %C.V
(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 (ng) o
1 0.045 0.045 0.045 0.045 0.045 | 0.045 | 0.045 | 0.286 0.075 113.137
2 0.090 0.135 0.422 0.090 0.135 | 0.226 | 0.301 | 0.478 0.235 64.391
3 0.260 0.395 1.178 0.286 0.422 | 0.373 | 0.798 | 1.012 0.590 60.138
4 0.519 0.915 2.284 0.549 0.971 0.587 | 1.280 | 1.475 1.073 55.987
6 1.667 2.582 4.588 2.021 2.992 1.208 | 2.465 | 1.863 2.423 42.884
8 4.110 6.691 9.977 5.322 8.313 | 2476 | 4.941 | 4177 5.751 42.614
9.5 6.635 13.326 | 14.282 | 8.351 16.665 | 3.970 | 7.128 | 6.345 9.588 47.382
24 102.904 | 116.230 | 142.503 | 120.069 | 136.733 | 70.847 | 95.324 | 69.910 | 106.815 | 25.605
M= muestra

En este caso el por ciento permeado a las 24 h es de 0.85% (106.815 ug) de

12495 ng que se colocaron inicialmente.

En la figura 30 se muestra la comparacién en la permeacién in vitro de

ranitidina HCI entre una soluciéon acuosa de ranitidina HCI y la microemulsion de

ranitidina HCI con Brij ® 96, se encontré que cuando se aplica la ranitidina HCI en

solucién acuosa permeo un total de 885.96 ug/cm? mientras que la ranitidina HCI en

la microemulsién permeo 131.97 pug/cm? a las 24 h. El aspecto de la ME a las 24 h

fue el mismo que con la ME anterior, estaba completamente sélida; y por lo tanto la

difusion se vio afectada.
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Figura 30. Comparacion de la permeacion in vitro de ranitidina HCI a partir de
una microemulsién con Brij ® 96 (n=8) y a partir de una solucién acuosa del
farmaco (n=2).

Se realiz6 una prueba t de student (a=0.05) para saber si hubé alguna
diferencia entre los flujos de la microemulsion con Brij ® 96 y la solucién de 6-9.5 h
y de de 9.5-24 h, los resultados se muestran en la tabla 16, como se puede observar
las medias son diferentes, esto quiere decir que existe una diferencia entre los ug

de farmaco permeados/cm?/h entre la ME y la solucién.

Tabla 16. Prueba t de student para saber si hay una diferencia entre las ug de
farmaco permeados/cm?/h entre la ME con Brij ® 96 y la soluciéon acuosa de
ranitidina HCI.
Periodo evaluado Resultado

t valor critico= 2.30

t estadistico= 16.26

t valor critico= 2.30

t estadistico= 9.35

6-9.5h

9.5-24h
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En la tabla 17 se muestran los resultados de la cantidad permeada por unidad

de area y constante de permeacion (Kp) para cada muestra caracterizando la curva

primero de 6- 9.5 h y después de 9.5- 24 h. El tiempo de latencia fue de 1.29 h. De

acuerdo con estos resultados, para alcanzar una dosis terapéutica por via

transdérmica a las 24 h se necesitaria un area superficial de 20.83 cm?.

Tabla 17. Resultados de los flujos y Kp de la Microemulsién con Brij ® 96 que contiene ranitidina HCI.

Tiempo ug permeados/cm?

