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RESUMEN

El metotrexato (MTX) es un farmaco con actividad antineoplasica que provoca
efectos hepatotoéxicos por el uso sistémico. Para reducir tal efecto, se ha buscado
administrarlo por vias alternas, entre ellas la transdérmica, no obstante, el farmaco
presenta diversos inconvenientes como su alta hidrofilia, elevado peso molecular y
que se encuentra ionizado a pH fisiolégico, por lo que su capacidad de difusion a
través de la piel se ve limitada. Hoy en dia el uso de promotores de absorcion
transdérmicos se ha enfocado a la combinacion de estos mismos; no solo para
favorecer el paso de las moléculas a través de la piel, sino también para proteger
al principio activo de la degradacién como es el caso de los liposomas. En los
Ultimos anos las microagujas han demostrado tener un alto impacto en la
permeacion de diferentes compuestos e incluso particulas a través de la piel de
forma minimamente invasiva; mientras que- los liposomas han sido empleados
como modelos de membrana y vehiculos de una gran diversidad de moléculas,
con propositos bioquirnicos, biotecnolégicos y biomédicos. Cuando se combinan
ambas tecnologias se obtienen mejores resultados como: una liberacién
controlada, dispositivos practicos para una facil administracion, reduccion de dosis
y promocién de la penetracion en piel.

El objetivo de este trabajo fue formular liposomas flexibles conteniendo MTX vy
estudiar su penetracién a través de piel in vitro, comparando su transporte en piel
intacta y piel pretratada con microagujas metalicas.

Los liposomas con MTX preparados mediante el método de hidratacién para
producir MLV (Vesiculas multilaminares) modificadas (Katsumi, 1987), permitieron
obtener un porcentaje de encapsulamiento mayor a lo reportado en la literatura.
Los resultados mostraron que la inclusion del MTX en liposomas elasticos, permite
que tanto la cantidad permeada como la retenida en piel, aumenten de manera
importante, y si se pretratar la piel con las microagujas se produce un efecto
mayor. Esto ultimo puede ser indicativo de un efecto sinérgico entre la inclusion
del farmaco en un acarreador afin a la piel y la formacion de canales con las

microagujas.
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| 1. INTRODUCCION

Antiguamente se pensaba, que la via transdérmica no era factible como ruta de
administracion de farmacos. Sin embargo, hoy dia se sabe que es una buena
alternativa frente a las rutas de administracion convencionales y que constituye un

importante avance terapéutico frente a ellas (Guy, 1996).

Empleando la administracion transdérmica se evita el paso del farmaco a través del
tracto gastrointestinal, por lo que farmacos que provocan irritacion gastrica o que
sufran un importante efecto de primer paso hepatico, son buenos candidatos para

incorporarse en formulaciones de uso topico (Chien, 1991).

El principal inconveniente de la administracion transdérmica de principios activos es
la barrera que opone la piel al paso de cualquier sustancia externa, debido a esto, la
via trahsdérmica no puede emplearse si se requiere un efecto terapéutico inmediato
ni si se requieren altas concentraciones de farmaco en la circulacion sistémica.
Ademas, son sistemas algo costosos ya que sélo un pequeno porcentaje del farmaco
incluido en la forma farmacéutica es absorbido por el organismo y ademas, porque
algunos de los sistemas que se emplean por esta via, requieren de una forma de
dosificacion especifica asociada a un cierto grado de tecnologia para su elaboracion
(Chien, 1991).

Entre los agentes terapéuticos estudiados para ser administrados a través de la
piel se encuentra el metotrexato (MTX), el cual es un farmaco que actia como
inhibidor de la sintesis de DNA por inhibicion competitiva de la enzima dihidrofolato
reductasa. Se ha utilizado como agente inmunosupresor en el tratamiento de
dermatomiositis, artritis reumatoide, granulomatosis de Wegener, (Vemulapalli et al.,
2008). También se ha caracterizado por ser Uutil en tratamientos no neoplasicos de la
piel, caracterizados por la proliferacion anormal rapida de células epidérmicas
(Chabnér et al., 2006). ElI MTX es administrado por via oral o parenteral y su uso

prolongado induce efectos adversos como hepatotoxicidad, supresion de funcion de

o)



la médula ésea, nauseas, vomito, anemia, fatiga, dolor de cabeza y trombocitopenia,
anemia y pérdida del cabello (Chandak y Verma, 2008). Es por ello, que para evitar
los efectos secundarios se ha recurrido a sistemas transdérmicos para su
administracion, evitando asi los efectos adversos (Chabner et al., 2006). Con el fin
de facilitar el transporte de MTX a través de la piel, en este trabajo se incluye el MTX
en acarreadores submicrénicos (liposomas flexibles) y se estudia su permeacion
transdérmica in vitro, empleando microagujas metalicas como promotores de

absorcién fisico-mecanicos.

| 2. MARCO TEORICO

2.1 METOTREXATO

~ El metotrexato (MTX, Figura.1) es un compuesto sélido de color amarillo anaranjado
con punto de fusion de 182°- 189°C. Es una molécula de caracter acido que presenta
tres valores de pKa: 5.6, 4.8 y 3.8, por lo que a pH fisiolégico se encuentra
mayoritariamente ionizado. El MTX generalmente esta hidratado y contiene de 8 a

10 % de agua.

Figura 1. Estructura quimica de Metotrexato

Es poco soluble en bases lipofilicas, practicamente insoluble en agua, etanol,
cloroformo, éter; y muy soluble en soluciones diluidas de alcalis o carbonatos (Florey,
1976, Merck, 1996). La longitud de onda de méaxima absorciéon en UV es se

presentan en la tabla 1 dependiendo en el medio que en que se encuentre el MTX.

No



La tabla 1 resume los datos de absorcion al UV para MTX y sus correspondientes

valores de coeficiente de absortividad (Florey, 1976).

Tabla 1. Datos de Absorciéon UV del MTX (Florey, 1976).

Es un compuesto que se degrada con la luz por lo que es importante protegerio
adecuadamente frente a ella. Los productos de degradacién corresponden a 2,4-
diamino-6-pteridinecarbaldehido, acido 2,4-diamino-6-pteridina carboxilico y acido p-
aminobenzolglutamico.

Este compuesto tiene propiedades farmacolégicas, siendo considerado como un
agente éntineoplésico de la familia de los antagonistas del acido félico ya que inhibe
en forma competitiva a la enzima dihidrofolato reductasa que depende de folato en la
sintesis de novo de purina y timidilato. Esta enzima tiene por funciéon reducir los
dihidrofolatos a tetrahidrofolatos. El tetrahidrofolato (FH4) actia como factor de
transferencia de grupos metilo (CH3) en diversos procesos implicados en la sintesis
de aminoacidos, asi como también en la sintesis de bases nucléicas. Por
consiguiente, el acido félico es indispensable para la sintesis de DNA (Chabner et al.,
2006).

En condiciones normales, el acido folico se encuentra almacenado en el citoplasma
bajo la forma de poliglutamato. La forma biolégicamente activa del acido félico (F) es
el tetrahidrofolato (FH4). El proceso de activaciéon se realiza en dos pasos mediante
una unica enzima, la dihidrofolato reductasa pasa primero de F a dihidrofolato (FH2)
y posteriormente a FH4. El MTX inhibe selectivamente la dihidrofolato reductasa, al
competir con el FH2; de hecho, el MTX tiene mas afinidad por la enzima que el
propio sustrato natural. El resultado es la formacion de un complejo ternario estable
entre el MTX, la enzima y el NADPH que actia como cofactor de la reaccion (Figura
2) (Chabner et al., 2006).



A Sintesis de timidilato
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Asgpartato N-10 formil FH4 Glun
oGl vor
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N . ?g IMP
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FH,4 Gluy, iransformilasa FH4 Glug

Figura 2. Sitios de accion del metotrexato y sus poliglutamatos. (Chabner ef al., 2006).

El MTX ha sido utilizado como agente anticanceroso durante un cierto numero de
anos, presentando un reciente resurgimiento de su uso al introducirse regimenes de
dosificacion moderados. Actualmente se utiliza para tratar un cierto numero de
neoplasias, incluyendo la leucemia, el sarcoma osteogénico, el tumor de Wilm y los
linfomas distintos al de Hodgkins (Winter, 1994). También este farmaco ha mostrado
tener efecto inmunosupresor e inhibidor de la proliferacion celular, resultando util en
el tratamiento de psoriasis, un trastorno no neoplasico de la piel que se caracteriza
por proliferacion anormalmente rapida de células epidémicas. Ademas, los

antagonistas de folato son inhibidores potentes de las reacciones inmunitarias



mediadas por células y se han utilizado como agentes inmunosupresores (ejemplo
en el ftrasplante de médula ésea alégena y de oérganos), y en tratamiento de
dermatomiositis, artritis reumatoide, de la vasculitis, de la sarcoidosis, granulomatosis

de Wegener y en el tratamiento de la enfermedad de Crohn (Chabner, 2006).
2.1.1 Farmacocinética
Absorcion

El MTX es utilizado normalmente por via oral o parenteral, aunque ultimamente se
estan estudiando formas farmacéuticas de uso tépico. Este farmaco se absorbe
facilmente en el tracto gastrointestinal a las dosis que se emplean comunmente en la
practica clinica (0,1 mg/kg de peso), pero a dosis mayores se absorbe en forma
incompleta (Chabner et al., 2006). Este hecho sugiere la existencia de un mecanismo
saturable de absorcion intestinal. La presencia de alimentos, esbecialmente leche,
disminuyen su biodisponibilidad (Tung y Maibach, 1990). EI MTX se administra
siempre por via intravenosa cuando la dosis supera los 30 mg/m? sc (area de
superficie corporal) debido a que la absorcion oral es limitada (Winter, 1994). Los
regimenes de dosificacion pueden oscilar entre 20-50 mg o mas (ver tabla 2). Estas
dosis son administradas en periodos cortos entre 3 hasta 6 horas, y periodos largos
como 40 h (Winter, 1994).

e



Tabla 2. Regimenes de dosificacion del MTX para algunas enfermedades

Enfermedad

Via de

administracion

del

linfoma de células T

Tratamiento

cutaneo  (micosis

fungoides)

Administracion oral

Adultos: 2.5 -10 mg al dia en una dosis

unica.

Administracion

parenteral

Adultos: 50 mg i.m. /i.v una vez a la
semana 0 25 mg i.m. /i.v dos veces a la

semana.

Tratamiento de la

psoriasis

Administracion oral

y parenteral

Adultos: 10-25 mg por via oral,

intramuscular o intravenosa en una

dosis Unica a la semana.

Tratamiento de la

artritis reumatica

Administracion oral

Adultos: 7.5 mg una vez a la semana o
3 dosis de 2.5 mg a intervalos de

12 horas una vez a la semana.

Tratamiento de la

polimiositis o)

dermatomiositis

Administracion

parenteral

Adultos: 5-10 mg i.v./im. una vez a la

semana

Tratamiento de la

sarcoidosis

Distribucion

Administracion oral

Adultos: 10 mg por via oral una vez a la
semana (rango de dosis entre 7.5-
15 mg/semana) durante una media de

30 meses.

En equilibrio, las mayores concentraciones del farmaco se encuentran en los rifiones,

la vesicula biliar, el bazo, el higado y la piel (Tung y Maibach 1990). Se transporta

escasamente a través de la barrera hematoencefalica, por lo que las células

neoplasicas que han entrado al sistema nervioso central no estan afectadas por las

concentraciones plasmaticas habituales de este farmaco (Chabner ef al., 2006).
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Entre el 50 % - 70 % del MTX se une a proteinas plasmaticas, en su mayoria a la
albumina. Los farmacos que desplazan al MTX en su unién a proteinas incrementan
considerablemente la concentracién plasmatica de este principio activo (Chabner et
al., 2006).

Debido a que existe una relacion compleja entre el volumen de distribucion y el
aclaramiento que experimenta el MTX, las vidas medias aparentes que presenta este
farmaco no se calculan aplicando un meétodo farmacocinético lineal tradicional. Se
aplica un modelo bicompartimental, con una vida media inicial a de 2 - 3 horas y una
vida media terminal, 6 B, de aproximadamente 10 horas, parecen representar

razonablemente la fase de eliminacién de este farmaco (Winter, 1988).
Metabolismo

Este farmaco no parece metabolizarse de manera significativa; sin embargo, se han
encontrado metabolitos del MTX en el plasma y en la orina cuando este farmaco se
administra en dosis elevadas. La cantidad de metabolitos formados es
aproximadamente 3 veces mayor cuando se administra por via oral comparada con
la parenteral, esto sugiere que el metabolismo del MTX ocurre principalmente en el
tracto gastrointestinal o bien en el higado por causa de la recirculacion
enterohepatica (Chabner, 1996).

El metabolismo es hepatico y mediante dos vias: (Lennard, 1999)

« 7-hidroxilacion por aldehido oxidasa, produciendo el 7-hidroximetotrexato,
responsable de la nefrotoxicidad.

« La poliglutamacion es responsable de la retencion antifolato dentro de la célula por
ser potentes inhibidores de la enzima dihidrofolato reductasa ya que forman un
complejo de lenta disociacion con ella (Tung y Maibach, 1990). El metabolito mas
ampliamente estudiado es el compuesto 7-hidroximetotrexato que se considera un
compuesto potencialmente nefrotoxico, debido a su baja solubilidad en el agua
(Winter, 1994).



Excrecion

El MTX se excreta principalmente por el rifién via filtracion glomerular y transporte
activo (95 %). Entre 1-2 % de la dosis excretada es eliminada por las heces ya sea
como compuesto original o como alguno de sus metabolitos. La reabsorcion tubular
de MTX es un proceso saturable por lo que una concentracion plasmatica de mas de
1 mg/mL produce un incremento en el aclaramiento de este farmaco (Tung y
Maibach, 1990).

2.1.3 Reacciones adversas y toxicidad

Se han observado numerosos efectos adversos asociados al empleo de MTX.
Algunas de estas reacciones son: nauseas, voOmitos, dolor abdominal,
complicaciones gastricas, Ulcera gastrica, fatigas, dolor de cabeza, disnea,
leucopenia, trombocitopenia, anemia'y pérdida de cabello (Said et al., 1997). Estas
reacciones estan relacionadas con la dosis y son reversibles. Ademas, como el MTX
es introducido en el citoplasma mediante el mismo sistema de transporte activo que
el acido folico y este sistema no esta presente en los microorganismos, su accion
citotoxica es exclusiva de las células de los mamiferos.

Segun un estudio realizado en humanos que emplean MTX en forma prolongada (por
mas de 20 anos), se ha observado que este farmaco es relativamente seguro y que
no existe una aparente relacion entre la cantidad acumulada de MTX (o duracién de
la terapia) y la frecuencia de reacciones adversas. Estas reacciones pueden
presentarse en cualquier fase del tratamiento, y puede suceder que los pacientes
que han ingerido por muchos anos MTX sin presentar problemas aparentes por este
farmaco, si los presenten en el futuro.

El metabolismo de MTX produce metabolitos activos, de los cuales el mas
significativo es el compuesto 7-hidroxiderivado. Aunque este metabolito tiene sélo
aproximadamente 1/200 partes de la actividad clinica del MTX, su solubilidad es de
un tercio a un quinto de la del MTX. Como resultado, se puede precipitar en los
tubulos renales produciendo nefrotoxicidad. Debido a este problema de solubilidad
los pacientes a los que se les administran grandes dosis de MTX deberan ser

£
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hidratados adecuadamente y habra que administrarles bicarbonato sodico para
mantener el pH de la orina por encima de 7 (Winter, 1994).

Uno de los principales problemas observados luego del uso de MTX es la toxicidad
hepatica. Sin embargo, el desarrollo de fibrosis y la cirrosis por la acumulacion de
MTX en el higado aun no ha sido demostrado. El monitoreo sérico de los niveles de
MTX es esencial para detectar el desarrollo de toxicidad y para poder actuar
adecuadamente y de forma rapida.

Cuando existe intoxicacién con MTX o cuando se desarrolla toxicidad renal debido al
uso de este farmaco, se debe administrar folato calcico, ya sea por via intramuscular,
intravenosa u oral. Se requieren de al menos 6 horas para que las concentraciones

séricas de MTX bajen a niveles terapéuticos (Tung y Maibach, 1990).
Contraindicaciones

El MTX es conocido como un farmaco tefatogénico por lo que su uso esta
contraindicado en pacientes embarazadas y se debe emplear conjuntamente con
farmacos anticonceptivos en mujeres de edad fértil. También debe evitarse su uso en
caso de enfermedad del higado o de los rifones, infecciones activas (tuberculosis,
pielonefritis), hipoplasia de la médula désea, Ulcera péptica, colitis ulcerosa, diabetes
mellitus, obesidad y en pacientes inmunosuprimidos y consumidores frecuentes de
alcohol. Ademas, es importante que los pacientes que utilicen este farmaco, tengan

un aclaramiento renal adecuado (Tung y Maibach, 1990).
2.1.4 Metotrexato por via transdérmica

Por las caracteristicas quimicas del MTX (solubilidad, peso molecular), este farmaco
penetra escasamente a través de la piel. Se ha observado que cuando se administra
el MTX en forma topica y por cortos periodos de tiempo, no se alcanzan niveles
sanguineos adecuados. Se ha reportado un importante aclaramiento de este
principio activo en su paso desde la epidermis a la dermis (Hwang et al., 1995).
Ademas, se han encontrado grandes valores en el tiempo de respuesta o tiempo de
latencia de este farmaco en estas condiciones. Sin embargo, la efectividad de este
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principio activo parece aumentar cuando se administra por periodos de tiempo

prolongados.

El estrato cérneo es probablemente la principal barrera que se opone al paso de
MTX a través de la piel humana y el mecanismo predominante de su penetraciéon
parece ser la difusion pasiva. Debido a esto ultimo se espera que cambios de pH en
el vehiculo influyan en la penetracién de este farmaco ya que la difusién pasiva es

maxima cuando la molécula esta en su forma no ionizada (Lu y Jun, 1998).

