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RESUMEN

Aln cuando la piel es una barrera natural de proteccion al medio ambiente y no permite la
penetracidn de sustancias extrafias, actualmente se han logrado desarrollar formas
farmacéuticas de aplicacion topica con gran éxito, empleando para ello sustancias llamadas
promotores, las cuales favorecen la penetracién de farmaco a través de la piel, para
permitirle llegar a los tejidos o a sistema circulatorio sin verse afectados por el efecto del
primer paso hepatico.

En el presente Uabajo se realizaron estudios de permeacion a través de piel de orgja de
cerdo, como modelo animal, con la finalidad de comparar la accion de un promotor de
nueva creacién, el 4-deciloxazolidin-2-ona (Dermac SR-38%), con la de Ia Azona®, una
sustancia cuyas propiedades promotrices han sido bien estudiadas. Asi como comparar el
efecto que se produce cuando se usa o no promotor.

Para lograrlo se utilizé el modelo de celda de Franz modificado, usando tres principios
activos con diferentes caracteristicas de lipofilicidad : Touprofeno (Ib), Cafeina (Caf) y 5-
Fluorouracilo {(5-FU). Como vehiculo se empled propilenglicol debi.do a sus bien conocidas
propiedades sinérgicas al emplearse en combinacidén con Azona,

El efecto de los promotores sobre el flujo de los principios activos se estudid pretratando la
piel con una solucion de! promotor en propilenglicol, la cual se sustituyé por la solucion del
farmaco. Como compartimento receptor se empled una solucion buffer isotonica de fosfatos
pH 7.4, de la cual se tomaron muestras a tiempos determinados, reemplazando el volimen

extraido con medio fresco, para elaborar la cinética de permeacion.



Al final de la experiencia se cuantifico el principio active acumulado en el tejido. Finalmente
se evaluo el efecto del promotor y de las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo,
comparando las cinéticas de permeacion obtenidas.

El estudio de estos promotores ayudara no solo a aclarar su mecanismo de accién, sino
también a probar otras moléculas que tengan potencial uso como promotores y a largo

plazo crear mejores sistemas de aplicacion topica de mayor efectividad y menor toxicidad.

1.INTRODUCCION

I. LA PIEL

a) CARACTERISTICAS GENERALES

La piel es un complejo dinamico de células, glindulas, vasos sanguineos y terminaciones
nerviosas (Figura 1). Siendo el drgano mas grande del cuerpo, cuenta con una superficie
aproximada de 2500 cm” en un recién nacido y 18000 cm ? en un adulto, y pesa alrededor
de 4.8 kg en el hombre y 3.2 kg en la mujer'”.

Entre las caracteristicas de la piel podemos enumerar que :

* es elastica,

*es éspe.ra,

* es casi totalmente impermeable, y

* tiene capacidad regenerativa.

Sin embargo, la piel no est aislada, sino se encuentra acompafiada de apéndices que son:

pelo, ufias, glindulas sebéceas y glandulas sudoriparas™®.




b) FUNCIONES

La piel cumple, principalmente, las siguientes funciones'>" ;

e Sensacion. En la dermis hay receptores sensitivos especificos para dolor, tacto,
temperatura y presién, de modo que los estimulos que recibe los transmite al sistema
nervioso central.

¢ Proteccion. La piel es la primera linea de defensa quimica, mecanica y bacteriana. Forma
una cubierta resistente que impide el paso de agentes fisicos y quimicos que son nocivos
y retarda efectivamente la difusion de gases, agua y quimicos e inhibe la pérdida excesiva
de agua y electrolitos. También proporciona una proteccion a los golpes al actuar como
cojin. Seca, 1a piel es altamente resistente al flujo de corriente eléctrica. Adicionalmente,
la piel posee un manto acido que protege su superficie de sustancias bacterianas e
irTitantes.

o Termorregulacion. La cantidad de calor disipado o conservado es regulada por el control
de flujo y contenido de sangre en los vasos cutaneos ; dicho calor se pierde por procesos
de conduccidn, conveccién, evaporacion y radiacion, siendo éstos regulados por la
activacion nerviosa y quimica de las glandulas sudoriparas y por la
dilatacién/constriccion de los vasos sanguineos.

o Secrecion. La piel secreta sebo y sudor ; el sebo es producido por glandulas sebaceas y
posee propiedades antimicrobianas y antimicdticas que le permiten a la piel conservar su

textura. El sudor es una secrecion que ayuda a disminuir la temperatura corporal.
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FIGURA 1. VISTA TRIDIMENSIONAL DE LA PIEL

¢) MORFOLOGIA.

La piel se compone de tres capas : epidermis, dermis ¢ hipodermis (Fig 2).

1. Epidermis
Es la capa mas externa de la piel, estd compuesta de células epiteliales escamosas,

estratificadas y no contiene vasos sanguineos. Esta formada por 40% proteinas, 40% agua y

20 % lipidos. Tiene un grosor aproximado de 0.1 mm‘"?.




Esirate cédrnco
Estrato lécido
Esirato granuiloso
Eslrate capingso

Estrato germinative
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FIGURA 2. ESQUEMA DE LAS CAPAS DE LA PIEL ?.

A su vez, esti constituida por varias capas, las cuales, de la mas profunda a la mas

superficial, son :

« Estrato basal { o germinativo). Es una capa monocelular, continua, que da origen a los
queratinocitos ; sus células son las inicas de la piel capaces de dividirse mitdticamente,
dando origen a todas las capas externas.de la epidermis, considerindosele por ello como
la capa mas importante de la piel. Sus células tienen nucleo grandes y organelos bien
definidos. Contiene 70% de agua.

« Estrato espinoso. Es una capa de varias células poligonales en forma de puas, cuya
apariencia se debe a los desmosomas de sus superficies. En la zona superior de este
estrato aparecen los cuerpos lamelares o de Odland.

« Estrato granuloso. Formado de dos a cinco capas de células aplanadas que contienen
granulos basofilos de queratohialina. Este estrato es de transicion.

« Estrato licido. Solo se reconoce en la palmas de las manos y las plantas de los pies
tiene de uma a cinco células de espesor y consta de células aplanadas, muerias o

desvitalizadas, que por lo general han perdido sus nicleos.
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« Estrato comeo. Es la capa mas externa de la epidermis, cuyas células (queratinocitos)
carecen de nicleo y organelos, incluyendo los granulos de queratohialina, estando
totalmente llenas de queratina y siendo aplanadas, parecidas a escamas. Sus células se
desprenden constantemente y por tanto se van renovando. Este estrato contiene solo
20% de agua.

La estratificacién de la epidermis se debe al cambio que se produce en el interior de los

queratinocitos conforme ascienden de la capa basal al exterior, hasta legar a la superficie de

la piel . Esta diferenciacién puede apreciarse claramente en la figura 3.

El tiempo de reemplazamiento para la epidermis viva es de aproximadamente 42 dias y para

el estrato comeo de 14 dias®.

FIGURA 3. ILUSTRACION DE LOS CAMBIOS ESTRUCTURALES
DE LAS CELULAS EPITELIALES".
MB- membrana basal, D - desmosoma, F- filamento, N - niicleo,
M - mitocondria, RE - reticulo endoplismico, CO - cuerpos de Odland,
G - aparato de Golgi, GK - granulos de queratohialina,
MPE - membrana plasmatica, RA - revestimiento amorfo, MC - matriz cornea,
R- ribosomas.
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2. Dermis

También llamada corién o piel verdadera, la dermis esta situada por debajo de la epidermis,
siendo su soporte mecanico. Se compone de tejido conectivo, conteniendo fibras elasticas y
colagenas ; su grosor es aproximadamente de 0.3 2 0.5 mm.

La dermis se divide en dos capas : papilar y reticular. En la dermis se localizan las glindulas
sebaceas y sudoriparas, asi como los foliculos pilosos, nervios y los drganos sensores de
frio, calor, tacto y presion ',

Los vasos sanguineos estan difusamente distribuidos a través de la dermis y en una menor

extension en la grasa subcutanea (hipodermis) *.

3. Hipodermis

Esta capa esta por debajo de 1a dermis y se compone solo de adipositos. Es tejido graso
subcutaneo cuya union con la dermis es pobremente marcada y su espesor es variable.

La capa de grasa sirve como un cojin para ¢l acomodo de los elementos de la piel y debido a
su naturaleza flexible permite el desplazamiento lateral de la piel en muchas regiones del

cuerpo™®.

Los anexos o apéndices de la piel también son importantes ; algunas generalidades de ellos

son las siguientes™ :

= Pelo. Cubre todo el cuerpo, excepto las palmas de las manos, las plantas de los pies y
porciones de los genitales. Cada unidad de pelo estd compuesta de tres partes : cuticula,
corteza y médula. Contiene melanina, que es el pigmento que le da color.

= Ufias. Son una modificacion de las células epidérmicas cormnificadas y se componen de

queratina dura.
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= Glandulas sebaceas, Se originan de las paredes de los foliculos pilosos y producen sebo.
Estan presentes en todo el cuerpo, excepto en las palmas de las manos y plantas de los
pies. La secrecion sebicea contiene grasa, proteinas, agua, sales y remanentes de células
epiteliales. El sebo previene a la piel y el cabello de secado y ruptura y preserva la
integridad fisica de la piel.

= Glandulas sudoriparas. Son glandulas tubulares simples que se encuentran casi ¢n toda la
piel, excepto en los bordes de [os labios y el glande del pene. El sudor que secretan se
compone de agua (99%), sales y trazas de urea. La cantidad de agua que se pierde es
aproximadamente de 0.5 litros/dia. Cada glandula consta de una porcion secretoria y un
conducto excretor ; la porcion secretoria esta localizada debajo de la dermis, en el tejido
subcutaneo, en un tubo ciego torcido y enrollado en si,

En la figura 1 pueden observarse la ubicacion y morfologia de los anexos mencionados,

excepto la ufia.

d) PAPEL COMO BARRERA DE PROTECCION

Las barreras de permeabilidad estin situadas en varias capas de células firmemente
empaquetadas que forman la superficie de la epidermis ; la epidermis es impermeable, pero
conforme se van eliminando progresivamente sus capas, la permeabilidad aumenta, de modo
que las células comeas son quienes constituyen la principal barrera. El estrato cérneo es una
estructura densa con restriccion espacial en ordenamiento y pliegues protéicos, con lipidos
empaquetados que generan fuerzas intermoleculares que impiden el paso de moléculas a
través de la piei™®.

La mayor parte de la resistencia a la penetracion y permeacion de la piel es el estrato

cdrneo, cuya membrana de 15 a 20 pm de grosor consiste en bloques de matrices protéicas
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citoplasmaticas, embebidas en una matriz lipidica extracelular. La mayoria de los lipidos del
esirato corneo consisten en ceramidas y lipidos neutros tales como esteroles, acidos grasos
libres y triglicéridos, con pequefas cantidades de glicoesfingolipidos, fosfolipidos y sulfato
de colesterol.

En la tabla | se enlistan los lipidos que componen la piel de cerdo.

Ailn con bajos niveles de fosfolipidos en la piel, es evidente que los lipidos del estrato
comeo son capaces de formar bicapas, sugiriendo que el espacio intercelular consiste de
liquidos laminares cristalinos, conteniendo lipidos saturados y constituyendo una barrera al

agua y a permeantes solubles a efla.

d1. LOCALIZACION DE LA BARRERA

Fue hasta 1944 cuando se establecié que la barrera al agua que protege a los vertebrados de
la desecacidn, se encuenira en el estrato cérmeo. Esto fue inicialmente demostrado por
Winsor y Burch 7 quienes monitorearon el flujo de agua a través de piel abdominal
humana y observaron que el flujo de agua aumentaba conforme iban removiendo
progresivamente las células epidermales hasta llegar a las capas mas bajas.

E! papel del estrato corneo como barrera para prevenir la pérdida de agua fue corroborado
por Blank"®™ quien usd cinta adhesiva para remover progresivamente las células del
estrato comeo, viendo que la pérdida de agua no incrementaba hasta llegar a la capa mas
baja, concluyendo asi que la barrera se localizaba en el fondo de la capa comea.

@ para

Posteriormente, los descubrimientos de Blank fueron retomados por Scheuplein
mostrar, matematicamente, que se explicaba mejor con un modelo en el que las capas del

estrato corneo tuvieran iguales propiedades de proteccion ; sin embargo, esta concepcion

no fue muy aceptada.
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Solo hasta principios de los sesentas ), con la introduccién de la expansion alcalina de
secciones congeladas, fue conclusivamente demostirade que el estrato comneo, para muchas
regiones de la piel es una estructura altamente ordenada, formada por células hexagonales
aplanadas y apiladas, con una zona estrecha de interdigitacion en los bordes de las pilas
adyacentes,

Actualmente se considera al estrato cOmeo como una cubierta compacta y altamente
ordenada. Los estudios mas recientes hacen referencia a experimentos con extraccion de
solventes, viéndose que los lipidos polares juegan un papel importante en la funcién de la
barrera. Breathnach y cols @V realizaron estudios utilizando la técnica de fractura por
congelamiento, en los que se aclard que los lipidos forman bicapas multiples que lienan los
espacios intercelulares, estando presentes en la capa comea, siendo tales membranas
intercelulares quienes proveen la barrera para el agua.

Scheiner y Wolf™ fueron los primeros investigadores que usaron la proteina peroxidasa de
rabano picante como marcador soluble en agua. Usando microscopia electronica observaron
que cuando la peroxidasa era inyectada intradérmicamente podia cruzar la lamina basal y
difundir a través de espacios intercelulares, pero el movimiento era detenido en la unién
entre e} estrato granuloso y el comeo, donde el contenido de los granulos lamelares habia
sido expulsado. Lo anterior también fue demostrado por Squier™, quien usé la misma
proteina para monitorear el movimiento del agua en células epiteliales, encontrando que
solo penetraban en las capas periféricas de! estrato corneo cuando eran aplicadas

24)

topicamente. Estas observaciones, de acuerdo con Kligman’s sugieren que todas las

capas del estrato comeo contribuyen a la proteccion.

(235)

Los anteriores resultados fueron confirmados més tarde por Elias y cols'” usando sales de

lantano como marcadores pequefios con alta densidad electronica.
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d2. FORMACION DE LA BARRERA DE PERMEABILIDAD

Las células corneas son delgadas y estan acomodadas a manera de platos apilados, de modo
que proveen una estructura rigida al ectoesqueleto de las células cornificadas, una
oportunidad para la insercion de filamentos de queratina y una barrera altamente resistente
al ataque de quimicos externos.  Ademds, en comjunto con los lipides extracelulares,
pueden regular la permeabilidad al agua de células comificadas .

La diferencia morfologica que hay en las capas de la epidermis es resultado de los diferentes
estados en €l proceso de diferenciacion. En epitelios queratinizados, los lipidos que se
acumulan con la maduracién son empaguetados en pequeiios organelos conocidos como
cuerpos de Odland o granulos lamelares, los cuales son formados en la region de Golgi ;
éstos aparecen en el estrato espinoso. Estos granulos migran hacia la superficie de la célula,
al empalme de la capas granular y comificada en los tejidos queratinizados, y en la parte
mas profunda de las células superficiales en el caso de tejidos no queratinizados, en donde
funden su membrana con la membrana celular. Durante la fusion, los cuerpos de Odland
son introducidos dentro de la membrana plasmatica de la célula epitelial y su contenido es
expulsado al espacio extracelular entre los limites de las células superiores nucleadas y el
estrato comeo, donde se transforman en laminas multilamelares que Hlenan los espacios
extracelulares del estrato comeo ; se cree que esto provee la barrera al agua®'®.

Estudios de microscopia electronica han mostrado que el contenido de los granulos
tamelares o cuerpos de Odland consiste de lineas densas y claras, alternadas, que definen la
lamela presente dentro de los granulos. Aparentemente esta lamela forma una serie de
discos y por su aparienciz es posible que cada urno de ellos represente un liposoma
desinflado. El comienzo de la barrera de permeabilidad ha sido localizado al nivel donde los

granulos lamelares expulsan su contenido; se ha establecido una relacion entre los

16




anteriores y la permeabilidad asociando un mayor volumen de granulos lamelares con una
menor permeabilidad’®.