(h) M M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

1 0.0575 | 0.0575 | 0.0575 | 0.0575 | 0.0575 | 0.0575 | 0.0575 | 0.3642

> | 0.1150 | 0.2779 | 0.5367 | 0.1150 | 0.1246 | 0.2875 | 0.3833 | 0.6086 @

3 | 0.3306 | 0.5175 | 1.4998 | 0.3642 | 0.4265 | 0.4744 | 1.0159 | 1.2890 S

4 | 0.6613 | 0.9440 | 29086 | 0.6996 | 0.9344 | 0.7475 | 16292 | 1.8784 | 32

6 | 21227 | 1.9838 | 5.8411 | 25732 | 25780 | 1.5382 | 3.1386 | 2.3719 5

8 | 52326 | 5.3188 | 12.7029 | 6.7755 | 5.7070 | 3.1530 | 6.2916 | 5.3188

9.5 | 8.4479 | 8.7545 | 18.1847 | 10.6329 | 8.5964 | 5.0553 | 9.0756 | 8.0789

24 1131.0208 | 153.8967 | 181.4396 | 152.8760 | 135.9132| 90.2047 |121.3702| 89.0116
(GF_ ry 1h) 17935 | 1.9201 | 35215 | 2.2019 | 1.7112 | 0.9942 | 16898 | 1.6221 |ug/cm?/h

Kp1 |7.21E-05|7.72E-05|0.000142| 9.21E-05 | 6.88E-05| 4E-05 |6.79E-05| 6.52E-05 | omih
(gF o 42h) 8.4533 | 10.0098 | 11.2590 | 9.8099 | 8.7805 | 5.8724 | 7.7445 | 55816 |ug/cm?/h

Kp2 |3.40E-04|4.00E-04 | 4.50E-04 | 3.94E-04 | 3.53E-04 | 2.36E-04 | 3.11E-04| 2.04E-04 | omih
M= muestra

En la tabla 18 se muestran los resultados de la extraccién del farmaco

remanente en la piel, como se puede observar, los pg de ranitidina que se retuvieron

tanto en las muestras como en la referencia son bajos, el porcentaje de ranitidina

es menor al 1 %, por lo tanto si se suma el % de ranitidina permeado (0.85%) mas

el % de ranitidina extraido (0.582%), se tiene que en total la ranitidina que podria

penetrar la piel seria un 1.432 %, es decir, 178.17 ug para el caso de la

microemulsion con Brij © 96.
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Tabla 18. Resultados de la ranitidina remanente en
la piel.
Promedio
ug de %de | el % de
Muestra ranitidina | ranitidina ranitidina
extraida | extraida extraida
1 69.9598 0.562
2 59.0562 0.475
3 21.9277 0.176
4 72.2791 0.581 o
5 73.3635 0.590 0.582%
6 99.6084 0.801
7 85.3514 0.686
8 97.4598 0.783
Solucién 1 55.9036 0.449 o
Solucion 2 | 72.9116 | 0586 | 0-°18%

Tomando en cuenta el tamafio de glébulo obtenido de la ME con Brij ® 58
(3.899 £ 0.710 nm) con farmaco y el porcentaje de farmaco encapsulado, se
esperaba una permeacion mayor con respecto a la ME con Brij ©® 96 (tamafio de
glébulo con farmaco 294.000 nm + 80.192 nm). Sin embargo, como muestran los
resultados, esto no fue asi, indicando que el tamarno de glébulo no es el Unico factor

que influye en el grado de permeacién a través de la piel.

6.3.2.4. Liberacion in vitro del farmaco a partir de las microemulsiones

Microemulsién con Brij ® 58

A continuacién se presentan los resultados del porcentaje liberado de
ranitidina (Tabla 19), tal como se puede observar a las 24 h no se liberé el 100% de
la ranitidina, de hecho en promedio solo se liberd el 28%. Cabe mencionar que la

ME cambié de liquida a sélida a las 24 h, igual que en la permeacioén, lo cual pudo
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afectar la difusion de la ranitidina hacia el medio. Este cambio en la viscosidad de

la ME puede deberse al efecto de la temperatura durante los estudios de liberacion

0 permeacion o bien a la difusién de alguno de los componentes en la formulacién.

Tabla 19. Porcentaje de ranitidina HCI liberada a partir de la microemulsién con Brij ® 58.

