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l.- Introduccién

Los principios activos constituyen una clase muy amplia de estructuras
moleculares complejas y que durante el proceso de manufactura de
medicamentos, al mezclarse con sus excipientes, pueden cambiar su estructura
y también sus propiedades quimicas, lo que puede favorecer una mayor
absorcion en piel. La exposicion laboral a diferentes agentes quimicos puede
constituir grandes riesgos, sobre todo si el operador esta expuesto de manera
continua y prolongada durante el proceso de fabricacion. Durante estos procesos
pueden liberarse cientos de sustancias distintas que son una fuente
contaminante importante a la que el ser humano y otras especies estan
expuestas si no se toman las medidas de seguridad pertinentes.

En la actualidad es de gran importancia prestar atencién a la proteccion
adecuada de los operadores y brindar la capacitacion al trabajador sobre los
riesgos y precauciones a tomar. En este trabajo se decidid trabajar con piel
puesto que es el érgano mas extenso y constituye la interfase con el medio
ambiente. La piel representa no sélo la barrera para la entrada de un sin numero
de sustancias exdgenas, sino que es una via de administracion para el
tratamiento de enfermedades locales, asi como para la liberacion sistémica de
farmacos. Se ha visto que la via transdermal tiene ventajas sobre otras vias
como la nasal u ocular por la baja actividad de enzimas contenidas en la piel, lo
que hace posible evitar el metabolismo del primer paso hepatico, pudiendo
disminuir asi la dosis administrada. Una desventaja que se puede observar para
esta via es su baja velocidad de permeacion membranal para los farmacos.

Como agente permeante se eligié al CF, pues a pesar de ser un farmaco
que normalmente se administra por via oral, se ha constatado que se impregna
en la piel de los operarios involucrados en la produccién de la forma
farmacéutica que la contiene. Estd bien documentado que el CF puede

ocasionar reacciones de fotosensibilidad.

Vi



El objetivo de esta tesis fue evaluar la capacidad de penetracion del CF a
través de la piel, evaluando la influencia del tiempo de contacto. Para ello, se
realizaron pruebas de permeacién en piel de cerdo, aplicando la técnica de
“Tape Stripping” para construir los perfiles de penetraciéon a través del estrato

corneo.

VI



Glosario

Auto esterilizacién: Proceso en el que la glandula sudoripara secreta

sustancias tales como interferén, lisosimas, transferrinas y todos los tipos de
inmunoglobulinas, inhibiendo el crecimiento en la superficie e impidiendo la

proliferaciéon de organismos oportunistas.
Ceramidas: Es la mezcla de lipidos complejos en la capa cornea, los cuales
son responsables en primer instancia de la funcién de retencion de humedad y

formacién de la barrera de permeabilidad de la piel

Cuerpos de Odland: Son pequefas estructuras de los queratinocitos

maduros. Las vacuolas de membrana cerrada en donde se almacenan
sustancias precursoras de la barrera lipidica cutanea en forma de bicapas

discoidales agrupadas.

Desmosomas: También conocidos como puentes de unién intercelular;
constituidos por proteinas en forma de 3 tipos: filamentos de queratina,
plaquinas, desmogleinas, estas unen células epidermales entre si y a la dermis

por medio de la membrana basal.

Difusién: Es la penetraciéon molecular a través del movimiento espontaneo y
al azar de moléculas individuales de gas, liquido o sélido en las diferentes
regiones de la piel por medio de los poros intercelulares y reviste especial

importancia a nivel del endotelio capilar.

Equilibrio_hidrico: Es la hidratacion ideal de la piel para desempefar sus

funciones vitales en el cuerpo humano, ya que el agua interviene en el

metabolismo y caracteristica funcional de cincuenta mil millones de células de

nuestro organismo.

Vi



Linfa: Parecida a la sangre, es mas abundante que ella, pero sélo contiene

glébulos blancos y su funcién principal es la nutricion de todas las células.

Mitosis: Es el proceso de division celular en la que las dos células resultantes
obtienen exactamente la misma genética de la célula progenitora y se divide en

diferentes etapas: interfase, profase, metafase, anafase y telofase.

Oliguria: Es el nombre que se le da a la disminucién de la capacidad para
formar y eliminar la orina. Eliminacion de menos de 500 ml por dia de orina.

Osmosis: Fenomeno en donde el agua puede entrar por ésmosis causada
por gradientes de concentracion a través de membranas semipermeables de los

organismos y también puede salir esta agua por el mismo fenémeno por la piel.

Parestesias: Sensacion o conjunto de sensaciones anormales vy
especialmente de hormigueo, adormecimiento o ardor que experimentan en la

piel ciertos enfermos.

Piodermia: Es el nombre que recibe la infeccion de la piel causada por

bacterias.

Queratinopoyesis: Es el proceso por el cual un queratinocito se divide en la

capa basal y sufre cambios estructurales como la formacién de la queratina que

es el mas importante al ir a estratos superiores hasta llegar al estrato comeo y

por ultimo descamarse.

Seborrea: Término que hace referencia a cualquiera de las dermatosis en las

que existe un aumento en la secrecién grasa de las glandulas sebaceas de la

piel.



Simbiosis: Asociacion de individuos animales ¢ vegetales de diferentes
especies en la que ambos asociados o simbiontes sacan provecho de la vida en

comun. Como las bacterias banales que viven en la superficie de la piel.

Topografia: Se refiere a la diversidad y variaciones de color y tambien que
existen en textura, grosor y espesor de piel en las diferentes regiones del

mundo.
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l.- OBJETIVOS

Objetivo General de Trabajo:

» Estudiar la penetracion del Clorhidrato de Fenazopiridina (CF) a través de la
piel, mediante la técnica de “Tape Stripping”, con el fin de determinar el
efecto del tiempo de contacto sobre la distribucion del principio activo (PA)

en el estrato corneo.
Obijetivos Particulares:

¢ Realizar estudios de permeacion a través de piel de lomo del cerdo,
empleando la técnica de “Tape Stripping” para obtener el perfil de

penetracién del CF.

» Evaluar el efecto del tiempo de contacto sobre la distancia de penetracion y

la cantidad total permeada.
Objetivos Académicos:

* Aprender las técnicas para estudiar la penetracidon de excipientes y principios

activos empleados para la fabricacion de medicamentos) a traveés de la piel.

Objetivo Social:

o Determinar el grado de absorcién en piel del CF, ya que se ha demostrado
que su absorcion prolongada puede ser causa de intoxicacién, produciendo
algun dafo al operador durante el proceso de manufactura del medicamento,
debido a que se encuentra expuesto a este PA y que en algunos lugares no se

cuenta con el equipo de proteccion adecuado.



Il.- MARCO TEORICO

1.- La Piel

Caracteristicas de la piel:

Es el 6rgano mas grande y extendido del organismo que forma una capa
protectora sobre el cuerpo humano. La extension del 6rgano cutaneo es variable
segun la talla y la complexion del individuo. La piel de una persona de 70 kg que
mide 1.70 m esta cubierta por 1.85 m? de piel con un volumen de 4,000 6e, 2.2
mm de espesor como promedio. Su peso es de 4,200 kg que equivale al 6% de
peso corporal, mas del doble que el cerebro y el higado; contiene 1,800 cc de
sangre, un 30% de la sangre total del organismo, es pues el érgano mas extenso,
de mayor peso y volumen, si fuese extendida sobre una superficie plana cubriria

un area de entre 1.5 y 19 m? (Remington, 1988, Mario, 1989, Aguilar et al, 1993 y Michael, 1998)

Componentes de la Piel:

La piel es uno de los érganos mas complejos. Para darse cuenta de ello
basta observar los siguientes datos: un centimetro cuadrado de piel posee 5
foliculos pilosos, 15 glandulas sebaceas, 100 sudoriparas, 4 metros de nervios y
un metro de vasos, 5,000 organelos sensitivos y 6 millones de células (Fig. 1).