Conforme las células epidermales migran de la capa basal, llegan a ser mas largas, maés lisas
y acumulan adicionalmente fosfolipidos, colesterol, glicosilceramidas y ceramidas. Durante
el curso de la diferenciacion, los cambios dramditicos que ocurren en el contenido y
composicién de lipidos y queratinocitos son muy importantes, dando como resultado que la
mayoria de los lipidos presentes sean ceramidas, colesterol, acidos grasos, esteroles y
sulfato de colesterol ; los lipidos cambian de un cardcter polar a una mezcla neutra, los
fosfolipidos desaparecen y las glicosilceramidas son deglicosiladas®®™*®,

En los estados finales de diferenciacién de epitelios queratinizados, una variedad de
hidrolasas estan envueltas en la modificacion lipidica y maduracion de la barrera. Un
nimero de enzimas hidroliticas se han asociado con los granulos lamelares y se presume que

son liberadas al espacio intercelular via estos organelos'®.

II. PROMOTORES DE ABSORCION CUTANEA.

a) DEFINICION DE PROMOTOR

El comportamiento de todos los sistemas transdérmicos depende de la capacidad del
farmaco para permear la piel en cantidades suficientes para lograr un efecto terapéutico.
Muchos de los farmacos bajo investigacion no poseen por si mismos esta capacidad y debe

hallarse alguna forma de modificar la barrera de difusion”.
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TABLA 1.COMPOSICION (% PESO) DE LIPIDOS DE LA PIEL /.

({referencia)

Lipidos de la piel % (p/p) | Modelo Autor Aifio
Fosfolipidos totales 241 epitelio de cerdo | Wertz '? 1986

378 epitelio de cerdo | Squier ¥ 1991,1986

0.0 barrera de cerdo | Wertz (4141 1996,1993,1992

epitelio de cerdo | Wertz ¢ 1996,1993

Esfingomielina 95 epitelio de cerdo | Squier '? 1991

0.0 barrera de cerdo | Wertz ¢ 1993
Fosfatidilcolina 16.7 epitelio de cerdo | Squier 'V 1991

0.0 barrera de cerdo | Wertz ¢4 1993
Fosfatidilserina 1.1 epitelio de cerdo | Squier ¥ 1991

0.0 barrera de cerdo | Wertz 1993
Fosfatidilinositol 2.1 epitelio de cerdo | Squier ¥ 1991

0.0 barrera de cerdo | Wertz 'V 1993
Fosfatidiletanolamina | 8.4 epitelio de cerdo | Squier *? 1991

0.0 barrera de cerdo | Wertz™" 1993
Colesterol 15.4 epitelio de cerdo | Wertz 1986

24.4 epitelio de cerdo jer'? 1991

28.4 barrera de cerdo | Wertz ¢ 1996,1993
Sulfato de colesterol 0.2 epitelio de cerdo | Wertz 9 1936

1.1 epitelio de cerdo | Squier (19 1991,1986

2.0 barrera de cerdo | Wertz &9 1996,1993
Esteres de colesterol  |2.6 epitelio de cerdo | Wertz 1986

4.1 epitelio de cerdo | Squier V2™ 1991,1986

15.5 barrera de cerdo | Wertz &% 1996,1993
Acilceramidas 1.7 epitelio de cerdo | Wertz ' 1986

60 barrera de cerdo | Wertz &' 1996,1993
Acilglicosilceramidas 3.2 epitelio de cerdo | Wertz '’ 1986

49 epitelio de cerdo | Squier *'? 1991

0.0 barrera de cerdo | Wertz @ 1996
Glicosilceramidas 23 epitelio de cerdo  § Wertz!'? 1986

0.0 epitelio de cerdo | Squier 2% 1991,19%6

0.7 barrera de cerdo | Wertz ™ 1996,1993
Ceramidas totales 12.2 epitelio de cerdo | Wertz'? 1986

253 epiteltio de cerdo | Squier V> 1991,1986

397 barrera de cerdo | Wertz ¥ 1996,1993
Ceramida 1 6.0 barrera de cerdo | Wertz "% 1993,1992
Ceramida 2 130 barrera de cerdo | Wertz (4" 1993,1992
Ceramida 3 52 barrera de cerdo | Wertz **'¥ 1993,1992
Ceramida 4 41 barrera de cerdo | Wertz *4'% 1993,1992
Ceramida § 35 barrera de cerdo | Wertz %19 1993,1992
Ceramida 6 7.2 barrera de cerdo | Wertz 4" 1993,1992
Acidos grasos 13.6 epitelio de cerdo | Wertz “" 1986

21.2 epitelio de cerdo | Squier %' 1991,1986

112 barrera de cerde | Wertz*™ 1996,1993
Triglicéridos 247 epitelio de cerdo | Wertz"" 1986

38.7 epitelio de cerdo | Squier '? 1991

1.3 barvera de cerdo | Wertz !9 1993
Lipidos unidos totales {2.4 barrera de cerdo | Chang 9 1993
Lipidos totales 122.4 epitslio de cerdo | Squier ¥ 1991
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Los promotores de penetracion son moléculas que remueven, reversiblemente, la barrera

resistente del estrato corneo, ayudando a los farmacos a penetrar méds rapidamente en los

tejidos, para actuar de manera local o incluso para llegar a circulacion sistémica ®%".

Segin Barry @ los atributos ideales para un promotor son :

ser farmacologicamente inerte y no poseer accion sobre los sitios receptores  de la piel,

o el cuerpo en general
no ser toxico, irritante o alergénico

después de su aplicacién, el inicio de la accion debe ser inmediato y la duracién debe ser

predecible

cuando ¢l promotor es removido de la piel, el tejido debe recuperar completa e

inmediatamente su propiedad normal de proteccion

la funcion protectora de la piel debe reducirse solo en una direccién

ser compatible fisica y quimicamente con una gran vaniedad de firmacos y adyuvantes
farmacéuticos

ser un excelente solvente para farmacos

extenderse muy bien sobre la piel y ser cosméticamente aceptable

poder ser formulado en lociones, suspensiones, cremas, geles, acrosoles, ungientos y

sistemas adhesivos de piel

 ser una sustancia inodora, incolora, insipida y econdmica.
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b) PROMOTORES MAS COMUNMENTE UTILIZADOS

bl. CLASIFICACION DE LOS PROMOTORES

De manera general, los promotores que se han utilizado pueden clasificarse de acuerdo a su

naturaleza quimica e

n(29)

1. Solventes

® agua

# alcoholes : etanol, metanol

® alquilmetilsulfoxidos:  dimetilsulfoxido,  decilmetilsutfoxido,

dimetilacetamida
pirrolidonas : N-metil-2-pirrolidona, 2-pirrolidona
Laurocapram : Azona®

varios : propilenglicol, alcohol tetrahidrofurfurilo.

. Surfactantes

antdnicos :alquilsulfatos (dodecilsulfato de sodio)
cationicos : cetiltrimetril bromuro de amonio

no idnicos : polisorbatos (Tweens®, Brijs®, Texafors®)
acidos grasos : icido oleico

sales biliares : taurocolato de sodio, glicolato de sodio.

dimetilformamida,
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3. Otros

s urea

m tioglicotato de calcio

m N, N-dietil-m-toluamida
H agentes anticolinérgicos

B varios : eucaliptol, di-o-metil-B-ciclodextrina.

Otra manera de clasificarlos es de acuerdo a su polaridad ®, de la sigutente forma :

Polaridad . Promotor

alta propilenglicol

baja dimetilsulfoxido,
dimetilformamida

N-metil-2-pirrolidona,

2-pirrolidona
intermedia decilmetilsuifoxido
no polar Azona, acido oleico

b2. MECANISMOS DE ACCION DE LOS PROMOTORES

Los promotores pueden actuar por uno o mis de tres mecanismos principale
U alterando los lipidos del estrato corneo

0 alterando las proteinas del estrato corneo

0 incrementando la particion del farmaco dentro de los tejidos.

5(3,17) -
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Cuando un promotor afecta la estructura lipidica, se cree que divide la estructura de la
bicapa, disminuyendo la rigidez y facilitando la permeacidn de farmacos.

En general, la extension de la promocion observada con algunos promotores, ha mostrado
ser proporcional al incremento del desorden o fluidizacion del campo lipidico. Un
incremento en la fluidizacién se ha observado cuando los 4cidos grasos son  usados para
promover la absorcion de insulina y propanol en la mucosa bucal™®.

Estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC) ' han demostrado un incremento en
ta fluidizacion de la bicapa reduciendo la fuerza intermolecular y en consecuencia facilitando
la migracién de un farmaco ; tal efecto podria permitir al farmaco permear mas facilmente a
través de un medio menos rigido. Esto podria explicar porqué para algunas moléculas la
hidratacién incrementa el flujo polar y no polar .

Diferentes estudios con DSC y espectroscopia de infrarojo (IR} han mostrado-incrementos
significativos en la fluidizacion lipidica cuando se utilizan écidos grasos cis-insaturados. El
analisis muestra una reduccion- de la temperatura de transicion- vitrea (Tu) asociado con los
lipidos intercelulares asi como un cambio & una frecuencia mas alta y un ensanchamiento de
las sefiales asociadas a los. lipidos, en los espectros infrarpjos: Se ha propuesto que la
presencia de dobles enlaces con configuracion cis previenen la formacion de cristales bien
ordenados. La inclusion de acidos grasos en membranas- fosfolipidicas- puede afectar la
estructura de la fase lamelar al formar puentes de hidrogeno entre el grupo carboxilo de los
acidos grasos y el grupo fosfato de los fosfolipidos y por favorecimiento directo. de la
transicion gel—hexagonal (Hp) .

El efecto de la composicién sobre Ia fluidizacion de la bicapa lipidica se observa en la

figura 4.
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En un estudio® se evalué el papel de los lipidos dentro del estrato corneo por medio de la
medicion de los cambios de temperatura, evaluando la permeabilidad del vapor de agua y la
frecuencia de estrechamiento C-H (con IR), observandose que ambos aumentaren entre 50-
80°C. El cambio en la frecuencia de estrechamiento C-H es caracteristico de una transicion
de fase y esta relacionado a la formacion de conformeros izquierdos en la cadena alquilica,
los cuales crean espacios de volumen libre dentro del campo de lipidos hidrocarbonados y

favorecen asi el paso de los farmacos.

1 CABEZA DE GRUPOS
POLARES

A CADENAS
HIDROCARBONADAS
SATURADAS, ORDENADAS,
MEDIO LIPOFILICO

CABEZAS DE GRUPOS POLARES

CADENAS HIDROCARBONADAS,
B INSATURADAS CON DOBLES ENLACES
. CIS ENROSCADOS,
MAS FLUIDEZ, MEDIO LIPOFILICO.

CABEZAS DE GRUPOS

. ' POLARES
. REGION RIGIDA
c DE COLESTEROL
] REGION MAS
FLUIDA

A - cadenas de &cidos grasos saturados empacadas de manera compacta.

B - enroscaduras debidas a los dobles enlaces cis, dilatando la estructura.

C - moléculas esteroideas de colesterol en forma de platos, interactuando

con una regién de cadenas hidrocarbonadas en parte inmobilizadas, muy cerrada
en la region de grupos de cabezas polares.

FIGURA 4. EFECTO DE LA COMPOSICION SOBRE LA FLUIDIZACION DE LA
BICAPA LIPIDICA®.
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Otro posible mecanismo de penetracion es la extraccion de lipidos intercelulares. Sales
biliares han mostrado ser capaces de solubilizar los lipidos bucales” ; diferentes estudios
con liposomas muestran que los surfactantes disminuyen la Ty e incrementan el intervalo
sobre el cual la transicion se lleva a cabo, como una consecuencia de la perturbacion del
empaquetamiento de la bicapa. La extraccién lipidica es el modo de accion mas aceptado

para el ctanol ! Algunos ejemplos de promotores que actiian sobre los lipidos son la

Azona y el acido oleico.

Cuando el promotor actia a nivel protéico, lo hace interactuando con la queratina,
cambiando la configuracion protéica y abriendo cansles de agua dentro del corneocito™.
Muchos promotores interactiian con proteinas intracelulares y pueden solvatar el contenido
celular, desplazar la union de agua, expander la estructura y competir con farmacos por
sitios de unidén con hidrégeno. Ejemplos de promotores que actian asi son el
decilmetilsulfoxido (DCMS), dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO) y
dodecilsulfato de sodio (DSS).

Fn la fipura 5 s¢ presenta un modelo de la estructura intercelular, considerando la
localizacion de las proteinas y en la figura 6 se muestra un ejemplo del mecanismo de accién
de un promotor que actila a nivel protéico (DCMS).

Algunos otros promotores se acumulan en las regiones intercelulares y proteicas del tejido y
su presencia puede incrementar la particién del firmaco en ta piel, incrementando el flujo .
Algunos promotores que actian de esta forma son el DMSO, pirrolidonas, propilenglicol y
etanol®?”.

Si el propilenglicol es usado en combinacion con un promotor que actua sobre la barrera

lipidica, entonces el glicol entra al tejido y promueve la difusion intracelular del farmaco,
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mejor de lo que lo hace el agua. Ademas el propilenglicol puede solvatar el tejido, formar
puentes de hidrogeno con los grupos polares de las queratinas y desplazar la union proteina-
agua aumentando la penetracién de los farmacos®",

Combinaciones de promotores que actian tanto a nivel protéico intracelular como a nivel

lipidico, son efectivos ayudando también la presencia de solventes que sinergicen la accton

del promotor.

Sulfato de colesterol

T T 1M Wl
3005, [Q]]| 09% 0993
ML S et HETEL
I Rty ggi&i “Q% {QD‘I -
290 VY
A 1N

DISTRIBUIDAS

FIGURA 5. MODELOS DE LA ESTRUCTURA INTERCELULAR, INCLUYENDO
PROTEINAS @7
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QUERATINA EN CF_LUl.AS LOS PUENTES DE El, DCMS ENROLLA Y EXTENDE
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FIGURA 6. MECANISMO DE ACCION DEL DCMS "

En tejidos secos, el contenido intracelular y los puentes de hidrogeno entre los grupos le
dan solidez e impiden el transporte de farmacos. En condiciones hidratadas, la region
intracelular es més fluida y el agua compite por los sitios de unidn con hidrogeno,
disminuyendo la barrera de difusion (Fig 7); es por ello que materiales como gl |

propilenglicol ejercen accién sobre las proteinas, siendo mas efectivo en condiciones

parcialmente hidratadas®.
Conchas de hidratacion insertadas
alrededor de la cabeza de los grupes
P o /‘"\’ [l ]polaxa;,perdlmdosedanpacada
hidr : mis ﬂmdez, s permeabilidad.

] Extensién del campo hidrofilico

S N 1]
[NU.IN

i Tejido completamente
Tejido seco bi

FIGURA 7. EFECTO DEL AGUA SOBRE EL ESTRATO CORNEO®

26




Ademas, existen dos microrutas de acceso ( Fig 8) 7

1. intercelular (entre las células) : se cree que los promotores podrian interactuar con la
cabeza polar de los grupos lipidices dentro de la regién acuosa, entre las cabezas lipidicas y
los tallos hidrofilicos de la bicapa. Tal es el caso de lo promotores no polares como 12
Azona y el acido oleico.

2. transcelular (a través de células proteicas y cruzando regiones lipidicas) : aqui participan
promotores que son solventes aproticos, como dimetilsulfoxido, dimetilformamida,
pirrolidonas y surfactantes, los cuales pueden interactuar con grupos polares, tener relacién
con la relajacion de fuerzas de unién y alterar la conformacion de las hélices de la
queratina.

Cada tipo de penetracion depende de la solubilidad, coeficiente de particion y difusividad

del farmaco, es decir, depende de sus caracteristicas fisicoquimicas.

Ruta interceluler Ruta transcelular

L ]
o R —
-
e ——
——F S )
Bt o T
exxa b s :
Plasm arica S;{::r_lra-m-g'm

i Keratina
Lipido Agua Colesterol Triglicéridos  Lipido

FIGURA 8. MICRORUTAS DE PENETRACION DE FARMACOS AL ESTRATO
CORNEQ®
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El transporte intracelular (transcelular) puede ser incrementado por la accion solvatante de
los promotores sobre las héiices proteicas; este mecanismo se conjuga con el
desplazamiento de puentes de agua-proteina, la expansion de estructura proteica y la
competencia de los promotores por sitios de unién con hidrogeno 2.