Tiempo % Liberado .| Desviacion
(h)Io M1 M2 M3 M4 M5 Mg | Fromedio | "o ctandar
0.5 4.3142 2.0954 1.3524 1.3926 1.4546 1.3264 1.9893 1.1750

1 3.7486 2.3708 1.7324 1.9293 1.9913 1.7809 2.2589 0.7639
2 3.9832 2.9867 2.6285 2.1621 2.4872 2.2520 2.7500 0.6715
3 4.7026 3.5760 2.6722 3.1705 3.2343 2.8478 3.3672 0.7261
4 4.9881 3.9992 3.1138 3.5098 3.6912 3.1770 3.7465 0.6912
5 5.5519 4.4366 3.6830 3.9265 3.5346 4.0471 4.1966 0.7337
6 5.8711 4.8302 | 11.5628 | 5.4609 4.5365 4.0087 6.0450 2.7827
24 36.1736 | 21.9436 | 42.4242 | 27.5735 | 23.0961 | 22.1652 | 28.8960 8.5440
M= muestra

En la figura 31 se muestra la grafica del porcentaje de ranitidina liberada

respecto al tiempo como se puede observar a las 6 h sélo se habia liberado

practicamente el 6%.

40.00

35.00

30.00

25.00

20.00

15.00

% de ranitidina HCl liberada

10.00

5.00

0.00

10

15 20

Tiempo (h)

25

30

Figura 31. Porcentaje de ranitidina HCI liberada a partir de la
microemulsion con Brij ® 58, durante 24 h (n=6).
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En seguida se muestran los resultados (tabla 20) de las cinéticas calculadas
para la liberacion.®® De acuerdo con los resultados, aunque la correlacion es
superior a 0.99 para orden cero y para primer orden, para orden cero es mas alta,
pudiendo indicar que la liberacion de la ranitidina HCI a partir de la ME con Brij ® 58
sigue una cinética de orden cero, lo cual indica que la liberacion es independiente

de la concentraciéon del farmaco.

Tabla 20. Resultados de la cinética de liberacién para la ranitidina HCI a partir de la

microemulsion con Brij © 58.

Orden Cero Orden uno Hixson- Crowell Higuchi
Tiempo | %L | Tiempo | In | Tiempo VY%NL Tiempo Y%L
(h) (h) | %NL | (h) (h)"2

o 0.5 1.99 0.5 4.59 0.5 1.26 0.5 1.99
2 1 226 | 1 | 458 | 1 1.31 1 226
E 2 2.75 2 4.58 2 1.40 2 2.75
2 3 | 337 | 3 |457| 3 1,50 3 3.37
o 4 3.75 4 4.57 4 1.55 4 3.75
5 4.20 5 4.56 5 1.61 5 4.20
6 6.05 6 4.54 6 1.82 6 6.05
24 28.90 24 4.26 24 3.07 24 28.90

Pendiente 1.18 -0.01 -0.02 6.59

r? 0.9926 0.9905 0.9912 0.9391
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Microemulsion con Brij ® 96

A continuaciéon (Tabla 21) se presentan los resultados del porcentaje de

ranitidina liberada a partir de la ME con Brij ® 96, en este caso la liberacién fue mayor

con respecto a la ME con Brij ® 58.

Tabla 21. Porcentaje de ranitidina HCI liberada a partir de la microemulsién con Brij © 96.

Tiempo % Liberado Promedio | Desviacion
(h) M M2 M3 M4 M5 M6 (% Lib.) | estandar
0.5 28.7879 | 27.1421 | 30.4427 | 27.0252 | 26.5755 | 29.2736 | 28.2079 1.3944