El MTX se encuentra mayoritariamente no ionizado en el rango pH 4 — 5, por lo que
en este rango de pH, el paso de MTX por medio de difusiébn pasiva deberia ser
maximo. En un estudio a pH 1 — 3, se observo que la proporcién y la extension de la
penetracion de MTX fueron bajas, probablemente debido a la pequeina cantidad de
farmaco no disociado en este rango de pH; sin embargo, la cantidad de farmaco

retenido en el estrato corneo fue bastante alta. (Vaidyanathan et al., 1985).

Para aumentar la penetracién de este farmaco a través de la piel, se han estudiado
formas farmacéuticas no convencionales para su administracién. Es asi como se han
investigado diferentes vehiculos para su incorporacién en formas farmacéuticas de
uso topico (pomadas, cremas, hidrogeles, geles), conteniendo sustancias promotoras
de la absorcion como es el caso de dimetilsuifoxido, y acido retinoico, propilenglicol
o alcohol isopropilico en su formulacién, las cuales han mostrado un incremento en la
permeacion del MTX a través de la piel de ratones y de la piel de humanos (Lu et al,,
1997).

También se ha intentado el uso de ciertas técnicas, como por ejemplo la iontoforesis,
que facilita la penetracion de la molécula, debido a que MTX estd cargado
negativamente a pH fisiolégico (7.4) y permite que el farmaco se pueda mover en el
campo y penetrar (Blanco et al, 2001). De igual forma se ha administrado
empleando electroporacion. Este método aplica pequefios pulsos eléctricos de
suficiente voltaje para que la membrana celular sea temporalmente permeable
permitiendo el paso de moléculas (Wong et al., 2005). Se ha observado que la
iontoforesis y el uso de promotores de la absorcién provocan un incremento de la
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descamacion de la superficie de la epidermis y un aumento del espacio intercelular y

por lo tanto un mayor paso de este farmaco a través de la piel.

Existen otras investigaciones que se han enfocado al uso de modificadores de la
permeabilidad de la piel de forma reversible con agentes surfactantes ejemplo de
ellos son: lauril sulfato de sodio (LSS), alquil bencil cloruro de dimetil (ABDMC),

transcutol, y acido salicilico (Javadzadeh y Hamishehkar, 2011).

Los acarreadores como liposomas etandlicos (etosomas), han sido usados para la
penetracion transdérmica de MTX para el tratamiento de psoriasis, estas
investigaciones se han realizado en piel de cadaver humano, donde se encontré que
estos sistemas pueden acarrear el MTX (Dubey et al., 2007).

Las formas farmacéuticas convencionales de MTX que se encuentran en el mercado

son: inyectable liofilizado, solucién inyectable y comprimidos recubiertos.

2.2 PIEL

2.2.1 Generalidades

La piel esta constituida por diferentes tejidos integrados para realizar funciones
especificas. Es el 6rgano mas grande del cuerpo humano en area superficial y peso.
En adultos la piel cubre un area de casi 2 m? y pesa 4.5 a 5 kg, su grosor varia
desde 0.5 mm, en los parpados hasta 4 mm, en los talones, sin embargo en gran
parte del cuerpo es de 1 a 2 mm. La piel recibe un tercio de la circulacién sanguinea
del cuerpo; este 6rgano es elastico, duro, y se regenera en condiciones fisiologicas

normales (Tortora y Derrickson, 2002).

Antiguamente se pensaba que la piel constituia una barrera impermeable a todas las
sustancias excepto los gases. Hoy dia se sabe que la piel es permeable a sustancias
lipofilicas y a sustancias no cargadas, y que constituye una barrera, tanto fisica como

quimica, que protege al cuerpo frente a la invasion de microorganismos.
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La piel tiene multiples funciones. Cumple una importante funcién en la regulacion de
la temperatura corporal ya que por medio de sus terminaciones nerviosas y por
medio de sus vasos sanguineos, glandulas y tejido adiposo, esta en constante
comunicacion con el ambiente externo (Junqueria & Carneiro, 1996). Protege al
organismo frente a la pérdida de agua por evaporacion, asi como también lo protege
contra las fricciones. Es la responsable, en conjunto con la luz solar, de sintetizar la
vitamina D3, la cual es fundamental para la absorcién de calcio por parte del hueso
(Junqueria y Carneiro, 1996). Ademas, debido a la melanina que contiene, cumple
funciones de proteccion del organismo frente a la radiacion de los rayos UV (Guy,
1996; Junqueria y Carneiro, 1996).

Desde el punto de vista estructural la piel consta de dos partes principales: la
superficial y mas delgada, estd compuesta de tejido epitelial y se denomina
epidermis (Figura 3). La profunda y mas gruesa, de tejido conectivo es la dermis.
Debajo de esta se encuentra el tejido subcutaneo, aunque no forma parté de ella,
témbién denominado hipodermis, la cual consiste en tejidos areolar y adiposo. Las
fibras que provienen de la dermis fijan la piel al tejido subcutaneo, el cual a su vez se
une a los tejidos y los 6rganos subcutaneos. La hipodermis sirve como area de
almacenamiento de grasa y contiene vasos sanguineos de gran calibre que irrigan la
piel. Esta capa (y a veces la dermis) tienen terminaciones nerviosas denorninadas
corpusculos de Vater-Pacini (luminares) que son sensibles a la presiéon (Tortora,
2006).
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Figura 3. Partes que constituyen la piel (imagen tomada http://www.yalemedicaigroup.org)

2.2.2 Estructura de la piel

Epidermis

La epidermis tiene un espesor medio de alrededor de 100 ym, vy en algunas
superficies, es aun mas delgada, 0.02 mm en los parpados; en los pies, es
considerablemente mas gruesa, 1 a 5 mm. Esta formada principalmente por células
vivas: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel. Casi
el 90 % de las células son los queratinocitos que tienen la particularidad de
transformarse sucesivamente en el transcurso del proceso de queratinizacion, para
formar diferentes capas, cada una de las cuales tienen caracteristicas especificas.
Los queratinocitos producen queratina, la cual es una proteina fibrosa y resistente
que protege tanto la piel como los tejidos subyacentes del calor, de los microbios, y
de los compuestos quimicos.

La epidermis esta formada por distintas capas de células y muchas partes del
cuerpo tienen cuatro estratos: basal, espinoso, granuloso y cérneo; en areas donde
hay mayor friccibn como las palmas de las manos y la planta de los pies posee cinco

estratos, donde se adiciona el estrato lacido (Tortora, 2002). (Figura 4)
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Figura 4. Diagrama de la epidermis. Las células basales se transforman, por diferenciacion,
en células cutaneas cérneas planas, las cuales no tienen nucleo (imagen tomada de
http://commons.wikimedia.org).

i. Bsiraio basai

Es la capa mas profunda de la epidermis y esta constituida de una sola capa de
células. Cerca del 50 % se encuentra en mitosis y producen las células de la capa
inmediatamente superior, el estrato espinoso. Estas células son una sola hilera de
queratinocitos cubicos o cilindricos que producen continuamente queratinocitos. Los
melanocitos, células de Langerhans y las células de Merkel se hallan dispersos entre
los queratinocitos del estrato basal (Tortota, 2002).

2. Estrato espinoso

Encima del estrato basal se encuentra el estrato espinoso, en el cual 8 a 10 capas de
queratinocitos poliédricos estan estrechamente unidos por los desmosomas de
naturaleza proteica. Su citoplasma contiene tonofilamentos, de naturaleza protéica,

que se agrupan en paquetes, las tonofibrillas.
3. Estrato granuloso

Se localiza en la parte central de la epidermis, consta de tres a cinco capas de

queratinocitos aplanados en los que ocurre apoptosis. Los ntcleos y otros organelos
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de estas células se encuentran en proceso de degeneracion y los filamentos
intermedios son mas evidentes.

En este nivel se producen moléculas responsables de las caracteristicas
fisicoquimicas de las capas superiores, con la formacion de los granulos de
queratohialina y la aparicién de cuerpos de Odland.

En el estrato granuloso encontramos todavia células vivas con nucleo. En el
transcurso de la queratinizacién se aplanan y pierden el nucleo para transformarse

en corneocitos, que forman el estrato cérneo.

4. Estrato cérneo
Esta formado por tres capas:

e Estrato lucido (presente solamente en las palmas de las manos y en las
plantas de los pies), consta de tres o cinco capas de queratinocitos
transparentes, planos y muertos, que contienen filamentos intermedios muy
apifados y poseen una membrana plasmatica engrosada.

e Estrato compactum, que constituye la capa cornea propiamente dicha.

¢ Estrato disjonctum (capa mas externa descamante) (Tortora, 2006).

El conjunto de estas tres capas tiene un espesor de unas 10 ym.

La capa cornea tiene propiedades y composicion bioquimica totalmente diferente de
las capas subyacentes de la epidermis. Esta constituido de 25 a 30 capas de
queratinocitos muertos y planos. Las células que la componen (corneocitos)
representan la ultima fase de la queratinizacién. Estas células estan desprovistas de
nucleo y estan formadas casi exclusivamente por queratina. Contienen sin embargo,
un cierto numero de enzimas que participan en los fendmenos de metabolizacion.
Ademas, son ricas en una mezcla de sustancias higroscopicas que aseguran la
fijacion del agua.

Los corneocitos se organizan de modo que asemejan una pared de ladrillos. El
cemento que los une es de tipo lipidico y esta constituido por una mezcla de acidos
grasos poliinsaturados (AGPI), de colesterol y de ceramidas. A este nivel los

desmosomas se transforman en corneosomas.



Dermis

La dermis tiene un espesor variable de 500 ym a 1 mm. Se distingue la dermis
papilar, la mas préxima a la unién dermo-epidérmica y a la dermis reticular, mas
profunda, que representa cerca del 80 % del espesor total de la dermis (Martini,
2005). La dermis esta compuesta sobre todo de tejido conectivo que contiene
colagena y fibras elasticas. Las pocas celulas que hay son fibroblastos, macrofagos y
adipocitos. La dermis posee vasos sanguineos, nervios, glandulas y foliculos
pilosos. De acuerdo a su estructura tisular la dermis se divide en capas papilar
superficial y reticular profunda. El estrato reticular constituye la parte inferior de la
dermis y muestra una transicion continua con el subcutis subyacente. El stratum
papillare (del latin papillae = protuberancia) es la capa superior. Constituye una
frontera abrupta y ondulada con la epidermis. Su estructura ondulada aumenta la
superficie de contacto con la epidermis, garantizando asi un suministro 6ptimo de
nutrientes de la capa epitelial mas profunda (las células basales) por medio de los
vasos sanguineos que atraviesan los corpusculos papilares (Figura 5) (Deutschland,
2009).

Figura 5. Estructura de la dermis: 1 Stratum papillare, 2 Membrana basal, 3 Células basales,
4 Epidermis (http://www.eucerin-la.com/mx)

Esta formada por: La capa papilar, porcion superficial de la dermis, que consiste en
tejido conectivo areolar que contiene fibras elasticas finas. Su area superficial
aumenta considerablemente gracias a pequefas protuberancias digitiformes
llamadas papilas dérmicas. Estas estructuras penetran en la epidermis y contienen
asas capilares. Algunas papilas dérmicas también incluyen receptores tactiles,

denominados corpusculos tactiles de Meissner que son terminaciones nerviosas



sensibles al tacto. En las papilas dérmicas también existen terminaciones nerviosas
libres o sea dendritas que carecen de especializacion estructural apreciable (Tortora
y Derrickson, 2002). La elastina es responsable de la elasticidad de |a piel. Las fibras
oxitalamicas son fibras de elastina fragiles y son las primeras en desaparecer a lo
largo del envejecimiento, se localizan principalmente en la dermis papilar (Martini,
2005).

La parte profunda de la dermis es la capa reticular que consiste en tejido conectivo
denso e irregular con asas de fibras de colagena y proteoglicano y algunas fibras
elasticas gruesas. Las asas de fibras de colageno de esta region se entrelazan a
madera de red. Los espacios entre las fibras estan ocupados por unos cuantos
adipocitos, foliculos pilosos, nervios, asi como glandulas sebaceas y sudoriparas
(Tortora y Derrickson, 2002).

Ademas del tejido conjuntivo, la capa dérmica contiene otros varios tipos de células,
por ejemplo, los fibroblastos y los mastocitos, asi como numerosos vasos
sanguineos vy linfaticos, terminales nerviosas, receptores nerviosos del calor y frio,
asi como o6rganos del sentido del tacto. Las raices de los cabellos (la terminal
bulbosa del tallo del cabello donde se desarrolla este ultimo), glandulas sebaceas
(que estan casi siempre adheridas a los tallos del cabello) y glandulas sudoriparas
estan ubicadas también en la dermmis. El cabello producido en la raiz alcanza la
superficie de la piel a través de una abertura con revestimiento llamada foliculo. Los
lipidos producidos en las glandulas sebaceas también viajan a la superficie de la piel
a través de los foliculos pilosos. El sudor producido en las glandulas sudoriparas
alcanza la superficie de la piel a través de aberturas llamadas poros que se extiende
desde la raiz o glandula hacia arriba a través de la epidermis hasta la superficie de la
piel. La humedad y lipidos secretados desde las glandulas sudoriparas o glandulas
sebaceas constituye una pelicula hidrolipidica que cubre la superficie de la piel
(Martini, 2005).



Unidn dermoepidérmica

La adherencia entre la dermis y la epidermis se consigue gracias a la unién
dermoepidérmica. Esta capa fina situada bajo la capa basal esta formada por la
membrana basal y varias capas de sustancias tales como glicoproteinas, colageno
de tipo IV y fibronectina. El conjunto capa basal-union dermoepidérmica tiene una
estructura ondulada caracteristica de las pieles jévenes. Con el envejecimiento esta
estructura se aplana y la piel se distiende (Martini, 2005). Sus funciones son soporte
mecanico, regulacion de permeabilidad, fijacion de células, morfogénesis de las
células epiteliales. Esta capa principalmente consta de las siguientes zonas:
membrana plasmatica de la célula basal, lamina lucida, lamina densa y la zona
fibrosa (Sherwood, 2001).

Hipodermis

Es un tejido conjuntivo laxo, que posee la misma estructura que la dermis, pero en la
que encontramos sobre todo colageno y un gel proteoglicano. Ademas, esta cargada
de adipocitos (células grasas) en forma de aglomerados que almacenan triglicéridos.
Los adipocitos se forman a partir de los pre-adipocitos, células semejantes en su
forma a los fibroblastos, pero programadas para cargarse de triglicéridos. Las células
adiposas confieren a la hipodermis su poder aislante y constituyen una reserva de
energia (Martini, 2005).

La hipodermis o subcutis tiene tres funciones principales:

1. Las aglomeraciones de células de grasa proveen una almohadilla que actua
como un amortiguador de impactos de proteccién para la fascia y tejido
muscular que yacen debajo.

2. Esta almohadilla también aisla al cuerpo del frio y calor.

Las células de grasa sirven como importantes unidades de almacenamiento
para nutrientes. Cuando el cuerpo las necesita, son transportadas desde las
celulas de grasa en los vasos sanguineos circundantes, los cuales transportan

los nutrientes hacia areas que los necesitan.
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2.2.3 Funcioén del estrato corneo

Es responsable en particular de lo que se denomina "efecto barrera”, representa un
lugar de almacenamiento de sustancias lipidicas, participa de manera muy activa en
el fenédmeno de hidratacion de la piel y por lo tanto, tiene un papel estético

preponderante.

Efecto Barrera )

La capa comea es el elemento protector principal de la piel, aunque su espesor sea
minimo (10 y 20 ym) en relacién al espesor total de la piel. A pesar de su delgadez
constituye una barrera casi impermeable, gracias a su estructura quimica.

Los corneocitos son células aplanadas de unos 4 ym de didmetro y 0.1 uym de
espesor. Estdn compuestos de queratina, una proteina extremadamente resistente.
El estrato corneo contiene 13 % de agua. Las células estan unidas por una mezcla
de acidos grasos poliinsaturados, colesterol'y ceramidas. La cohesién se mantiene
gracias a las uniones proteicas representadas por los corneosomas.

El conjunto de queratina mas lipidos es la estructura responsable del efecto barrera.
Este efecto se pone de manifiesto al impedir la penetracion a través de la piel de
sustancias exogenas, pero igualmente al ralentizar la difusion del agua procedente

de las capas mas profundas de la dermis.

El efecto barrera puede modificarse de diferente forma:

Si con un adhesivo arrancamos sucesivamente las capas del estrato corneo
(stripping) la permeabilidad de la piel total aumenta.

Si hidratamos la piel de manera excesiva (parche oclusivo), las células cérneas
hiperhidratadas pierden su capacidad de barrera y se vuelven permeables en los dos
sentidos. El grado de barrera se ve asi considerablemente afectado por el grado de
hidratacion cutanea.

Si, por el contrario, la piel esta excesivamente deshidratada, pierde su flexibilidad y
se cuartea, ya que el agua actia como un plastificante de la queratina. El efecto
barrera se ve entonces considerablemente disminuido, debido a que hay una lesion
en el estrato corneo.
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Funcion de reserva

Se puede producir un almacenamiento de sustancias liposolubles a nivel del cemento
lipidico intercelular. Las ceramidas, componente principal de este cemento, son
esfingolipidos (acidos graso + esfingosina) con mayor o menor polaridad, que se
organizan en una estructura laminar capaz de integrar otras moléculas liposolubles
en el interior de la bicapa o en las bicapas. Estas moléculas difunden lentamente

hacia las capas inferiores del estrato corneo y después en la epidermis.

Funcion estética
El estrato corneo es la capa mas externa y por lo tanto, la mas visible, y su estética
esta en relacion con el estado de la superficie que depende en primer lugar del agua

fijada y de la capacidad de descamacion del estrato disjunctum.