Otro punto importante de la accidn de ciertos promotores es la seleccidn del co-solvente.
Es posible que la funcion de éste sea disminuir la polaridad de la regidon acuosa y asi
incrementar su capacidad de solubilidad para materiales lipidicos como la Azona y
derivados ; el co-solvente también puede alterar ¢l empaquetamiento de los grupos de la
cabeza lipidica @7,

Pueden afiadirse excipientes que mejoren la solubilidad del penetrante en la piel,
incrementen el gradiente de concentracion en el estrato comeo y por lo tanto incrementen el
flujo ; tal es el caso del propilenglicol y el transcutol ©2,

Lo anterior muestra evidencias de que existe un sinergismo entre los promotores y los

solventes.

¢) AZONA

cl. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS ©*

CisH3sNO

N —— CHy — (CH)10 — CH3

28



m Otros nombres : 1-dodecilhexahidro-2-H-azepin-2-ona, Laurocapram,
1-dodecilazacicloheptan-2-ona, N-docecil-e-caprolactam y N-0252.

@ Composicion : C= 76.81%, H= 12.53 %, N=4.98% y 0=5.68%.

m peso molecular 281,48 g/mol

® punto de fusion =-7°C

a coeficiente de particion Log P (octanol/agua)= 6.6

m Caracteristicas : Liquido claro, incoloro, no polar. Derivado de Caprolactam. Su
estructura consiste en un anillo de siete miembros y una larga cadena hidrocarbonada, la
cual le imparte tanto caracteristicas lipofilicas como hidrofilicas, ayudandole a su
particion entre las sustancias lipofilicas y las proteinas hidrofilicas, fluidizando,
probablemente, los lipidos de la piel y ayudando al firmaco a atravesaria®".

® Solubilidad : Insoluble en agua. Libremente soluble en muchos solventes orgénicos.

m Usos : usado como excipiente farmacéutico para promover la absorcion percutinea de

agentes activos, También exhibe actividad intrinseca antiinflamatoria.

c2. MECANISMO DE ACCION

La Azon:a afecta draméticamente la estructura lipidica. De acuerdo con estudios de DSC
#3439 ce piensa que participa directamente en la region intercelular de la capa cornea,
insertandose entre los lipidos y previniendo la ¢ristalizacion de las cadenas, trayendo como
consecuencia la facilitacién del transporte de farmacos '*.

Estudios de fluorescencia han demostrado que la Azona incrementa la fluidez lipidica y
altera la estructura de la queratina, provocando quizd una reorganizacién en ¢l campo
lipidico ©®.
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La Azona es capaz de acelerar la penetracion de farmacos tanto por mecanismos
moleculares via lipofilica como hidrofilica. La Azona no parece interactuar con proteinas,

(34)

no entra a las células en cantidades significativas En la figura 9 se ilustra el posible

mecanismo de accion de la Azona.

La combinacién de propilenglicol con Azona es mas efectiva que la Azona sola. El
propilenglicol ayuda a que la Azona penetre, ya que sus moléculas ocupan algunas regiones
hidrofilicas entre las cabezas polares de los grupos lipidicos. La Azona es mas soluble en
propilenglicol que en agua, por lo que es capaz de participar mas facilmente en el campo
intercelular cuando se utiliza con este co-solvente. La Azona promueve solo la difusion
intercelular, mientras el propilenglicol promueve €l transporte intracelular ; las moléculas de
propilenglicol se insertan en la region hidrofilica, entre las cabezas polares de los grupos
lipidicos, permitiendo la particion de la Azona dentro del campo intercelular.

De esta forma, la mezcla incrementa la penetracion a través del estrato corneo al afectar
tanto la ruta de penetracion hidrofilica como la lipofilica. ~La Azona altera el
empaquetamiento lipidico haciendo que los lipidos sean mas fluidos y flexibles, mientras el
propilenglicol aumenta el contenido de agua de fas regiones proteinaceas, ayudando a la

Azona a interaccionar con las regiones acuosas %,
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FIGURA 9. MECANISMO DE ACCION DE LA AZONA @

d) 4-DECILOXAZOLIDIN-2-ONA (DERMAC  SR-38%): UN NUEVO
PROMOTOR DE ABSORCION

d1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS ®”

CiHzsNO;

CH3 ——(CH2)8 — CH2

N

T

0]

® peso molecular : 227.34 g/mol
& punto de fusidn = 32-33°C
& punto de ebullicion = 170°C

m HLB =10
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m Solubilidad : Soluble en varios vehiculos lipofilicos e hidrofilicos y alcoholes.

m Caracteristicas : Cristales solidos, blancos, pertenecientes a las oxazolidinas alifaticas.

m Usos: En cremas, ungiientos, soluciones y geles.

a Aplicaciones :

- Excipiente para productos del cuidado de la piel y belieza. Para productos farmacéuticos
topicos y transdérmicos.

- Optimiza la estabilidad fisica y mejora propiedades de formulaciones de productos topicos.
El Dermac SR-38° maximiza la absorcién de ingredientes activos en el estrato comeo,

resultando en el mejoramiento de la retencion o permeacion.

d2. ESTUDIOS DE PERMEACION

Se han probado diversas oxazolidinas, incluyendo ! Dermac-SR-38%, haciendo estudios de
permeacion in vitro de farmacos, a través de mucosa oral o intestinal y tejido epitelial.  El
promotor SR-38% promueve la permeacién de firmacos para efecto local y sistémico por
incremento temporal de la permeabilidad de la piel 0 membrana epitelial *”,

El SR-38° se distingue porque posee ciertas caracteristicas de un promotor ideal :

e no irrita

» s efectivo a bajas concentraciones

« es estructuralmente compatibie con los componentes lipidicos de la piel

« demostrd ser no toxico en estudios preclinicos toxicologicos.

Prototipos de sistemas transdérmicos han demostrado incrementos sustanciales en la

penetracion de farmacos a través de la piel humana, incluyendo morfina, nicotina,
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progesterona, estradiol, alprazolam, sulfato de morfina, minoxidil, diclofenaco sbdico y

dinitrato de isosorbide ©7.

Il . PRINCIPIOS DE LA PERMEACION

a) LEY DE FICK
La difusion libre o transporte pasivo a través de liquidos, sofidos y membranas es un
proceso de considerable importancia para la ciencia farmacéutica. La difusion es definida
como un procese de transferencia de masa de moléculas individuales de una sustancia
conducida por movimiento molecular aleatoric y asociado a un gradiente de
concentracion®®.
El pasaje de materia a través de una barrera puede ocurrir por simple permeacion molecular
o por movimiento a través de poros y canales. La permeacion o difusién molecular depende
de la disolucion de la molécula permeante en fa membrana.
Segun la primera ley de Fick®, la velocidad de difusién o flujo puede determinarse con la
ecuacion :

J=dM/ S*dt e {1)
donde :
dM : cantidad de matenal (g)
S : superficie de la barrera (¢m?)
t : tiempo (seg)

¥: flyjo
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El flujo en tumo es proporcional al gradiente de concentracion dC/dx, de modo que para un
modelo monodimensional:
I=-D*dC/dx . (2)
donde :
D : coeficiente de difusion (cm’/seg)
C : concentracion (g/cm?®)
x : distancia del movimiento perpendicular a la superficie de la barrera (cm)
el signo negativo significa que la difusion ocurre en una direccién opuesta al incremento de

la concentracion, es decir que el flujo va de la solucién concentrada a la diluida.

Una ecuacién para el transporte de masa que enfatiza el cambio en concentracién con
respecto al tiempe para una determinada situacién, en lugar de fa masa difundida a través de
unidad de rea de barrera en unidad de tiempo, es conocida como la segunda ley de Fick. La
primera ley de Fick indica el flujo o taza de difusién por uridad de irea es proporcional al
gradiente de concentracion, mientras que la segunda ley se refiere en peneral al cambio en
concentracién del soluto con respecto al tiempo, a una distancia x, en un estado de flujo no

estacionario®®.

Para hacer un estudio de difusion puede considerarse un sistema como el de la figura 10
donde se muestra una celda de difusion en donde del lado izquierdo se coloca el difusante
en selucion y del derecho el solvente solo ; ambos son separados por una barrera central a
través de la cual el penetrante o soluto difundira al solvente del compartimento receptor.
Generalmente el compartimento receptor es constantemente reemplazade con solvente

fresco para mantener la concentracion a niveles bajos y referirse a condiciones sink.
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Si los dos compartimentos de la celda de difusidn se encuentran separados por una

membrana con area de seccion transversal S y espesor h, y si la concentracion en la

membrana sobre el lado donador y el lado receptor son C, y C,, respectivamente, la

ecuacion 1 de la primera ley de Fick puede ser escrita

28 .

J=dM/S*dt = D [(C;-C)/h] .. (3)

Las concentraciones C, - C; dentro de la membrana ordinariamente no se conoce, pero

pueden ser reemplazadas por el coeficiente de particion multiplicado por la concentracion

del donador C4 sobre el lado donador, o sobre el lado receptor C; como sigue :

K= C|/C¢ = Cz/C,

donde K : coeficiente de particion.

compartimenfo
donador
flujo
—» —
membrana

compartimento
receptor

Flujo de solvente
para mantener las
condiciones sink

FIGURA 10. CELDA DE DIFUSION®®
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Entonces dM/dt = DSK(Cs-C, )}/ h L (5)
y si las condiciones sink se mantienen en el compartimento receptor, C.~ 0,
entonces dM/dt = DSKCyh = PSCy ..(6)
de donde

P = DK/h AT
siendo P : coeficiente de permeabilidad y dandose en cimy/seg.
Esta-iitima ecuacion es (til cuando no es posible determinar independientemente D, K o h.
El flujo J es actuaimente proporcional al gradiente de actividad termodinamico en lugar de
la concentracidn. La actividad puede cambiar en diferentes solventes y la tasa de difusion de
un soluto a determinada concentracion puede variar mucho dependiendo del solvente
empleado. -
Una constante de actividad de alguna forma de dosis puede no exhibir un proceso de egtado
constante e un tiempo ini;:ial de liberacion. Puede ocurrir que la curva sea convexa al inicio
y después se vuelva lineai ; cuando la porcion de estado constante de la linea es extrapolada
al gje del tiempo, ¢l punto de interseccion es conocido como tiempo de latencia ( t,).
El t,. es el tiempo requerido para que el penetrante establezca un gradiente de concentracidn
uniforme dentro de la membrana que separa el compartimento donador del receptor .
Matematicamente, t;, esta dado por ;

t,= h’/6D = hK/6P - (8)

b) TIPOS DE DISPOSITIVOS

Se han reportado varias celdas de difusion para experimentacion, pero la de construccidon
mas simple sean quiza las reportadas por Aguiar y Weiner “?, quienes hicieron una celda de
vidrio o plastico transparente, como las mostradas en la figura 11 ; son faciles de ensamblar
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y limpiar y mejoran la visibilidad de los liquidos y la rotacion del agitador. Esta celda esta
adecuadamente acondicionada para controlar la temperatura y colectar muestras
automaticamente, que son ensayadas espectrofotométricamente, de manera subsecuente.
Biber y Rhodes “Y construyeron una celda de difusion en plexiglas con tres compartimentos
para usarse con membranas biologicas o sintéticas. El farmaco era ayudado a difundir de los
-dos compartimentos al interior del receptor central ; los resultados fueron reproducidos y
comparados favorablemente con los de otros investigadores.

Scheuplein “?

empled piel humana y animal obtenida de autopsias para estudios de
absorcion percutanea ; describié una celda hecha de Pyrex y consistente de dos mitades, una
camara donadora y una receptora, separadas por una muestra de piel soportada sobre un
‘plato perforado al que se encontraba bien fijada. El liquido en el receptor se agitaba por una
barra magnética cubierta de teflon. El aparato era sumergido en un bafio de temperatura
constante y las muestras eran removidas periddicamente y ensayadas por métodos
apropiados.

Wurster y cols “” desarrollaron una celda de permeabilidad para estudiar la difusién a
través del estrato corneo de varios permeantes, incluyendo gases, liquides y geles. El
modelo se muestra en la figura 12, Durante los experimentos de difusidon se mantenia

constante la temperatura y las muestras eran tomadas del receptor a tiempos definidos, para

ser analizadas posteriormente.
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Farmaco
en solucién

Membrana
Ala fracciop
colectora
<« Solucién fresca
1 ml/min

FIGURA 11. CELDA SIMPLE DE DIFUSION DE AGUTAR Y WEINER “?

tapa de vidrio

!

membrana
camara T
de

vidrio

collar de aluminio

FIGURA 12. CELDA DE WURSTER “*
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Actualmente, los estudios de liberacién transdérmica in vitro son conducidos en celdas de

difusion horizontales o verticales, como los que se muestran en las figuras 13 y 14;

g - unién de vidrio entre la que es
retenida la muestra,
1,2 - puertos del compartimento

I ! receptor )
!___i? @ 3,4 - puertos de la camisa de

E—jg % agua.

FIGURA 13. CELDA DE DIFUSION VERTICAL ©

| 1]

W | | W

DD DR

- I l W r

S - puertos de la muestra

D - compartimento donador

R - compartimento receptor

W - bolsa de agua

La muestra de piel esta puesta en un plano vertical relativo
al cuerpo celular.

FIGURA 14. CELDA DE DIFUSION HORIZONTAL ©*
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Tanto en celdas verticales como horizontales es facil agitar y controlar la temperatura.
Tipicamente, el compartimento receptor es hecho lo mas pequefic posible siempre y cuando
se mantengan las condiciones sink®”,

Una vez que se han tomado las muestras del compartimento receptor, se procede a
determinar la concentracién del penetrante que ha difundido. El procedimiento mas
empleado es ¢l de marcado radiactivo, que presenta dos ventajas :

* es muy simple para estudiar la cinética de penetracion, asumiendo que la ruta metabélica
es conocida, y

* provee, por simple balance de masa, calculo de una parte esencial de los experimentos in
vitro, de penetracién en piel ©%.

También pueden emplearse técnicas analiticas como Cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC), Cromatografia liquido-gas (GLC) y absorcion atémica, pero requieren

del desarrollo analitico individual para cada molécula bajo estudio.

¢) MODELOS ANIMALES
Cuando se realizan estudios de permeacion, lo ideal seria trabajar con sujetos humanos, sin

embargo resulta problematica la obtencion, transporte y almacenamiento de biopsias de piel

44

, siendo una limitante para este tipo de estudios’, Cuando no es posible utilizar piel

43)

humana para estudios in vitro **~, se emplea piel de cerdo o ratén, el uso de piel de ratén es

desalentador porque exhibe tazas de absorcion percutinea considerablemente elevadas. En
general existe un grado de concordancia muy bueno entre !a piel humana y la det cerdo,
dando ordenes de absorcion percutanea mantenida para ambas especies, mostrandose sutiles

diferencias en la distribucién de componentes en la epidermis y dermis. Métodos in vitro

para medir la permeabilidad requieren de muchas variables a controlar para correlacionarse
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in vivo pero permiten la derivacidn de parametros objetivos tales como el coeficiente de
permeabilidad que puede co:ﬁpararse con datos ya publicados.

Se han hecho varios estudios que comparan las caracteristicas de la piel humana con la del
cerdo en cuanto a su permeabilidad. En un estudio ™’ se examiné la permeabilidad del agua
y el contenido lipidico de la epidermis porcina para determinar si la relacion hecha por Elias
y cols (que dice que para la biel la mayor determinante de la funcién protectora es el
contenido lipidico del estrato cormneo), podia extenderse a otros tejidos. En otro estudio se
determiné, utilizando tejido porcino®”, que la bamrera de permeabilidad es mediada por
lipidos organizados en una forma precisa en el espacio intercelular del estrato corneo,
diferenciandose por su tipo y distribucion, siende la impermeabilidad de la epidermis mucho
néyor a la de otras membranas como ia bucal y gingival.

Se realizd una comparacion entre los valores de la permeabilidad humana y porcina “* por
medio de la comparacion del efecto de congelamiento producido sobre dichos valores, no
encontrandose diferencias significativas para la piel ; tampoco se encontrd diferencia entre
la picl fresca y la congelada.