Exteriormente la piel es rugosa y entre estas arrugas se encuentran areas
mas elevadas que estan salpicadas con las aperturas de los poros que secretan la
perspiracién a través de la misma.

El aparato pilosebaceo compuesto por pelo y glandula sebacea conforma
una unidad estructural y funcional, compuesta por el tallo del pelo, glandula
sebacea, bulbo piloso, papila pilosa y glandula sudoripara. Las glandulas
sebaceas y sudoriparas son glandulas exécrinas. Las glandulas sebaceas se
encuentran casi siempre unidas a los foliculos pilosos. Las glandulas sudoriparas

expulsan su secrecion directamente sobre la superficie cutanea"obe et @l 1974

Fritsch. 1990, Acevedo, 1999 y Andrea. 2002 )
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Figura No. 1 Corte Transversal de la PiefF"c*: 2009).

Asi como el color de la piel varia segin la topografia, también hay
variaciones de textura, grosor y espesor, ver la tabla No. 1 Ron# & &. 2002 pp jog
parpados es muy delgada y muy fina, en cambio en las palmas de las manos y
sobre todo en las plantas de los pies es muy gruesa y aspera. También hay
variaciones con respecto al sexo y a la edad. En la mujer la piel es muy fina y

tersa con vello delgado, en el hombre es mas gruesa, aspera y cubierta de vello
més grueso y abundante. (Rémington, 1988, Mario, 1989 y Aguilar. et al, 1993)



Tabla No. 1 Caracteristicas fisiopatoldgicas de la piel

l REGION ~ CARACTERISTICAS |

| Palmas y plantas Estrato corneo grueso. Barrera fisica. Sitio

| |com£|n de contacto a substancias. Oclusion
con ropa.

Areas intertriginosas (axila, ingle, | Humedad areas ocluidas. ﬂtrép'é—quimicos_
_cuello, dedos, ombligo, genitales) | Aumenta absorcién percutanea.

Cara Se expone frecuentemente. Los lipidos de la
superficie interacttan con substancias
 hidrofdbicas.

| Parpados Substancias que  frecuentemente  se
transportan con las manos. Funcién de
barrera pobre, epidermis delgada. Sensible

. _|airritantes. -
Region retroauricular | Atrapa substancias quimicas. Oclusion
Piel cabelluda Atrapa substancias quimicas. Foliculo piloso

Funciones de la Piel
Es la cubierta exterior que reviste todo el cuerpo, no es como se cree una simple
envoltura inerte, sino un érgano complejo anatomico y funcional ligado a la
fisiologia y patologia de todo el organismo. Por su naturaleza es considerado

a o . .. hael
como un tejido dinamico y en constante regeneracionVa"o: 1989 Aguilar et al, 1993, Michael et

al, 1998 y Encarta, 2003}_

Ademas de servir como barrera protectora contra el medio ambiente, regula
la temperatura corporal, produce pigmentos y vitamina D, permite la percepcion
sensorial, cumple un papel importante en la regulaciéon del equilibrio hidrico y
puede ser un érgano importante en la eliminacion de algunas sustancias toxicas
{Aiache et al, 1983; Mario, 1989, Aguilar et al, 1993, Ortiz et al, 1999, Merk, 2000 y Encarta, 2003}.

La piel, en anatomia es la parte del organismo que protege y cubre la
superficie del cuerpo y se une, sin fisuras, con las membranas mucosas de los
distintos canales (por ejemplo, el canal alimenticio) en los distintos orificios
corporales. La piel forma una barrera fisiologica y revestimiento protector contra la
accion de agentes fisicos, quimicos o bacterianos sobre tejidos mas profundos, y
contiene 6rganos especiales que suelen agruparse para detectar las distintas

sensaciones, como sentido del tacto, temperatura y dolor.



Cumple un papel importante en el mantenimiento de la temperatura
corporal gracias a la accion de las glandulas sudoriparas y de los capilares
sanguineos. En la regulacion de la temperatura corporal participan los 4,5 m de
capilares sanguineos contenidos en cada 6,5 cm? de pig| Ma"° 1989y Encarta. 2003)

La piel esta compuesta por cuatro capas: una capa externa llamada capa
Cornea; la capa siguiente que es la Epidermis (cutis superficial) o piel verdadera;
y la capa inferior llamada Dermis o corion (cutis profundo) en donde se
encuentran los vasos sanguineos, linfaticos y estructuras similares vitales para la
salud y vida de la piel. Aqui también estan algunas de las glandulas y las raices
de los foliculos pilosos y finalmente la Hipodermis constituida basicamente por
adipocitos (Fig. 1).

La parte superior de la epidermis estd compuesta por células muertas que
contienen queratina, la escleroproteina cornea que forma también el pelo y las

UﬁaS(Fig. 1) (Jacob, 1982 Michael et al, 1998 y Encarta, 2003}‘

La epidermis (cutis superfical)
La capa cutanea mas exterior, la epidermis constituye la envoltura
protectora natural frente al entorno. Su grosor medio es de 0.1 mm: en la cara solo

son 0.02 mm, en cambio en las plantas de los pies es de 1 a 5 mm/2ceb. 1982y Michael

et al, 1998)

Esta constituida por varios estratos celulares, que forman en conjunto, un
epitelio poliestratificado. Estos estratos son denominados, de dentro hacia fuera:

basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo (Fig. 2). Todas las células proceden de

una sola hilera compuesta el 90 % de las células propias de la epidermis llamadas
individualmente queratinocitos, y el 10 % de otras células que se encuentran en la
epidermis: Melanocitos, Células de Merkel y Células de Langerhans, se mantienen
unidas gracias a los llamados desmosomas y que van a originar por sus divisiones
a todas los demas, terminando con la muerte de la célula llena de queratina, esta

ultima capa caera renovandose continuamente.



Este proceso que llamamos queratinopoyesis: es el proceso mediante el
cual el queratinocito se divide en la capa basal, conforme sube a estratos
superiores va percibiendo una serie de cambios estructurales, el mas importante

de ellos es la formacion de queratina, llega a la capa cornea y luego se descama.

Este proceso tiene una duracion promedio de 28 dias. Son 14 dias desde que la

célula se divide en el estrato basal y asciende a la capa cornea y otros 14 dias en
3 (Michael et al, 1998)

la capa comea hasta que se descama ver Fig.