El pH cutaneo

El pH de la dermis, es cercano a 7, se transforma en un pH acido cercano a 5 en la
superficie de la piel. Este aumento considerable de la actividad de los iones H” se
debe a las hidrolasas de la epidermis que generan varios acidos hidrosolubles, en
particular el acido urocanico, el acido pirrolidoncarboxilico y el acido lactico. El pH
cutaneo es variable segun los individuos y las zonas corporales. Se sitla
generalmente entre 4 y 7. El pH cutaneo esta regulado por el sudor, la secrecién de
las glandulas ecrinas. Esta secrecion estda compuesta de ciertos acidos los cuales

son un medio de defensa de la piel frente a los microorganismos
2.2.4 Penetracion cutanea
El término de penetracién cutanea o “permeacion” describe el paso de una molécula

a través de las diferentes capas de la piel, desde su fijacién en las primeras capas de

células del estrato corneo hasta su absorcion transcutanea (Martini, 2005).



Aunque la piel tiene la funcion de barrera, algunos productos quimicos son capaces
de penetrar en ella. La resistencia para el transporte transdérmico entre el estrato
corneo y las capas de la epidermis fue establecido por primera vez por Rein en
1924. Schuplein establecié mas tarde que la penetracion transdérmica se ve limitada
por el estrato cérneo en si mismo, y que la permeacion molecular es un proceso
pasivo. Posteriormente, Michaels mostr6 que varios farmacos tenian una
permeabilidad significativa y determind sus coeficientes de difusién en el estrato
corneo (Martini, 2005).

La absorcién percutanea de las moléculas del farmaco es de particular importancia
en el caso de los sistemas transdérmicos, ya que el principio activo tiene que ser
absorbido en una tasa adecuada manteniendo un nivel constante. En general, una
vez que las moléculas de los farmacos cruzan la barrera del estrato cérneo, el paso a
capas mas profundas de la epidermis y la dermis y la subsecuente absorcion

sistémica se produce con relativa rapidez y facilidad (Mehta, 2004).

En los ultimos 30 anos, la liberacién de los agentes terapéuticos a través de la piel
se ha convertido en una realidad clinica. A partir de la primera aprobacién de los
parches de escopolamina en 1979, la administracién transdérmica de farmacos es
ahora una forma viable. El disefo racional de nuevos sistemas transdérmicos o
formulaciones (y determinaciéon de las evaluaciones de riesgo de las exposiciones
transdérmicas) también requiere una comprension del proceso de penetracion vy los
factores que la determinan a nivel molecular. Cuando una formulacién tépica se
coloca en la piel, el farmaco tiene que penetrar en el estrato cérneo para alcanzar los
tejidos viables. El principal factor limitante para este proceso es la lenta difusion a
través del estrato cérneo, que como ya se menciond, es conocido por ser una capa
de células muertas. Los lipidos del estrato cérneo son importantes para la funcién de
barrera de la piel. Hay suficiente evidencia de que las ceramidas desempefian un
papel importante en la estructuracién y el mantenimiento de la barrera de la piel.
Ademas, funcionan como emolientes, lo que hace la piel suave y le confieren

propiedades de retencién de agua en el estrato cérneo (Degim, 2006).
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2.3 APLICACION TRANSDERMICA DE FARMACOS

Una de las principales ventajas que ofrece la administracion transdérmica respecto
de la via oral, es que permite obtener niveles constantes del farmaco en la sangre,
evitando asi las reacciones adversas asociadas a las fluctuaciones en las
concentraciones sanguineas. En ciertas ocasiones, la terapia transdérmica puede
remplazar a una perfusion continua, evitandose asi las incomodidades inherentes a
esta via de administracion como son las hospitalizaciones y el dolor en el sitio de

aplicacion (Kneep et al., 1987).

Empleando esta via de administracién se evita el paso del farmaco a través del tracto
gastrointestinal, por lo que farmacos que provocan irritacion gastrica o que sufren un
importante efecto de primer paso hepatico, son buenos candidatos para incorporarse
en formulaciones de uso tépico.

La. via transdérmica proporciona un régimen terapéutico simple y sin mayores
incomodidades para los pacientes ya que puede emplearsé a intervalos espaciados
de dosificacion (de 24 horas hasta incluso semanas). Ademas, la terapia puede ser
rapidamente suprimida con la simple remocién del vehiculo que contiene al farmaco
(Chien 1991; Kneep et al., 1987).

El principal inconveniente de la administracion transdérmica de principios activos es
la barrera que opone la piel al paso de cualquier sustancia externa, debido a esto, la
via transdérmica no puede emplearse si se requiere un efecto terapéutico inmediato
ni si se requieren altas concentraciones de farmaco en la circulaciéon sistémica
(Chien, 1991). Ademas, son sistemas algo costosos ya que sélo un pequefio
porcentaje del farmaco incluido en la forma farmacéutica es absorbido por el
organismo y ademas, porque algunos de los sistemas que se emplean por esta via,
requieren de una forma de dosificacion especifica asociada a un cierto grado de

tecnologia para su elaboracion.

Otro inconveniente que presenta esta via, es la susceptibilidad que tienen algunos

pacientes al uso de parches transdérmicos, observandose alergias en el sitio de
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aplicacion. Para evitar o minimizar este problema, en ciertos casos se recomienda ir
cambiando el sitio de aplicacion de estos sistemas. En la practica, los sistemas de
liberacion transdérmica poseen dos potenciales dificultades. En primer lugar la
cantidad de farmaco que llegara a la circulacion sistémica dependera del grado de
permeabilidad de la piel en el sitio de aplicacién del sistema, por lo que es importante
que el fabricante especifique en qué zonas del cuerpo puede ser utilizado. Y en
segundo lugar, si estos sistemas se rompen al ser aplicados, se liberaran grandes
cantidades de farmaco pudiendo provocarse algun dano si el farmaco incluido es

muy potente o si produce algun tipo de irritacion (Guy, 1996).

Se ha planteado que el éxito de todo sistema terapéutico transdérmico (STT)
depende de la capacidad de la sustancia para difundir a través de la piel en
cantidades suficientes para lograr el efecto terapéutico deseado, por lo que el grado
de penetracion depende de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y de la
formulacion '(Naik et al, 2000). En la tabla 3 se presenta una lista de las
caracteristicas del farmaco ideal para una buena absorcién transdérmica y en la tabla
4 se presenta la capacidad de penetracion de algunas sustancias que pueden estar

incluidas dentro de una formulacién para administracion transdérmica.

Tabla 3. Caracteristicas de farmaco para la liberacion transdermal (Naik et al., 2000).

LIMITES IDEALES

€S0 molecular

A
V]

Dosis terapéutica <10 mg dia’

Solubilidad acuosa >1 mg/ ml

Ko/w: Coeficu*en e ae paannon acel!e-agua.
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Tabla 4. Capacidad de penetracién transdermica (Kligman, 1984).

Compuestos

Electrolitos solubles en agua (sodio, cloro) Pobre
Sustancias solubles en agua (glucosa, urea) Pobre
Sustancias liposolubles Buena

2.3.1 Fundamento de la absorciéon transdérmica

Para que ocurra la absorcion o permeacion percutanea de un farmaco, éste debe
absorberse primeramente en el estrato corneo, luego debe difundir a través de la
epidermis viable para poder acceder finalmente a la circulacion sistémica ver figUra 6.
Por lo que la liberaciéon de agentes terapéuticos desde una formulacién aplicada en
la superficie de la piel y transportados al sistema circulatorio, es un proceso de
multiples pasos el cual involucra:

a) Disolucién y liberacion del farmaco desde la formulacion

b) Particion del farmaco dentro de la capa mas externa del estrato cérneo

c) Difusion del farmaco a través del estrato corneo, principalmente a través de una
via intercelular lipidica (paso limitante en la mayoria de compuestos)

d) Particion del farmaco desde el estrato c6rneo hacia epidermis viable acuosa

e) Difusion del farmaco a través de la epidermis viable y dentro de dermis superior

f) Recepcion dentro de la red capilar y eventualmente dentro de circulacién sistémica
(Kalia y Guy, 2001).
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Figura 6. Representacion esquematica de los procesos de transporte involucrados a partir de
la liberacion del farmaco desde la formulacién hasta su absorcion en la red capilar. (Kalia y
Guy, 2001).

Por ser los capilares sanguineos relativamente permeables y la circulacion sistémica
suficientemente rapida, para la mayoria de las sustancias la etapa limitante del
proceso es la difusion del farmaco a traves de la epidermis la cual se lleva a cabo por

diferentes mecanismos:

2.3.2 Mecanismos de la absorcion

En un principio, cuando un medicamento se deposita sobre la piel, entra en contacto
con una capa epidérmica constituida por una mezcla de secreciones lipidicas (sebo)
y acuosas (sudor). Una vez incorporado a esta capa superficial, el farmaco dispone

de dos caminos generales para su penetracién hacia los capilares sanguineos, ya
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sea difundiendo a través del estrato cérneo (via transepidérmica) o a través de los
foliculos pilosebaceos y glandulas sudoriparas (via transapendicular) (Figura 7). La
via transepidérmica es la mas importante, ya que la via poros es de escaso volumen,
representa menos del 0,1 % de la superficie cutanea y admite la difusion de pocos
tipos de sustancias aunque recientemente se demostré que la via folicular también
constituye una importante ruta para la administracion de farmacos. El aparato
folicular del cabello, las glandulas sudoriparas y microlesiones se han introducido
como vias de penetracion percutanea (Trommer y Neubert, 2006). El paso
transfolicular es capaz de conducir a las moléculas activas hasta la dermis reticular.
Se ha demostrado que esta via es mucho mas frecuente de lo que se suponia con
anterioridad. Sin embargo, cuenta con numerosas dificultades, en particular las
glandulas sebaceas, que tienen tendencia a captar las sustancias lipofilicas y el flujo
de sebo que va del interior al exterior, lo que evita la introducciéon de sustancias
exdgenas.

Aungue el paso a través del canal 'sudoriparo de las glandulas ecrinas es
tedricamente posible, raramente se pone de manifiesto (Trommer y Neubert, 2006).
La ruta transepidérmica se divide en las rutas transcelular e intercelular. La via
intracelular o transcelular se da a través de los queratinocitos y la via intercelular a

través de los intersticios celulares (Degim, 2006).

Un paso transcelular directo, puede ser emprendido sobre todo por las moléculas de
pequeno tamano. Es la ruta mas directa donde el farmaco tiene que atravesar la piel
directamente pasando a través de las estructuras de los lipidos del estrato corneo y
los corneocitos compuestos por una matriz densa de queratina. Esta es la ruta mas
corta para el farmaco, pero presenta una importante resistencia a la penetracién, por

la necesidad de cruzar ambas estructuras: lipofilicas e hidrofilicas.

La via intercelular puede ser una alternativa importante para la penetracion; para las
moléculas polares, la via dominante residiria en la fase acuosa de los espacios
intercelulares, y para moléculas no polares, en las regiones hidrofébicas de las
cadenas lipidicas intercelulares (Figura 7). Para la mayoria de compuestos de
polaridad intermedia en el proceso global de penetracion pueden participar las

.
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diferentes vias y el caracter predominante de alguna de ellas estara regido por
diversos factores. A fin de que una sustancia penetre a través de las capas
profundas de la epidermis para alcanzar los capilares dérmicos y ser absorbida
sistémicamente debe tener una polaridad y un tamano adecuados, no deberia unirse

a las proteinas cutaneas y ser relativamente estable (Barry, 2001).

Figura 7. Representacion de las principales vias de absorcion percutanea: a) sudoripara; b)

transepidérmica, y c) pilo sebacea (Diez y Dominguez, 1990).

Durante mucho tiempo se pensé que esta via estaba reservada para las moléculas
de tipo hidrofilico, porque el estrato cérneo estaba suficientemente hidratado,
aunque casi siempre de forma artificial a través de formulaciones oclusivas (p. €j.,
parches oclusivos, capas impermeables, vaselina). Los corneosomas también
pueden intervenir en esta via, ya que funcionan como puentes entre células y pueden
por su naturaleza proteica volverse insuficientemente anfifilicas, abriendo la
posibilidad de que por esta via penetren moléculas de tipo lipéfilo en mayor o menor

grado.

La absorcién transdérmica es un fenémeno de difusién pasiva. Las moléculas deben
atravesar primero la barrera cutanea de naturaleza lipidica, después difundir en las

diferentes capas de la epidermis totalmente hidratadas, y seguidamente continuar

o -
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con la difusién en la dermis igualmente hidréfila. Es a este nivel cuando entran en
contacto con el sistema vascular capilar que se encarga de reabsorber una parte,

que pasa a circulacion general, para llevar una accién sistémica.

El estudio de la cinética de difusion de una molécula a través de la piel muestra que
el flujo de difusion solo es constante después de un tiempo de latencia, variable de
una sustancia a otra. La curva se vuelve lineal hasta alcanzar un estado de equilibrio.
La difusibn de una sustancia a través de una membrana semi-permeable es
proporcional a la diferencia de concentracién a ambos lados de la membrana.

Cuando se administra un farmaco a través de la piel utilizando sistemas de liberacién
transdérmicos, existe una gran diferencia entre la concentracién de éste en el
preparado farmacéutico y en el organismo; y como el sistema busca llegar al
equilibrio, se produce un flujo de farmaco hacia el interior del cuerpo. Este flujo
también esta influenciado por otros parametros dependientes del farmaco, como por
ejemplo, el pesd molecular, a mayor peso molecular menor difusion y el cbeficiente
de particién, que nos permite conocer la afinidad de una sustancia por el tejido

epidérmico (Kneep et al., 1987).

La tasa de transporte de farmacos a través del estrato corneo sigue la ley de difusién
de Fick:

dM D.AC.K

it~ h

Donde dM/dt es la cantidad permeada por unidad de tiempo a través del estrato

corneo, D es el coeficiente de difusién, AC es el gradiente de concentracién a través
del estrato corneo, K es el coeficiente de particion del farmaco entre la piel y la
formulacién, h es el espesor de la capa cérnea

Si existen condiciones sink, entonces de la formula anterior se puede deducir

Donde Kp es el coeficiente de permeabilidad.
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Se deduce que:

Cuando mas concentrada esté la formulacion que se aplica sobre la piel
mayor es la difusion. Cuando se consigue la saturacion del vehiculo la
actividad termodinamica es maxima.

El coeficiente de permeabilidad Kp expresa la velocidad de difusion la cual
esta dada por el cociente de la cantidad de soluto transferido por unidad de
area entre tiempo y concentracion. La Kp no depende de la concentracion sino
Unicamente de las caracteristicas del soluto y de la membrana. Es
inversamente proporcional al espesor de la membrana cuando mas gruesa
sea la membrana menor es el valor de Kp.

El coeficiente particion K corresponde al coeficiente de solubilidad de la
sustancia en el estrato cérneo y en la formulaciéon. Un valor elevado de Km
indica una afinidad importante por la capa cornea. Puesto que no es posible
determinar el valor real, se obtiene un valor aproximado utilizando el
coeficiente de partidién octanol/agua.

El coeficiente de difusion D indica la movilidad de la sustancia que difunde a
través del estrato cérneo. Cuando mayor es la complejidad de la sustancia
(gran tamano, peso molecular elevado), menor difusién. Su valor
generalmente se encuentra cercano a 10° cm?s en el estrato cérneo 10°
cm?s, en la epidermis y en la dermis, lo que indica que la capa cornea es

1000 veces mas impermeable que las capas subyacentes (Martini, 2005)

La tasa de transporte del farmaco no s6lo depende de su solubilidad en agua, pero

también es directamente proporcional a su coeficiente de particion aceite / agua, su

concentracion en la formulacion, y la superficie de la piel a la que se expone; es

inversamente proporcional al espesor del estrato corneo (Mehta, 2004).

La velocidad de absorcion transdérmica se relaciona con varios procesos que

pueden ocurrir simultdneamente:

Difusion de la molécula activa en el vehiculo
Liberacion de la molécula del vehiculo

Cambio de la actividad termodinamica en la superficie de la piel
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¢ Cambio de la tasa de hidratacion de la piel
¢ Difusién de la molécula en el estrato cérneo

+ Difusién de la molécula en las otras capas de la piel

Por ser el estrato cérneo una barrera predominantemente lipofilica, es
particularmente impermeable a farmacos hidrofilicos y permite la liberacion de un

pequeio numero de compuestos (Guy, 1996).

El transporte de moléculas de farmacos lipofilicos se ve facilitado por su disolucion
en los lipidos intercelulares alrededor de las células del estrato cérmeo. La absorcion
de moléculas hidrofilicas en la piel puede ocurrir a través de "poros" o aberturas de
los foliculos pilosos y glandulas sebaceas, pero la superficie relativa de estas
aperturas es apenas el 1% de la superficie total de la piel. Esta pequena superficie

limita la cantidad de farmaco absorbido por esta via (Mehta, 2004).

La estructura intracelular de la queratina que contiene el estrato cérneo y el g.rado de
hidratacién que posee, tienen una importante funcién en el proceso de absorcidon
percutanea. Una baja absorcion percutanea puede explicarse cuando existen altos
contenidos de queratina y bajas proporciones de agua. Un estrato corneo totalmente
hidratado es capaz de absorber entre 5 y 6 veces de su peso en agua.

Si un farmaco quiere ser administrado incluido en una formulacién de uso
transdérmico convencional, debe ser muy potente, ya que el flujo de farmaco hacia la
circulacién sistémica suele ser bajo y es necesario que éste ejerza un efecto
terapéutico a bajas dosis. Son buenos candidatos para esta via de administracién,
farmacos que tienen una ventana terapéutica estrecha, que son extensamente
metabolizados por mecanismos de primer paso hepatico, que son degradados en el

tracto gastrointestinal y/o que poseen una vida media corta (Naik et al., 2000).

Por otro lado, es importante considerar las razones practicas, cosméticas y
econdmicas, a la hora de formular un principio activo por via transdérmica. Se ha
demostrado que el dispositivo transdérmico que contiene el farmaco, no debe

sobrepasar los 50 cm?, lo que limita la cantidad de principio activo que puede

i)
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incluirse en el parche. Se reporta que no pueden liberarse mas de 50 mg de farmaco

por dia en forma transdérmica (Guy, 1996).