Tedo lo anterior constituye la base para proponer que el cerdo es un modelo valido para

humanos y que existe una concordancia entre la permeabilidad de la piel de ambas especies.
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IV.___CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE__ LOS FARMACOS
UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO.

a) S-FLUORQURACILO “®

CH;FN;0;
H O
N\/(
NH
Foool
o

8- Nombre quimico : 5-fluoropirimidina-2,4(1 H, 3H) - diona.

® peso molecular = 130.1 g/mol

m pKa=8, 13.

® Caracteristicas : polvo blanco cristalino que descompone a 282°C. Es irritante, evite el
contacto con piel y mucosas.

® Uso : antineoplasico.

® Solubilidad : escasamente soluble en agua, ligeramente soluble en etanol y practicamente
insoluble en cloroformo y éter. En propilenglicol de 0.039 M.

® Coeficiente de particion : Log P (octanol/pH 7.4)= - 1.0, Log P(octanol/agua) = -0.95

® Identificacion : con espectroscopia ultravioleta (UV) en icido acuoso a 266 nm y con

espectroscopia en infrarojo { IR).
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b) CAFEINA %%

CeH 1 oNJO»
o ©H,
|
CH,—N j
o/\N )
CH;
y

m Nombre quimico : 7-metilteofilina, 1,3,7-trimetilxantina, metilteobromina, 1,3,7-trimetil-
4,6-dioxopunna.

® Sin6énimos : cafeina anhidra, guaranina, metilteobromina, teina y cofeinum.

® peso molecular = 194.2 g/ml

® pKa=14

m Caracteristicas : cristales blancos, no necesariamente brillosos o polvo blanco cristalino,
Incoloro y de sabor amargo. Es un alcaloide obtenido de té o café ; puede obtenerse
también por secamiento de Camelia sinensis o preparado sintéticamente. Esta presente en
guarana, maté y cola.

m Usos : estimulante del sisterma nervioso central,

® Solubilidad : ligeramente soluble en pirroles y en acidos diluidos. 1 g disuelve en : 6 ml

de cloroformo, 600 ml de éter, 50 ml de acetona, 50 ml de agua, 6ml de agua a 80°C,
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100 ml de benceno, 22 ml de benceno hirviendo, 75 ml de alcohol y 25 ml de alcohol a
60°C. En propilenglicol de 0.0043 M.
Como la cafeina tiene caracter basico, no forma sales estables y frecuentemente sus sales de
acidos fuertes, tales como hidrocloruros o hidrobromuros, son facilmente hidrolizables en
agua. La solubilidad de Ya cafeina en agua es incrementada por la presencia de icidos
organicos o sus sales alcalinas como los benzoatos, salicilatos, cinamatos o citratos.
u Coeficiente de particion : Log P{octanel/pH 7.4} = 0.0, Log P (octanol/agua)=-0.07
B Identificacion por : UV, IR, HPLC, Espectroscopia de masas, cromatografia de gases y

de capa fina y reacciones coloridas. Da respuesta en UV de acuerdo al solvente

SOLVENTE A max {nm)
metanol 272
tricloroetileno 278

etanol 273

0.1 NHCI 272,275
0.1 N NaOH 275
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¢) IBUPROFENO!*"
Ci:H 50,
cH,~— CH— cooH

CH,

CH, —CH

|

} CH,

®m Nombre quimico : acide 2-(4-isobutilfenil) propidnico

& peso molecular = 206.3 g/mol

® Caracteristicas : polvo blanco o cristales

& punto de fusién = 75 - 78°C

m pKa=44,52

® Solubilidad : insoluble en agua, soluble en solventes organicos y 1 en: 1.5 de etanol, 1
de clorofermo y 2 de éter. En propilenglicot de 1.528 M.

s Identificacion : por IR, UV (en dlcali acucse a 265 nm y 221 nm), Espectroscopia de
masas, HPLC, cromatografia de capa fina y de gases y por reacciones coloridas.

® Coeficiente de particion Log P (octancl/agua) = 3.51
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2. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES DEL PROGRAMA:

+ Estudiar el pasaje de diversas sustancias (principios activos, excipienies y sustancias de

uso cosmético), a través de diferentes membranas biologicas ex vivo.

» Determinar y comparar el efecto de diversos promotores de absorcion :

a ) sobre el flujo de los principios activos, y

b) sobre los componentes de la membrana.

OBJETIVQS ESPECIFICOS :

+ Determinar el efecto de dos promotores de absorcion : Azona ® y 4-deciloxazolidin-2-

ona sobre el flujo de tres farmacos con diferentes caracteristicas de lipofilicidad,

utifizando piel de oreja de cerdo como modelo animal.

» Comparar el efecto de los dos promotres anteriores sobre el flujo de los principios

activos.
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OBJETIVO ACADEMICO :

Aplicar los conocimientos adquiridos en las asignaturas de Farmacologia, Biofarmacia y
Tecnologia Farmacéutica para poder realizar estudios de permeacion, transporte a través de
membranas bioldgicas y efecto de promotores, vehiculos y farmacos sobre los componentes

de la membrana (lipidos y proteinas).

OBJETIVOS SOCIALES :

» Esclarecer el mecanismo de accion de sustancias utilizadas como promotores de

absorcion en piel, con el objeto de desarrollar nuevos promotores mas eficientes y mas

seguros que los ya existentes.

» Desarrollar nuevos sistemas de liberacion para la administracion de farmacos por via

topica gue respondan al gran interés que han mostrado los laboratorios farmacéuticos

por desarrollar sistemas de este tipo.
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3.

CUADRO METODOLOGICO

Revision bibliografica del desarrollo actual de promotores de absorcion en piel.

Seleccidon de farmacos, vehiculos y promotores utilizados en el estudio.

Determinacion de la2 metodologia, condiciones experimentales y métodos de
cuantificacion de los principios activos.

Realizacion de las permeaciones de los tres principios activos sin promotor, tomando
muestras del compartimento receptor a las 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,, 6, 7, 8 y 24 horas para la
realizacién de las cinéticas de permeacion.

Realizacion de las permeaciones de los tres principios activos con los dos promotores,
pretratando la piel con el promotor por una hora antes de la permeacion y muestreando a
las 05, 1, 2, 3, 4,5 6,7y 24 horas para obtener la cinética de permeacidn
correspondiente.

Cuantificacién del principio activo residual en el compartimento donador y en la
membrana, al final de la permeacion.

Evaluacién y comparacion del efecto de los promotores sobre el flujo de los farmacos

utilizados.
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4. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

4.1 ACTIVIDADES

Revision bibliografica del desarrollo actual de promotores de absorcion en piel.

Seleccion de farmacos, vehiculos y promotores utilizados en este estudio, eligiendo tres

farmacos : 5-Fluorouracilo, Cafeina e Ibuprofeno, el propilenglicol como vehiculo y dos

promotores : Azona®y 4-deciloxazolidin-2-ona.

o Aislamiento del tejido animat.

+ Determinacién de la metodologia, condiciones experimentales y métodos de
cuantificacion de los principios activos, basindome en la realizacion de

a) curvas de calibracién de los tres principios activos en solucién buffer isoténica de
fosfatos pH 7.4 (SBIF} utilizando concentraciones del estandar de 6, 10, 20 y 50 pg/ml

b) curvas de calibracion de los tres principios activos en solucién buffer isotonica de
fosfatos pH 7.4 (SBIF) habiendo estado ésta en contacta con piel de oreja de cerdo por
24 horas, utilizando concentraciones del estandar de 6, 10, 20 y 50 ug/ml.
Las curvas de calibracién se realizaron cada una por triplicado

c) comparacién estadistica de las dos curvas anteriores para determinar una posible
interferencia de los componentes de la membrana (piel de oreja de cerdo) en la
cuantificacién de los principios activos

d) prueba de solubitidad de los principios activos en solucion buffer isotonica de fosfatos

pH 7.4, en propilenglicol y en solucién buffer isoténica de fosfatos pH 7.4 con Brij al 0.5

Y1%
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« Realizacién de las permeaciones de los tres principios activos sin promotor y obtencion
de las cinéticas correspondientes.

« Realizacion de las permeaciones de los tres principios activos con Azona® y 4-
deciloxazolidin-2-ona y obtencién de las cinéticas correspondientes.
Todas las permeaciones se realizaron por quintuplicado mas el blanco. Cada
permeacion requicre de 2 dias de trabajo.

« Cuantificacién del principio activo residual en el compartimento donador y en la
membrana.

« Evaluacion y comparacion del efecto de los promotores sobre el flujo de los farmacos

empleados en este estudio.

4.2 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

El tiempo estimado para la realizacion del estudio fue inicialmente de 6 meses, el tiempo
real fue de 7 meses, dandose un retraso de un mes en las permeaciones sin promotor, donde
se tuvo que hacer varias pruebas con pieles de cerdo traidas de diferentes rastros para poder
elegir las méis adecuadas para el estudio.

A continuacién se presenta una tabla con las actividades realizadas y el tiempo requerido

para cada una de ellas.
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Actividad

Feb

Mar

Abr

Jun

Jul

Agos

Sept

Revisién bibliografica
Seleccion de fairmacos,
promotores y vehiculos a
utilizar. Determinacién de
metodologia

Aislamiento de tejido ¥y
membranas

Curvas de calibracién de
estdndares sin membrana
Curvas de calibracién de
estdndares con membrana
Prueba de solubilidad
Permeaciones de los tres
farmacos sin promotor vy
obtencijn de las cinéticas
correspondientes
Permeaciones de los tres
farmacos con Azona® ¥
obtencién de las cinéticas

correspondientes
Permeaciones de los tres
firmacos con 4-
deciloxazolidin-2-ona y
obtencién de las cinéticas
correspondientes

Evaluacibn y comparacién
del efecto de los promotores

4.3 METODOLOGIA

4.3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

a) REACTIVOS

» Cafeina Anhidra (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo, USA)

« [Ibuprofeno BP (Helm de México, lote 10060295-D)
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5-Fluorouract (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo, USA)

Brij ®58 ( ICI Specialty Chemicals, Polioxietilen (20) ceti! eter).

Fosfate de sodio dibasico heptahidratado (Prod. Quimicos Monterrey, S.A.)
Fosfato de potasilo monobasico (Prod. Quimicos Monterrey, S.A)

Cloruro de Sodio (J.T.Baker NJ USA)

Azona (Whitby Research, Inc, Richmond USA)

Dermac SR-38% (4-deciloxazolidin-2-ona, Pharmetrix, Menlo Park, USA)
Etanol ( al 90%.Spectrum Chemical Mfg Corp.)

Agua destilada

Propilenglicol (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo, USA).

b) APARATOS Y EQUIPOS

Espectrofotometro (Varian, Mod. Cary 1E 95031303, Australia)

Balanza analitica {Sauter, Mod. KGD-7470, Baujahr 1976, Alemania)

Celdas para espectro (Beckman CA, USA) !
Electrodo de pH (Pasco Scientific SE-9762, tipo CW 711, ser no. 36078/81, Escocia). |
Filtros de nylon millipore (Acrodisc, 0.45 p.m de didmetro, Millipore Corp., Bedford, !
MA).

Celdas de difusidn verticales, tipo Franz modificado (0.96 cm de didmetro, receptor

capacidad de 1.5 ml).
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432 METODOS

a) OBTENCION DEL TEJIDO ANIMAL

Las membranas utilizadas en las permeaciones, se aislaron de oreja de cerdo, la cual fue

adquirida del Rastro de Cerro Gordo, Ecatepec, Estado de México.

Las membranas se obtuvieron de la manera siguiente :

& se cortd la oreja del cerdo y en seguida se aisl6 la piel de la parte exterior con ayuda de
un bisturi,

8 se le quitd a la piel todo residuo de musculo y tejido adiposo,

& ge hidrat6 la piel en solucion salina fisiologica mientras se estaba aislando, para evitar
resequedad,

® se cortaron pequefios pedazos de piel,

® se envolvieron individualmente las membranas en papel aluminio y se mantuvieron en

congelacion hasta ser utilizadas (se congelaron por menos de cuatro semanas).

b) CURVAS DE CALIBRACION

Se hizo una curva de calibracion por triplicado para cada uno de los tres principios activos
involucrados en el estudio, utilizando como medio de disolucion solucion buffer isoténica
de fosfatos pH 7.4 . Las lecturas se hicieron a las longitudes de onda de méxima absorcion
(A max) {(anexo ),

A los datos obtenidos se les hizo la prueba de linearidad (regresion lineal y prueba del

intercepto) (anexo I).
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¢) DETERMINACION DE SOLUBILIDAD.

Se realizd la prueba de solubilidad para los tres principios activos en SBIF pH 7.4 (

preparada de acuerdo a la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 1988) y en

propilenglicol (PG), siguiendo los pasos que se indican a continuacién :

Iy En viales pequefios, se colocaron 2 ml de SBIF pH 7.4 6 2 ml de PG, segun el caso, y se
les agregd principio activo suficiente para saturar el medio.

1) los viales se mantuvieron a 37°C en bafic maria, por 24 hrs.

las suspensiones se centrifugaron a 2500 revoluciones por minuto (rpm) tomando el

sobrenadante para hacer las diluciones pertinentes con SBIF pH 7.4 y leer a 12 Amac.

En el caso del Ibuprofeno debido a su baja solubilidad acuosa, se determind también su

solubilidad en SBIF + édj 0.5% y SBIF pH 74 + Brij 1% , el cual fue utilizado

posteriormente como solubilizante en las experiencias de permeacion.

d) PRUEBA DE INTERACCION Y/O INTERFERENCIA DE LOS COMPONENTES
DE LA MEMBRANA.

Con la finalidad de determinar el efecto que pudieran ejercer los componentes de la
membrana y el uso de Brij sobre ja solucion receptora (SBIF pH 7.4) durante las
permeaciones, se hizo una prueba, de acuerdo al siguiente orden :

* secciones de tejido aislado se pusieron en contacto con SBIF pH 7.4 durante 24 horas, en
bafio maria a 37°C con agitacion constante,

* ge retird la membrana y se procedid a centrifugar a 2500 rpm y filtrar dicha solucion a
través de filtros Millipore 0.45 um,

* s¢ agrego Brij suficiente para obtener una solucion al 1%,
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* |a solucion obtenida se utifizd como medio para preparar curvas de calibracion para cada
uno de los principios activos,

* ge hicieron las fecturas de las muestras-en el espectrofotdémetro para verificar la.A ga,

* alas curvas obtenidas se les hizo la prueba de linearidad (regresion lineal), precision (CV)
y prueba del intercepto.

* se analizaron y compararon estadisticamente las curvas obtenidas con y sin tejido.

€) CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LAS PERMEACIONES SIN Y CON

PROMOTOR.

La metodologia seguida durante las permeaciones, fue la siguiente:

s se sumergieron las secciones de tejido en SBIF pH 7.4 por 5 minutos para
descongelarlas,

« enseguida se montaron en las celdas de permeacion, colocando en el compartimento
receptor 1.5 ml de SBIF pH 7.4 + Brij 1% y 2 ml de SBIF pH 7.4 en ¢l donador. Las
celdas se introdujeron en un bafio de agua a 37°C con agitacién constante, dejando
hidratar por 30 minutos,

» pasado este tiempo se extrajo la solucion tanto del compartimento donador como del
receptor, sustituyéndose en el compartimento donador por 100 pl de una suspension
saturada del principio activo en PG (excepto en el blanco, donde se agregaron 100 il de
PG) y en el receptor por 1.5 ml de SBIF pH 74 + Brij 1%. En el caso de las
permeaciones con promotor, antes de realizar este paso se agregaron 100 pl de la
solucion del promotor en PG (0.4 M) y se dejo por 1 hora. Enseguida se retird la
solucién mencionada con algodén y se sustituyé por la suspension del principio activo en
PG.
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« las celdas permanecieron las 24 hrs en un bafio de agua a 37°C y con agitacion,
muestreandose todo el volumen receptor (1.5 mi} y cambiandose por solucion fresca, a
las 0.5,1,2,3,4,5,6,7 y 24 hrs,

» cada muestra fie ieida en el espectrofotometro a la A méax indicada para cada uno de los
farmacos,

» las membranas fueron retiradas de las celdas, enjuagadas y cortadas en trocitos para
sumergirse en 5 ml de etanol y permanecer en eflas 24 hrs con la finalidad de extraer el
farmaco que pudiera haber sido retenide ; esta solucion etanolica se diluyo en 50 mi de
SBIF + Brij 1% y se le determing su absorbancia,

¢ finalmente se determind la cantidad de farmaco permeado a cada tiempo y se construyé
un grafico de la cantidad acumulada en funcion del tiempo, utilizindose solo los datos

obtenidos hasta las 7 hrs para realizar la regresion correspondiente.