Capa cornea

Capa lucida |

Capa espinosa

i Capa granulosa

Dermis

Capa basal

Figura No. 2 Corte histolégico de la piel mostrando la epidermis y sus
capas: 1 Capa Cérnea, 2 Capa Lucida, 3 Capa Granulosa, 4

Capa Espinosa, 5 Capa Basal y 6 Membrana Basal “/#°°" 1982
Fritsch, 1990 y Geocitios.com, pagina de internet)



Se distinguen en total cinco capas

Capa basal (stratum basale o Germinativo)

El stratum basale (del latin stratum = cubierta, capa; basalis = base, fondo)
es la capa inferior de la epidermis (cutis superficial). Las células basales forman
una sola hilera de células cilindricas de nucleos muy basofilos que se encuentran
directamente sobre la membrana basal, que separa claramente la epidermis de la
dermis (cutis profundo) es decir dispuestas perpendicularmente a la dermis con
mitosis frecuentes y que estan en constante reproduccion. Gracias a la divisién
celular (proliferacion) las células basales se comportan como células madres para
la continua renovacion de la piel. Gracias a esta division, las células hijas son
desplazadas a las capas mas exteriores. Ahi tienen lugar varios estados de
desarrollo. En la capa basal se encuentran también de trecho en trecho células
mas claras, de nucleo hiperencromatico en forma de luna que se les llamadas
células claras de Maison o melanocitos, formadores de pigmentos de la piel o
melanina. Se acepta que estas células provienen de las denominadas verdaderas

células dendriticas que emigraron a la piel durante la vida embrionaria Fig. 2.7
1982, Prota, 1996 y Michael et al, 1998)

Capa espinosa (stratum spinosum) o de Malpighi

El stratum spinosum (del latin spino = espina, pincho), o capa espinosa se
encuentra a continuaciéon de la capa basal. Esta formado por varias hileras de
células poliédricas dispuestas en mosaico y que tienen como caracteristica
especial la presencia entre ellas de “puentes” intercelulares que unen a una celula
con otra dando cohesion a la epidermis, pero dejando suficiente espacio entre las
células para la circulacion de la linfa que las nutre. Estos puentes parecen estar
formados por prolongaciones citoplasmaticas, reforzadas por tonofibrillas que en
su centro se condensan para formar los nédulos. En ella empiezan a ser visibles
los llamados queratinosomas, vacuolas de membrana cerrada (Cuerpos de
Odland) que contienen las sustancias precursoras de los lipidos epidérmicos en

forma de membranas lipidicas dobles discoidales agrupadas, Fig. 2 (Meaeietal 1998



Capa granulosa (stratum granulosum)

A continuacion de la capa espinosa encontramos el stratum granulosum
(del latin granula = granulo). A medida que se acercan a la superficie, las células
se aplanan y empiezan a presentar en su interior unos granulos de color azul
oscuro que estan formados del precursor de la queratina, la queratohialina.
Llamados granulos de queratohialina, son una mezcla de corpusculos proteicos
diversos y dan origen a la cornificacion (queratinizacion) de los queratocitos. El
estrato granuloso esta formado apenas de una o dos hileras de estas células. En
la actualidad se sabe que los granulos estan constituidos por ADN y proceden de

la cromatina nuclear, Fig. 2 Michae! etal. 198)

Capa lacida (stratum lucidum)

El stratum lucidum es la llamada capa lucida. Las células estan fuertemente
aplanadas y cementadas entre si. Los limites entre las células ya no son visibles.
En el cuerpo, donde la piel es gruesa, podemos observar con el microscopio de

luz una banda clara localizada entre la capa granulosa y cornea. Esta zona se ha

denominado estrato lucido. (Fig. 2).

Capa cornea (stratum corneum)

El stratum corneum (del latin cornea = callosidad) es la capa mas
superficial 6 exterior de la epidermis (cutis superficial). Variable en su espesor
desde 0.02 mm. hasta 0.5mm en las plantas de los pies, esta formado por hileras

de células muertas, aplanadas sin nucleo y llenas de una sustancia llamada

queratina blanda, Fig. 2 Mchae! etal. 1998)

Las células corneas (corneocitos), se encuentran unidas entre si gracias a
unos cuantos desmosomas, apéndices de la membrana celular ricos en proteinas
(“tonofibrillas”), ademas el espacio intercelular constituye una matriz de lipidos. Se
observan asi varias hileras de laminillas puestas unas sobre otras. La capa
cornea, consta de una parte dura con 15 a 20 capas de células, en especial su
tercio inferior, constituye la barrera de permeabilidad, la capa protectora natural de
la piel frente a factores exdgenos. Este ultimo es el elemento de proteccion mas

eficaz. Resistente a los agentes reductores queratoliticos, a la mayoria de las
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proteasas, a los compuestos acidos y alcalinos. Esta resistencia no soélo esta

asegurada por puentes disulfuro, sino también por otros enlaces covalentes jPusten

et al, 1992, Haftesk et al, 1996 y Michael et al, 1998)_

La hidratacion de estas células se produce lentamente por 6smosis a través
de los lipidos intercelulares. Las células han perdido su nucleo y se encuentran
llenas de queratina. La queratina es una proteina rica en uniones disulfuro, que se
dispone en filamentos agrupados y forman el 75% del peso de estas células. Las
células son planas y no presentan organelos intracitoplasmaticos, los cuales ya
fueron digeridos por enzimas lisosomales (Teu'ssen. 1992y Michael et al. 1998)

El agua es indispensable para mantener las propiedades mecanicas de la
capa cornea. Los lipidos que se encuentran en el estrato corneo representan un
7-9% de la masa total de tejido y estan constituidos, sobre todo, por acidos grasos
libres o esterificados, ceramidas, triglicéridos y colesterol que se encuentran

emulsificados con el agua.

La dermis (corion, cutis profundo)

La dermis (del griego derm = piel, también cutis profundo o corion) forma
una abrupta frontera frente a la epidermis (cutis superficial). La transicién al
subcutis (tejidos bajo la grasa cutanea) es por el contrario fluida (Fig. 1, 3).

En la dermis hay un numero variable de arterias, venas y nervios
encargados de la irrigacion e inervacion de la piel por lo tanto su principal funcién
es la nutricion de la epidermis (Fig. 1, 3) ache. 1983y Wikinson, 1990 Michael et a1, 1998)

La dermis consta de dos estratos:

Stratum papillare:

El stratum papillare (del latin papille = protuberancia) es la capa superior:
formado por proyecciones irregulares de tejido conectivo, colageno laxo (papilas),
que se interdigitan con las respectivas proyecciones de la epidermis “crestas
epidérmicas”, constituye una frontera abrupta y ondulada hacia la epidermis (cutis
superficial). Su estructura ondulada hace que la superficie de contacto con la

epidermis sea mayor (Fig. 3) (Mchael et al. 1998)



De esta manera se asegura un suministro éptimo de nuirientes a los
epitelios inferiores de la epidermis, las células bédsales, a través de los vasos
sanguineos que atraviesan los corpusculos papilares.

Figura No. 3 Corfe transversal de la piel mostrando en detalle Ias
siguientes estructuras: 1 Epidermis, 2 Dermis, 3 Subcutis, 4
Tallo del peio 6 Foliculo piloso, & Gléndula sebdcea, 6
Gléndula sudoripara, 7 Stratum papillare, 8 Membrana basal y
9 Células bésales. ™" 19%0)
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Stratum reticulare

El stratum reticulare (del latin stratum = cubierta, capa; reticular = en forma
de red) constituye la parte inferior de la dermis. Esta se convierte en el subcutis
(tejido subcutaneo), situado mas abajo, constituido igualmente por tejido conectivo
colageno laxo o colageno irregular que se fusiona insensiblemente con el estrato
papilar.

Parte esencial de la dermis son las fibras proteicas del tejido conectivo,
compuestas por fibras elasticas de forma ondulada y por fibras colagenas casi
rigidas. Ambas determinan la elevada elasticidad y resistencia a la traccion del
cutis profundo.