2.3.3 Factores que afectan la permeabilidad de la piel

Para lograr una accion terapéutica se busca aumentar la absorcion transcutanea,
mientras que en el caso de las acciones cosméticas se busca disminuirla o anularla.
En cualquier caso, para poder predecir la permeacién de una sustancia a través de la
piel, se deben considerar varios factores. Es necesario saber que la absorcion
percutanea depende de:

e Factores dependientes de las condiciones fisiolégicas y patologicas de la piel.

¢ La naturaleza fisicoquimica de la molécula aplicada.

e El vehiculo.

Factores dependientes de las condiciones fisiologicas y patologicas de la piel

e Composicion lipidica de la superficie de la piel:

La capa lipidica que existe en la superficie de la piel, que esta formada por los
productos de excrecidn de las glandulas sebaceas, contiene agentes emulsificantes

que impiden la entrada de sustancias exégenas a través del estrato cérneo.

¢ Hidratacion de la piel:

La permeabilidad de una sustancia, aumenta con el grado de hidratacién de la piel.
La concentracion acuosa critica se considera del 10 %, encontrandose aumentada
en las pieles jovenes a un 13 % y disminuida en las pieles envejecidas, aun 7 %. La
disminucién de la humectacion de la piel puede deberse a factores extrinsecos, como
son los factores ambientales y climaticos (rayos UV, temperatura, humedad, viento) y
al uso de jabones y detergentes sintéticos; o bien, a factores intrinsecos como son
las alteraciones del metabolismo (estados carenciales, anemias, uso de

medicamentos diuréticos, etc.).
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Temperatura de la piel:

Un aumento en la temperatura produce un incremento en la permeabilidad de la piel

ya que disminuye la energia requerida para la difusion y aumenta la solubilidad del

farmaco. Un aumento de este parametro también provoca un incremento en la

vasodilatacion lo que también contribuye a un aumento en la absorcién percutanea.

Variaciéon regional en la composicion de la piel:

La permeabilidad al agua, y por lo tanto a otras sustancias, no es constante en todo

el organismo, siendo especifica para cada zona cutanea.

Para facilitar la penetracién hay que disminuir o anular la eficacia de la barrera

cutanea:

Eliminado la capa hidrolipidica por decapaje con ayuda de detergentes o de
disolventes.

Hidratando la piel con la ayuda de los parches oclusivos (utilizacion de
fragmentos de tejido adhesivo de forma generalmente circular que incluyen
en su centro un fragmento de un material poroso, que tienen una solucion).
Empleando promotores de la absorcién en particular los alcoholes o los
gliceroles que aseguran una disociacion de las células corneas y una cierta
disolucién del cemento lipidico intercelular.

Aumentar la circulacion cutanea mediante el empleo de vasodilatadores (i.e
nicotinato de metilo). Esta practica tiende a aumentar la resorcién por el
sistema capilar de la dermis y, en consecuencia, tiene riesgo de provocar mas

facilmente una accién sistémica.

La penetraciéon cutanea puede estar involuntariamente aumentada en el caso de

estados patolégicos que incrementan la permeabilidad cutanea:

Los fenédmenos inflamatorios
La psoriasis
Las lesiones cutaneas por raspaduras

Las dermatosis en general
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Las heridas producen una discontinuidad en el estrato cérneo lo que lleva a un

incremento de la permeabilidad de las zonas afectadas. Las heridas quimicas,

producidas por acidos fuertes, bases fuertes o gases, provocan el mismo efecto.

Factores dependientes de las propiedades fisicoquimicas de las sustancias

El tamano de la molécula es uno de los principales factores que influyen en la
penetracion cutanea, la penetracion es tanto mas dificil cuanto mas elevado
sea el peso molecular (500-1000 Da).

La forma de la molécula también influye. Las moléculas largas lineales
ramificadas en mayor o menor medida tienen menos facilidad para
introducirse entre las células corneas que las moléculas de forma redondeada.
La naturaleza quimica es muy importante. Las sustancias lipofilicas se
acumulan en el cemento intercelular y se separan con dificultad de un vehiculo
lipidico. Las sustancias hidrofilas solo pueden atravesar la piel cuando esta
hidratada al maximo. Ademas, tienen tendencia é permanecer en los
vehiculos acuosos, salvo si estos Ultimos se evaporan.

Las moléculas mas aptas para penetrar son, por tanto, las anfifilicas. Por ello
los tensoactivos tendran una gran influencia en la penetracién cutanea, no
sblo porque desestructuran de alguna manera el cemento intercelular, sino
porque la absorcion de las propias moléculas tensoactivas no es despreciable.
Coeficiente de particion: El coeficiente de particion aceite/agua del farmaco
determina su permeabilidad especifica ya que existe una dependencia lineal
entre este coeficiente y la permeabilidad transdérmica. Se espera un aumento
del coeficiente de permeabilidad del farmaco con un aumento de la lipofilia de
éste. Un coeficiente de particion lipido/agua 1 o mayor que 1 generalmente se
considera 6ptimo. Sin embargo, un determinado valor de coeficiente de
particion puede ser modificado por medio de cambios en un grupo funcional
de la molécula, sin que esto afecte la actividad terapéutica del farmaco; o por

medio de modificaciones en el vehiculo en que éste se administre.
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e Condiciones de pH: El pH de la superficie de la piel y del sistema de liberacién
del farmaco afectan la extension de la disociacién del farmaco y por lo tanto,
su grado de permeabilidad transdérmica.

e Concentracion de la sustancia: Como el proceso de permeabilidad a través de
la piel ocurre principalmente por difusién pasiva, depende de la concentracion

de la sustancia en la superficie de la piel.

Factores dependientes de las propiedades fisicoquimicas de los sistemas de

liberacién (Vehiculo)

Los vehiculos por si mismos tienen pocas posibilidades de penetracion pero pueden
facilitar la penetracion de las sustancias activas. Por ello es dificil determinar de
forma absoluta el porcentaje de absorcién de una molécula, ya que depende

inevitablemente de la naturaleza del vehiculo en el que esta incluida (Martini,- 2005).

Composicién del vehiculo: EI vehiculo tiene el objetivo principal de modificar la
capacidad de penetracion de los principios activos a través de la barrera cutanea.
Los excipientes también pueden ser de naturaleza hidroéfila como en el caso de los
geles que tienen un efecto flmdégeno en la piel tras la evaporacion del agua. Estos
geles se acompanan con frecuencia de polimeros de naturaleza catidnica. Se fijan
sobre las cargas negativas de la queratina, constituyendo asi una barrera

suplementaria en la superficie de la capa cornea.

Caracteristicas del sistema de liberacion: El flujo de farmaco a través de la piel estara
condicionado a la forma en que éste se encuentre (disuelto o suspendido). También
es importante tener en cuenta el coeficiente de particion interfacial del farmaco entre
el sistema de liberacion y la piel, el pH del vehiculo y la capacidad de reservorio de la

forma farmacéutica.

Composicion del sistema de liberacion: Este parametro no sélo afecta el tiempo de

liberacién del farmaco sino que también afecta la permeabilidad del estrato corneo,
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modificando por ejemplo, su grado de hidratacion. La penetracion de ciertos
farmacos a través de la piel puede facilitarse por medio de la incorporacién de ciertas

sustancias, como por ejemplo mediante el empleo de promotores de la absorcidon

2.4 PROMOTORES DE ABSORCION TRANSDERMICA

Como ya se ha mencionado, el estrato corneo (SC) esta constituido por células
muertas llamada corneocitos los cuales forman una barrera de alta tortuosidad
“ladrillos y cemento” que dificulta el pasaje de moléculas, independientemente de su
tipo. Por lo que el SC representa el blanco primario de todos los métodos utilizados
para mejorar la penetracion transdérmica de farmacos.

Existen farmacos no apropiados para la aplicacion transdérmica. Esto puede ser
consecuencia de (i) sus caracteristicas fisicoquimicas (excesivo tamano, excesiva
carga eléctrica, insuficiente solubilidad, tendencia a causar irritacion directa, etc.) o
(ii) sus caracteristicas cinético/dinamicas (biotransformacién cutanea, alta extraccion .
en sangre o baja potencia) (Riviere y Papich, 2001). En los Ultimos afios se han
desarrollado diversas estrategias tecnoldgicas con el objetivo de mejorar la
capacidad de penetracion de los farmacos. Estas estrategias pueden ser de tipo
quimico (mejoradores de la penetracion) o fisico (iontoforesis, ultrasonido y
microagujas) (Figura 8). Aun cuando existe un gran numero de sustancias con
caracteristicas apropiadas para mejorar la penetracién de farmacos, son muy pocas
las que inducen un mejoramiento significativo in vivo de la penetracion transdérmica,
el cual se refleje en las concentraciones sistémicas y/o locales del principio activo
(Mitragotri, 2004). Otra caracteristica que reduce el nimero de farmacos aptos para
uso in vivo es la irritacion cutanea que estos compuestos provocan a las dosis
efectivas para incrementar el paso del farmacos a través del estrato cérneo.

Sin embargo, el mejoramiento de la penetracion es un objetivo dificil de alcanzar,
debido a la alta velocidad de restitucién que posee el estrato cérneo. Las estrategias
mas comunmente aplicadas para modificar el estrato cérneo se basan en: (a)
remocion de lipidos aplicando solventes organicos (lo que conduce a una gran

pérdida de agua) y (b) remocién de corneocitos y lipidos (tape stripping).
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Ambas estrategias inducen cambios como la sintesis de citocinas lo que inicia una
respuesta metabdlica de las células nucleadas de la epidermis, conduciendo a una
restitucion de la barrera lipidica y restauracidon de la impermeabilidad. Existen
técnicas no invasivas que permiten monitorizar el tiempo de la respuesta de
reparacion de esta barrera, como el método de pérdida de agua transepidérmica

(TEWL por sus siglas en inglés) (Riviere y Papich, 2001).

Algunas de las propiedades ideales para los promotores son los siguientes (Barry,
2001):

e No téxico, no irritante ni alergénico

e Rapida accién con actividad y duracién del efecto predecible y reproducible

¢ Sin efecto farmacolégico dentro del organismo

e Efecto unidireccional

o Efecto reversible

e Compatible con excipientes y farmacos en diferentes formulaciones

Remocion
/franqueamiento
de SC

Liberacion

folicular
Ondas
fotomecanicas

eutécticos

Figura 8. Algunos métodos para la optimizacién de la penetracion transdermal de farmacos
(modificada de Barry, 2001).
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2.4.1 Acarreadores

Se conoce como acarreador o vector a aquellos sistemas en que el farmaco se
encuentra encapsulado, disperso o adsorbido y cumple con diversas funciones como
proteger al farmaco del medio biolégico, favorecer el transporte o distribucién hacia
distintos érganos o tejidos y lograr una liberacion prolongada o controlada del
principio activo. Los acarreadores pueden dividirse en tres tipos: Vesiculares
(liposomas, transfersomas); Moleculares (ciclodextrinas, dendrimeros y micelas) y

Particulares (microparticulas).

En los ultimos anos, los sistemas vesiculares han sido promovidos como un medio
para la liberacion sostenida o controlada de farmacos, debido a sus ventajas, como,
falta de toxicidad, biodegradacion, la capacidad de encapsular moléculas tanto
hidrofilas como lipofilas, la capacidad de prolongar la existencia del farmaco en la
circulacion sistémica mediante encapsulacion en estructuras vesiculares, la
capacidad de dirigirse a los 6rganos Yy tejidos, la capacidad de la reduccion de la

toxicidad del farmaco y aumentar su biodisponibilidad (Dinu et al., 2010).

Los sistemas vesiculares se pueden clasificar en dos categorias: Vesiculas rigidas:
liposomas y niosomas y vesiculas elasticas o ultradeformables: Transferosomas y

etosomas.

2.4.1.1 Liposomas

Los liposomas fueron descubiertos en el ano 1965 por Bangham y colaboradores
(Bangham et al., 1965), quienes constataron que ciertos lipidos pueden formar
estructuras membranosas artificiales cuando estan en presencia de un exceso de
agua. Estas estructuras vesiculares, altamente organizadas, estan constituidas por
una pared formada por laminas o bicapas lipidicas concéntricas que estan separadas

por un numero igual de espacios de contenido acuoso (Figura 9)
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Las caracteristicas mas relevantes de estas vesiculas lipidicas son:

¢ Presentan una pared integrada por moléculas fosfolipidicas constituyendo una
doble capa.

e Estos fosfolipidos estan orientados de forma que el polo hidrofilico se situa
hacia el agua Yy el polo lipofilico mirando al interior de la pared.

¢ El compartimiento central lo ocupa el agua

e Las sustancia hidrofilica ocupa el compartimiento acuoso, mientras que las
lipofilas se situan entre los fosfolipidos de la pared y las anfifilicas se unen a

las bicapas por su resto lipofilo

Agua

Bicapa de fosfolipidos

Figura 9. Esquema de liposomas (Imagen tomada, de http:/iwww.infinitefractal.com)

Estos vectores poseen una forma, estructura y tamano diversos, aunque sus
dimensiones oscilan entre 0.01 ym y 10 um. Visualizados por microscopia electronica
presentan forma esferoide, observandose una sucesion de bandas claras y obscuras,
debido a la alternancia entre capas lipidicas y acuosas. Dada su constitucion, tienen
la capacidad de captar una gran variedad de sustancias activas hidrosolubles,
liposolubles o anfifilicas (Couvreur et al., 1980).

Para su elaboracion, habitualmente se utilizan fosfolipidos, con o sin la incorporacién
de colesterol o de otros materiales, introducidos en la pared de los liposomas con el
fin de dotar a las vesiculas de alguna propiedad particular (ej.: carga superficial).

Inicialmente estas vesiculas se utilizaron como modelo de membranas biolégicas,
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dada la similitud que presentan con ellas, pero muy pronto teniendo en cuenta su
versatilidad estructural, asi como su caracter biodegradable y biocompatible, se
plante6 su utilizacion en la liberacién de farmacos siendo espectacular el nimero de
trabajos publicados sobre la utilizacion de liposomas en este campo desde que, al
principio de los anos 70, Gregoriadis inicié6 el estudio sobre el potencial que
presentan como sistemas de liberacién de farmacos y otras moléculas bioactivas
(Perrie, 2008).

La versatilidad de los liposomas se refleja en primer lugar, en el hecho de que son
capaces de incorporar a su estructura moléculas hidrofilicas, hidrofébicas y también
de caracter anfifilico. (Fenske ef al., 2008) Ademas, sus propiedades fisicas como la
carga supefficial, el tamano, la permeabilidad/rigidez de la pared o su capacidad de
carga; pueden ser facilmente modulables. Por ultimo, utilizando lipidos funcionales,
se pueden unir anticuerpos u otros ligandos a la superficie de estas vesiculas, que se
convierten en sistemas de transporte con capacidad para acceder por ejemplo,
especificamente a un determinado tejido/célula tumoral (site-specific targeting), de
una forma bastante parecida a la que es de suponer habia previsto Paul Ehrilch

cuando introdujo el concepto de bala magica.

A pesar de todas estas ventajas, es indudable que los liposomas también tienen
limitaciones en cuanto a su utilizacién como sistemas de liberacion, lo que sin duda
explica que todavia no sea muy importante el nUmero de formulaciones aprobadas y
comercializadas para su uso en humanos. Entre estas limitaciones destaca el medio
gastrointestinal que es desfavorable para los liposomas, lo que limita las
posibilidades para que puedan ser administrados por via oral, excepto que se
introduzca alguna modificacion sobre la estructura vesicular clasica (por ej. el
recubrimiento de su superficie con un polimero adecuado), que permita superar este
comportamiento inapropiado. Como consecuencia, la mayor parte de los trabajos
publicados se refieren a su utilizacién por vias de administraciéon parenterales, como
la intravenosa, subcutanea, intramuscular o intraperitoneal, ademas de un grupo
importante dedicado a explorar el interés que pueden tener como vehiculos para la

administracion topica cutanea y para la administracion transdérmica. Mas
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recientemente, la posibilidad de administrar liposomas en forma de aerosol por via
pulmonar ha sido objeto de estudio, no sélo para el tratamiento de enfermedades que
cursan a nivel pulmonar (p. €j. asma, fibrosis quistica o tuberculosis), sino también

para la administracién de farmacos que actuen a nivel sistémico.

Clasificacion de Liposomas

La nomenclatura va a depender del tamano y el nimero de bicapas o laminas que
conforman la pared de la estructura vesicular (Tabla 5). Y otra alternativa podria ser
referirse a ello haciendo alusion al procedimiento por el que han sido obtenidos
(Tabla 6).

Tabla 5. Clasificacion y nomenclatura de liposomas en funcion del tamano y

lamelaridad.

(siglas en

inglés)

oLV Vesiculas oligolaminares 01-1pm

esiculas unilaminares pequenas

Vesiculas unilaminares gigantes >1 uym
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Tabla 6. Clasificacion y nomemclatura de liposomas en funsion del método de

preparacion.

Abreviatura Metodo de preparacion
(siglas en inglés)

MLV-REV Vesiculas multilaminares obtenidas por evaporacién en fase reversa

FAT MLV Vesiculas multiiaminares obtenidas por ciclos repetidos de
congelacion/descongelacion

LUVET Vesiculas unilaminares grandes obtenidas por extraccion

Métodos de produccion de liposomas

La importancia en la eleccion del método de fabricacion de liposomas mas adecuado
para el desarrollo de un producto liposomal determinado, comienza en la fase
experimental del mismo, ya que para el éxito del proyecto, no solo es importante
formular un buen preparado con una buena actividad y estabilidad, sino que también

debe ser reproducibles.

Los liposomas se pueden obtener aplicando distintas metodologias, que conducen a
la formacion de vesiculas con caracteristicas diferentes en funcién del procedimiento
aplicado (tamafo y distribucion de tamarios, lamelaridad, eficacia de asociacién), lo
que sugiere que diversos mecanismos pueden estar implicados en este proceso de
formacion. El componente mayoritario de esta estructura son lipidos (en particular
fosfolipidos) que cuando se encuentran en un medio acuoso a una temperatura
proxima a su temperatura de transicion de fase, tienen la capacidad de formar estas
estructuras vesiculares, incluso de manera espontanea. Si la situacion de partida es

un film lipidico que se hidrata con una soluciéon acuosa mediante agitacion mecanica,
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entonces lo que se obtiene son vesiculas multilaminares de tamano relativamente
grande y heterogéneo, siendo éste ademas el primer procedimiento de fabricacion

propuesto, también el mas sencillo y el mas popular.