5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 CURVAS DE CALIBRACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN SOLUCION

BUFFER ISOTONICA DE FOSFATOS pH 7.4 con y sin membrana (piel de cerdo).

TABLA 2. RESULTADOS DE LA REGRESION LINEAL DE LAS CURVAS DE
CALIBRACION DE 5-FLUOROURACILO CON Y SIN MEMBRANA

Curva r b m media $ cv (%)
sin 09992 | -0.0185 | 0.0438 | 0.0429 0.000828 1.93
membrana
con 0.9989 | -0.0164 | 0.0388 | 0.03797 0.00229 595
membrana
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FIGURA 15. Curvas de Calibracién de
5-Fluorouracito {A max= 265 nm)

® sin membrana A con membrana

TABLA 3. RESULTADOS DE LA REGRESION LINEAL DE LAS CURVAS DE
CALIBRACION DE CAFEINA CON Y SIN MEMBRANA

Curva ¢ b m media § cv(%)
sin membrana | 0.9980 | 0.0195 0.0480 0.0490 000126 | 2.58
con 0.9959 | 0.0315 0.0439 0.0456 0.0024 5.30
membrana
25
2 4
5 15 4
05 +
0 } 4 ' !
Q 10 20 20 0 *GD
Concentracion (ugiml)
FIGURA 18. Curvas de Calibracién de Cafeina
{ =272 nm)
e 5in membrana A con membrana
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TABLA 4. RESULTADOS DE LA REGRESION LINEAL DE LAS CURVAS DE
CALIBRACION DE IBUPROFENO CON Y SIN MEMBRANA

2

Curva T b m media s cv(%)
sin membrana | 0.9993 0.0207 0.0419 0.0430 [ 000112 2.59
con 0.9971 0.0534 0.0296 | 0.0333 | 0.0019 575
membrana
25
2+ o
w151 \
F+
<9
05+
-0 + + t +
0 10 20 N 0 S0
Concentrachon (ughmd)

FIGURA 17. Curvas de Calibracidn de |Ibuprofeno
( » max= 221 nm)

* sin membrana A con membrana

A cada una de las curvas anteriores se le realizé una prueba de t para el intercepto, no
encontrindose evidencia estadistica de que éste sea diferente de cero.

Con la finalidad de comparar las dos curvas de calibracion sin membrana y con membrana se
realizé una prueba de t, de donde se determind que para las curvas de calibracidon de
Cafeina, con un a=0.05 e incluso con a=0.01 no se rechaza Ho (Ho: no hay diferencia
significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion con y sin membrana; H, : si
hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion con y sin
membrana ) y ya que no existe diferencia significativa entre ambas curvas, se considera que
no existe una interferencia de los componentes de la membrana sobre la cuantificacion de
este principio activo. No es el mismo caso para 5- Fluoreuracilo e Tbuprofeno, los cuales

con ninguno de los dos o mencionados (0.05,0.01) logra no rechazarse Hy indicando que
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hay una diferencia significativa entre las dos curvas obtenidas (anexo I), por lo cual si existe
una interferencia de los componentes de la membrana sobre la cuantificacion de los
principios activos.

Dado que dos de los tres principios activos sufren interferencia por los componentes de la
membrana, entonces se decidid utilizar las curvas de calibracién con membrana para

determinar las concentraciones de los tres principios activos en el compartimento receptor.

5.2 DETERMINACION DE SOLUBILIDAD

Mediante esta prueba se determiné la solubilidad de los principios activos en €l vehiculo
(propilenglicol), como en el medio receptor (SBIF pH 7.4). Debido a la baja solubitidad del
Tbuprofeno en la SBIF pH 7.4 , se decidié utilizar también Brij al 1% para aumentar la
solubilidad. De este modo se decidi6 que el compartimento receptor seria de SBIF pH 7.4 +

Brij al 1% para todas las permeaciones de los tres principios activo.

TABLA 5. RESULTADOS DE SOLUBILIDAD

Principio activo Medio de disolucién | Solubilidad (mg/ml)
5-Fluorouracilo propilenglicol 20.7698 + 0.7788
5-Fluorouracilo SBIF 15.8600 + 0.5303

Cafeina propilenglicol 17.4466 + 0.9168
Cafeina SBIF 26.6240 + 1.0483
Ibuprofeno propilenglicol 260.2992 + 17.2347

Tbuprofeno SBIF 1.3423 + 0.0184
Ihuprofeno SBIF + Brij al 0.5% 1.8151 + 0.219
Ibuprofeno SBIF + Brij al 1% 3.0959 £ 0.0641
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53 CINETICA DE PERMEACION DE LOS TRES PRINCIPIOS ACTIVOS SIN

PROMOTOR.

En la figura 18, que presenta la cinética de permeacion de los tres principios activos sin
promotor, se observa un flujo de farmaco que sigue el siguiente orden : 5-FU > Caf > Ib
coincidiendo  éste orden con el del Log P(octanol/agua) de cada uno de los principios
activos ( 5-FU=-0.95, Caf=-0.07 e Tb=3.51). De acuerdo a lo encontrado, cuando el
coeficiente de particion es mayor, como es el caso del Ibuprofeno, el flujo es menor (tabla
6); ésto puede atribuirse a la mayor afinidad del firmaco por los componentes de naturaleza
lipofilica de la membrana, reteniéndos-e una cantidad mayor de farmaco en la membrana y
stendo menor la cantidad de fArmaco que pasa al compartimento receptor, como se muestra
en la figura 23. Asi, los resultados obtenidos presentan un comportamiento que coincide

0 o esperado, en base a las propiedades fisicoquimicas de los farmacos.

Q acum(pg)

4000
300
3000
2200 1
2000
150
1000
S0

K

0

05 1 2 3 4 5 & 7 8
tiempo (hrs}: “——SFU

L . —ii— Cafelna
FIGURA 18. Cinética de permeacion de los tres principios ' _a—muprofenc
activos sin promotor a través de piel de cerdo. n=5 +/-s, -
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5.4 CINETICA DE PERMEACION DE 5-FLUOROURACILO

En la figura 19 puede hacerse una comparacion visual del efecto de los promotores
utilizados sobre el flujo de 5-FU. Aqui puede verse que cuando et promotor empleado es 1a
Azona®, el flujo se ve aumentado (FP = 1.3297) , mientras que cuando se trata del Dermac

SR-38% (4-deciloxazolidin-2-ona) entonces el efecto ¢s ¢l contrario (FP= 0.6570), siendo el
flujo con el primer promotor casi del doble que con el segundo.

Una observacion importante es que con ¢l Dermac SR-38% se presenta un cambio den la
pendiente aproximadamente entre las 3 y 4 hrs después del inicio de la permeacion, con una
disminucién en el flujo (J) (Tabla 6) y en los logaritmos de Ia constante de permeacién (Log
Kp) experimentales (tabla 7), en donde para la permeacién con  Dermac SR-38 ®la
constante de permeacién es menor (Log Kp=-53038) que la obtenida con Azona®
(Log Kp= -4.9977} o que la experiencia sin promotor (Log Kp=-5.1215).

La cantidad de 5-FU acumulado en el compartimento receptor a las 24 hrs, sin promotor y
con los dos promotores utilizades, se presenta graficamente en la figura 22, La comparacién
estadistica de la media de éstas cantidades (anexo II) muestra que no existe una
diferencia entre ellas (F .=1.2068; F 0.05217=3.89).

La cantidad de 5-FU retenido en el tejido al final de la permeacion, sin promotor y con los
dos promotores utilizados ,se¢ muestra en la figura 23 y estadisticamente tampoco existe una

diferencia entre las cantidades retenidas.
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FIGURA 19. Cinética de permeacitn de 5-Fluorouracito a
través de piel de cerdo. n=5 +/-§

No hay que olvidar que el vehiculo utilizado (PG) juega un papel fundamental y que como
ya se menciond en la introduccion, puede tener asi mismo un efecto modulador sobre la
penetracién, Diversos estudios, entre ellos el realizado por M. Goodman y W. Barry " han
mostrado que el pretratamiento de la piel con PG incrementa la penetracidn del 5-FU
después de las 24 hrs, demostrando que el glicol actia como un promotor ejerciendo
ademas un efecto sinérgico en la capacidad promotora de la Azona®.

De acuerdo a los valores de flujo reportacios en la Tabia 6, la Azona no incrementa
significativamente la velocidad de permeacion para este principio activo (FP=1.3297). El
mecanismo de accion de la Azona esta intimamente ligado a su capacidad para interactuar
con los lipidos de la membrana, aumentando su fluidez y por tanto disminuyendo su

resistencia como barrera de permeacion; sin embargo, de acuerdo a los resultados
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obtenidos, el desarreglo lipidico causado por éste promotor, no afecta la via de entrada del
5-FU, el cual se presume penetra por regiones de naturaleza hidrofifica.

En el caso del Dermac SR-38% el flujo se ve ligeramente disminuido (FP=0.6570) y adn
cuando se carece de referencias sobre el modo de accion de este promotor, los resultados
parecen indicar que actiia retardando la velocidad de permeacion del 5-FU. Posiblemente la
insercion del Dermac SR-3 8", con una estructura semejante a la de las ceramidas cutineas,
afecta la particion del 5-FU entre el vehiculo y el tejido, dificultando su penetracion en las

regiones intercelulares cuyo caricter es fundamentalmente lipofilico.

5.5 CINETICA DE PERMEACION DE CAFENA

Para la Cafeina e flujo se ve incrementado con los dos promotores (figura 20) siendo mayor
con Azona® (FP=3.1421) que con Dermac SR-38% (FP=1.6057). Asi, el flujo con el primer
promotor es casi el doble que con el segundo. La tendencia de las tres rectas es semejante,
cambiando un poco con la Azona® , en donde a partir de la hora 3 hay un aumento
considerable en el flyjo.

Respecto a los Log Kp obtenidos experimentalmente para la Cafeina (tabla 7), tenemos que
la mayor constante de permeacion la presenta la Azona® (Log Kp=-4.6482) , siendo
menores para Dermac SR-38% (LogKp=-4.9398) y para la experiencia sin promotor (Log
Kp=-5.1454), correspondiendo al mismo orden que siguieron con los flujos: Azona® >

Dermac SR-38%> sin promotor.
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FIGURA 20. Cinética de permeacion de Cafeina a
través de piel de cerdo. n=5 +/-§

En un estudio reportado por Phillips y Michniak ®* para la permeacién de Cafeina a través
de piel de raton se determind que el flujo, la cantidad acumulada a las 24 brs y la cantidad
retenida en el estrato comeo se veian favorecidos notablemente con Azona®.

Este resultado puede entonces corroborarse con los resultados obtenidos en el presente
estudio (ver figura 22, figura 23 y tabla 6}.

Estadisticamente se¢ comprueba que existe diferencia significativa entre la cantidad de
Cafeina acumulada en el compartimento receptor a las 24 hrs (F p=7.6613;
Fo.0s2.12=3.89). Por medio de una prueba de Duncan se determina que dichas diferencias son
significativas entre las permeaciones :

® Azona y sin promotor y

® Azonay Dermac SR-38°

pero no hay diferencia significativa entre Dermac SR-38% y la experiencia sin promotor

(anexo II).



Réspecto a la cantidad retenida por el tejido, la prueba de Duncan muestra que existe
diferencia significativa entre las permeaciones :

« sin promotor y con Azona®

« con Azona y con Dermac SR-38%.

Sin embargo no existe diferencia significativa entre la cantidad retenida durante la
permeaciones de Azona® y Dermac SR-38”.

El Dermac SR-38° no aumenta significativamente el flujo de Cafeina ni la cantidad
retenida en el tejido, por lo que se puede decir que no tiene un aparente efecto promotor

sobre este principio activo.

5.6 CINETICA DE PERMEACION DE IBUPROFENO

Para el Tbuprofeno (figura 21) el flujo se ve favorecido con ambos promotores, siendo
ligeramente mayor el flujo con Azona®(FP=3.1336) que con Dermac SR-38% (FP=2.2193)
( ver tabla 6). Los tres perfiles de permeacion siguen la misma tendencia. En la tabla 7 se
incluyen los Log Kp experimentales para el Ibuprofeno, de donde observamos que el valor
mayor le corresponde a la permeacién con Azona® (Log Kp= -6.6962), siguiéndole, en
orden descendente, la permeactén con Dermac R-38® (LogKp =-6.8461)y siendo la
menor la experiencia sin promotor (Log Kp= -7.1923), correspondiendo también al orden
que siguieron los flujos: Azona® > Dermac SR-38% > sin promotor. Los resultados
muestran que tanto Azona® como Dermac SR-38° aumentan el flujo y la cantidad

acumulada en el receptor a las 24 hrs.

65



Para la cantidad de Ibuprofeno acumulada en el compartimento receptor a las 24 hrs {figura
22) se determind, por medio de un analisis de varianza (anexo 1I), que existe diferencia
significativa entre las cantidades acumuladas a las 24 hrs durante las permeaciones sin
promotor, con Azona® y con Dermac SR-38% (F =37.4204; F 0521,=3.89). Por medio
de una prueba de Duncan se determina que existen diferencia entre las permeaciones :

« sin promotor y con Azona®

+ sin promotor y con Dermac SR-38%.

De manera que no hay diferencia entre la cantidad permeada a las 24 hrs con ambos
promotores,

Respecto a la cantidad retenida por el tejido (figura 23), la Prueba de Duncan mostrd que
existe diferencia significativa entre las permeaciones :

* sin promotor y con Azona®

» con Azona y con Dermac SR-38%.

Como puede verse en ia figura 23, la cantidad retenida en la membrana es mucho mayor con
®
Azona®, lo que podria indicar un aumento en la afinidad del farmaco por el tejido y por

tanto en el coeficiente de particion tejido/vehiculo con éste promotor.
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FIGURA 21. Cinética de permeacion de lbuprofeno a través
de piel de cerdo. n=b +/-s

En la tabla 6 se presenta el flujo (J) de los tres principios activos con y sin promotor, y con
el factor de promocién (FP), el cual se calculd dividiendo el J con promotor entre J sin
promotor. Se considera entonces que el FP sin promotor es 1,

Los resultados mostrados en el presente estudio no coinciden con lo reportado  por
Phillips y Michniak ® quienes utilizaron piel de raton como modelo animal, la cual
hidrataron por una hora, colocando en el compartimento donador 50 i de suspension del
farmaco en PG y en el compartimento receptor buffer pH 7.2, acompaifiado de formaldehido
como preservativo y polioxietilen 20-cetiléter como solubitizador ; obtuvieron FP de 14.94,
6.30 y 1.19 para 5-FU, Cafeina e Ibuprofeno, respectivamente, con Azona como promotor.
Estos FP son diferentes a los obtenidos en el presente estudio (tabla 6), en donde los FP

con Azona ®siguen el siguiente orden: Cafeina ~ Ibuprofeno > 5 Fluorouracilo.
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TABLA 6. FLUJOS (J) Y FACTOR DE PROMOCION (FP) DE LOS TRES
PRINCIPIOS ACTIVOS

Principio Sin promotor Con Azona® Con Dermac SR-38°
activo J (ug/hrem?) FP J (ugrhrem?) J (ug/hrem?)

FP FP

5 565.3265] 1.0000 751.7015( 1.3297| 371.4339] 0.6570
Fluorouracil 1106.3400 1728699 +79 6589
o (1-7) (1-7) (2-7)

Cafeina 44934384 1.0000 1411.8998| 3.1421| 721.5018} 1.6057
195.9561 11439642 +86.8513
(2-8) 2-7) (1-7)

Ibuprofeno 60.18737  1.0000 188.6039] 3.1336! 133.57521 2.2193
+17.9329 $25.9009 +32.1429
(2-8) (2-7) (2-7)

( - ) = intervalo de horas utilizado para obtener el valor de J.