Las fibras colagenas jovenes - pueden absorber gran cantidad de agua,
determinando asi la elevada turgencia de la piel joven. Con el aumento de la edad,
la malla de fibras colagenas se tensa, reduciéndose asi su capacidad de retencion

de agua. La piel tiende entonces a la formacion de arrugas™<"2¢! 19%8),

Tejidos conectivos, glicoaminoglicanos y capacidad de absorcion de agua.

Los intersticios de la red dermica de fibras contienen una especie de relleno
compuesto de largas cadenas de moléculas de azucar (polisacaridos, del griego
poly = cuantioso, mucho; sacchar = azucar). Estos llamados glicoaminoglicanos
(también mucopolisacaridos), que con ayuda de la fibroconectina, una especie de
pegamento, unen la estructura proteica de tejido conectivo dando lugar a los
proteoglicanos, tienen la capacidad de absorber agua. Esta masa gelatinosa
funciona como una esponja. Al ser presionada, el agua retenida puede ser tanto
absorbida como expulsada. Este proceso contribuye probablemente al suministro
de nutrientes de la dermis™¢! 1998)

Los acidos hialurdnicos (del griego hyalo = cristal) pertenecen al grupo de
los glicoaminoglicanos y con ello a la funcion retentora de agua en el tejido
conectivo. Los glicoaminoglicanos estan sujetos a una continua construccion y
destruccion. Por el contrario, el armazén de colageno solo se renueva en caso de

necesidad, como pueden ser lesiones de la piel.
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Otros componentes de la dermis son diversos tipos de células como los
fibroblastos, mastocitos y otras células de tejido, aparte de numerosos vasos
sanguineos y linfaticos, terminaciones nerviosas, y receptores del frio y el calor, al

igual que los 6rganos del sentido del tacto™"a¢!. 19%)

Los anexos cutaneos

Las membranas mucosas encontradas en cavidades del cuerpo, tales como
la boca, nariz, aparato digestivo y ojos, son también modificaciones de la piel. La
membrana mucosa difiere de la piel externa de muchos modos, principalmente en
la secrecion de mucus (Alache et al, 1983 y Michael, 1998).

Entre los anexos cutaneos se encuentran las uias, los pelos y las glandulas
(glandulae cutis). Se originan en invaginaciones de la epidermis (cutis superficial)
en la dermis (cutis profundo).

Las Unas son placas cérneas que estan firmemente ancladas en el lecho
ungueal. Tienen un grosor de unos 0,5 mm y se componen de un borde anterior
libre, el cuerpo de la ufa y la raiz, insertada esta ultima en una invaginacion de la
piel.

En los Pelos se distingue entre el tallo, que sobresale de la piel, y la raiz.
Esta ultima esta engrosada en su polo inferior (bulbo piloso), el cual asienta a su
vez sobre la llamada papila pilosa de la dermis, responsable de la formacion y
crecimiento del pelo. La raiz del pelo esta situada en la vaina de la raiz, la cual
esta revestida, hacia afuera, por el foliculo piloso, el cual esta comunicado a la

gléndula sebacea ver Fig 3 (Aiache et al, 1983 y Michael, 1998)

Entre las glandulas de la piel (Glandulae cutis) se encuentran las
glandulas sudoriparas, odoriferas, sebaceas y mamarias. Las glandulas sebaceas
se encuentran casi siempre unidas a los foliculos pilosos, gracias a cuyo orificio en
forma de embudo, su secrecion rica en lipidos puede alcanzar la superficie
cutanea. El tamaro de las glandulas sebaceas y con ello su secrecion varia en
funciéon de la zona corporal. Asi, en la cara encontramos glandulas sebaceas
mayores a las de brazos y piernas. Un importante factor que influye en la actividad

de las glandulas sebaceas son los androgenos.
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Las glandulas sebaceas y sudoriparas (Fig. 3), se encuentran entre las
llamadas glandulas exdcrinas (del griego exo = fuera, afuera), lo que significa que
estas glandulas vierten sus secreciones directamente en una superficie, como por
ejemplo la piel. Esto ocurre en el caso de las glandulas sebaceas por disociacion
de células con alto contenido lipidico. Gracias a la division de las células basales
se produce de forma continua el reabastecimiento (glandulas holécrinas). En las
glandulas apécrinas, como las mamarias o sudoriparas de la axila. Sélo las partes
externas del cuerpo de la célula son repelidas con la secrecion. Las células de las
glandulas ecrinas, como las glandulas sudoriparas pequefas, no muestran
ninguna pérdida de citoplasma tras la secrecion.

Junto con las glandulas sudoriparas, las glandulas sebaceas suministran
sustancias esenciales como un sebo, ademas de los lipidos epidérmicos que
constituyen, junto a otras, para la formacién de la pelicula hidrolipidica que
mantiene la piel en condiciones flexibles.

Con excepcion de las palmas de las manos o las plantas de los pies, las
glandulas sebaceas se encuentran por toda la piel. En la cara son mayores que en

|03 brazos o las piernas (Aiache et al, 1983 y Michael. 1998)

El subcutis (tejido subcutaneo)

Se conoce como subcutis (del latin sub = debajo; cutis = piel) el tejido
adiposo subcutaneo. Se compone de un sistema de camaras de tejido conectivo
rellenas de células adiposas (adipocitos) que almacenan energia (Fig. 3).

El subcutis se encuentra atravesado por numerosos vasos sanguineos, lo
que garantiza un rapido transporte de los nutrientes almacenados segun las

necesidades (Aiache et al, 1983 y Michael, 1998)

Agrupaciones de células adiposas
Las células adiposas se encuentran unidas en grandes grupos con forma

de almohadillas, sujetos por fibras colagenas llamadas camaras o vainas de tejido

conectivo.
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Entre las funciones del tejido adiposo subcutaneo se encuentran, ademas
del almacenamiento de nutrientes en forma de grasas liquidas, el aislamiento del
cuerpo frente al frio y la amortiguacion de los golpes. En las palmas de las manos,
nalgas y plantas de los pies, el acolchamiento adiposo practicamente solo sirve
como proteccion frente a los impactos.

La distribucién de grasas en hombres y mujeres: El contenido graso del
subcutis no es idéntico en todas las zonas del cuerpo. También entre hombres y
mujeres el tejido adiposo subcutaneo se encuentra repartido desigualmente. Por
eso la celulitis, a modo de ejemplo, aparece sobre todo en las mujeres,
determinada por la especial disposicion de las vainas del tejido adiposo
subcutaneo y del almacenamiento preferencial de grasas en caderas, muslos y
nalgas. Por el contrario, los hombres tienden a almacenar grasas en la zona del
tronco.

Las grasas, también llamadas triglicéridos o acilglicerinas, son los lipidos
que contienen acidos grasos mas numerosos y sencillos. Son ésteres del alcohol
trivalente Glicerina, pudiendo tener tres grasas saturadas o insaturadas. Las

grasas constituyen la parte esencial del cimulo o depdsito graso de la piel.

Descamacion, Cornificacion y renovacion de la piel

La piel estd constantemente renovandose desde el nacimiento hasta la
muerte. Las capas mas externas son desprendidas a medida que las capas mas
internas producen nuevas células. Miles de millones de nuevas células son
introducidas cada dia mientras que miles de millones de células corneales muertas
son desprendidas por el cuerpo. Existen treinta capas de ceélulas que estan
continuamente siendo anadidas desde abajo y desprendidas desde arriba.