Partiendo de estas vesiculas multilaminares y aplicando ultrasonidos, se pueden
obtener liposomas unilaminares de tamano pequefo, tal y como propusieron por
primera vez en 1962 Saunders y colaboradores.

Para controlar el diametro de la vesicula, la lamelaridad y también la homogeneidad
del tamano de los MLV obtenidos por hidratacion de una pelicula de fosfolipidos, es
posible aplicar un procedimiento de extrusién a la suspensién heterogénea de
vesiculas MLV, que consiste en hacerlas pasar a través de filtros de membrana de
policarbonato con un tamano de poro determinado. El niumero de veces que se repita
esta operacion, asi como el diametro de poro utilizado para llevaria a cabo,

determina la lamelaridad y la dispersion de tamanos de los liposomas.

La formaciéon de la pelicula de lipidos que representa la primera etapa de la
preparacion de liposomas MLV en todos los casos anteriormente citados, requiere el
uso de importantes cantidades de disolventes organicos que plantean importantes
problemas de toxicidad ya que pueden comprometer la seguridad del producto final,
ademas de suponer un inconveniente serio para la obtencién de liposomas a nivel
industrial, dado el impacto medio ambiental que supone el empleo de disolventes.
Como consecuencia, se han propuesto procedimientos alternativos que requieren el
uso de disolventes menos toxicos, como el etanol, en los que la formacién de los
liposomas se produce por la inyeccién de una solucion etandlica de lipidos en un
medio acuoso de volumen considerablemente mayor. De esta manera los liposomas
se forman espontaneamente, pudiendo controlarse minimamente sus caracteristicas
(tamano, lamelaridad) a través de la relacién de volumenes de etanol/agua, la
velocidad de inyeccion o la concentracion inicial de lipidos utilizada.

El etanol utilizado se puede eliminar faciimente, por ejemplo por dialisis, si bien lo
que limita en la practica la utilizacion de este procedimiento es la posible inactivaciéon

de muchas biomoléculas en presencia del etanol.
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Al final de la década de los 70, Szoka y Papahadjopoulos desarrollaron un
procedimiento de preparacion de liposomas al que denominaron de evaporacion en
fase reversa, mediante el cual se pueden obtener vesiculas con un espacio central
acuoso mucho mas voluminoso. En este método se parte de una disoluciéon de los
fosfolipidos en éter etilico que se mezcla con una fase acuosa en una relacién de
volumenes 1:3 (fase organica/fase acuosa). Esta mezcla se emulsifica por sonicacion
obteniéndose una suspension de micelas invertidas. A continuacion se elimina el éter
a presion reducida (300 mm Hg), produciéndose al mismo tiempo una agregaciéon de
dichas micelas que conduce a la formacion de una estructura tipo gel, la cual
finalmente acaba por romperse cuando se sigue incrementando el grado de vacio
aplicado (700 mm Hg) para lograr la completa eliminacion del disolvente organico. En
todo este proceso las monocapas lipidicas que constituyen las micelas se sittan lo
suficientemente cerca unas de otras, como para dar lugar a las bicapas lipidicas que
constituyen la pared de los liposomas. Las vesiculas formadas de esta manera son

de tipo. uni u oligolaminar, con un tamano de 500 nm aunque bastante heterogéneo.

La fuerza i6nica de la solucion acuosa determina la capacidad de encapsulacién que
van a tener las vesiculas, la cual puede oscilar entre en 20 y el 65 % (a menor fuerza
ibnica mayor eficacia de encapsulacion). Posteriormente, el mismo Szoka, propuso la
extrusion secuencial de los liposomas obtenidos en fase reversa, como alternativa
para reducir tanto el tamafo como la polidispersién, si bien la eficacia de
encapsulacion disminuye en relacion a las vesiculas sin extruir. Vesiculas de tipo
unilaminar pequenio se pueden obtener a partir de MLV por una técnica de
microfluidificacién, la cual consiste en producir colisiones entre los liposomas al
hacerlos pasar rapidamente a presion, a través de filtros de membrana de 5 um de
diametro. Este proceso se repite una serie de veces, de manera que se estima que
después de 10 ciclos se pueden obtener SUV de tamanio inferior a 100 nm (Gregory,
2007).

La liofilizacion de vesiculas SUV seguida de una fase de rehidratacion se ha
propuesto como un procedimiento sencillo para obtener liposomas con elevada

capacidad de encapsulacion. Este método ha sido recientemente modificado de
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manera que es posible obtener liposomas de tamano submicrométrico y con una

dispersion muy estrecha, estériles y libres de pirégenos (Li y Deng, 2004).

Finalmente, es posible obtener liposomas por un procedimiento denominado de
eliminacion del detergente, a partir de micelas mixtas formadas por una combinacion
de fosfolipidos y un detergente que preferiblemente debe presentar una
concentracién critica micelar critica elevada y un bajo indice de agregacién (p. e€j.
colato o desoxicolato sédico, octilglucésido o el Triton X-100). Para conseguir la
eliminacion del detergente que conduce a la formacion de las vesiculas, se puede
acudir a una técnica de didlisis, aunque también es posible hacerlo mediante
cromatografia de exclusion en gel o por un procedimiento de adsorcion del

detergente sobre particulas de resinas hidrofébicas.

MECANISMO DE INTERACCION LIPOSOMA-CELULA

Investigaciones realizadas han permitido detectar cuatro formas diferentes de
interaccion entre los liposomas y las células, pudiendo actuar mas de un mecanismo

al mismo tiempo como se muestra en la Figura 10 (Clares, 2003).

A) Por adsorcién estable de los liposomas a la superficie celular mediante fuerzas
hidrofobas o electrostaticas débiles o mediante interacciéon inespecifica con

componentes de la superficie celular.

B) Los liposomas pueden penetrar en la célula por endocitosis de las células
fagocitadas del sistema reticulo endotelial. Se desintegra por la accién de las
enzimas celulares liberando el farmaco. Los liposomas quedan englobados en

células con gran capacidad fagocitaria.

C) Puede haber una transferencia de lipidos de la bicapa liposomal a las membranas

celulares o subcelulares, sin adsorcion previa ni asociacion del contenido liposomas.
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D) Puede producirse una fusiéon directa de las membranas del liposoma con la
membrana plasmatica celular, mediante insercion del estrato lipidico del liposoma en
la membrana plasmatica, con la liberacién simultanea del contenido, es decir por

coalescencia, el farmaco pasa del liposoma al interior celular.

A)Liposoma
adsorbido B)Endocitosis

Lisosoma

Lipidos
cxcretados
por el

-’ Lisosoma

.. ; ZS.]
i)
D) Fusion del Liposoma

€} Cambio Lipidico

Figura 10. Mecanismo de Interaccion (Clares, 2003).
2.4.1.2. Transfersomas

Los Transfersomas son un tipo especial de liposomas, que contiene fosfatidilcolina y
un activador de superficie que por lo general es un surfactante (Figura 11). El
concepto de transfersomas fue introducido en 1992 por Cevc y colaboradores de
trabajo. Estos transfersomas son varios 6érdenes de magnitud mas elasticos que los
liposomas estandar y por lo tanto son muy adecuados para la penetracién en la piel e
invadir la piel intacta y prc.)fundizar lo suficiente para ser absorbido a circulacién

sistémica (Dinu et al., 2010).
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Fosfolipidos

Surfactante

Figura 11. Esquema de liposomas elasticos (transfersomas).

MECANISMO DE PENETRACION DE LOS TRANSFERSOMAS

El mecanismo de penetracion de los transfersomas es la generacion de un "gradiente
osmoético” debido a la evaporacion de agua, mientras se aplica la suspensién de
lipidos (transfersomas) sobre la superficie de la piel. Este gradiente osmético se
desarrolla debido a la barrera de penetracion en la piel, evita la pérdida de agua a
través de la piel y mantiene una diferencia de actividad de agua en la parte viable de
la epidermis (75 % contenido de agua) y casi completamente seco en el estrato
corneo, cerca de la superficie de la piel (15 % contenido de agua). Este gradiente es
muy estable debido a la humedad relativa del ambiente. Todos los lipidos polares
atraen un poco de agua, esto se debe a que existe una interaccion energéticamente
favorable entre los residuos hidrofilicos de las regiones lipidicas y su agua proximal.
La mayoria de las bicapas lipidicas resisten una deshidratacion inducida. En
consecuencia, el lipido polar de las vesiculas se mueven desde la superficie de la
piel relativamente seca a los sitios con una concentracion suficientemente alta de
agua (Shivanand et al., 2009).

El transporte de estas vesiculas elasticas es por lo tanto independiente de la
concentracion. La hidratacion transepidérmica proporciona la fuerza motriz para el
transporte de las vesiculas deformables a través del estrato cérneo intacto y en la
epidermis. Como las vesiculas son elasticas, pueden pasar a través de los poros en
el estrato cérneo (aunque estos poros son menos de una décima parte del diametro
de las vesiculas) (Figura 13D).
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El uso de transfersomas en la administracién de farmacos por consiguiente, depende
de su capacidad para ampliar y superar los poros hidrofilicos en la piel. El transporte
intracelular de los farmacos puede implicar la fusién de la bicapa de lipidos de las
vesiculas con la membrana de la célula, asi como la endocitosis normal. El
mecanismo es complejo y por lo tanto requiere de principios avanzados de la elasto-
mecanica en combinacion con el transporte de materiales y la hidrataciéon / fuerza

osmotica (Kulkarni et al., 2011).

La suspensiéon de lipidos (transfersomas) tiende a escapar de la deshidratacion
moviendose a lo largo de este gradiente sélo se puede lograr si éstos son
suficientemente deformables para pasar a través de los poros estrechos en la piel.
Los transfersomas compuestos de un surfactante adecuado poseen propiedades de
hidrataciéon responsables de su mayor deformabilidad; en cambio, los liposomas
estandar se limitan a la superficie de la piel, donde se deshidratan y funden por

completo, por o que tienen menos poder de penetracién que los transfersomas.

El proceso de penetracion a través de la piel por la vesicula se atribuye a la alta
deformabilidad de estas vesiculas, como resultado del activador de superficie que
contiene permitiendo la curvatura de la estructura (Figura 12). Esta reorganizacion

reduce la energia necesaria para la deformacion, siendo flexible y siguiendo el

gradiente de hidratacién transdérmico (Maghraby et al., 2008).

-

Gradiente de hidratacion

»

Movimiento de los transfersomas

Figura. 12. Gradiente de Hidratacion y movimiento impulsado por la deformabilidad de los

Transfersomas a través de pequefios poros (Maghraby et al., 2008).

s
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Liposome

l o) (E)

SC

Figura 13. Los posibles mecanismos de accién de los liposomas como sistemas de
suministro de farmacos en Ia piel. (A) mecanismo de farmaco libre, (B) potenciadores de la
permeacién por cambios de la estructura de lipidos intercelualres, (C) adsorcion y / o fusion
de la vesicula con el estrato corneo (SC), (D) penetracion de la vesicula intacta dentro y a

través de la piel intacta y (E) Penetracion via poros (Maghraby et al., 2008). .

2.4.2 Microagujas

Las microagujas son sistemas transdérmicos que consisten de una matriz de
proyecciones microestructuradas que contienen un farmaco en su superficie
(microagujas recubiertas), incluidos en la matriz de la microaguja o bien que
funcionan como un conducto a través del cual el farmaco puede ser conducido al
interior de la piel (microagujas huecas). Las microagujas se aplican en la piel con el
fin de facilitar la administracion intradérmica de agentes activos, que de otro modo no
seria capaz de cruzar el estrato cérneo. El mecanismo para la entrega, sin embargo,
no se basa en la difusion como en otros productos transdérmicos de suministro de
farmacos. En su lugar, se basa en la interrupciéon temporal mecanica de la estructura

organizada del tejido de la piel y en la liberacién del farmaco dentro de la epidermis,
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donde puede mas facilmente alcanzar la circulacion sistémica. Las microagujas, en
relacion a las agujas tradicionales, se fabrican en escala micro. Por |lo general son de
una micra de diametro y rango de 100 a 1000 micras de longitud. Las microagujas se
han fabricado con diversos materiales tales como: metales (en microagujas sélidas
de acero inoxidable, titanio y niquel-hierro), silicio, didxido de silicio, polimeros
(policarbonato, acido polilactico-coglicdlico, y carboximetilcelulosa), vidrio y otros
materiales. Al ser mucho mas pequenas que las agujas hipodérmicas, no alcanzan
las terminales nerviosas y por tanto, al insertarse en la piel, lo hacen de manera
indolora, causando menos dafo cuando perforan la piel, ofreciendo varias ventajas

en comparacion con las tecnologias convencionales de agujas (Roxhed, 2007).

Las microagujas pueden proveer un transporte efectivo de farmacos a través del
espesor del estrato corneo (10 a 20 um). Esto fue propuesto por primera vez en la
década de 1970, pero el progreso se retras6 en gran parte debido a la falta de
técnicas para fabricar estructuras tan peqUeﬁas (Arora et al., 2008). El primer trabajo
sobre el uso de microagujas para administracién transdérmica de farmacos se
informo a finales de 1990 (Henry et al., 1998).

La principal ventaja de las microagujas sobre las agujas tradicionales es su
capacidad para traspasar el estrato coérneo (principal barrera de permeabilidad) sin
causar dolor. Las agujas convencionales, aunque sean capaces de superar esta
capa de la piel y poder administrar eficazmente el medicamento, pueden ocasionar
infecciones, si no se tienen las precauciones adecuadas y en general son dolorosas
(Henry et al., 1998).

Tipos de microagujas y sus aplicaciones

Una clasificacién para microagujas generalmente utilizada en la literatura se basa en
el proceso de fabricacion: en el plano o microagujas fuera de plano. Microagujas en
el plano son fabricadas con el eje paralelo a la superficie del sustrato, la ventaja de
esta disposicion es que la longitud de la aguja puede ser controlada con mucha

precision. La desventaja es que es dificil de fabricar matrices bidimensionales. Las
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microagujas fuera del plano sobresalen del sustrato y su fabricacion es mas sencilla.
Por otro lado, el aspecto, y la relacion longitud/diametro, se convierten en retos

importantes en la fabricacion de este tipo de agujas (Roxhed, 2007).

Otro punto util de distincién es si las microagujas son solidas o huecas. Las agujas
huecas permiten un transporte directo de la formulacién a través de la microaguja.
Estas microagujas eventualmente podrian ser utilizadas con parches de

medicamentos para aumentar la tasa de difusion.

Los disefios de agujas huecas incluyen puntas cénicas y biseladas, pudiendo ser
utilizadas para suministrar farmacos en localizaciones muy especificas. Algunos
trabajos han demostrado que una matriz de microagujas de 400 pym de largo se
puede utilizar para perforar la piel humana y entregar macromoléculas. Microagujas
muy pequenas podrian proporcionar una administracion altamente selectiva de
farmacos a las células individuales. Estas son cap‘aces de brindar una dosificacion
muy precisa, patrones de liberacion, entrega local y mejorar la estabilidad biolégica
de farmacos mediante el almacenamiento en un volumen de micro que puede ser

controlado con precision (Azarmi et al., 2008).

El objetivo comun del uso de microagujas es crear una via franqueando la barrera de
permeabilidad de la piel. La justificacion del uso de microagujas, en oposicién a
dispositivos de macroescala, esta motivada por el tamano de la diana y el beneficio

de perforacién de una manera minimamente invasiva.

APLICACIONES

Las microagujas se han utilizado en muchas aplicaciones diferentes, que van desde
la neuroestimulacion a la entrega de genes en células individuales, toma de muestras
de fluido intersticial por medio de la accidon capilar (esto se ha demostrado con
microagujas fuera de plano de 350 um de largo, huecas) (Henry et al.,1998).

La perforacion con microagujas ha demostrado que aumenta la permeabilidad de la

piel en varios 6rdenes de magnitud para una variedad de compuestos que van desde
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marcadores de bajo peso molecular hasta nanoparticulas, diversas proteinas y ADN
(Arora et al., 2008).

Una de las primeras microagujas reportadas en la literatura cientifica consistio en un
arreglo de 4.2 x 4.2 mm?, conteniendo 100 microagujas de 1.5 mm de largo. Estas
agujas extremadamente delgadas se utilizaron como electrodos eléctricos, y
disefados para estimular la corteza visual del cerebro con el fin de recuperar la vista.
Similares sondas de microagujas también se han utilizado con fines de diagnéstico,
donde las agujas se utilizan para las mediciones de impedancia de lesiones de la piel
con el fin de detectar cancer de piel. Otra aplicacion de las microagujas es el
muestreo de fluidos corporales. Parecido a la trompa de un mosquito, fabricado de
un milimetro de largo, dentado y hueco para la recoleccion de sangre (Henry et al.,
1998).

Recientemente se han propuesto varios conceptos de miéroagujas que resultan
nuevos e interesantes, pudiendo encontrar una grah' utilidad en el futuro. Por
ejemplo, las microagujas poliméricas biodegradables han sido recientemente
fabricadas y caracterizadas. La ventaja de estas microagujas poliméricas es que su
produccion puede ser mucho mas barata (en comparacion con las del silicio) y no
constituyen un problema si se rompen en la piel ya que son biodegradables. Para
hacer microagujas de polimeros biodegradables con puntas afiladas, se han
propuestos distintos métodos empleando elementos micro-electromecanicos, de
grabado y moldeo, los cuales se han adaptado para producir agujas con punta
biselada y punta tipo cincel. Los métodos a base de micro-litografia son tambien muy
empleados (Roxhed, 2007).