1 35.3172 | 32.5921 | 37.1338 | 35.0024 | 34.9394 | 36.1356 | 35.1867 1.3866
2 48.0698 | 43.2853 | 48.3396 | 45.8934 | 45.6866 | 45.3088 | 46.0973 1.7155
3 57.2881 | 49.9315 | 57.9176 | 54.2753 | 56.4247 | 54.3562 | 55.0322 2.6584
4 63.9522 | 55.2466 | 63.2057 | 60.3548 | 60.7955 | 56.3348 | 59.9816 3.2322
5 63.1338 | 58.9878 | 67.7834 | 62.5043 | 62.6931 | 59.7613 | 62.4773 2.8339
6 65.0854 | 68.9615 | 64.0331 | 58.7990 | 59.6174 | 54.7249 | 61.8702 4.6702
24 77.3704 | 66.0117 | 77.0196 | 70.0317 | 70.6523 | 67.5406 | 71.4377 4.3508
M= muestra

En la figura 32 se muestran los resultados del porcentaje de ranitidina liberada

a partir de la microemulsién con Brij ® 96 a diferentes tiempos.

80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

% de ranitidina HCl liberada

15

20

Tiempo (h)

25

30

Figura 32. Porcentaje de ranitidina HCI liberada a partir de la
microemulsiéon con Brij ©® 96, durante 24 h (n=6).

91




En la tabla 22 se observan los resultados de las cinéticas calculadas para la

liberacion de 1- 5 h, tiempo en el cual la liberacion fue lineal.%

Tabla 22. Resultados de la cinética de liberacién para la ranitidina HCI a partir de la

microemulsion con Brij © 96.

Orden Cero Orden uno Hixson- Crowell Higuchi
Tiempo ol Tiempo | In | Tiempo SN Tiempo ol
" (h) (h) | %NL | (h) (h)"2
8 0.5 |28.21 0.5 4.27 0.5 4.16 0.5 28.21
E 1 35.19 1 417 1 4.02 1 35.19
é 2 46.10 2 3.99 2 3.78 2 46.10
o 3 55.03 3 3.81 3 3.56 3 55.03
4 59.98 4 3.69 4 3.42 4 59.98
5 62.48 5 3.62 5 3.35 \
Pendiente 7.73 -0.15 -0.18 25.20
r2 0.9716 0.9860 0.9818 0.9987

De acuerdo con los resultados la liberacion se ajusta al modelo de Higuchi, lo
cual significa que la liberacion del farmaco esta dada por la difusién y depende de
la raiz cuadrada del tiempo. %

Considerando los resultados mostrados para las microemulsiones con Brij ©58
y con Brij ® 96, se puede decir lo siguiente: De acuerdo al perfil de liberacién, la ME
con Brij ©® 96 libera aproximadamente un 60% del farmaco, porcentaje que se
alcanza desde las 6 horas, mostrando practicamente una meseta a partir de este
tiempo. El perfil para la ME con Brij ® 58 es completamente distinto y aunque se
tiene aproximadamente un 28 % de farmaco liberado a las 24 h, no se alcanza la
cantidad maxima liberada. La diferencia en el comportamiento para estas dos
microemulsiones puede atribuirse a la viscosidad, la cual es menor para la ME con
Brij ® 58. En cuanto a la permeaciéon, con ambas microemulsiones la cantidad
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permeada a las 24 horas es practicamente la misma (aproximadamente 130-140
ug). Esto implicaria que a pesar de que la velocidad y cinética de liberacion difiere
para ambas microemulsiones, el paso a través de la piel es el paso limitante,

controlando la cantidad de farmaco capaz de alcanzar el medio receptor.
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6.4. Liposomas preparados con ranitidina HCI

6.4.1. Efecto del método para determinar tasa de encapsulamiento para los
liposomas

Método de dialisis. Este método se probd primero con dos soluciones de
ranitidina de concentracién conocida para saber en qué tiempo la ranitidina sale de
la bolsa de dialisis y con esto determinar en qué tiempo difundiria el farmaco libre
de los liposomas, los resultados del porcentaje cuantificado se muestra en la tabla
23, donde se puede observar que a las 2 h habia difundido el 100% del farmaco en

ambas soluciones.

Tabla 23. Porcentaje de ranitidina HCI cuantificada por el método de dialisis a

partir de una solucién conocida en agua en diferentes tiempos.