Como se mencioné anteriormente estos mismos autores han observado que cuando se usa
este promotor se ve aumentada la cantidad acumulada a las 24 hrs, la permeabilidad y la
cantidad retenida en el estrato cormeo. Este comportamiento coincide para la Cafeina y el
Ibuprofeno, pero no para ¢l 5-Flucrouracilo (anexo IE).

Un anélisis global de los resultades nos permite observar que para el Ibuprofeno la cantidad
en el receptor aumenta con Dermac SR-38% mientras que la cantidad acumulada en el
tejido disminuye (aunque estadisticamente no hay diferencias entre Dermac SR-38° y sin
promotor en la cantidad retenida).

En el caso del 5-FU, a pesar de que e! flujo se ve disminuido con el Dermac SR-38®
después de la tercera hora, no hay diferencias significativas entre las cantidades retenidas en
el tejido ni en las encontradas e el receptor a las 24 hrs, para ninguna de las experiencias

rezlizadas.
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FIGURA 22. Grafica de cantidad de principio activo acumulado en el
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FIGURA 23. Gréfica de la cantidad de principio activo retenida en la
membrana al final de la permeacion n=5 +/- .
5FU= 5Fluorouracilo, Caf= Cafeina, b= Ibuprofenc
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TABLA 7. CONSTANTES EXPERIMENTALES DE PERMEACION.

PRINCIPIO LOG Kp
ACTIVO sin promotor _con Dermac SR-38° con Azona®
5-Fluorouracilo -5.1215 - 53038 - 49977
Cafeina - 5.1454 - 49398 - 4 6482
Ibuprofeno - 7.1923 - 6.8461 - 6.6962

Para los tres principios activos es mayor el flujo cuando se utiliza la Azona® que cuando se
utiliza el Dermac SR-38% lo que indica, a reserva de hacer estudios con un mayor nimero
de farmacos, que la Azona mostro ser mas efectiva con farmacos de lipofilicidad media o
alta (como son Cafeina e Ibuprofeno).

Por su parte el Dermac SR-38® tiene aparentemente un factor de promocién que aumenta
conforme va aumentando la lipofilicidad de los principios activos (tabla 6), lo que indica
aparentemente que actia mejor con farmacos mas lipofilicos y conforme la lipofilicidad
disminuye el flujo puede incluso llegar a verse afectado y disminuir como en el caso del 5-
FU (ver figura 19). Pfister y Rajadhyaksha “® reportan que el Dermac SR-38% es efectivo
cuando se usa en concentraciones entre | y 10% promoviendo e! paso de activos
hidrofilicos y lipofilicos ; fo anterior se concluyd a partir de que el Dermac SR-38% fue
formulado en cremas hidrofilicas y soluciones hidroalcohdlicas y evaluada in vitro por su
capacidad de promover la liberacion local de varios activos a través de estrato comeo
humano. En el presente estudio se utilizd a una concentracion de 8.78% (0.4 M) y los
resultados obtenidos fueron diferentes a lo mencionado por dichos autores.

En la literatura se reporta la capacidad de ta Azona® para actuar con firmacos tanto

(34

lipofilicos como hidrofilicos ¥, siendo su estructura muy importante para este efecto ; la

cadena hidrocarbonada le imparte caracteristicas tanto hidrofjlicas como lipofilicas
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ayudandole a su particion entre las sustancias lipofilicas y el campo proteico hidrofilico de la
membrana, fluidizando probablemente los lipidos y ayudando al farmaco a pasar.

El Dermac SR-38% es un uretano ciclico que tiene una cabeza polar, un anillo oxazolidina y
un tallo lipofilico; el mecanismo de accion de las oxazolidinas no ha sido minuciosamente
investigado, se cree que es similar a otros promotores, como la Azona, al tener

3432 ca sabe

caracteristicas estructurales similares””. En base a otros estudios reportados
que los promotores con una cadena hidrocarbonada larga de 10 a 12 carbonos son
promotores efectivos. Este promotor cuenta con una cadena de 10 carbonos. Los analogos
ciclicos de la Azona, como lo es el 4-deciloxazolidin-2-ona, son mejores promotores que los
aciclicos, es posible que los pequefios anillos heterociclicos tengan una fécil intercalacion
entre los lipidos fuertemente empacados del estrato cérneo y sea mayor el desorden de los
lipidos y la creacion de los poros para difusion pasiva en una coadministracion con farmaco,
favoreciendo ¢l paso de sustancias lipofilicas. Ademas las cadenas alquilicas cerca de la
cabeza polar de los grupos, le imparten caracteristicas fluidizantes a la molécula, ayudando
asi a incrementar el coeficiente de difusion. Este promotor tiene un HBL =10, lo cual le
asigna una lipofilicidad intermedia y al ser una molécuta lipofilica (no polar ), al igual
que la Azona®, es posible que penetre a través de una via lipidica intercelular.

Es importante mencionar que la combinacion Azona+PG incrementa la penetracion a través
del estrato corneo al afectar tanto la ruta hidrofilica como la ruta lipofilica de penetracion,
La Azona® desordena el empaquetamiento de los lipidos, los hace mas fluidos y flexibles
mientras €l PG podria producir un incremento marginal en la fluidez lipidica, podria
solvatar el tejido y formar uniones de hidrogeno con grupos polares sobre la cadenas de
queratina y desplazar las uniones de proteina con agua®”, ayudando a la Azona® a su mejor

particion dentro de las regiones acuosas ®* . En el caso de farmacos poco lipofilicos, el
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incremento en la fluidez de las regiones lipofilicas del estrato cormeo debido a la actividad
del promotor no afecta significativamente la difusion, como en el caso del 5-FU, pero si
podria hacerlo cuando los farmacos son de una lipofilicidad mayor como en el caso de la
Cafeina y el Ibuprofeno. Seria de gran importancia también conocer el efecto que se
produce con la combinacién de PG+Dermac SR-38” para poder hacer una comparacion

entre ambas combinaciones y saber cual de eflas se ve mas favorecida.

6. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en éste estudio nos permiten legar a las conclusiones

siguientes :

1. La Azona® mostro ser mas efectiva como promotor de absorcion con los farmacos de

lipofilicidad media (Cafeina) o alta (Ib) empleados en este trabajo.

2. El Dermac SR-38% promovié la difusién del firmaco mas lipofilico (Tb) pero retardé la

del farmaco mas hidrofilico (5-FU).

3. La relacion entre el grado de lipofilicidad de los principios activos y la efectividad de los

promotores debe ser corroborada mediante el estudio de un mayor niimero de molécutas.

4. Conocer las caracteristicas fisicoquimicas de los farmacos y de los promotores es

decisivo en la optimacioén de su uso.

72




5. El conocimiento de la cinética de permeacion de los promotores ayudara a la busqueda y
prueba de nuevas moléculas con potencial promotor y al desarrolio de formas

farmacéuticas de aplicacion tdpica.

7. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

® La eleccion del tejido animal utifizado debe de ser cuidadosa respecto al tratamiento que
se da en el rastro, El hecho de que el animal sea sopleteado para eliminar el pelo influye
directamente en la composicion de la membrana o bien en la destruccion del foliculo
piloso alterando de manera no conveniente los resultados obtenidos. Debe evitarse el uso

de piel tratada de esta manera.

o Seria de gran utilidad establecer un valor fijo para el grosor de la membrana, ya que el
grosor del tejido en la oreja varia de una region a otra y esta es una variable que no se
controlé en este estudio y que influye en la variacion de los datos obtenidos. Se

recomienda ademsds, estandarizar el grosor mediante cortes con dermatoma.

= Este trabajo s solo una parte de lo que puede ain estudiarse respecto al uso de
promotores en la industria Farmacéutica, quedan ain muchas moléculas permeantes que

pudieran probarse y recibir el beneficio de poder ejercer su accion terapéutica dentro del
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organismo al ser administrados por via topica, ya sea de manera local o sistémica, sin ser

destruidas por efecto del primer paso hepatico.

Las investigaciones futuras deben encaminarse a realizar mas permeaciones con 4-
deciloxazolidin-2-ona haciendo combinaciones con propilenglicol y con otros vehiculos
para conocer el efecto que esto produce sobre la membrana y sobre el flujo de los

farmacos.

Seria de gran utilidad conocer el mecanismo de accion de los nuevos promotores , ya
que su estudio ayuda al fortalecimiento de asignaturas como Farmacologia, que incluye
dentro de su programa el tema de “transporte a través de membranas bioldgicas™, o de

Biofarmacia, en donde se estudian la difusion y los modelos compartimentates.

El tema de los promoteres de absorcidn es lo suficientemente amplio como para incluirse

dentro de un Seminario de Titulacion.

Como base para la formulacién de sistemas transdérmicos, el conocimiento del uso y
optimacion de promotores puede incluirse en el desarrollo de medicamentos y por ende

en su fabricacion.
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9. ANEXOS

ANEXO L.
RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION

DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

¢ Curvas de calibracion ‘

* Prueba t para intercepto

» Comparacion estadistica de las dos curvas de

calibracion
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CURVAS DE CALIBRACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN SBIF

pH7.4

« CURVA DE CALIBRACION DE 5-FLUOROURACILO

CONC
(mg/ml)
10

10
10
15
15
15
20
20
20
25
25
25
30
30
30
50
50
50

Abs

0,4228
0,4137

0,442

0,6318
0,6368
0,6371
0,8354
0,8923
0,3693
1,0717
1,0817
1,0811
1,2874
1,2682
1,2811
2,1762
2,1673
2,1984

1 =0.9996
3= 0.9992
b=-0.0185
m= 0.0438

media = 0.0429
desv est = 0.00085
cv=198%

« CURVA DE CALIBRACION DE CAFEINA

CONC
(mg/ml)
10

10
10
20
20
20
25
25
25
30
30
30
50
50
50

Abs

0,4818
0,4949
0,498
1,0156
1,0143
1,0061
1,1723
1,2408
1,2369
1,4564
1,3931
1,4559
2,4353
2,4033
2,4462

r =0.9990
r2=0.9980
b=00194
m=0.0480

media = 0.0489
desv est =0.0013
cv=258%
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+ CURVA DE CALIBRACION DE IBUPROFENO

CONC
(mg/ml)
10

10
10
15
5
15
20
20
20
30
30
30
50
50
50

Abs

0,4399
0,4396
0,4333
0,6355
0,6752
0,6361
0,8668
0,891

0,8723
1,2649
1,2186
1,2787
2,1041
2,1192
2,1434

r =0.9993
r’=0.9986
b=0.0207
m=0.0419

media = 0,0430
desv est = 0.001 1
cv=2599
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CURVAS DE CALIBRACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN SBIF pH

7.4 PRE-EQUILIBRADA CON PIEL DURANTE 24 HRS.

« 5-FLUOROURACILO

CONC (mg/ml)
6
6
6
10
10
10
20
20
20
50
50
50

« CAFEINA

CONC (mg/ml)
6
6
6
10
10
10
20
20
20
50
50
50

Abs
0.2416
0.2505

.0.2450

0,3602
0,3464
0,3479
0,7464
0,7403
0,7441
1,953
1,9145
1,925

Abs
0.2608
0.2619
0.2612
0,4328
0,4752
0,4787
0,9752
0,9843
0,8797
2,1221

2,239
2,276

r =0.9995
r2=0,9989
b=-00164
m=0.0388
media =0.0380
desv est = 0.0023
cv=595%
r =0.9980
r3=0.9959
b=0.0315
m= 0.0439
media = 0.0457
desv est = 0.0024
cv=530%
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« IBUPROFENO

CONC (mg/ml)  Abs
6

0.2002 i

6 .0.2033 v

6 0.2041 r=09971

10 0,3496 r=0.9942

10 0,3379 b=0.0534

10 0,343 m=0.0296 .
20 0,6841 :
20 0,7046 media = 0.0333
20 0,6987 desv est = 0.0019

50 " 1,4495 ev=576%

50 1,5511

50 1,5562

A cada una de las curvas anteriores se le realizo una pryeba det para. el intelrggpto,
planteando las siguientes hipotesis
Hs : no hay evidencia estadistica de que el intercepto-sea diferente de cero,
b=0
H, : hay evidencia estadistica de que el intercepto sea diferente de cero. b= 0

No se rechaza Hg Si t cxporimental < 1 esrica.

Curva intercepto n media  Ix x? Iy Iy’
Ibuprofeno 0.0207 5 25 125 4125 5.3395 7.4910
Cafeina 0.0194 5 27 135 4525 6.5636 10.7044
5-FU -0.0185 6 25 150 4750 6.4648 8.8886
Ibuprofeno 0.0534 4 21.5 86 . 3036 2.7608 29528
con memb
Cafeina con 0.0315 4 215 86 3036 3.8989 6.0944
memb
5-FU con -0.0164 4 215 86 3036 3.2716 4.4653
memb
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Curva Sy* Sx’
{buprofeno 0.4393 250

Cafeina 0.5089 220

5-FU G.3846 200
Ibuprofeno con 0.3491 3956667
memb
Cafeina con 0.7647 395.6667
memb
5-FU con 0.5965 395.6667
memb

Sxy
0.0230
0.0519
0.0338
0.0605
0.0633

0.0325

t e1p

0.9909
0.3686
0.6151
1.1042
0.6223

0.6301

t tebca
(@2, gl
318
(0.05/2, 3)
318
(0.05/2, 3)
2.78
(0.0512, 4)
43
(0.05/2, 2)
43
(0.05/2,2)
43
(0.05/2, 2)

resultado

No se
rechaza Hp
No se
rechaza Ho
No se
rechaza Hp
No
se rechaza Hy
" Nose
rechaza H,
No se
rechaza Hy

En todas las curvas, t experimeatss < t 1osrica, d€ manera que no se rechaza Hy y se considera que

el intercepto no es diferente de cero.
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COMPARACION ESTADISTICA DE LAS DOS CURVAS DE

CALIBRACION : CON Y SIN MEMBRANA,

Para ello realizamos primero una prueba de F para ver si las varianzas eran diferentes y ¢n

seguida una prucba de t para comparar las medias siendo de la siguiente manera :

5FU
a) sin membrana b) con membrana

X Y Y/X X Y Y/X
10 0,4262 0,0426 6 0,2457 0,0410
15 0,6352 0,0423 10 0,3515 0,0352
20 0,8657 0,0433 20 0,7436 0,0372
25 1,0782 0,0431 50 1,9308 0,0386
30 1,2789 0,0426

50 2,1806 0,0436

Prueba F para varianzas de dos muestras

sin membrana con membrana
Media 0,042936944 0,037974
Varianza 2,31288E-07 5,95805E-06
Observaciones 6 4
Grados de libertad 5 3
F 0,038819456
P(F<=f) una cola 0,088578354
Valor critico para F (una cola) 0,110945031

Ho : no hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas de
calibracion de 5- Fluorouracilo.
H;: hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas de
calibracion de 5-Fluerouracito.

No se rechaza Hy si F cajeutada < F critica.
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Dado que 0.0388 < 0.1109 entonces no se rechaza H, y se considera que las varianzas son

iguales.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

sin membrana

con membrana

Media 0,042936%944 0,037974
Varianza 2,31288E-07 5,95805E-06
Observaciones 6 4
Varianza agrupada 2,37882E-06
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 8
Estadistico t 4,984985077
P(T<=t) una cola 0,000536389%
Valor critico de t (una cola} 1,85954832
P(T<=t) dos colas 0,001072777
Valor critico de t (dos colas) 2,306005626
o=0.05
o=0.01] 3,355380613

Ho : no hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion de S-

Fluorouracilo.

H, : hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion de 5-

Fluorouracilo.

No se rechaza Hp 81t coperimental < tenitica:

Debido a que 4.9849 > 23060 (a=0.05) y 4.9849 > 3 3554 (=0.01) entonces se rechaza

Hy vy existe diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion de 5-

Fluorouracilo.
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CAFEINA

a) sin membrana b} con membrana
X Y YiX X Y Y/X
10 0,4916 0,0492 6 0,2613 0,0436
20 1,012 0,0506 10 0,4789 0,0479
25 1,2167 0,0487 20 0,9464 0,0473
30 1,4351 0,0478 50 2,2124 0,0442
50 2,4283 0,0486

Prucba F para varianzas de dos muestras

sin membrana con membrana
Media 0,048966133 0,045752
Varianza 1,05795E-06 4,7135E-06
Observaciones 5 4
Grados de libertad 4 3
F 0,224450688
P(F<=f) una cola 0,875091245
Valor critico para F (una cola) 0,034830803

Ho : no hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas de
calibracion de Cafeina.