MECANISMO DE ACCION DE LAS MICROAGUJAS

El mecanismo de accion depende del diseno de las microagujas y se resume en la

Figura 14. Todos los tipos de microagujas son tipicamente fabricadas como una
matriz de hasta cientos de microagujas sobre un sustrato. Las microagujas sélidas
puede utilizarse presionado sobre la piel o raspado en la piel para la creacion de

orificios microscépicos, lo que aumenta la permeabilidad de la piel hasta cuatro
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ordenes de magnitud. Esto es seguido por la aplicacion de medicamentos o vacunas
en forma de un parche o formulacion tdpica. Los agujeros formados después de
remover las microagujas tienen una vida Gtil de mas de un dia cuando se mantienen
bajo oclusion, pero menos de 2 h cuando no se cubren (Arora et al 2008).

La segunda estrategia es contar con vacunas o farmacos encapsulados en un
revestimiento seco sobre microagujas sélidas. Este recubrimiento puede disolverse
dentro de 1 min después de la insercion en la piel, después de lo cual las
microagujas pueden ser retiradas. Como una alternativa al uso de metales o
polimeros insolubles, se han fabricado microagujas a base de polimeros
biodegradables o solubles en agua. En este caso, el farmaco puede estar contenido
en la microaguja constituyendo un sistema de tipo matricial, que permitiria en un
momento dado conseguir una liberacién controlada, (Park et al., 2010) o bien una
liberacién rapida (del orden de minutos) después de la insercién, lo cual puede
conseguirse empleando materiales solubles como maltosa o polivinil pirrolidona
(Arora et al., 2008).
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Figura 14. Esquema de administracién de farmacos utilizando diferentes disefios de microagujas: (a)

microagujas sdélidas para permeabilizacién la piel a través de la formacidén de conductos a través del
estrato cérneo, (b) microagujas sélidas recubiertas con farmacos para disolucién rapida en la piel, (c)
microagujas poliméricas con farmaco encapsulado para la liberacion rapida o controlada en la piel, (d)

microagujas huecas para la inyeccién de solucion de farmaco.
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| 3. HIPOTESIS

La inclusibn de metotrexato en una formulacién de liposomas flexibles y el
pretratamiento de la piel con un arreglo de microagujas metdlicas, promoveran el
transporte del farmaco hacia y a través de la piel, en relacion a su administraciéon en
forma de solucion y en piel intacta, esperando un efecto sinérgico por el uso
simultaneo de estos dos promotores (microagujas y acarreadores lipidicos

deformables).

| 4. oBJETIVOS

Objetivo general
Estudiar el efecto que tienen las microagujas y las formulaciones (liposomas

flexibles y solucidon) en la penetracion in vitro del metotrexato a través de la piel.

Objeti\)os particulares

e Desarrollar y validar un método para cuantificar MTX por espectrofotometria UV-
Vis y por cromatografia de capa fina de alta resolucién (HPTLC).

e Preparar y caracterizar vesiculas lipidicas flexibles formuladas con MTX.

¢ Realizar estudios de permeacion in vitro de MTX (en solucién e incluido en
vesiculas lipidicas) en piel de cerdo intacta y pretratada con arreglos de
microagujas.

o Evaluar el efecto de la formulacién (soluciéon y nanoacarreador) en la permeacion

de MTX a través de la piel.

| 5. MATERIALES

Radillo CR5 con arreglo cilindrico de microagujas de acero inoxidable con una
longitud de 500 pm (MTS-Roller, USA).
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Membranas de policarbonato de 0.1 pm, 0.05 um, 0.45 um (Millipore, USA).
Celdas de difusion verticales estaticas tipo Franz con un area de permeacion
de 0.63 cm? y un volumen de receptor de 1.9 mL (Taller de soplado de Vidrio,
FES Cuautitlan).

Material de vidrio.

Biolégico
Piel de oreja de cerdo recuperada del rastro después del sacrificio de los

animales y antes de ser pasada por agua caliente o vapor.

Compuesto y Reactivos

Hidroxido de sodio GR (J. T Baker, México)

Fosfato monobasico de potasio (Fermont, México)
Fosfatidilcolina 95% (Epikuron 200, Germany)
‘Tween 80 (Merck, Germany)

Metotrexato Hidrato (Sigma Aldrich, USA),

Etanol (Fermont, México)

Metil etil cetona (Fermont, México)

Acetato de etilo (Fermont, México)

Equipos

Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania)

Agitador magnético (Magnestir, Lab_line instruments, USA)
Rotavapor (Laborota 4000, Heidolph, Alemania)

Recirculador de liquidos con termostato (VWR, Scientific, USA)
Voértex (M 16715, Mixer, USA)

Espectrofotémetro UV-Vis (Cary IE95031003, Varian, Australia)
Sonicador (Branson 5210, Bransonic, USA)

Agitador magnético multiplaza (5069C, Barnsted International, USA).
Automuestreador (Automatic TLC Sampler Ill, Camag, Suiza)
Escaner (TLC Scanner lll, Camag, Suiza)

Nanosizer (Coulter N4 Plus, Beckman, USA)

Zetasizer (Zen 3600, Malverm Instruments, USA)
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| 6. METODOS

ESPECTRO DE ABSORCION
Se determind la longitud de onda de maxima absorcion para MTX en solucion

amortiguadora de fosfatos (SAF) pH 7.4 y SAF pH 7.4 en contacto con piel.

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Se realizaron pruebas de solubilidad cualitativa con solventes organicos: butanona y
acetato de etilo y se determiné la solubilidad de forma cuantitativa de MTX en SAF, el
cual sera el medio receptor para la prueba de permeabilidad, para esto la SAF se
saturé con MTX, manteniéndolo bajo agitaciéon magnética durante 24 h. La cantidad
disuelta se determiné utilizando un estandar de concentracién conocida de MTX,
leyendo las soluciones de la muestra y del estandar en el espectrofotometro a una

longitud de 305 nm.

CONDICIONES OPTIMAS DE ANALISIS PARA CUANTIFICAR MTX POR HPTLC
Se prepararon soluciones de MTX en SAF pH 7.4 y se probaron diferentes fases
moviles para correr las placas de silice C-18. De acuerdo a los antecedentes
reportados en la literatura, se probaron las siguientes condiciones variando la fase
movil y las proporciones:

NaH;PO4 0.1M pH 6.3: Metanol (75:25) y (60:40)

NaH,PO,4 0.1M pH 6.3: Metanol: Acetonitrilo (50:25:25)

NaH,PO4 0.1M pH 6.3: Acetonitrilo (70:30)

NaH;PO4 0.1M pH 6.3: Acetato de etilo (70:30)

NaH3;PO4 0.2M pH 6.0: Metanol (70:30)

NaH3PO,4 0.2M pH 6.0: Acetoniitrilo (70:30)

SAF pH 6.0 que contiene (NaH3PO4 0.2M: Acido citrico): Metanol (50:50),

NaH3;P0O4 0.2M pH 6.0: Metanol (50:50).

Las condiciones Optimas de analisis para la cuantificacion de MTX por HPTLC se

determinaron en base a un valor de Rf cercano a 0.5, a la identificacion, selectividad
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y cuantificacion del MTXX, asi como la intensidad de la bandas. La longitud de onda
maxima de absorcion se establecié a partir del espectro de MTX en HTPLC (302

nm).

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR LA EFICIENCIA
DE ENCAPSULACIONDEL MTX

La validacién del método analitico se llevd a cabo bajo los protocolos de validacion
(Colegio de Q.F.B, 2006). Después de varias pruebas, las condiciones optimas de
elucion fueron las siguientes: Fase Estacionaria: Placa de silica C18; fase movil:
Fosfato Dibasico de sodio 0.2 N: Metanol (50:50), la longitud de onda fue de 302 nm,
el volumen de inyeccion fue de 8000 uL con un ancho de banda de 5.0mm, con una
velocidad de aplicacion de 1.0 mm/s y el tamano del Slit para el escaneo fue de 4.00
x 0.45 mm.

Partiendo de las condiciohes optimas experimentales para el analisis de MTX, se

validé el método analitico para cuantificar el MTX incluido en los liposomas.

SELECTIVIDAD
Se inyectaron muestras de blanco de SAF pH 7.4, MTX en SAF vy una dispersiéon
de liposomas vacios para verificar que no existiera interferencia por parte de la matriz

bioldgica.

LINEALIDAD

Se prepararon seis puntos a diferentes concentraciones en un rango de 21- 148
ng/mancha, cada punto se hizo por triplicado. A los resultados se les efectud un
analisis de regresion lineal calculando la ordenada al origen, la pendiente y el

coeficiente de determinacion (r?).

EXACTITUD
Se prepararon 3 concentraciones de 32 -117 ng/mancha de.MTX en SAF pH 7.4,

por triplicado. Se determindé su concentracién por medio de la interpolacion de la
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respuesta sobre la curva patron (Cest) la cual se compar6 con la concentracion
nominal, y se determiné la desviacion estandar la cual no debe exceder del 3 %.
PRECISION

A partir de los datos de linealidad se calculd la precision con el valor del coeficiente
de variacion porcentual (CV), el cual no debera exceder el 3 %. El analisis se realizo

por triplicado.

LIMITE DE CUANTIFICACION

Se evalu6 mediante el analisis de soluciones diluidas de MTX. La menor
concentracion en la que el valor promedio de su determinacién analitica estuviese en
el £ 20 % de su valor nominal y con un coeficiente de variacion que se encuentre en

el mismo intervalo.

Matematicamente se determind por la siguiente expresion

LC = 10Desviacion estandar de la ordenada al origen

Pendiente de la curva de calibracion
LIMITE DE DETECCION

Se evalu6é por el anadlisis de soluciones diluidas de MTX. La cantidad minima
detectable se consider6 como aquella que proporcionara una senal del triple del

ruido.

Matematicamente se determinoé con la siguiente expresion

3.3 Desviacion estandar de la ordenada al origen

Pendiente de la curva de calibracion

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR MTX EN UNA
MATRIZ BIOLOGICA (SAF pH 7.4 EN CONTACTO CON PIEL)

Se validé un método analitico para cuantificar la cantidad de MTX capaz de permear
a la solucién receptora en los estudios de permeacion. Para ello se prepard una
solucién de SAF pH 7.4 y se puso en contacto con piel manteniendo las mismas
condiciones a las que se realizaron los estudios de permeacion. Para ello, se extirpd
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piel de oreja de cerdo, y la parte interna del tejido se puso en contacto con SAF
pH7.4 en un recipiente simulando las condiciones en las que va estar en la celda de
Franz, agitando durante 24 h. Posteriormente, se filtr6 el fluido por una membrana
Millipore (0.45 pm) y con dicho fluido se procedi6 a la validacion del método analitico
empleando las condiciones previamente descritas. Las lecturas se obtuvieron en el
espectrofotémetro UV-Vis a 305 nm utilizando como blanco la matriz biolégica. Para
validar el método se evaluaron los siguientes parametros: linealidad, exactitud,

precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

LINEALIDAD

Se prepararon seis puntos a diferentes concentraciones en un rango de 2.24 — 15.25
Hg/mL, cada punto se hizo por triplicado. A los resultados se les efectué un anélisis
de regresion lineal calculando la ordenada al origen, la pendiente, el coeficiente de

determinacion (r?).

EXACTITUD

Se prepararon 3 concentraciones de 5.22-1.20 pg/mL de MTX en SAF, por triplicado.
Se determind su concentracién por medio de la interpolacion de la respuesta sobre la
curva de calibraciéon (Ces) la cual se compard con la concentraciéon nominal, y se
determiné la desviacion estandar la cual no debe exceder del 15 % este valor es en
base a Guidance for industry:Bionalytical Method Validation (U.S Departamento of
Health and Human Services, 2001)

PRECISION
A partir de los datos de exactitud se calcul6 la precisién con el valor del coeficiente
de variacion porcentual (CV), el cual no debera exceder el 15 %. El analisis se realizd

por triplicado, en dos dias diferentes.

LIMITE DE CUANTIFICACION
Se evalu6 mediante el analisis de soluciones diluidas de MTX. La menor

concentracion en la que el valor promedio de su determinacién analitica estuviese en
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el + 20 % de su valor nominal y con un coeficiente de variacién que se encuentre en

el mismo intervalo.
Matematicamente se determiné por la siguiente expresion:

e = 10Desviacion estandar de la ordenada al origen

Pendiente de la curva de calibraciéon

LIMITE DE DETECCION
Se evalué por el andlisis de soluciones diluidas de MTX. La cantidad minima
detectable se considerd aquella que proporcionara una sefal del triple del ruido.

Matematicamente se determind con la siguiente expresion:

LD = 3.3 Desviacién estandar de la ordenada al origen

Pendiente de la curva de calibracién

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR MTX EXTRAIDO
DE LA PIEL '

Al final de las pruebas de permeacién se recuperd la piel y se extrajo el MTX
remanente con una soluciéon de SAF pH 7.4; Etanol (1:1), es por ello, que se hizo una
curva de calibracion de este disolvente, validando el método analitico para la
cuantificacioén del farmaco.

Para simular las condiciones experimentales se prepard una solucion de SAF pH 7.4:
Etanol (1:1), la cual estuvo en contacto con piel durante 24 horas en agitacion
constante. Se leyeron las muestras a 305 nm, utilizando como blanco una solucion
de SAF pH 7.4: Etanol (1:1) en contacto con piel.

Para validar el método se evaluaron los siguientes parametros: linealidad, exactitud,
precision, limite de deteccién y limite de cuantificacion, siguiendo el mismo
procedimiento que para la validacién de MTX en una matriz biolégica.

El rango de concentracion utilizado para la linealidad utilizado fue de 1.28-24 ug/ mL

y para la exactitud 4 — 20.6 pug/mL.



VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR MTX EN SAF

Para determinar la cantidad de MTX liberado a través de la membrana de didlisis
colocada en las celdas de Franz se utilizé6 como diluyente SAF pH 7.4 y el método se
validé con los siguientes parametros: linealidad, exactitud, precision, limite de
deteccion y limite de cuantificacion, siguiendo el mismo procedimiento que para la
validacion de MTX en una matriz biolégica.

El rango de concentracién utilizado para la linealidad fue de 3.8- 11.4 yg/ mL y para
la exactitud 4.9 — 10.0 ug/mL.

PREPARACION DE LIPOSOMAS

Se realizaron pruebas para preparar vesiculas lipidicas de MTX, por tres métodos:
meétodo de hidrataciéon pata formar MLV [vesicula multilaminar (por sus siglas en
inglés multilamellar vesicle)], método REV [vesicula de evaporacién de fase inversa
(del inglés, reverse-phase evaporation vesicle)], y un método tomado de una patente

donde se hicieron modificaciones al método de hidratacion.

a) Para el método de hidratacion se pesaron 86 mg de fosfatildilcolina y 14 mg de
tween 80 los cuales se disolvieron en etanol. La solucién anterior se vertié en un
matraz bola para hacer una pelicula delgada dejando evaporar esta solucién en
rotavapor a 30 °C, 30 rpm, los residuos se eliminaron dejando a sequedad el matraz

toda la noche.

Para hidratar la pelicula se utilizaron soluciones de MTX al 0.1 % en SAFpH 74y
SAF pH 7.4 con 7 % y 20 % de etanol. Se dispersé la suspension con ayuda del
voértex durante 15 min. Posteriormente, la dispersion se dejo 2 h en reposo para que
los liposomas se hincharan. Transcurridas las 2 h, los liposomas se sonicaron a
40Kw durante 10 min. La dispersion se filtré a través de una membrana de 0.1pm y
se midi6 la talla de los liposomas formados con un nanosizer (Coulter N4 Plus). Una

vez obtenidos los liposomas, se determind la eficiencia de encapsulacion del MTX.

b) Preparacion de liposomas por el método REV: Se pesaron 86 mg de
fosfatidilcolina y se disolvieron en 12 mi de cloroformo: dietiléter (1:1), se adicionaron
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2ml de una solucién acuosa conteniendo 2 mg de MTX y 14mg de Tween 80. Se
formd una emulsion estable y se evapord en rotavapor a 30°C, 30rpm, los residuos
del solvente se eliminaron dejando el matraz expuesto al medio ambiente toda la
noche. La pelicula se hidratdé con una solucién de SAF pH 7.4, formando la
dispersiéon con ayuda del vértex durante 15 min. Posteriormente los liposomas se
dejaron 2 h en reposo para que hincharan. Una vez pasadas las 2 h, la dispersion de
liposomas se sénico a 40 Kw durante 10 min, filirando la dispersién a través de una
membrana de 0.1 um (Katsumi & Naoru, 1987) y posteriormente se rnidio la talla
de los liposomas formados con el nanosizer (Coulter N4 Plus) y se determiné la
tasa de encapsulamiento.

Para este método se hicieron pruebas para determinar la proporcién 6ptima de
disolvente organico y el aparato a utilizar para obtener una emulsién estable (vortex
y sonicador). Se probaron tres proporciones de fase organica: fase acuosa: a) 71.5:
28.5, b) 78:22 c) 86:14.

c) Se prepararon liposomas de MTX en base a la patente ES 2 016 842 (Katsumi et
al, 1987). Primero se formaron los liposomas por el método de MLV pesando 86mg -
de fosfatildilcolina y 14mg de tween 80 los cuales se disolvieron en etanol. Lo
anterior se verti6 en un matraz bola para hacer una pelicula delgada dejando
evaporar esta soluciéon en rotavapor a 30°C, 30rpm, los residuos se eliminan
dejando el matraz expuesto al medio ambiente toda la noche.

Se hidrat6 la pelicula formada con una solucién de MTX al 0.1 % en SAF pH 7.4,
dispersando los lipidos con ayuda del vortex durante 15 min. Posteriormente se dejé
2h en reposo, y después de este tiempo se adicion6 1mL de dietiléter para formar un
gel, evaporando el disolvente y agitando con ayuda de un vértex durante 10 min. La
dispersion se filtré6 a través de una membrana de 0.1uym, midiendo la talla de los
liposomas formados en un nanosizer. Una vez obtenidos los liposomas se determind

la tasa de encapsulacion.
CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS

Determinacién del tamano de los liposomas
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La distribucion de tamafo de la suspension de liposomas se determind empleando
un Nanosizer con angulo de 90° a 25 °C, después de haberlos pasado través de una
membrana de 0.1 pm (Isopore, Millipore, Bedford, MA, USA), diluyendo la muestra

con agua destilada. Cada medicién se realiz6 por triplicado.