Durante la llamada cornificaciéon las células basales cilindricas vivas se
transforman en células corneas planas sin nicleo, variando en el proceso su forma
y composicion. Las células atraviesan en el camino la zona barrera, la zona
fronteriza interfacial, entre la capa cutanea superficial viva y la capa cornea, al

tiempo de que ocurre el depésito de los lipidos epidérmicos intercelulares "
1993 y Michael, 1998)
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La epidermis (cutis superficial) se renueva mediante una continua
reproduccion, cornificacién y descamacion (desprendimiento mecanico del nivel

superior de células corneas) cada 28 dias ver Fig. No. 4.

Figura No. 4 Microfotografia electrénica de céu!as corneas descamadas
(Fritsch, 1‘990)_

Hacia la superficie cutanea la capa cornea se vuelve mas quebradiza, las
diferentes células no encajan entre ellas, separandose y desprendiéndose
imperceptiblemente en forma de escamas de piel. Este proceso continuado se
denomina descamacion. Un adulto pierde diariamente alrededor de 10 g de
escamas corneas.

Junto a la queratohialina, una precursora de la queratina, los granulos

contienen la llamada filagrina, la sustancia cementante del armazén celular ="

1993 y Michael, 1998)

El modelo del cemento y ladrillos
Entre las células se encuentran los lipidos epidérmicos: si nos imaginamos
las células cérneas como ladrillos, los lipidos serian el cemento o la argamasa que

rellenan los espacios intercelulares (Fig. 5).
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Figura No. 5 Representacién esquematica de la capa cérnea: el modelo del

cemento y ladrillos. 1 Células cémeas (corneocitos) y 2
Lipidos epidérm:‘cos(Friscn_ 1690)

Formacién y funcién de los lipidos epidérmicos

La composicion de los lipidos y su contenido de agua en la epidermis se
modifican con el aumento de la cornificacion de las células cutaneas. Los lipidos
se producen en los aparatos de Golgi de las células cérneas. Finalmente se hacen
visibles en pequefias estructuras de los queratinocitos maduros: en estas vacuolas
de membrana cerrada, los llamados Cuerpos de Odland, se almacenan las
sustancias precursoras de la barrera lipidica cutanea en forma de bicapas
discoidales agrupadas. El contenido de los Cuerpos de Odland es depositado en
los espacios extracelulares mediante la exocitosis. Ahi es donde se originan los
lipidos epidérmicos: en forma de cemento corneo celular, estas bicapas lipidicas
oonﬁeren estabilidad ala capa cornea (Friberg, 1990, Kaiser, 1993, Madison, 1996 y Michael, 1998).

Simultdneamente, estas membranas lipidicas intercelulares constituyen la
barrera critica de permeabilidad de la capa cérnea: la regulacion del contenido de
agua y humedad es una de sus funciones mas importantes, ya que la elasticidad y

solidez de la capa comea dependen de su contenido acuoso @ser. 1993 y Michael, 1958)
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Composicién de los lipidos epidérmicos

Entre los lipidos de la capa comea predominan las ceramidas con una
proporcion del 40%. A continuacién vienen los acidos grasos 25%, y el colesterol
25% y sulfatos de colesterol. De esta mezcla de lipidos complejos, las ceramidas
son responsables en primera instancia de la funcion de retencién de humedad y
formacion de la barrera. Desde el punto de vista quimico se trata de un grupo de
diferentes esfingolipidos, sobre todo esfingosina con diversos acidos esenciales
como por ejemplo el &cido linoléico Madieon. 1956)

Figura No. 6 Estructura de las membranas celulares e, 1989 Meyer, 1950y
Lehninger, 1993)
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La Barrera de Permeabilidad

Los lipidos epidérmicos constituyen de un 10 a un 30 % del volumen total
de la capa cérnea. Esto equivale a una proporcion en sustancia intercelular sobre
el volumen total de 100 a 200 veces mayor que en otros tejidos. De esta manera la
capa cornea forma una efectiva barrera de permeabilidad, que realiza dos
funciones esenciales ver Fig. 6 (©2%ng. 1992y Michael, 1998)

Una de las funciones principales es mantener una temperatura constante
en el organismo lo cual se logra por la evacuacion de sudor. La cantidad de calor
radiado depende de la temperatura externa.

Estratos epicutaneos (manto acido de la piel). Antes de revisar la estructura
histologica de la piel que se inicia con la capa cornea, debemos decir que sobre
esta capa existen otras dos invisibles llamadas: manto gaseoso y manto acido,
que forman en conjunto la microatmosfera que rodea a la piel del individuo y la
pone en contacto con el medio exterior.

El manto gaseoso: estd formado por una capa de aire mas caliente, con
mas contenido de CO; y vapor de agua resultante de la evaporacion del sudor.

El manto &cido: es una emulsion formada por la secrecion sudoral y
sebacea dando origen a dos fases, agua en aceite cuando es mas abundante la
grasa y aceite en agua cuando es lo contrario. El manto acido da a la epidermis su
acidez, su pH es de 5.5 mientras que la dermis es alcalina con un pH de 7 a 7.2,
en la acidez de la epidermis influye el CO; y los aminoacidos. Las axilas, regiones
genitales, oidos, palmas y plantas son menos acidos (ventanas alcalinas) y
también la piel de la mujer, del nifio y anciano tienden a la alcalinidad. EI manto
acido es una importante defensa contra gérmenes y hongos. La inflamacion

alcaliniza la pieI(Danng, 1992 y Michael, 1998)

La segunda funcion es la barrera de proteccién de la piel contra sustancias
extranas, el pH acido de la piel juega un papel esencial en la formacion de la
barrera de permeabilidad. Impide la penetracion de determinadas sustancias como

por ejemplo microbios, agentes quimicos y alergenos.
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La piel también excreta material de desecho, ayuda a prevenir la pérdida de
fluidos corporales y es el 6rgano fundamental del sentido del tacto.

Si se eliminan capas de células corneas y con ello lipidos epidérmicos, la
piel sera mas permeable al agua y otras sustancias, incluidas sustancias agresivas
y alergenos.

La piel realiza numerosas funciones, como la termorregulacién y la accion
aislante, el almacenamiento de energia, la sensibilidad y proteccion frente a los

influjos ambientales como por ejemplo hongos, bacterias o también radiaciones
uv (Dawning, 1992 y Michael, 1998)

Los factores naturales hidratantes

En la superficie cutanea acaban los conductos de salida de las glandulas
sudoriparas (100-200 sz) y las aberturas de las glandulas sebaceas (50-100
cm?). Su secrecion se encarga de la humectacion y engrasamiento de la piel y con
ello del mantenimiento del manto hidrolipidico. La epidermis en si no contiene
vasos sanguineos, por tanto el suministro de nutrientes se produce a través de los
finos vasos sanguineos en las papilas de la dermis F"°¢9: 1990

Se conoce como agua transepidérmica aquella que alcanza la superficie
cutanea por termodifusion, evaporandose una vez ahi. Cuanto menos intacta se
encuentre la barrera cutanea de la capa cérnea, mayor sera dicha pérdida.