Solucién 1 Solucién 2
Tiempo (2.5 mg/mL) (12.5 mg/mL)
% Cuantificado
10 min 28.91% 32.03%
20 min 37.37% 49.59%
30 min 56.81% 66.63%
40 min 59.49% 68.58%
50 min 68.20% 80.79%
60 min 73.98% 84.33%
75 min 83.37% 86.80%
90 min 89.90% 91.60%
120 min 99.71% 102.03%
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6.4.2. Influencia del tamano de vesicula de las formulaciones preparadas

En la tabla 24 se muestran las diferentes proporciones, condiciones,

excipientes y tamanos de particula obtenidos de las formulaciones preparadas. Para

la primera formulacion el tamario de vesicula fue de 560 nm por lo que se realizaron

liposomas con otras proporciones con la finalidad de tener tamafos mas pequefnos;

sin utilizar la extrusién ya que no se queria perder farmaco encapsulado. Por lo tanto

las formulaciones que se eligieron fueron la defosfatidilcolina (PC): Tween ©® 80
(84.5:15.5) y la de PC: Colesterol (40:10).

Tabla 24. Condiciones y resultados del tamafo de vesicula de los liposomas preparados

con diferentes métodos.

] . Referencia
. . Método de Tamaiio de ]
Excipientes Proporcion .. ] del método
preparacion vesicula -
utilizado
Hidratacion de
PC:Tween ® 80 86:14 560 nm 67
pelicula.
Hidratacion de
PC:Tween ® 80 84.5:15.5 ] <200 nm 68
pelicula.
PC:Tween © 80 84.5:15.5 Inyeccién de éter. | No se midié 25,70
15 umol de
lipidos, en Hidratacién de
PC: Colesterol . 566.2 nm 96
relacion molar pelicula.
10:5
Microencapsulacio
PC: Colesterol 60:40 ] >1000 nm 69
n de vesicula.
Hidratacion de
PC: colesterol 40:10 <300 nm 97

pelicula.

PC: fosfatidilcolina
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Los liposomas preparados por inyeccidon de éter cambiaron de color blanco a
amarillo (probablemente a causa de la degradacion de la ranitidina) durante las dos
horas de evaporacién del éter, tal como se observa en la figura 33 por lo cual este
método se descarté y no se midié tamano de vesicula.

Figura 33. Cambio de color de los liposomas a
amarillo por el método de inyeccidn de éter.

6.4.3. Caracterizacion de liposomas

Resultados de encapsulamiento

La formulacién PC: Tween ® 80 tuvo un porcentaje de encapsulamiento menor
al 10%; mientras que la formulacion de PC: Colesterol (40:10) tuvo un porcentaje
de encapsulamiento de 26.17 % * 4.35%. Por lo cual se elegié como la formulacion
a caracterizar (tamafo de vesicula y potencial zeta) para realizar los estudios de

permeacion y liberacion in vitro.
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Tamano de vesicula

El tamano de vesicula se midié haciendo una dilucién 1:3 con agua. Se utilizé
como medio dispersante agua. El tamario de vesicula de los liposomas sin ranitidina
HCI (liposomas placebo) fue de 165.4 nm (pdi= 0.273). El promedio del tamafo de
vesicula de los liposomas con ranitidina HCI fue de 231.2 nm £ 3.84 nm (pdi= <0.4).

Si se compara el tamano de las muestras con el placebo se puede observar
que éste es mayor en las muestras, debido a que al encapsular el farmaco las

vesiculas aumentan de tamano.

El indice de polidispersion (pdi) mostrd que los liposomas estaban constituidos
por poblaciones homogéneas.

Potencial zeta

El potencial zeta de los liposomas placebos, fue de -2.03 mV y para los

liposomas con ranitidina HCI fue de -2.50 mV.