H,: hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas de
calibracién de Cafeina.

No se rechaza Ho si F cacutaas < F aitiea:

Dado que 0.2244 > 0.0348 entonces se rechaza Hy y se considera que las varianzas son

diferentes.
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

sin membrana

con membrana

Hp : no hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion de

Cafeina.

H; : hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracién de Cafeina.

No se rechaza Hp si t experimental <t critica.

Media 0,048966133 0,045752
Varianza 1,05795E-06 4, 7135E-06
Observaciones i 5 4
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de hbertad 4
Estadistico t 2,726228121
P(T<=t} una cola 0,02632363
Valor critico de t (una cola) 2,131846486
P(T<=t) dos colas 0,052647359
Valor critico de t (dos colas) 2,776450856
1e=0.05
a=0.01] 4,604080459

Debido a que 2.7262 < 2.7765 (a=0.05) y que 2.7262 < 4.604]

se rechaza Hy y no existe diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de

calibracion de Cafeina.

(c=0.01}) entonces no



IBUPROFENO

a) sin membrana b} con membrana
X Y Y/X X Y Y/X
10 0,4376 0,0438 6 0,2025 0,0338
15 0,6489 0,0433 10 0,3435 0,0344
20 0,8767 0,0438 20 0,6958 0,0348
30 1,2541 0,0418 50 1,5189 0,0304
50 2,1222 0,0424

Prueba F para varianzas de dos muestras

sin membrana con membrana
Media . 0,043020467 0,033317
Varianza 7,70369E-07 4,0207E-06
QObservaciones 5 4
Grados de libertad 4 3
F 0,191601965
P(F<=f) una cola 0,897050902
Valor critico para F (una cola) 0,109682929

Hp : no hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas de
calibracion de Ihuprofeno,

H, : hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas de
calibracion de Ibuprofeno.

No se rechaza Hp si F caicutats < F eritica.

Dado que 0.1916 > 0.1097 entonces se rechaza Hy y se considera que ias varianzas son

diferentes.
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

sin membrana  con membrana

Media 0,043020467 0,033317
Varianza 7,70369E-07 4 0207E-06
Observaciones 5 4
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 4
Estadistico ¢ 9.012384229
P(T<=t) una cola 0,000419693
Valor critico de t {una cola) 2,131846486
P(T<=t) dos colas 0,000839385
Valor critico de t (dos colas) 2,776450856
=0.05

a=0.01] 4,604080459

Ho : no hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion de

Ibuprofeno.

HI1: hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion de

Ibuprofeno.

No se rechaza Ho 81t uperimental <1 tablas.

Debido a que 9.0124 > 2.7765 (a=0.05) y 9.0124 > 4.6041 (a=0.01)

entonces se

rechaza Hyy existe diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion

de Ibuprofeno.
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ANEXO 1.
RESULTADOS DE LAS PERMEACIONES DE LOS
TRES PRINCIPIOS ACTIVOS

¢ Permeaciones de 5-Fluorouracilo

¢ Permeaciones de Cafeina

e Permeaciones de [buprofeno

» Comparacion estadistica de la cantidad
de principio activo acumulado en el compartimento
receptor a las 24 hrs, durante las permeaciones,
de los tres principios activos, sin promotor,

con Azona® y con Dermac SR-38%.

« Comparacion estadistica de la cantidad

de principio activo retenido en el tejido
durante las permeaciones, de los tres principios

activos, sin promotor, con Azona®y

con Dermac  SR-38.%
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PERMEACIONES DE 5-FLUQROURACILO

PERMEACION DE 5-FLUORQURACILO SIN PROMOTOR

Q _acum(ug)
tiempo  (muestra 1  jmuestra 2 muestra 3 | muestra 4 | muestra 5 media  [desv est
(hrs)
0,5 356211] 394137  245722]  65,1263] 34,7899 39,9046| 15,1325
1 182,9613| 144,2436] 84,4329 247,1211| 168.2126] 1653943 59,1564
2 636,5799] 415,5735] 2770515, 846,6572] 5556070 546,2938] 2168154
3 1162,3531] 8633776 499 8247 13542758] 9952964 9750255 323,1154
4 1769,0335] 1301,4704] 814,4845! 1864,6469] 1430,810 1436,089] 418,0479
5 2246,4665] 1702,9755] 1209,092] 22153376] 1884347 1851644 4255002
6 2724,6727| 2073,8930] 1517,567] 2536,2758]  2361,51| 2242,790] 470,8827
7 31259923 2272,5425] 1804,732] 2779.4304] 2823 468 2561,233] 522,2466
8 3529,6314] 2516,5013] 2236,546] 3141,9974| 3446.834] 2974302] 573,0758
24 4121,3428| 2642,6869] 2657,814] 35131624]  412925| 3412.850[ 739.6750
donad 579,2474] 516,1237| 422,2577] 360,7732 6129278 498,2660] 105,7187
memb 69,4459 96392 0,0000 0,0000 229768 20,4124] 28,9838
r? 0,9974 0,992 0,5904 0,9783 0,9991
b -320,1904] -252,4368 -306,2872 0,9301 -321,058
m
(mg/hr) | 503,1926]  376,4691 298,257 4227585 445239
m/A{mg/
hrem?) 695,209 520,1286]  412,071] 584,0819]  615,1409
promedio 565,3263 J =565,3263 + 106,34 pg/hrem’
desv est 106,3400

* intervalo de horas utilizadas para la regresion : 1-7
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PERMEACION DE 5-FLUOROURACH.O CON AZONA®

Q acum (g)
tiempo |muestra I [muestra2 |muestra3 [muestrad4 |muestra5 |media desv est
(hrs)
0,5 26,5593 44,5206 79,1521 30,9356] 103,4304 56,9196 33,1971
1 113,4510] 138.3943| 236,5825] 1443943] 241,7474] 1749139 59,8175
2 547,2603|  864,1237]  996,7577] 573,7500] 878,4394] 772,0662] 200,0894
3 978,3557| 1521,6920] 1511,6714| 1093,1869) 17298441 13669500 317,2276
4 1585,8905| 2022,1662| 21773119| 1752,0077) 2353,8711] 19782495 3113587
5 1986,1237) 2492,5090] 2509,1057| 2243.3312| 3006,7771] 2447,5693] 378,5383
6 2544,0773| _2920,2990] 3023,7758| 2770,84021 3522.8737| 2956,3732] 364,4097
7 3025,0322] 34274188 3376,8286] 3419,8144] 3933,8930| 3436,5974] 3242788
24 33829214 3920,7603| 3776,8879] 4011,1353] 4624,8634] 39433137 450,3764
donad 676,5300]  11,9969]. 532.9948] 431,8608] 509.4742] 4325715] 251,1964
memb 0 0 38,9948 13,0670 0 10,4124 16,9503
r? 0,9982 0,9906 0,9862 0,9976 0,9905
b -422.2793| -223,3769; -91,4536] -481.8943| -282,1132
m
{mg/hr) 490,5766] 533,9372| 5168646 5489495 630,079
m/A
{mg/hr 67777931 737,6861] 714,0986 758,427 870,5166
cm’)
media 751,7015
desv est 72,8649 J="75L7015+ 72,8649
pg/hrem’

* intervalo de horas utilizado para la regresion : 1 - 7
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PERMEACION DE 5-FLUOROURACILO CON DERMAC SR-38%

Q acum {ng)
tiempo |muestral [muestra2 |muestra3 {muestra 4 muestra 5 |media desv est
(hrs)
0,5 37,0052| 38,59020 72,6495 0.0000 1,7242 29,9938] 30,1718
1 182,0954] 130,1907] 299,9343 52,5966 81,4252 1492485 97,5832
2 804,5915| 1002,054] 9534317 601,2603] 6876031 809,7881 170,3230
3 1385.022] 1568,671] 1422,974] 520,5979] 958,2989 1251,113] 292,9554
4 1650,678] 1926,700| 1646,907) 1221182 1280,350 1545,162| 2924654
5 1921,229{ 2116,291] 1901,737| 1379459 1515,139 1766,711] 307,2324
6 20969731 2305,222] 2152392 1583,072| 1753,268 1978,185] 269,2129
7 2277657k 2534,130{ 2357,919{ 1840,372{ 1910,188 2184,053| 2977681
24 3643384 4732,716] 2417,938] 2884708, 2499,839 3235717 9670426
donad 1378,5309] 830,0412] 10582887 1369,4845| 1378,2526] 1202,9196{ 249,6404
memb 0 0 54,2912 20,6701 73,7887 29,7500] 33,1446
r? 09454 09452 0,9801 0,9879 0,9897
b 432,9913| 6154646 5222316] 1852094 2280425
m
{mg/hr} | 279,1925| 287,4178} 270,4433| 238,3217] 249,5034
m/A
(mg/hr 385,7316} 397,0956] 373,6437 3292646] 344,7132
cm’)
media 371,4339
desv est 29,6989 J=371,4339 + 29,6989

* intervalo de horas utilizadaspara la regresion: 2 - 7

b : ordenada ai origen
m : pendiente
A=0.7238 cm”

ug/hrcm2
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PERMEACIONES DE CAFEINA

PERMEACION DE CAFEINA SIN PROMOTOR

Q acum (ug)

tiempo |muestra ] |muestra2 |muestra 3 muestra 4 | muestra 5 media desv est

(hrs)
0,5 222,1298 88292 5.8262 5,7779 3,8679] 49,2867} 96,6385
1 308,7232 98,3166 73,4522 454374]  30,5296] 110,6918] 1120952
2 475,7494; 3229579 271,3292 237.4920| 178,4043| 297,1865] 112,7942
3 719,5797] 740,6276] $32,7802  559,0237] 397,4487| 590,0719 1420688
4 1063,2301] 974,6173] 872,3713] 1074,584] 676,4836| 9322573 164,4777
5 1346,3672| 1363,6264] 1179,1811] - 1448,033; 1015,521] 1270,546| 172,6989
6 1536,0437| 1698,2665] 1450,7187]  1910,477] 1419,414] 1602,984| 203,0975
7 1685,7123] 2027,1253] 1753,0695 2258,156] 1683.817] 1881,576] 2534670
8 1829,3843| 2328,0000] 2251,0319]  2806,705|  2025,75| 2248,167| 368,5139
24 2505,5221| 3572,0604] 45398815 7538,563| 4539,575] 4539,120] 1875,325

donad 3381,7039] 1300,4282] 2092,2232|  650,9522] 3424,387] 2169939 1236,065

memb 56,6970 96,2528 2789204 204,7039] 227,5968] 172,8360] 93,0368

T 0,9752 0,9978 0,9925 0,9971 0,995

b 81,941 -312,0702] -412,4372f -661,3749; -525,0279

m

(mg/hr) 230,928] 332,5632] 319,9298|  426,4284] 316,3428

m/A

(mg/hr 319,049 459,4684] 4420141 589,1523| 437,0583

cm?)

media 449.3434 J= 449,3484 + 95,9561

pg/hrem?
desv est 95,9561

* intervalo de hora utilizadas para
la regresion : 2- 8
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PERMEACION DE CAFEINA

* intervalo de horas utilizado para la regresion : 2 - 7

CON AZONA®
Q acum (1g)
tiempo jmuestra 1 |muestra2 |muestra3 |[muestra 4 muestra 5 | media |desv est
(hrs)
0,5 23,1689 26,9696] 33.41554 47,7973 6,7398| 2761821 149744
1 269,1943 145,9763] 2872854 276,3547 81,3547 21203311 928815
2 937,2010] 1026,0912] 835,8598 1065,314]  453,0304] 863,4993] 2458892
3 1870,951| 1774,7939] 14270625 2017,429] 850,4290| 1588,133| 466,1744
4 2802,5118) 2609,7872) 21073530 2633017} 1622,057] 2372945 506,9646
5 4077,2280| 3679,9966| 32852584| 3790,125| 2717,807} 3510,083| 526,1165
6 548591051 5050,7331| 4425,8868] 4909951 3917,240; 4757,945 603,2855
7 6809.8226] 6041,4628| 5674,4544 5981,747| 4841199 5887737 741,2013
24 8261,4375) 6961,8345 7302,1774 6802,753] 6389,804; 7143,601| 705,7151
donad 6210,97301 5979.4054| 6231,6486) 6006,162]| 6241,622F 6133962 129,6963
memb 790,9459] 431,9088] 726,8412 373,58111 625,4899] S589.7534] 181,7925
r? 0,9925 0,9901 0,9803 0,9926 0,9793
b -1685,839 -1261532] -1459.347] -1025426] -1744,467
m
(mg/r) [ 11955058 10278538 981,9243] 98333861 9210579
m/A
(mg/hr | 1651,7074] 1420,0799| 1356,6238 1358,578 1272,51
cm’)
media 1411,8998 J=1411,8998 + 143,9642 ;,Lg/hrcm2
desv est 143,9642
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PERMEACION DE CAFEINA CON DERMAC SR-38%

Qacum __ (ug)
tiempo [muestra 1 muestra 2 | muestra 3 | muestra 4 | muestra 5 |media desv est
(hrs)
0,5 19,2574 5,5421 0,0000 40 8759 0,0000{ 13 13508 17,3907
1 159,3929 95,8804 68,6071 384,1469; 4219131 1500437 1379216
2 735,7415] 506,2927] 288,7278| 784,2574] 384,0273] 539,8093 215,9731
3 1158.0547] 1075,4146! 600,3041] 1397.416] 9008713 1026412 2977848
4 1749,4408] 1822,1276 1032.919] 1984,097| 1467318 1611,180 373,4179
S 2505,4715| 2581,7563| 1583,340] 2464,102] 1978.227] 2222 580 428,8643
6 3035,4772] 2966,5524] 2256,529] 2801,539| 2431,661] 2698352 340,0602
7 3630,7688) 3516,8850] 2927.255{ 2997,120] 2859,847] 3186,375| 3592714
24 5124,8405] 4754672 4668386 3852,325] 4858,001] 4651,645 478,6191
donad 3034,0866) 540,2460] 15161,58] 1658,378| 8357,576] 5750373 6054,674
memb 112,8815]  191,3667] 265,7517| 155,7631] 191,3326] 183,4191 56,2247
r? 0,9964 0,9926 0,9669 0,9799 0,9972
b -483,8091] -589 2808 -676,700{ -182128| -508,778
m
| (mg/hr) 584,3219 596,07| 481.9495] 462,1487] 486,6282
m/A
{mg/hrem B07,297| 823,5244] 665,8601] 638,5034| 672,3241
)
media 721,5018 J=721,5018 + 86,8513 g/
hrem?
desv est 86,8513

* intervalo de horas utilizado para la regresion: 1 -7

b : ordenada al origen
m : pendiente
A=0.7238 cm’
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PERMEACIONES DE IBUPROFENO

PERMEACIONES DE IBUPROFENO SIN PROMOTOR

Qacum _ (ug)
tiempo | muestra 1 | muestra 2 | muestra 3 | muestra 4| muestra 5 media desv est
(trs)
0,5 24,5473 2,4172 8,5236 0,0000 31,6284 17,8233 9,8516
1 29,4679 3,4865] 10,7787 1,3733 6,4561 10,3125 11,2752
2 70,4848 7,4696] 233260 25,5050 24,1520 30,1875 23,6929
3 99,6537 24,2635 57,2584] 63.4814] 60,8514 61,1017] 26,7573
4 134, 8328 38,4932 86,3868| 109.6874] 95,2703] 6293411 35,5257
5 176,5287 72,6182] 1223666] 167,0928] 157,2365] 139,1686] 42,4654
[ 205,9915 98,5034] 157,6064] 238 4645 210,1520] 1821436 55,0522
7 240,4409) 1380304 206,4274| 296,5793] 266,2601} 229,5476] 60,9706
8 282,6030{ 1741824 2574274 360,0861| 324,2534] 279,7105] 70,8614
24 822,7652; 8696959 1248238 1311,249| 1065,740{ 1063,537] 2185324
donad 6590,372] 11822,351| 7946,696] 9073,520] 8182,399] 8723,068| 1947553
memb 313,3108] 292 4662 286,6892| 298,1419] 325,1689{ 303,1554] 17,0220
r’ 0,998 0,9753 0,9894] 09922 0,9918
b -3,6893] -61,5775| -61,2956] -105,357] -92,0469
m
| {(mg/hr) 35,3245 28,1315] -39,3107 57,0971 50,9287
m/A
(mg/hr | 48,7369  38.8664] 52,6347 78,885 70,3629
cm’)
media 60,1873 J=60,1873 + |.|Lgfhrt:m2
17,9329
desvest 17,9329