La capacidad de retencion de agua de la piel se encuentra determinada de
forma importante por la composicion de la barrera lipidica de la capa cornea. La
estructura proteinica de las células cérneas también es significativa para la
capacidad de retencion de agua de la piel, como puede ser la presencia del
aminoacido arginina. Estas sustancias propias del cuerpo, que fijan el agua en la
capa cornea, se denominan: FNH. Se originan durante el proceso de cornificacion
de los queratocitos (p.ejp. el acido pirrolidoncarbénico), en el sudor y la secrecion

de las glandulas sebaceas como: urea, sales y acidos organicos (Fibers. 1990. Zee. 1992
y Bibertein 1994)
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Mecanismos de Defensa de la Piel

Es comun que cualquier afeccién de piel termine finalmente en infeccion. El
nombre que recibe la infeccion de piel causada por bacterias es piodermia. Segtn
el estrato de la piel que alcance sera la clasificacion y la gravedad del caso. En la
piel normal hay ciertos mecanismos de defensa:

Fisicos: manto piloso (primera proteccion); estrato cérneo (capa de células
densas e inertes) mas la costra sebacea que se forma sobre la superficie del
estrato cérneo, producto de las secreciones y descamaciones.

Quimicos (elementos sobre la superficie de la piel): acido linoléico
(bactericida); sustancias hidrosolubles (sales inorganicas y proteinas); elementos
de inmunidad (complemento, transferrina, Igs G, M, E, A, Interferones)

Bacterias banales: Viven sobre la superficie de la piel (en el infundibulo del
pelo, donde la piel se invagina) en simbiosis, e intercambian factores de
crecimiento. El numero de bacterias esta influenciado por el pH de la piel, su

salinidad, humedad, acidos grasos, proteinas, etc.

Hay dos grupos de bacterias:
Residentes: no producen patogenia y se multiplican sobre la piel.

Acinetobacter spp, Staphilococcus (Coagulasa+), Staphilococcus
(Coagulasa -), Micrococcus spp, Streptococcus (8 hemolitico).

Transitorios: son mas agresivos. Estando sobre la superficie de la piel no
se pueden reproducir, pero son potencialmente capaces de producir patogenia

ante alteraciones de la piel (ayudan al patogeno primario a agravar la situacion)
(Sharon, 1998)

Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Corynebacterium spp, E. coli,
(Sharon,

Bacillus spp. El unico patdégeno primario es Staphilococcus intermedius

1998)
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Normalmente la piel contiene una cantidad determinada de bacterias. Esa
poblacion aumenta en climas humedos y de alta temperatura y disminuye en

climas frios y secos.

En las pieles lesionadas, como en casos de seborrea, piel grasosa,
inflamaciones, alin sin haber infeccion aumenta el nimero de bacterias. El

aumento del numero de bacterias sin infeccion se denomina colonizacion
bacteriana‘z"'e' 1992 y Bibertein et al, 1994 )

La piel, considerada como un érgano, posee un ambiente menos favorable
para el crecimiento microbiano que las encontradas en otros sitios anatomicos,

como por ejemplo las membranas mucosas®Pentein et al. 1994 y Sharon, 1998))

Factores mas caracteristicos de la piel

Humedad: Condiciones que interfieren con la evapotranspiracion en la piel
promueven el crecimiento de microorganismos que pueden ser patégenos para los

tejidos.

pH: Aunque existen variaciones de pH a lo largo de la superficie del cuerpo
del animal. Los valores de pH = 6.0 desfavorecen el crecimiento de muchas

bacterias.

Descamacion: El constante desprendimiento de las capas superficiales de
la piel provoca la eliminacién de organismos transitorios y potencialmente
infecciosos. La flora normal se recupera rapidamente a partir de la poblacion

residual.

Secreciones y excreciones: Las glandulas sebaceas, secretan lipidos de

cadena larga, incluidos los acidos grasos, muchos de los cuales inhiben el
crecimiento bacteriano. Adicionalmente y junto con las glandulas sudoriparas,
contribuyen a crear una capa “sellante” que limita el acceso y adhesion de muchos

patogenos.
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Las glandulas sudoriparas secretan ademas lactato, propionato, caprilato y
altas concentraciones de cloruro de sodio, como inhibidores de crecimiento.
Sustancias tales como Interferén, lisosimas, transferrinas y todos los tipos de
inmunoglobulinas también estan presentes en las secreciones de estas glandulas,
provocando un estado de “auto esterilizacion” de la superficie e impidiendo la

proliferacion de organismos oportunistas/®enen etal 1994

Interacciones microbianas: La flora bacteriana normal impide el crecimiento

de muchos organismos oportunistas mediante la excrecion de metabolitos
inhibitorios (acidos grasos volatiles, antibiéticos), bacteriocinas, bacteriostaticos
entre otros. Adicionalmente los mecanismos de inhibicion competitiva juegan un

papel primario en el control de las poblaciones de organismos patégenos.

Sistema inmune de la piel (SIP): En condiciones normales el SIP responde

eficientemente al estimulo de antigenos locales, incluyendo los microbiales. Las
células de Langerhans, macréfagos titulares, poseen un papel primordial en la

presentacion de antigeno, fagocitosis y constituyen el eje principal del S|P(®Perten e

al, 1994 y Haftek et al, 1996)

X

Flora Microbiana Normal de la Piel

Los microorganismos presentes en la piel estan normalmente limitados a la
porcién distal de las glandulas sebaceas y de los foliculos pilosos y a las capas
superficiales de la piel en donde la cohesion de las células es mas laxa antes de la
descamacion. Su densidad varia dependiendo del sitio, siendo mas abundante en
sitios de alta humedad, aunque siempre en proporciones menores que las

encontradas en las membranas mucosas 2o 1998)
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La Tabla 2 resume el tipo de microorganismos presentes normalmente en la
piel y su abundancia relativa, con base en cultivos microbiolégicos de animales
clinicamente sanos. Se presentan algunos de los microorganismos cuyos

aislamientos estan asociados con infecciones de grado variable!Benen et 2l 1994)

Tabla No. 2 Microorganismos comtinmente encontrados en cultivos

de piel sana y su abundanCia relativa (Bibertein 1992, Zee, 1992; Bibertein et al, 1994, (Sharon

1998 y Portal Veterinaria, pagina de Internet)

Tipo de Microorganismos Especie (+ Abundancia Relativa)
Bacterias Staphylococcus sp.(5+), Corynebacterium sp (3+),

Propionibacterium sp ( 3+ ), Micrococcus spp (2+),

Streptococcus sp (2+), Acinetobacter sp (2+),

Escherichia coli (2+), Proteus mirabilis (1+),

Streptococcus sp (1+), b-hemolitico (1+),

Pseudomona aeruginosa (1+), Fusobacterium

necrophorum (1+), Bacteroides sp (1+).

Hongos
Trichophyton sp (2+), Microsporum sp (2+),

Malassezia sp** (2+), Epidermophyton (1+),
Candida spp (1+), Asperqillus spp (1+).

** Levadura

2.- Absorcion Percutanea

El estrato corneo consiste de multicapas de células rigidas compactadas,
aplastadas, deshidratadas y queratinizadas siendo tres las rutas de pasaje a

través de ella: 1) transcelular, 2) intercelular y 3) por apéndices de la piel®™: 1983
1987; 1991)
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De las tres rutas antes mencionadas, la intercelular parece ser la mas
frecuente. En este caso, las sustancias penetran rodeando a los corneocitos y
atravesando los lipidos intercelulares (Fig. 5).