Un potencial zeta bajo podria deberse a que los componentes del sistema no
tengan carga, % como es el caso del colesterol utilizado en la preparaciéon de los
liposomas. Esto puede implicar que el sistema sea fisicamente inestable, en otras
palabras no se producira una maxima repulsién entre las particulas adyacentes y el

sistema (en este caso los liposomas) pueden con el tiempo, coalescer o fusionarse.
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6.4.4. Permeacion in vitro y extraccion del farmaco en la piel.

HCI formulada en los liposomas de ranitidina HCl y en la figura 34 la grafica.

Enlatabla 25 se muestran los resultados de la permeacion in vitro de ranitidina

Tabla 25. Resultados de los ng acumulados de ranitidina permeados a partir de los liposomas.

Tiempo ug de ranitidina HCl acumulados Promedi % CV
(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 o (ng)
1 2.111 3.003 5.442 4177 2.747 | 18.302 | 4.475 4.482 5.592 93.878
2 2.156 3.538 7.406 4.998 3.052 | 19.965 | 5.013 5.254 6.423 88.786
3 3.293 4926 | 10.553 6.913 4561 | 21.613 | 6.101 6.932 8.112 72.350
5 5999 |10.334 | 17.139 | 10.835 | 7.440 | 24.165 | 7.772 | 10.869 11.819 | 50.989
7 11.802 | 16.943 | 25.652 | 16.179 | 12.092 | 27.631 | 10.470 | 16.341 17.139 | 37.071
9 16.751 | 22.637 | 35.350 | 26.212 | 18.445 | 33.047 | 13.883 | 22.069 23.549 | 32.311
24 111.665 | 94.820 | 151.941 | 205.879 | 99.509 | 86.036 | 72.668 | 103.434 | 115.744 | 37.293
180.0
160.0
140.0
3120.0
I§1oo.o
£
3 800
£ 600
40.0
20.0
0.0
0 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 34. Permeacién in vitro de ranitidina HCI a partir de los liposomas (n=8).
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En este caso el porcentaje permeado a las 24 h (% total) es de 8.98%

(115.74 ng) de 1288.3 ug que se colocaron inicialmente.

A continuacion se presenta la gréafica (Figura 35) comparando la permeacién
in vitro de la ranitidina HCI a partir de los liposomas y de una solucién acuosa de
ranitidina HCI, como se puede observar la permeacién es mayor cuando se aplica

la solucién.

300
250

200

ug/cm?
—
(9]
o

100

50

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 35. Comparacién de los resultados de la permeacién in vitro de la
ranitidina HCI formulada en una solucién acuosa (n=2) y en liposomas (n=8) con
ranitidina HCI.

Se realiz6 una prueba t de student (a=0.05) para saber si hay una diferencia
de las medias de los flujos entre la ME con Brij ® 96 y los liposomas (Figura 36),
como se puede observar para el primer tiempo de 1-9 h hay una diferencia entre las
medias (Tabla 26) lo cual indica que la cantidad de ug de ranitidina HCI

permeados/cm?/h a partir de las formulaciones es distinta. De acuerdo con los
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resultados para el tiempo de 9-24 h, las medias no son diferentes, por lo tanto no
hay diferencia entre los pg de ranitidina HCI permeados/cm?/h a partir de la ME con

Brij® 96 y los liposomas.

Flujo (nug/cm?/h

M Liposomas ® ME B96

Figura 36. Comparacién entre los flujos de la ranitidina HCI a partir de la
microemulsion con Brij® 96 y a partir de los liposomas. 1: flujos de 1-9 h, 2: flujos
de 9-24 h.

Tabla 26. Prueba t de student para saber si hay una diferencia entre las ug de
farmaco permeados/cm?/h a partir de la ME con Brij® 96 y los liposomas.
Periodo evaluado Resultado

1 valor critico= 2.14

1-9h
t estadistico= 4.25

t valor critico= 2.14

9-24 h
t estadistico= -0.44
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En la tabla 27 se muestran los resultados del flujo y constante de permeacién

(Kp) para cada muestra y en general de la permeacion; caracterizando la curva

primero de 1 ha 9 h y después de 9 h a 24 h. Con un tiempo de latencia de 0.0 h.