* intervalo de horas utilizado para {a regresion : 2 - 8
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PERMEACION DE IBUPROFENO CON AZONA®

Q acum (ue)
tiempo | muestra 1 | muestra 2 | muestra3 | muestra 4| muestra $ media desv est
(hrs)
0,5 0,8108 1,0642 3,4662 0 0 1,0682 1,4229
1 35,9392 17,7872 2L1216] 9.2635 21,1622 21,0547 9,6342
2 138,0861 143,8176] 143,0321] 76,7483 77,8226 1159013] 353218
3 254,5084] 300,7399] 305,5946] 2119307 195,7348] 2537017} 50,0277
4 377,6959] 4654459 4770628| 338,0068] 322,5709] 396,3365] 71,8160
5 504,4105] 6246791 644,7973] 451,7078] 450,1824] 535,1554] 93,7616
6 643 4696] 7800051 803,6635| 607,4899] 582,5524| 683,4365 1016407
7 783,1216]  926,0726] 953,3818] 750,4713] 701,9544] 823,0003| 110,8220
24 3013,769] 2432781] 3395970} 3245052 2852696] 2988,053] 374,0833
donad 1223,027) 1235,554] 1168845 1238655 1288946] 1231,005) 42,9067
memb 442 8041| 1145,878] 1301,909] §72,1284] 940,3885 940,62i6] 326,0262
r? 0,9974 0,9991 0,9986] - 0,9927 0,9924
b -109,2836] -151,8032] -158,2238| -154,181} -136,329
m
{mg/hr) 1250791 1543275 1591807 1258887 1180815
mA
(mg/hr 172,809 213,2184| 219,9235 173,9275 163,1411
cm?)
media
J=188,6039 +
88,6039 25,9009 pg/hrem’
desv est 25,9809

* intervalo de horas utilizado para la

regresién : 2 -7
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PERMEACION DE IBUPROFENO CON

DERMAC SR-38°

Q acum (pg)
tiempo | muestra ! |muestra2| muestra3 | muestra 4| muestra 5 media desv est
(hrs)
0,5 0 23,7973 27,2331 7,1959 8,0169, 13,2486] 11,6873
1 21,6486 34,1402 18,1486 7,682 8,0169 21,8645 14,2987
2 50,2601] 69,3497 116,6554] 822872  82,1554]  80,1415] 24,2450
3 134,7568] 146,0118] 226,2264| 1358311] 184,2466] 1654145 39,5103
4 2488885 211.4645] 3438142} 2186250 244,7838[ 253,5152] 53,0027
5 416,1588 287,8834] 473,3108] 2949223 332,4223] 3609395 80,9092
6 545.4628] 3817449 598.4088| 3720608 4378784] 467,1111; 100,6908
7 655,8547] 469,5152] 680,5034] 443,4223]  522,7601] 554,4111] 1080714
24 2411,448] 2032,596] 2348392| 2874,517] 2245652 2382521 310,3393
donad 1222334]  18283,01]  11515,13] 16647,69] 23419,95] 16417382 4852617
memb 0,0000] 15594590 36,8750 171,0304] 192,1284] 111,1959] 86,6327
rt 0,9925 0,9961 0,997 09976 0,9958
b -2273352] -97,0052] -116,1928( -75227; -91,6353
m
(mg/hr) 126,496]  79,5556]  116,151] 74,0189 87,1873
m/A
(mg/hrem| 174,7665) 109,9138] 160,4739] 102,2643 120,4577
)
media 133,5752 J=133,8782 & o
32,1425 p,g[hrcm2
desv est
32,1425

* intervalo de horas utilizado para ta regresion = 2 - 7

b : ordenada al origen
m : pendiente
A=0.7238 cm®
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COMPARACION ESTADISTICA DE LA CANTIDAD DE PRINCIPIO

ACTIVO ACUMULADO EN EL. COMPARTIMENTO RECEPTOR A LAS

24 HRS, DURANTE LAS PERMEACIONES, DE LOS TRES PRINCIPIOS

ACTIVOS, SIN PROMOTOR, CON AZONA® Y CON DERMAC SR-38°.

5-FU (ug)
sin promotor  con Azopa®  con Dermac
SR-38* suma n=5
4121,3428 313829214 3643,384 11147,6482 =3
2642 6869 3920,7603 47327165 11296,1637 N=15
2657,8144 3776,8879  2417,9381 8852,6404
3513,1624 4011,1353 2884,7088 10409,0065
41292448 4624,8634 2499,8389 112539471
suma 17064,2513 19716,5683 16178,5863 52959,4059
Rin2 291188672 388743066 261746655 2804698673
FC= 186979911
ANOVA
FV SC GL CM F F de tablas
Columnas 1355766,97 2 677883,486 1,20682162 3,89
(0,052, 12)
Error 6740517, 14 12 561709.761
Total 8096284,11 14

Hp: no hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumuladas en el

compartimento receptor a las 24 hrs, durante las permeaciones sin promotor, con Azona® y

con Dermac SR-38%,
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H, : hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumuladas en el
compartimento receptor a las 24 hrs, durante las permeaciones sin promotor, con Azona®y
con Dermac SR-38%.

No se rechaza Hy si F cal <F de tablas.

Dado que 1.2068 < 3.98 no se rechaza H, y por lo tanto se considera que no hay diferencia
significativa entre las cantidades de 5-Fluorouracilo acumulado en el compartimento
receptor a ias 24 hrs, durante tas permeaciones sin promotor, can Azona® y con Dermac

SR-38%.
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CAFEINA (ug)

sin promotor con Azona® con Dermac
SR-38 ® suma n=>5
2505,5221 8261,4375 5124,8405 15891,8001 j=3
3572,0604 6961,8345 4754,672 15288,5669 N=15
4539,8815 7302,1774 4668,3861 16510,445
7538,563* 6802,7534 3852,3246 18193,641
4539,5747 6389,8014 4858,0011 15787,3772
suma 22695,6017 35718,0042 23258,224 81671,830
Ri~2 515090337 1275775824 540944998 6670287848
FC= 444685857
ANOVA
FV sC GL CM F F de tablas
Columnas 21676375,1 2 10838187,5 | 7,66138086 3,89
{0,052, 12}
Error 16975823 .4 12 1414651,95
Total 38652198,5 14

* Este valor fue eliminado para realizar Ja Prueba de Duncan, ya que al ser muy elevado genera una desviacién estindar
muy grande y diferente a 1a de los otros dos grupos. La Prucba de Duncan requiere de que las desviaciones de les tres

EIUPOS A COTRPATRT SCAN CCTCANAS

Ha: no hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumuladas en el
compartimento receptor a fas 24 hrs, durante las permeaciones sin promotor, con Azona®y
con Dermac SR-38%.
H, : hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumuladas en el
compartimento receptor a las 24 hrs, durante las permeaciones sin promotor, ¢on Azona®y
con Dermac SR-38%.

No se rechaza Hy si F cal <F de tablas.
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Dado que 7.6614 > 3.98 se rechaza Ho y por lo tanto se considera que hay diferencia
significativa entre las cantidades de Cafeina acumulada en el compartimento receptor a las

24 trs, durante las permeaciones sin promator, con Azona® y con Dermac SR-38°.

PRUEBA DE DUNCAN

Cantidad acumulada de Cafeina a las 24 hrs (g}

sin promotor con Azona |con Dermac
media 3789.2597) 7143,6008 4651,6449
desv est 839.8555 705,7151 478,6191
sp= 675.8572
df=11
Para muestras de 2 3
Rango de significancia 3,08 3,23
Rango minimo signiftcativo 2081.6402 2183.0188

sin promotor  con Dermac con Azona
4539,1203. 4651,6449 7143,6008

con Azona - sin promotor = 26044805 >2183.0188 diferencia
significativa

con Azona - con Dermac = 2491,9559 >2081.6402  diferencia
significativa

con Dermac - sin promotor = 112,5246  <2081.6402 diferencia no
significativa
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IBUPROFENO (ug)

sin promotor  con Azona®  con Dermac j=3
SR-38% suma n=>5
8227652 3013,7686 2411,4476 62479814 N=15
869,696 24327821 2032,5963 5335,0744
1248,2382 3395,9696 2348,3919 6992,5997
1311,2483 3245,0524 2874,5169] 7430,8176
1605,7399 2852,6959 2245,652 6704,0878
suma 5857,6876 14940,2686 11912,6047 32710,5609
Ri*2 34312504 223211626 141910151 1069980794
FC= 71332053
ANOVA
FV SC GL CM F F de tablas
Columnas 8554803,16 2 4277401,58 37,420419 3,89
(0,052, 12)
Error 137167942 12 114306,618
Total 9926482,58 14

Hq: no hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumuladas en el

compartimento receptor a las 24 hrs, durente tas permeaciones sin promotor, con Azona®y

con Dermac SR-38*.

H, : hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumuladas en el

compartimento receptor a las 24 hrs, durante las permeaciones sin promotor, con Azona®y

con Dermac SR-38".

No se rechaza Hy s5i F cal <F de tablas.

Dado que 37.4204 > 3.98 se rechaza H, y por lo tanto se considera que hay diferencia

significativa entre las cantidades de Tbuprofeno acumuladas en el compartimento receptor a

tas 24 hrs, durante las permeaciones sin promotor, con Azona® y con Dermac SR-3 8®.
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PRUEBA DE DUNCAN

Cantidad acumulada de Ibuprofeno a las 24 hrs

sin promotor ¢con Azona [con Dermac
media 1063,5375] 2988,0537] 2382 5209
desv est 218,5324f 374,0833 310,3393
sp= 307.6823
df=12
Para muestras de 2
Rango de significancia 3,08
Rango minimo significativo 947 6615
sin promotor
con Dermac
1063,5375 23825209
con Azona - sin promotor = 1924,5162 > 993.8138
con Azona - con Dermac = 605,5328 < 947.6615
con Dermac - sin promotor = 1318,9834 > 0476615

£)

3
3,23
993.8138

con Azona
2988,0537

diferencia
significativa
diferencia no
significativa
diferencia
significativa
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CANTIDAD DE PRINCIPIO ACTIVO RETENIDO EN EL TEJIDO

DURANTE LAS PERMEACIONES, DE LOS TRES PRINCIPIOS ACTIVOS,

SIN PROMOTOR, CON AZONA® Y CON DERMAC SR-38°

5-FU (ug)
sin promotor  con Azona®  con Dermac
SR-38% suma n=35
69,4459 0 0 69,4459 i=3
9,6392 0 0 9,6392 N=15
0 0 54,2912 54,2912
0 38,9948 20,6701 59,6649
22,9768 13,067 73,7887 109,8325
suma 102,0619 52,0618 148,75 3028737
Ri"2 10416,6314 2710,43102 22126,5625 91732,4782
FC= 6115,498543
ANOVA
FV SC GL CM F F de tablas
Columnas 935,226447 2 467,613223 0,63022376 . 3,89
(0,05,2, 12)
Error 8903,75615 12 741,979679
Total 9838,98259 14

H,: no hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en el

tejido durante las permeaciones sin promotor, con Azona® y con Dermac SR-38%

H, : hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en el tejido

durante las permeaciones sin promotor, ¢on Azona® y con Dermac SR-38%.

No se rechaza Hg si F calc < F de tablas.

Dado que 0.6302 < 3.89 entonces no se rechaza Ho y se considera que no hay diferencia

significativa entre las cantidades de S-Fluorouracilo- retenidas en ¢l tejido durante las

permeaciones sin promotor, ¢on Azona®y con Dermac SR-38%
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CAFEINA {ug)

sin promotoer con Azona  con Dermac n=35
suma
56,697 790,9959 112,8815 960,5744 j=3
96,2528 431,9088 191,3667 719,5283 N=15
278,9294 726,8412 265,7517 1271,5223
204,7039 373,5811 155,7631 734,0481
227,5968 625,4899 191,3326 1044,4193
suma 864,1799 2948 8169 917,0956 4730,0924
Ri*2 746806,9  8695521,11 841064,34 22373774,1
FC= 149158494
ANOVA
FV sC GL M F Fde tablas
Columnas 565093,529 2 282546,764 18,8907818 3,89
(0,05,2, 12)
Error 179482311 12 14956,8592
Total 744575,839 14

H,: no hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en el

tejido durante las permeaciones sin promotor, con Azona® y con Dermac SR-38%,

H, : hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en el tejido

durante las permeaciones sin promotor, con Azona® y con Dermac SR-38°.
p y

No se rechaza Hg si F calc < F de tablas.

Dado gue 18.8908 > 389 entonces se rechaza Hy y se considera que hay diferencia

significativa entre las cantidades de Cafeina retenidas en el tejido durante las permeaciones

sin promotor, con Azona®y con Dermac SR-38%.
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PRUEBA DE DUNCAN

Cantidad de Cafeina retenida en ¢l tejido {ug)

sin promotor con Azona jcon Dermac
media 172,836 589,7539 183,4191
desv est 93,0368 181,7925 56,2247
sp = 122.2914
df=12
Para muestras de 2 3
Rango de significancia 3,08 3,23
Rango minimo significativo 376.6575  395.0013

sin
promotor con Dermac con Azona
172,836 183,4191 589,7539

con Azona - sin promotor = 416,9179 >395.0013 diferencia significativa
con Azona - con Dermac = 4063348 >376.6576 diferencia significativa
con Dermac - sin promotor = 10,5831 <376.6576 diferencia no significativa
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IBUPROFENO (ng)

sin promotor con Azona®  con Dermac i=3
SR-38% suma n=5
313,3108 442 8041 0 756,1149 N=15
292 4662  1145,8784 155,9459| 1594,2905
2866892  1301,9088 36,875 1625,473
2981419 872,1284 171,0304] 1341,3007
325,1689 940,3885 192,1284] 1457,6858
suma 1515,777 4703,1082 555,9797 6774,8649
Ri"2 229757991 221192267 309113,427| 458987944
FC=  3059919,63
ANOVA
FV SC GL CM F F de tablas
léolunmas 188526439 2 942632,194 24,7956912 3,89
1(0,05,2, 12)
{Error 456191,611 12 38015,9676
Total 2341456 14

Hs: no hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en el

tejido durante las permeaciones sin promotor, con Azona® y con Dermac SR-38%,

H; : hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas-en el tejido

durante las permeaciones sin promotor, con Azona® y con Dermac SR-38%.

No se rechaza Hp si F calc < F de tablas.

Dado que 24.7957> 3.89 entonces se rechaza H; y se considera que hay diferencia

significativa entre las cantidades de Ibuprofeno retenidas en el tejido durante las

permeaciones sin promotor, con Azona”y con Dermac SR-38%.
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PRUEBA DE DUNCAN

Cantidad de Ibuprofeno retenida en el tejido- (ug)

sin promotor con Azona  {con Demmac
media 303,1554 940,6216} 111,1959
desv est 17,0229 326,0262 86,6327
sp= 195.0112
df=12
Para myestras de 2 3
Rango de significancia 3,08 323
Rango minimo significativo 6006344  629.8861
c¢on Dermac  sin promotor  con Azona

111,1959 303,1554  940,6216
con Azona - sin promotor = 829,4257 >629.8861  diferencia significativa
con Azona - con Dermac =- 637,4662 > 600.6344-  diferencia significativa
con Dermac - sin promotor = 19,9595 <600.6344  diferencia no significativa

Las Kp experimentales se calcularon con-la siguiente formula :
Kp = ( Vr/ACp) * ( dCp/dt)

donde :

Kp : coeficiente de permeabilidad {(cm/s)

A : area (cm®)

Ve : volumen del receptor (cm®) -

Cp : concentracion del donador (ug/cm’)

( dCr/dht) : pendiente obtenida de las regresiones de Q acum en funcion del tiempo.
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