Una via potencial no parenteral es la via Percutanea, pero los péptidos

tienen dificultad para atravesar la capa cérnea debido a: su hidrofilia su alto peso
arry, 1983, 1987; 1991)

molecular, su caracter ionico ®

La absorcion percutanea consiste en la introduccion de un farmaco desde la
superficie de la piel hasta el estrato cérneo, bajo la influencia de un gradiente de
concentraciéon con su posterior y consecuente difusion por todas las capas de la
piel como: la epidermis, dermis y hasta llegar a la microcirculacion. La penetracion
molecular a través de las diferentes regiones de la piel esta limitada por la
resistencia difusional que ofrecen estas capas®™: 1983 1987.1991)

La difusién de la sustancia activa esta limitada, ademas, por la oposicion
que ofrece la microvasculatura a la liberacion sistémica del principio activo.
Existen otros factores que controlan la penetracion o velocidad de permeacion,
entre ellos esta la densidad del medio de difusion, que es inversamente
proporcional al coeficiente de distribucién. La estructura molecular y el orden en

que se encuentra dispuesto el medio de difusion también influyen de manera

slgnlflcatlvataaﬂ'}’ 1983, 1987; 1991)‘

Teoria de Difusion

Ley de Fick aplicada a una membrana: Sabemos que la mayoria de las
moléculas se absorben en piel por difusién pasiva. La velocidad de absorcion a
través del tegumento no es constante desde el inicio puesto que siempre se
observa un periodo de latencia<"e &t 2! 1963)

El periodo de latencia se refiere al tiempo necesario para la penetracion de
la sustancia al interior de las estructuras corneas y para el establecimiento de un
gradiente de concentracion®™ 979 | a resistencia difusional total (R piel), a la

penetracion a través de la piel, ha sido descrita por Chien, como:
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RPIEL=REC+RE+RPD....................(i

donde:
REC = Resistencia difusional estrato corneo.
RE = Resistencia difusional epidermis.

RPD = Resistencia difusional capa papilar de la dermis.

La mayor resistencia a la penetracion es la que opone el estrato corneo, por
lo tanto, es el factor que limita la absorcién percutanea'®2cne 2l 1983

Al estrato corneo se le puede considerar una membrana de difusion pasiva
pero no un sistema inerte, porque, por lo general, tiene cierta afinidad por la
sustancia aplicada. El estrato cérneo hidratado tiene la propiedad de ser mas afin
para los componentes lipofilicos.

La correlacion entre las concentraciones externa y superficial se expresa en

términos de coeficiente de distribucion (Km) de la membrana disolvente /2" &t a.

1983)‘

El efecto de la variacion regional sobre la permeabilidad de la piel puede
ser importante. Se ha sugerido que habria que diferenciar entre las especies de
estrato corneo: El de las plantas de los pies y las palmas de las manos (hasta 600
um de espesor), adaptado para soportar peso y friccion y el de la capa cornea del
resto del cuerpo (aproximadamente 10 um de espesor), adaptado para la
flexibilidad, la impermeabilidad y la descriminacion sensorial.

En términos generales los datos sugieren el siguiente orden para la difusion
de moléculas simple a través de la piel: plantas > palmas >brazos, piernas,
tronco, dorso de las manos > escrotal y posauricular > axilar > cuero cabelludo.

El paso limitante en la absorcion percutanea tiende a ser la difusién a traves
del estrato corneo. Para la determinacion del flujo del soluto en el estado de
equilibrio y del coeficiente de permeabilidad, se utiliza la formula integrada de la

primera Ley de Fick (A/ache etal 1983)
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Kp = Coeficiente de Permeabilidad.

Cs = Diferencia de Concentracién del soluto a través de la Membrana.

D = Promedio del Coeficiente de Difusion a través de la Membrana para el
Soluto.

d = Grosor de la Membrana.

Js = Flujo del soluto en el estado de equilibrio.

Km = Coeficiente de particién del soluto (solucion / piel).

El flujo del soluto en el estado de equilibrio es de gran importancia debido a

la informacion que brinda en cuanto a la efectividad del uso de un promotor de

permeacic’:n (PP) (Acevedo, 1990 y Taro et al, 1995].

Se ha planteado que el éxito de todo sistema terapéutico transdérmico
(STT) depende de la capacidad de la sustancia para difundir a través de la piel en
cantidades suficientes para lograr el efecto terapéutico deseado. Todos los
sistemas de este tipo, que se encuentran actualmente en el mercado, contienen
principios activos con un coeficiente de difusidon dependiente de la naturaleza del
sistema y del tamario molecular del principio activo™® 2" 19%) 'y donde la cinética
de liberacion debe ser de orden cero para obtener niveles constantes de sustancia
activa en plasma; otra de las caracteristicas que deben cumplir estos compuestos
es que se requieren bajos niveles plasmaticos para lograr su efectividad
terapéutica. Algunas de las sustancias activas que se encuentran en investigacion
no poseen la capacidad intrinseca de atravesar la piel de manera eficiente, por lo
que ha sido necesaria la busqueda de vias para modificar esta barrera difusional.
Una de las formas que ha sido estudiada con mayor rigor es la del uso de agentes
promotores de la permeacion (PP), que son sustancias quimicas capaces de

disminuir la resistencia difusional que ofrece la piel ‘2™ 1983
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Esta opcion pudiera ser la solucion para aquellas sustancias con dificultad
para atravesar el estrato cérneo; sin embargo, no podemos olvidar las reacciones
adversas, en cuanto a irritacion se, que estos agentes ocasionan por su naturaleza
oclusiva o bien por alteracién de los componentes de la piel, conduciendo a la

acumulacién del sudor e incrementando el crecimiento microbiano!(am et . 1969,

Fischer et al 1985, Hurkmans et al, 1985 y Bibertein et al, 1994)

De acuerdo a las teorias, los PP pueden actuar 1) alterando la estructura
organizada de los lipidos del SC incrementando la difusion intercelular, 2)
interactuando con proteinas intracelulares para aumentar la penetracién en los

corneocitos, 3) actuando como solvente de los componentes del SC (Fiseher et al. 1985,

Bibertein et al, 1994 y Marjukka et al, 1999)

Las moléculas que mejor ejemplifican el mecanismo nimero uno, son los
terpenos. Estos compuestos son cadenas carbonadas largas que provocan
inestabilidad de los lipidos constitutivos de las membranas celulares permitiendo
que otras sustancias menos afines puedan penetrar la barrera lipofilica. De la
misma forma los acidos grasos insaturados pueden alterar en forma reversible la
membrana celular para provocar el mismo efecto. En general, la capacidad

transportadora de los terpenos aumenta en la medida en que se incrementa el
caracter Iipoﬁlico del medio (Fischer, 1985, Bibertein et al, 1994, Remington’s, 1990 y Magnusson et al,

2001)

Las sustancias iénicas como los fenoles y algunos acidos, tienden a actuar
desnaturalizando los filamentos de queratina del corneocito. La dimetilformamida y
las pirrolidonas producen este mismo efecto tanto en proteinas como en lipidos.
Otras sustancias menos activas como la urea, polioles, y la misma agua pueden
hidratar las proteinas de membrana causando engrosamiento y aumentando la

penetraCién de las sustancias (Fischer, 1985, Remington’s, 1990, Bibertein et al, 1994, Taro et al, 1995 y

Magnusson et al, 2001)

Se sabe que los agentes activos de superficie pueden ocasionar cambios
en las proteinas; este efecto se observa en mayor medida para los compuestos

polares.
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Penetracion del Farmaco: Un PA en un vehiculo liquido polar se absorbe
poco ya que se evapora con facilidad y por otra parte la capa cérnea es hidrofoba.
Si utilizamos un vehiculo graso como las pomadas y los ungiientos, la absorcion
es maxima ya que el excipiente se acumula en la capa cornea y va liberando
lentamente el farmaco hacia el interior de la piel, gracias al gradiente de

concentracion, actuando como un efecto depot.