Tabla 27. Resultados de los flujos y Kp para los liposomas con ranitidina HCI.

Tiempo ug permeados/cm?

(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

1 2.688 3.824 | 6.929 | 5319 | 3.498 | 23.302 | 5.697 5.707 -

2 2.746 4504 | 9.430 | 6.363 | 3.886 | 25420 | 6.383 6.689 9

3 4.193 6.272 | 13.436 | 8.802 | 5.808 | 27519 | 7.767 8.826 3

5 7.638 | 13.158 | 21.822 | 13.795 | 9.473 | 30.768 | 9.895 | 13.839 5

7 15.027 | 21.572 | 32.661 | 20.600 | 15.396 | 35.181 | 13.331 | 20.806

9 21.328 | 28.822 | 45.009 | 33.375 | 23.484 | 42.076 | 17.677 | 28.099

24 | 142176 | 120.728 | 193.457 | 262.133 | 126.699 | 109.544 | 92.524 | 131.696
(F1"_Jé°h1) 24169 | 3.2875 | 47815 | 3.3864 | 2.4892 | 2.2377 | 1.4794 | 2.8514 |ug/cm?h
Kp1 | 4.69E-04 |6.38E-04 |9.28E-04 | 6.57E-04 | 4.83E-04 | 4.34E-04 | 2.87E-04 |5.53E-04| cm/h
(Fg'fgjhz) 8.0565 | 6.1271 | 9.8966 | 15.2505 | 6.8810 | 4.4979 | 4.9898 | 6.9065 |ug/cm?h
Kp2 | 1.56E-03 |1.19E-03|1.92E-03|2.96E-03 | 1.34E-03 | 8.73E-04 | 9.68E-04 | 1.34E-03| cm/h

En la tabla 28 se muestran los resultados de la extraccién del farmaco

remanente en la piel, como se puede observar, los ug de ranitidina que se retuvieron

en el caso de los liposomas no varian mucho con respecto a los de las

microemulsiomes; sin embargo, si Io vemos en porcentaje se extrajo en promedio

5.704% de ranitidina lo cual sumando el porcentaje de ranitidina permeada (8.98%)

se tiene que en total la ranitidina que podria penetrar la piel seria un 14.684%, es

decir, 189.17 ng. En el caso de los liposomas (147.37 pg/cm?), para alcanzar la

dosis terapéutica en un nifio de 2.5 Kg en 24 h se necesitaria colocar los liposomas

en un area de 18.65 cm=.
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Tabla 28. Resultados de la extraccion de ranitidina
remamente en piel.
ug de % de I:‘jr;n;fgg
Muestra ranitidina | ranitidina cee g
extraida extraida ranlthma
extraida
1 72.7610 5.648
2 91.8876 7.132
3 82.3293 6.391
4 25.1707 1.954 o
5 86.0442 | 6679 | >/04%
6 69.3876 5.386
7 74.5582 5.787
8 85.8133 6.661
Referencia 1 73.7450 5.724 o
Referencia2 | 91.7871 7.125 6.624%

6.4.5. Liberacion in vitro del farmaco a partir de los liposomas

A continuacion se presentan los resultados en % liberado de ranitidina (Tabla

29), tal como se puede observar en muy poco tiempo (3 h) se libero la ranitidina de

los liposomas, en promedio se liberé el 101.7551%; en la figura 37 se muestra la

gréafica del % de ranitidina liberada.

Tabla 29. Resultados de la liberacidon de ranitidina de los liposomas.