Potencial Z
Se determiné el potencial Z con ayuda de un Zetasizer (Malvem Instruments, ZAN
3600, USA), considerando la viscosidad y la constante dieléctrica del agua, 150 V de
corriente eléctrica, a una temperatura de 25°C y utilizando una celda de capilar

doblado, el medio de dispersion fue SAF pH 7.4.

Eficiencia de encapsulamiento
Para determinar la eficiencia de encapsulacion se utilizaron columnas de Sephadex-
10 para separar el MTX libre de los liposomas. La dispersion liposomal se hizo pasar'
a través de las columnas de Sephadex mediante centrifugacion. Esta técnica se
optimiz6 haciendo pruebas para determinar la velocidad y el tiempo de
centrifugacion, asi como el volumen necesario para que el farmaco libre quedara
retenido y se eluyeran solamente los liposomas cargados con el MTX. La
optimizacién se realizé haciendo pasar una solucion del farmaco con una
concentracion de 1 mg/mL y cada prueba se evalué por HTPLC a 305 nm para
verificar que no presentara la senal caracteristica del MTX, lo cual indicaria que el
farmaco esta siendo eluido, cuando lo que se busca es que quede retenido en la
columna. Por otro lado, los liposomas eluidos se rompieron con etanol y se aforaron

a 5 mL con SAF pH 7.4, cuantificando el MTX incluido en las vesiculas.
Elasticidad

La suspension de liposomas se hizo pasar dos veces consecutivas a través de un
filtro de policarbonato de 0.1 pm, midiendo posteriormente el tamano de las vesiculas
en el nanosizer con un angulo de 90° a 25 °C diluyendo con agua destilada. La
misma suspension de liposomas que se filtré a través de la membrana de 0.1 pm,
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se hizo pasar por un filtro de tamafio de poro de 0.05 ym (menor al tamario de las
vesiculas) y se diluyd con agua destilada, determinando el tamano de las

vesiculas.

ESTUDIOS DE LIBERACION DE MTX

Se estudio la velocidad de liberacién de MTX incluido en liposomas y se comparo
con la obtenida con una solucién del farmaco en SAF pH 7.4. . El procedimiento
seguido fue el siguiente: Se montaron seis celdas de Franz con area de permeacion
de 0.63 cm? y un volumen de receptor de 1.9 mL utilizando una membrana de dialisis
de celulosa (Spectrum Lab Inc), con peso molecular de corte de 6-8000 KD). En el
compartimento donador de las celdas se colocaron 50 uL de la solucién o de la
suspension de liposomas, ambas con un contenido aproximado de 1 mg / mL.

Para ambos estudios el compartimento receptor consistié en 1.9 mL de una solucién
de SAF pH 7.4, la cual se mantuvo a 37 °C con agitacién constante.. Durante la
liberacién se tomaron muestras de 280 L a los siguientes intervalos de tiempo: 0.25,
0.50, 0.75, 1, 1.50, 2, 2.50, 3, 4, 5 y 6 horas, reponiendo dicho volumen con medio de

disolucioén fresco.

ESTUDIO DE LA CINETICA DE PERMEACION IN VITRO DE MTX A TRAVES DE
PIEL DE CERDO

El procedimiento que se siguid para llevar a cabo las permeaciones fue el siguiente:

1. Se utilizé piel de oreja de cerdo recuperada del rastro después del sacrificio de los
animales y antes de que fueran tratados con agua caliente o vapor. Se extirparon
porciones de piel de la parte externa de la oreja utilizando un escalpelo, recortando
cuidadosamente los pelos que recubren la piel del cerdo. La piel aislada se conservé

en hojas de aluminio a -5 °C hasta ser utilizadas.

2. Las permeaciones se llevaron a cabo tanto en piel intacta como en piel pretratada
con las microagujas. Para ello, se empled un arreglo cilindrico de microagujas de
acero inoxidable con una longitud de 500 pm (MTS_Roller, USA). El tratamiento se

Er
64



realizé pasando el rodillo sobre la piel (procurando mantener un angulo y presién
constante), siguiendo cuatro diferentes direcciones, como se muestra en la Figura
15.

Figura 15. Direcciones utilizadas con el rodillo de microagujas para obtener las

microperforaciones en la piel

3. La piel, tanto la intacta como la pretratada con microagujas, se monté en celdas
verticales tipo Franz (Figura 16). Se realizaron permeaciones para la solucién de
MTX en SAF pH 7.4 y para la suspension de liposomas, ambas con un contenido

aproximado de 1 mg/mL de MTX.

Compartimiento donador

uestreo

recept

Figura 16. Celdas verticales tipo Franz empleadas en los estudios de permeacion

Para el estudio, el compartimiento receptor consisti6 en SAF pH 7.4, la cual se
mantuvo a 37 °C con agitacidon constante. Durante la permeacién se tomaron
muestras de 280 pL a los siguientes intervalos: 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas,

reponiendo el volumen con medio de disolucién fresco. Las muestras tomadas a
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cada tiempo, se leyeron en el espectrofotometro a 305 nm, utilizando como blanco
SAF que estuvo en contacto con piel bajo las mimas condiciones que durante la
permeacion.

METODO DE EXTRACCION DE MTX RETENIDO EN LA PIEL

Para determinar el porcentaje de MTX extraido de la piel, se siguid el siguiente
procedimiento: Se monto la piel en las celdas de Franz y se colocaron en el donador
200 pL de una solucion de MTX en SAF pH 7.4: etanol (1:1) con una concentracién
de 0.5 mg/mL, se dejo evaporar el disolvente de la superficie de la piel vy
posteriormente se retird la piel de cada una de las celdas, haciendo lavados para
eliminar el exceso de MTX de la superficie, para lo cual se realizaron lavados,
primeramente con etanol, después con SAF pH 7.4 y finalmente con agua. La piel fue
cortada en finas porciones, las cuales se colocaron en viales, agregando 5 mL de
una solucién de SAF pH 7.4: etanol (1:1), cada uno de los sistemas se mantuvo en
agitacion constante durante 24 h,.protegidos de la iuz y a temperatura ambiente.
Posteriormente se filtraron las soluciones (Millipore 0.45 pm) y se leyeron en el
espectrofotdmetro a 305 nm. La rnisma prueba se llevo a cabo utilizando SAF pH 7.4
para extraer el farmaco, esto con la finalidad de determinar el medio de extraccion

optimo.
Posteriormente, las soluciones se filtraron (Millipore 0.45 um) y se tomé 1 mL

llevandolo a 10 mL con SAF, se tomaron 500 pL y se determiné MTX la cantidad de

MTX determinando la absorbancia a 305 nm.
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| 7. RESULTADOS Y DISCUSION

DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORCION Y DE
LA SOLUBILIDAD DE MTX

El espectro de absorcién de MTX en SAF pH 7.4 y MTX en SAF pH 7.4 en contacto
con piel, se presentan en la Figura 17 en el cual se observa un maximo de absorcién
a 305 nm, mostrando que no existe interferencia por parte de la matriz.

En las pruebas de solubilidad se determiné que es insoluble en disolventes organicos
como etanol, metanol, cloroformo, acetato de etilo, metiletil cetona y en agua, siendo
la solubilidad del MTX dependiente del pH. El MTX tiene una solubilidad en SAF pH
7.4 de 6 mg/ml, la cual fue util para los estudios de liberacion y permeabilidad,

asegurando condiciones sink a lo largo de las pruebas.

—&—blanco (Matriz bioldgica)
== MTX en matriz bioldgica

. \MXT en SAF
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Figura 17. Espectro de absorcion de MTX (9 pg/mL) en SAF pH 7.4, en SAF pH 7.4 en
contacto con la piel (matriz biolégica) y de un blanco consistente en SAF pH 7.4 en contacto

con piel.



VALIDACION ANALITICA

La finalidad de la validacién es asegurar la fiabilidad del método y la confianza de los
datos obtenidos. Los parametros que se evaluaron para la cuantificacion del MTX
fueron: selectividad, linealidad, exactitud, precision, limite de cuantificacién y de
deteccion.

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR LA EFICIENCIA
DE ENCAPSULACIONDEL MTX

La técnica empleada para determinar la tasa de encapsulacién fue la Cromatografia
en Capa Fina de Alta Resolucién (HPTLC, por sus siglas en inglés). En la Figura 18
se muestran los cromatogramas obtenidos para una solucion acuosa de MTX, la fase
movil y la SAF, mostrando que el método es selectivo ya que no presenta sefial la

fase movil ni el diluyente a la longitud de onda seleccionada.
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Figura 18. Cromatogramas de MTX obtenidos para diferentes cantidades aplicadas (21 -148
ng/mancha). Las dos primeras lineas (café y rosa) corresponden a la fase movil y diluyente,

respectivamente.
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Para determinar la tasa de encapsulamiento, una vez que la suspension liposomal
fue pasada por la columna de Sephadex, los liposomas eluidos se rompieron con
etanol y se aforo la solucién a 5 ml con SAF pH 7.4 para cuantificar el farmaco
encapsulado, Por esta razén fue necesario verificar que los lipidos se separaran del
pico principal de MTX para que no interfirieran en la cuantificacion. En la Figura 19
se muestra el cromatograma donde se observa que los la fosfatidilcolina que

conforma los liposomas no interfiere con el pico de MTX.
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Figura 19. Cromatograma de MTX (84.8 ng/mancha) en Placas C18; fase movil: Fosfato
dibasico de sodio 0.2 N: Metanol (50:60), la longitud de onda fue de 302 nm. El pico 1

corresponde al placebo de liposomas y el pico 2 al MTX.

En la Figura 20 se representa graficamente la recta de calibrado resultante de la
medicion de seis concentraciones por triplicado y en la tabla 7 se presentan los
resultados de cada parametro donde se observa que el método es lineal con un valor
de coeficiente de determinacion mayor a 0.98. Los valores de coeficiente de

variacion porcentual son menores al 3 % para exactitud y precisién, asi como



tomando en cuenta que el porcentaje de recobro promedio (x) esta incluido en el

intervalo de confianza IC (u), se demuestra que el método es exacto y preciso.

y =22.187x +584.47
R?=0.9924

=)
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©
[
-
<

100
ng /mancha

Figura 20. Recta de Calibracion de MTX empleada para determinar la tasa de encapsulacion
en los liposomas

Tabla 7. Resultados de la validacion para cuantificar MTX encapsulado

LINEALIDAD EXACTITUD "% LC LD
INTER-DIA
= ! p = o -
= 5.05 1.66
CV=178% |CV=24%
= 0
IC (B1)= 21.1-235 CV=2.54 % ng/mancha | ng/mancha

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR MTX EN UNA
MATRIZ BIOLOGICA (SAF pH 7.4 EN CONTACTO CON PIEL)

La cuantificacion de MTX en la solucion receptora durante los estudios de
permeacion se realizd por espectrofotometria UV. En la Figura 21 se representa
graficamente la recta de calibrado resultante del analisis por sextuplicado, donde se
observa que existe linealidad a las concentraciones seleccionadas, que se corrobora

con un valor de coeficiente de determinacion mayor a 0.98. Los valores de
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coeficiente de variacion porcentual son menores al 15 % para exactitud y precisién, y
tomando en cuenta que el porcentaje de recobro promedio (x) esta incluido en el
intervalo de confianza IC (p) (tabla 8), se demuestra que el método es confiable para

cuantificar MTX en una matriz biolégica.

y = 45.967x + 0.003
=0.9995

0.005 0.01 0.015

Concentracién (mg/mL)

Figura 21. Curva de calibracién de MTX en SAF pH 7.4 en contacto con piel de cerdo,
empleada para cuantificar el farmaco en el medio receptor durante los estudios de

permeacion.

Tabla 8. Resultados de la validacion del método para cuantificar MTX en una matriz

biologica (SAF pH 7.4 en contacto con piel de cerdo).

LINEALIDAD EXACTITUD m LC LD

REPETIBILIDAD |INTER-DIA
2=0.99 IEFB 45-100.51

X=99.75 %
il > CV=273% | cv=2.16% 1/ri ] 0"/‘;‘%
C (B1)= 45.4-46.5 CV=2.41% K9 H9




VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR MTX EXTRAIDO
DE LA PIEL.

Para determinar la cantidad de MTX retenida en la piel se desarrollé un meétodo,
siguiendo las mismas condiciones con las cuales se trata la muestra; para ello, se
emplearon secciones de piel que estuvieron en contacto con una solucion de SAF pH
7.4: Etanol (1:1) por 24 h en agitacion constante, y la solucion resultante fue
empleada para preparar los sistemas. El blanco utilizado para corregir la linea base

fue solucién de SAF pH 7.4: Etanol en contacto con piel.

y = 36.74x + 0.0095
R?=0.9988
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Figura 22. Curva de calibracion de MTX en SAF pH 7.4: etanol (1:1) empleada para la

determinacion del farmaco retenido en piel al finalizar los estudios de permeacion

La evidencia de que el método es idéneo para cuantificar MTX retenido en piel se
presenta en la tabla 9 demostrando que el método es lineal con un valor de
coeficiente de determinacion mayor a 0.98 (ver Figura 22) y los valores de coeficiente
de variacion porcentual son menores al 15 % para exactitud y precisién, tomando en
cuenta que el porcentaje de recobro promedio (x) esta incluido en el intervalo de

confianza IC (), se demuestra que el método es preciso y exacto.
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Tabla 9. Resultados de la validaciéon del método para cuantificar MTX extraido de la

piel al final de los estudios de permeacion.

PRECISION
LINEALIDAD EXACTITUD LC LD
REPETIBILIDAD | INTER-DIA
IC (p)= 97.80- 99.75
?=0.998
273  19.011
IC (B1)= 36.06 - 37.41 CV= 2.29% CV =2.74% CV=2.19% |pg/mL |pg/mL

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR MTX EN SAF pH

7.4

Para determinar la cantidad de MTX liberado a partir de los liposomas y de una

solucion del farmaco, se recurrié a un método espectrofotométrico, que cuantificara

el farmaco que pasa a través de la membrana de dialisis, para lo cual se

reprodujeron las mismas condiciones utilizando SAF pH 7.4 que estuviera en

contacto con la membrana de dialisis, durante 6 horas, el cual se utilizé para preparar

las muestras y para corregir la linea base.
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y = 64.064x + 0.0314
R? = 0.9987

T T T

0.004 0.006 0.008
Concentracién (mg/mL)
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Figura 23. Curva de calibracion de MTX en SAF pH 7.4 empleada para los estudios de

E : —

LINEALIDAD EXACTITUD LC LD
REPETIBILIDAD | INTER-DIA

IC (1)=100.2-101.55

CV =2.45% CV =179 %
/mL /mL
IC (B1)=61.56 — 6 CV=1.77% Hg/m Hg/m

liberacion a través de una membrana de didlisis

Tabla 10 Resultados de la validacién del método para determinar MTX en SAF

En la Figura 23 se representa graficamente la recta de calibrado donde se muestra la
linealidad a las concentraciones establecidas, en la tabla 10 se presentan los
resultados de cada parametro donde se observa que el método es lineal con un valor
de coeficiente de determinacion mayor a 0.98 y el coeficiente de variacion porcentual
menor al 3 % para precisiéon y un porcentaje de recobro promedio (x) incluido en el
intervalo de confianza IC(p), y el coeficiente de variacién del porcentaje de recobro

no es mayor al 3 %, demostrando que el método es confiable para cuantificar MTX.

PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS CON MTX

En la tabla 11 se muestra el resumen de los tres métodos probados para la
preparacion de los liposomas con MTX. La finalidad fue contar con un método que
permitiera incrementar la cantidad de MTX encapsulado, en base a ese resultado se
seleccion6 el método de preparacion.

El método donde se obtuvo mayor eficiencia de encapsulacion fue el modificado de
la patente ES 2 016 842 (Katsumi, et al; 1987) con un 20.8 % de MTX encapsulado
en los liposomas. Este método es una variante del método de hidratacion, la
diferencia radica en la adicién de dietiléter, lo que permitié que al romper y volver a
formar la vesiculas se encapsulara un mayor porcentaje de farmaco. El porcentaje de
la eficiencia de encapsulacién obtenido superé lo que se encuentra reportado en la
literatura, en donde encapsulan aproximadamente 0.18 mg/mL (Trotta et al. , 2004)
en comparacion con los 0.2mg/mL de MTX encapsulados con el método probado en

el laboratorio.



Tabla 11. Métodos de preparacion probados para preparar liposomas de MTX

Hidratacion de la
pelicula (MLV) hidratacion

Proporcion de

fase organica:
fase acuosa
para formar la

emulsion

Modificacién al
método de
hidratacion
ND= No detectado
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CARACTERIZACION DE LOS LIPOSOMAS

Los liposomas elasticos de MTX preparados por la técnica de hidratacion modificada,
tuvieron un tamano promedio de 130 + 5.25 nm y una eficiencia de encapsulacion de
farmaco de 20.4 %. (Tabla 12)

Conforme a la literatura, el potencial Z requerido para que una suspension sea
considerada como estable suele ser de + 30 mV. La energia de enlace existente
entre particulas es responsable de la formacion de agregados de particulas débiles o
fuertes. El potencial Z obtenido fue de -8 mV, lo que nos predice una inestabilidad
fisica del sistema, la cual se determiné con el tamafo de vesicula y analisis visual de
la suspensioén, observando que no se ve modificado el tamafo y las caracteristicas
de la suspension después de 15 dias. No obstante, es necesario hacer un analisis
mas largo para evaluar la estabilidad por un periodo prolongado y verificar el tiempo

de estabilidad de los liposomas.

La prueba de elasticidad indic6 que los liposomas elasticos (transfersomas)
elaborados tienen la propiedad de deformarse debido a que el tamafo de vesicula
se mantiene en el rango de los 100 nm, después de hacerlos pasar por una
membrana con diametro de poro mucho mas pequeno que el de las vesiculas de
(0.05 um), mantienen su integridad fisica, lo que hace suponer que al contacto con
la piel, el transporte del transfersoma se vera favorecido penetrando de manera
intacta, gracias al gradiente de hidratacién existente en la piel. Es importante sefalar
que no es posible hacer pasar una suspensién de liposomas convencionales (no
elasticos) a través de la membrana de 0.05 um, lo que enfatiza la importancia del

agente de superficie para lograr la obtencién de sistemas elasticos.



Tabla 12. Caracterizacion de los liposomas elaborados por el método de hidrataciéon

modificado (Katsumi et al., 1987).

Tamaiio en la prueba de Elasticidad
(nm)

* Antes y después de hacerlos pasar por una membrana con diametro de poro de

0.05 um.
LIBERACION

La prueba de liberacion de la solucién de MTX en SAF pH 7.4 y |la suspension de
liposomas mostré que las dos curvas tienen el mismo comportamiento, sin que exista
diferencia en el porcentaje maximo liberado (85 % para la solucién y 87 % para los
liposomas). Al comparar los porcentajes liberados a los 15 min y 6 h con una prueba
de t-student no se encontré diferencia estadistica ya que la P>0.05. Para el caso de
los porcentajes liberados entre 1 y 5 horas se encontré que si existen diferencias
significativas (P< 0.05) evaluado con una prueba de ANOVA. Por lo que, los
liposomas muestran un retardo en la liberacién de MTX en relacién a la solucion
cuando se encuentra encapsulado favoreciendo que el farmaco sea liberado en

forma mas lenta y prolongada (ver Figura 24).
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Figura 24. Perfiles de liberacién de MTX en solucion e incluido en liposomas (n=6)

CINETICA DE PERMEACION

Las permeaciones in vitro se realizaron con piel de oreja de cerdo porque esta
plenamente demostrado que guarda similitud histoldégica y de permeabilidad con la
piel humana (Godin & Touitou, 2007). Para cada experimento (n=5) se empled la piel
del mismo animal para reducir la variabilidad, de la misma forma se intenté mantener

el mismo grosor, seleccionando la piel después de medirla con un vernier digital.

Para la cuantificacion de MTX en el compartimiento receptor consistente en SAF pH
7.4, se empledé el método descrito por espectrofotometria UV -Vis previamente
validado. Se utilizd como blanco una celda de Franz con liposomas placebo,
expuesta a las mismas condiciones que las muestras.

En la Figura 25 se aprecia el comportamiento de la cinética de permeacién para los
cuatro experimentos (dos formulaciones; solucién y suspensién liposomal; piel intacta
y piel pretratada con las microagujas), existiendo diferencias significativas al realizar

un analisis de varianza del porcentaje permeado a las 24 h con un valor de P< 0.05
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(P= 3.84 E-07). Como puede se puede observar en la tabla 13, el porcentaje
permeado para la solucion es muy bajo (aproximadamente del 20 %)
independientemente de que la piel se trate 0 no con microagujas, lo cual resulta
interesante, pues a pesar de los canales formados por las microagujas, el farmaco,
por su naturaleza no logra penetrar a través de la piel mas que en cantidades muy
modestas. El hecho de incluir el MTX en liposomas hace que la cantidad permeada a
través de piel intacta sea de un 40 %, resaltando el efecto promotor de los liposomas
elasticos como acarreadores transdérmicos; mientras que permea un 50 % al

pretratar la piel con microagujas.

Solucién en Piel
Intacta (SOL PI)
Solucién en Piel
Trarada (SOL PT)
Liposomas en Piel
Intacta (LIPO PI)
== | iposomas en Piel
Tratada (LIPO PT)

40

30

20

10

Cantidad de MTX permeado (%)

10 20
Tiempo (h)

Figura 25. Cantidad de MTX permeado a través de piel de oreja de cerdo in vitro, bajo
diferentes condiciones: MTX en solucién o en liposomas; piel intacta o bien tratada con las

microagujas (n=5)

Tabla 13. Porcentaje de MTX permeado después de 24 h para los cuatro tratamientos.

SOL PI 19.88 + 8.29
SOL PT 20.83 +1.83
i LIPO PI 40.77 £ 2.97
LIPO PT 51.74 £5.28

SOL: Solucién, LIPO: liposomas PI: piel intacta, PT: piel tratada

EEERE
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Al realizar un analisis de medias con la prueba de Tukey en el programa estadistico
SPSS se determiné que la diferencia significativa se encuentra entre la permeacion
de la solucion de MTX y los liposomas de MTX (con y sin microagujas) (P<0.05) con
un nivel de significancia de 0.05 y entre la permeacién de liposomas en piel intacta y
liposomas en piel tratada (ver anexos).

Esto pone de manifiesto, que la combinacion entre estos dos métodos promotores: el
uso de un acarreador (liposomas flexibles), con la capacidad de deformarse y pasar
por espacios incluso mas pequefos que su falla; y las microagujas las cuales actuan

generando canales que facilitan el paso de los liposomas.

En los estudios de permeacion se tomaron las siguientes consideraciones para que

la primera Ley de Fick pudiera ser aplicada:

1. El soluto difunde unidireccionalmente, considerando una membrana plana
homogénea en cuanto' a estructura.

2. El grosor de la membrana presenta un valor finito (x=1)

3. La concentracién del receptor mantiene condiciones de gradiente maximo o
sumidero “sink” (la concentracion de MTX no excede del 10 % de la

saturacion en el comportamiento receptor.

Los valores de flujo se obtuvieron a partir de la primera Ley de Fick

AQ/S

I=a

AQ/S = cantidad de soluto transferido por unidad de area

At =tiempo

Al graficar Q/S contra t, la pendiente de la parte lineal corresponde al flujo en el
estado estacionario. De la misma recta se calcula el tiempo de latencia (tiag)

extrapolando la recta al eje x (Figura 26).

Como ya se explicd se llevaron a cabo permeaciones de MTX formulado en una

soluciéon y encapsulado en liposomas, a través de piel intacta y piel pretratada con
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microagujas de 500 um. En la Figura 26 se puede apreciar el comportamiento de la
liberacion del MTX de donde se calcularon los flujos (Tabla 14). Comparando el flujo
del MTX incluido en liposomas y en solucién, se observa un incremento de tres
veces, sin que haya diferencia en el flujo obtenido en piel intacta o piel tratada con
microagujas. Asi que el factor que impacta mas en el flujo del farmaco es el uso de
un acarreador. El analisis estadistico con la Prueba de Tukey indica que no existe
diferencia significativa entre los valores del flujo para la prueba con el uso de
microagujas y en piel intacta tanto para la solucion como para los liposomas de MTX
(P>0.05), pero si existe diferencia significativa entre la soluciéon de MTX y el uso de
un acarreador (Liposomas) con un valor de P<0.05 (Ver anexos).

Para la permeacion de MTX formulado en liposomas y tratando la piel con
microagujas puede verse una disminucion notable en el tiempo de latencia, lo cual

favorece que el farmaco actué en un menor tiempo.

~
E SOLPI
S
;!g SOL PT
o LIPO PI
=

=== IPO PT

15 30
Tiempo (h)

Figura 26. Liberacién de MTX graficando cantidad permeada vs tiempo
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Tabla 14. Parametros de la cinética de permeacion

SOL PI 1.37+0.62 6.59 £ 3.16 18.25+ 7.01
SOL PT 1.10+ 0.38 6. 90+ 6.01 18.56+ 6.04
ILIPO PI 2.96+ 0.37 560+4.78 31.96+ 3.04
LIPO PT 3.55+ 0.64 1.58 + 2.11 52.33+ 5.58

MTX RETENIDO EN PIEL

Después de las 24 h durante las cuales se siguié la permeacion, se evalud la
cantidad de MTX retenida en la piel. En la Figura 27 se muestra un incremento de
tres veces en la cantidad de MTX retenido en piel cuando se administran tanto
liposomas en piel tratada con microagujas en relaciéon al MTX en solucién y sin

tratar la piel.

Si se analiza la cantidad retenida de farmaco en piel intacta cuando se utiliza
liposomas esta se incrementa al doble en comparacién con MTX en solucién, en
cambio no existe cambio significativo cuando se trata la piel con microagujas tanto
para liposomas y farmaco en solucion. Por lo que el uso de microagujas aumenta la
cantidad retenida sin importar en qué forma se administre el farmaco en solucién o

con un acarreador.
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Figura 27. Cantidad de MTX retenido en piel después de 24h de permeacion (SOL =
solucion; LIPO = liposomas; Pl = piel intacta; PT = piel tratada con microagujas) (n=5).

Al realizar el analisis estadistico de comparacion multiple de las medias, se
demuestra que existe diferencia significativa (P < 0.05) entre MTX en solucién en
piel intacta y los demas experimentos asi como entre los liposomas en piel intacta y
piel tratada con microagujas. Estos resultados ponen en evidencia que el uso de
microagujas forma canales que permiten que una mayor cantidad de farmaco
penetre y quede depositado en la piel, desde donde puede ser cedido gradualmente

y es probable que esta liberacién se lleve a cabo de una manera sostenida.

Los resultados demuestran que el hecho de utilizar un acarreador con la capacidad
de deformarse, penetrando intacto a través de los espacios intercelulares de la piel,
favorece el paso de MTX, fungiendo como un excelente acarreador que no sélo
protege al MTX, el cual es un farmaco fotosensible, sino que ademas promueve su
paso a través de la piel. Por otro lado, el uso simultdneo de microagujas y el
acarreador, sugiere un efecto sinérgico en la permeaciéon de MTX al incrementarse

todavia mas tanto la cantidad permeada al receptor como la retenida en piel.
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Los resultados que se obtuvieron concuerdan con estudios anteriores donde
demostraron que los liposomas elasticos cargados mejoran el suministro
transdérmico del farmaco sin tratamiento de microagujas, y que el tiempo de latencia
obtenida tras la aplicacion de liposomas elasticas a través de la piel tratada con
microagujas se reduce en casi 70 % en comparacion con el obtenido a partir de
liposomas convencionales. Lo que sugieren que la combinacion de liposomas
elasticos con pretratamiento con microagujas puede ser un método util para
aumentar la permeabilidad cutanea de farmacos con alto peso molecular y baja
solubilidad en agua (Qui et al., 2088).

Si comparamos la cantidad de MTX permeada (57%) y retenida en piel (34%)
obtenida en este trabajo con investigaciones reportadas en la literatura usando otros
promotores, se encontré6 que con el uso de iontoforesis e hidrogeles la cantidad
permeada de MTX es del 3% (Alvarez y Blanco, 2001). Trotta reporta que los
liposomas deformables usando como surfactante Glicirricinato dipotasico obtienen un
23% de MTX permeado y 49% retenido en piel (Trotta, 2004). En cambio Dubey
realizo etosomas con lo que obtuvo un 54.9% de MTX permeado y 31% de MTX en
piel (Dubey et al., 2007). Estos ultimos resultados son muy semejantes a los
obtenidos en el presente trabajo pero la desventaja de los etosomas utiliza gran

cantidad de etanol utilizado.
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8. CONCLUSIONES

Se desarrollaron y validaron meétodos para cuantificar MTX en la
determinacion de la eficiencia de encapsulacion por HTPLC, asi como para los
estudios de liberacion, estudios de permeacion, y para la extraccion del MTX

remanente en piel al final de la permeacién por espectrofotometria UV-Vis.

Se prepararon liposomas elasticos de MTX con el método modificado de
hidratacion con un tamano de particula de 130 nm, con un potencial Z de

-8 mV y con una eficiencia de encapsulacion del farmaco de 20.4 %.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la solucion de MTX no incrementa su
paso a través de la piel empleando microagujas, lo que implicaria que las
caracteristicas de solubilidad y coeficiente de particion del farmaco no

favorecen su transporte a través del estrato corneo, a pesar de los canales

- generados con las microagujas.

La inclusion del MTX en liposomas elasticos, aumenta tanto la cantidad

permeada como la retenida en piel de manera significativa (a=0.05)

La cantidad retenida en piel para MTX incluido en liposomas se incrementa un
67.64 % al pretratar la piel con microagujas, lo que sugiere de la posible

formacién de un deposito en piel.

La cantidad retenida, el t,g y Qmax pueden ser indicativos de un efecto
sinérgico al incluirlo en los liposomas elasticos y utilizando microagujas. Por lo
tanto el uso de estos dos promotores un fisico y un quimico resuelve el
problema de la baja permeabilidad en piel de MTX en solucion debido a sus

caracteristicas fisicoquimicas.
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| 10. ANEXO

Comparacion miultiple de medias prueba de Tukey

0 W) Intervalo de confianza 95%
tratami tratami Mean
Dependiente Variable ento ento |Difference (I-J)| Std. Ermor Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD 1.00 2.00 -.94974] 3.68666 .994 -11.8951 9.9956
3.00 -20.89595| 3.68666 .001 -31.8413 -9.9506
Permeacioén .
4.00 -31.86169 | 3.68666 .000 -42.8070 -20.9164
final 200 1.00 .94974| 3.68666 .994 -9.9956 11.8951
3.00 -19.946211 3.68666 .001 -30.8915 -9.0009
4.00 -30.91195" 3.68666 .000 -41.8573 -19.9666
3.00 1.00 ] 20.89595| 3.68666 .001 9.9506 31.8413
2.00 19.94621| 3.68666 ‘ .001 9.0009 30.8915
4.00 -10.96573"|  3.68666 .050 -21.9111 -.0204
4.00 1.00 31.86169'| 3.68666 .000 20.9164 42.8070
2.00 30.91195| 3.68666 .000 19.9666 41.8573
3.00 10.96573"| 3.68666 .050 .0204 219111
Bonferroni 1.00 2.00 -.94974| 3.68666 1.000 -12.5726 10.6731
3.00 -20.89595 | 3.68666 .001 -32.5188 -9.2731
4.00 -31.86169 | 3.68666 .000 -43.4845 -20.2388
200 1.00 .94974| 3.68666 1.000 -10.6731 12.5726
3.00 -19.946217 3.68666 .001 -31.5691 -8.3234
4.00 -30.91195"| 3.68666 .000 -42.5348 -19.2891
3.00 1.00 20.89595| 3.68666 .001 9.2731 32.5188
2.00 19.94621'| 3.68666 .001 8.3234 31.5691
4.00 -10.96573| 3.68666 .070 -22.5886 6571
400 1.00 31.86169| 3.68666 .000 20.2388 43.4845
2.00 30.91195| 3.68666 .000 19.2891 42.5348
3.00 10.96573| 3.68666 .070 -.6571 22.5886
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Extraccién Tukey HSD 1.00 2.00 15934167 347466|  .003|  -26.2501 5.6182
3.00 11.00063|  3.47466 034  -21.4066 .7747

4.00 24196597  3.47466 000|  -345125]  -13.8807
200 1.00 15934167 3.47466|  .003 5.6182 26.2501
3.00 4.84353| 347466 526 5.4724 15.1595
4.00 826243 3.47466|  .135|  -18.5784 2.0535
3.00 1.00 11.00063| 3.47466 034 7747 21.4066
2.00 484353 3.47466|  526|  -15.1505 5.4724

4.00 13.10597°| 3.47466|  012] 234219 -2.7900
400  1.00 24.19659°|  3.47466 000 13.8807 34,5125
2.00 8.26243| 3.47466 135 -2.0535 18.5784

3.00 13.10597| 3.47466 012 2.7900 23.4219
Bonferroni  1.00  2.00 15.93416°|  3.47466 004  -26.8887 -4.9797
3.00 11.00063| 3.47466| 048]  -22.0451 -1361

4.00 -24.19659"| . 3.47466 000|  -35.4511|  -13.2421

200 1.00 15.93416° 3.47466 004 4.9797 26.8887
3.00 4.84353| 3.47466|  1.000 6.1110 15.7980

4.00 -8.26243| 3.47466 209  -19.2169 2.6921
300 1.00 11.00063| 3.47466|  .046 1361 22.0451
2.00 4.84353| 3.47466| 1.000]  -15.7980 6.1110

4.00 13.10597"| 347466|  .016|  -24.0605 21515
400 1.00 2419659 3.47466|  .000 13.2421 35.1511
2.00 8.26243| 3.47466 209 -2.6921 19.2169

3.00 13.10597"| 3.47466 016 21515 24.0605
Flujo Tukey HSD 1.00  2.00 19892|  .36946 948 -.8980 1.2958
3.00 158076 |  .36946|  .005 26777 -4839
4.00 2.18107°|  .36946| 000 -3.2780 -1.0842
200 1.00 -19802| 36046 948 -1.2958 8980
3.00 1779687 36946  .002 2.8766 6828
4.00 237999  .36946|  .000 -3.4769 -1.2831
300 1.00 158076°|  .36046| 005 4839 26777
2.00 1.77968°|  .36946|  .002 6828 2.8766
4.00 -60030|  .36946|  .402 16972 4966
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4.00 1.00 2.18107° .36946 .000 1.0842 3.2780
2.00 2.37999° .36946 .000 1.2831 3.4769]
3.00 .60030 .36946 .402 -.4966 1.6972
Bonferroni 1.00 2.00 » .19892 .36946 1.000 -.9659 1.3637
3.00 -1.58076 .36946 .006 -2.7456 -.4160
4.00 -2.18107 .36946 .000 -3.3459 -1.0163
2.00 1.00 -.19892 .36946 1.000 -1.3637 .9659
3.00 -1.77968 .36946 .003 -2.9445 -.6149
4.00 -2.37999° .36946 .000 -3.5448 -1.2152
3.00 1.00 1.58076 .36946 .006 4160 2.7456
2.00 1.77968" .36946 .003 .6149 2.9445
4.00 -.60030 .36946 781 -1.7651 .5645
400 1.00 2.18107° .36946 .000 1.0163 3.3459
2.00 2.37999° .36946 .000 1.2152 3.5448
3.00 .60030 .36946 781 -.5645 1.7651

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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