Tiempo % Liberado Promedio | Desviacion
(h) M M2 M3 M4 M5 M6 (%) estandar
1 95.0385 | 91.9018 | 90.2311 | 88.5094 | 92.0893 | 88.9867 | 91.1261 2.4109
2 99.4196 | 93.2656 | 95.4476 | 89.6515 | 94.5611 | 92.2427 | 94.0980 3.2943
3 102.0790 | 105.7953 | 102.9654 | 105.6419 | 103.1871 | 100.9198 | 103.4314 1.9436
M= muestra
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Figura 37. Porcentaje de ranitidina HCI liberada de los liposomas (n=6).

En el caso de los liposomas, aunque la liberacion es muy rapida en relaciéon a
los resultados mostrados para las microemulsiones con Brij ® 58 y Brij ® 96, una
vez mas la cantidad total de ranitidina (para todos la cantidad permeada a este
tiempo es de alrededor de 130-140 ug). Confirmando una vez mas que a pesar de
que el sistema module la liberacién del farmaco, el paso limitante para el farmaco

alcance el medio receptor es la barrera impuesta por la piel.

Es importante mencionar que se encontré sélo un reporte sobre la permeacién
transdérmica de ranitidina incluida en geles de Pluronic ® F-127 y empleando
iontoforesis como promotor fisico. En este trabajo, los autores encuentran flujos
mucho menores a los calculados en la presente tesis, tanto por difusion pasiva (p.
ej., 0.005474 ug/cm? para geles con 20 % de Pluronic F-127), como aplicando
iontoforesis (0.3333 pg/cm?). Se puede decir entonces que los resultados
encontrados con los sistemas preparados son alentadores y permiten pensar en la

factibilidad de administrar ranitidina por via transdérmica. 58
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7. CONCLUSIONES

Se validaron los métodos analiticos requeridos para la cuantificacion de
ranitidina HCI durante los estudios de liberacion y permeacion in vitro a partir
de microemulsiones y liposomas.

Se consiguid la formulacién de dos tipos de sistemas submicrdnicos para la
administracion transdérmica de ranitidina HCIl: Microemulsiones y liposomas.
La microemulsion con las mejores caracteristicas fisicas mostr6 un tamano
de glébulo de 3.899 nm = 0.710 nm, con un contenido de farmaco de 1.5
g/100 g de ME y una viscosidad de 1.97 poise.

Los liposomas con las mejores caracteristicas fisicas mostraron un tamafno
de vesicula de 231.2 nm * 3.84 nm, con un contenido de farmaco de 5.15
mg/mL y un potencial zeta de -2.50 mV.

Tanto los liposomas como las microemulsiones retardan el paso de la
ranitidina a través de la piel, en relacion a una solucion del farmaco, lo cual
puede contribuir a prolongar el efecto del mismo, una vez que se establece
un flujo constante de farmaco.

Se estima que un sistema con un area de 18.65 cm? (liposomas), 19.55 cm?
(ME con Brij ® 58), 20.83 cm? (ME con Brij ® 96) seria suficiente para alcanzar
concentraciones terapéuticas en un lapso de 24 h.

Los tres sistemas evaluados (microemulsiones con Brij ® 58 y con Brij 96 y
liposomas) presentan una cantidad total permeada, asi como flujos y
coeficientes de permeabilidad similares, lo que indica que aunque cada uno
de los sistemas presenta cinéticas de liberacion diferentes, el paso limitante
en la permeacion esta impuesto por la barrera de permeabilidad de la piel.
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8. PERSPECTIVAS

Estudiar el efecto de distintos promotores de absorcion en la permeacion
transdérmica de ranitidina, que mejoren su paso a traves de la piel.
Evaluar el grado de irritacion de las formulaciones preparadas.

Proponer sistemas como los desarrollados (microemulsiones vy
liposomas) para mejorar la absorcion oral de ranitidina, buscando reducir
la variabilidad en la biodisponibilidad.

Probar con otro tipo de tensoactivos, para ver si se mejora la permeacion
de ranitidina.

Realizar pruebas de permeacion in vitro, aumentando el area expuesta.
Realizar las pruebas de permeaciéon in vitro, con los liposomas que

contienen fosfatidilcolina y Tween @ 80.
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