Debido a la diversidad de estructura y funciones de la piel, los estudios In
Vitro para evaluar la absorcion cutanea y percutanea pueden proporcionar
resultados no confiables por la limitacién en la modelacion de las condiciones /n
Vl;votBibenein et al, 1994)‘

La interaccion de estas sustancias con el estrato cérneo parece estar
determinada por la hidrofilia de los surfactantes. La mayoria de los surfactantes
hidrofilicos (idnicos y switeriénicos) interactian de forma muy marcada con la
queratina y alteran el transporte de moléculas polares; sin embargo, los
surfactantes hidrofobicos (grandes cadenas de alcoholes) interactuan débilmente
con la queratina y no favorecen a las moléculas polares.

Se sabe que estas sustancias causan cambios estructurales en el estrato
corneo y que pueden inducir el transporte convectivo a través de los foliculos
pilosos y los conductos sudoriparos de la piel.

Hoy en dia es obvio que todos los compuestos quimicos de peso molecular

inferior a 700 son potencialmente capaces de a atravesar la piel normal, sean

cuales fueren sus propiedades fisicas y su solubilidad.
Todo PA para ser absorbido debe disolverse previamente, excepto en

algunos casos, debido a que su velocidad de absorcion esta en funcién de su
velocidad de disolucion en los liquidos del organismo y de la velocidad de difusion
de sus moléculas disueltas en estos medios liquidos, hacia las paredes celulares,

segun la siguiente ecuacion™Mukka etal. 1999).

Pa = Disolucion / Difusion = Absorcion............. (iv
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Podemos definir Pa de una sustancia como la suma de dos fenémenos que
son, por una parte, su penetraciéon desde un medio exterior hasta el seno de la piel
entera y, por otra, su transporte a través de las estructuras cutaneas hacia la
circulacion sanguinea ¢ linfatica. El término percutaneo indica que el paso se
realiza a través de toda la epidermis y que la absorcion puede tener lugar en los
distintos niveles de la dermis.

La absorcién de un PA depende basicamente de: Su velocidad de
disolucion en el medio biolégico que bafa las membranas. Sus caracteres
fisicoquimicos propios, capaces de influir en los modos de absorcion (pKa,
coeficiente de reparto, estabilidad, etc.). Esta aptitud del farmaco a ser mas 6
menos absorbido se le llama "absorbilidad” y solo depende de sus propios
caracteres fisicoguimicos.

Como ya se menciond, la piel es atravesada, al menos en pequenas
cantidades por numerosas sustancias quimicas. La penetracion de las moléculas
del entorno hacia el interior del tegumento puede efectuarse por difusién a travées
del SC ¢ bien por difusién en los conductos de las glandulas sudoriparas o de las
estructuras pilosebaceas. La penetracién de sustancias quimicas a través de
dichas estructuras esta relacionada con la magnitud de su superficie respecto a la
epidermis. Las sustancias difusibles, de bajo peso molecular y lipdfilas pueden
penetrar en el SC y en los lipidos contenidos en las glandulas sebaceas. Las
sustancias poco difusibles penetran mas rapidamente a través del sebo que a
través del SC. Al principio la via transfolicular es prioritaria, pero cuando se

establece un gradiente de difusion en el SC predomina la via transdérmica.

Factores que influyen en la permeacion
Numerosos factores influyen en el paso de los medicamentos a través de la
piel, entre ellos (Aiache et al. 1983 y Marjukka et al. 1599) | 5 region de la piel. Se sabe que la

absorcion cutanea varia de una region a otra del organismo. Las zonas de la piel

provistas de numerosos foliculos pilosos son mas permeables en general que

aquellas con pocos o ninguno.
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La manipulacién local. Una de las maneras mas eficaces de aumentar la
absorcion local de la piel es aplicar un vendaje plastico oclusivo a la superficie
cutanea. Si se combina la oclusion con la separacion del estrato cérneo, aplicando

tiras de cinta adhesiva, la absorcion cutanea casi se duplica.

Las propiedades quimicas del farmaco y el vehiculo. La naturaleza del
principio activo determina su penetracion en la piel, y el efecto intenso de los

vehiculos sobre la absorcionA"drea. 2002)

La frecuencia de la aplicacién. En dermatologia se acostumbra aplicar los
preparados topicos de dos a cuatro veces al dia, pero se ha visto que el
tratamiento local del antebrazo del mono Rhesus tres veces al dia no produce un

efecto significativamente mayor que la aplicacion una sola vez al dia ™2 1979,

El contacto prolongado y continuo. En la industria farmacéutica como en
otras industrias siempre se han presentado intoxicaciones o riesgos ocupacionales
en los operadores, por la constante manipulacion durante largos tiempos de
trabajo, de las materias primas y principios activos empleados en la elaboracion de
un producto. Mediante estudios experimentales se ha comprobado que la
absorcion percutanea continua produce concentraciones del farmaco mas altas en
los tejidos situados inmediatamente por debajo del lugar de la aplicacién, que en
otras zonas. La cantidad de sustancia que atraviesa la piel depende de la dosis
empleada, la duracion del contacto, el grado de hidratacion de la piel, el estado y

edad de la piel, el flujo sanguineo y el lugar de aplicacion A" 2092,

Caracteres fisicoquimicos de los Farmacos.

Constante de difusion: de una molécula a través de una membrana
corresponde a la resistencia que opone el entorno a sus desplazamientos. Es una
manifestacion fisica caracteristica de la sustancia y de la membrana, relacionada
con los movimientos brownianos, ligada con la masa molecular del compuesto y
sus interacciones quimicas con los constituyentes de la membrana, asi mismo

depende de la viscosidad del medio y de la temperatura "¢ 2002
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La ley de Stock Einstein es la que da el verdadero valor de la constante de
difusién, las moléculas de baja masa molecular difunden mas rapidamente que las
moléculas de masa molecular elevada a menos que no se unan con los
constituyentes de la membrana. En estas condiciones, los niveles de absorcion
deberan ser inversamente proporcionales a las masas moleculares. El grado de
lipofilia es otro factor importante, pues se ha constatado que moléculas con una
lipofilia media son capaces de penetrar el SC (con caracteristicas lipofilicas) vy

difundir a través de la epidermis viable y dermis de naturaleza mas bien hidrofilica
(Aiache et al, 1983

Diferencias anatomicas de la piel entre especies animales

Estudios en dermatologia, farmacologia cutanea y absorcion percutanea,
han revelado diferencias significativas en las caracteristicas dermatoldgicas de la
piel entre diferentes especies animales!"'sche" et 3l 1985 y Magnusson et al. 2001) por gty
razén, resulta dificil extrapolar los datos de absorcion dérmica de una especie a
otra, basicamente por las diferencias anatomofisiolégicas entre especies (p.ejp
grosor, numero de capas celulares, numero de glandulas sebaceas, niumero de
foliculos pilosos, etc.). Los animales de laboratorio, poseen mayor cantidad de
foliculos pilosos y menor cantidad de glandulas sebaceas que la piel humana. Se
estima que existen mas de 10.000 foliculos pilosos por cm? en algunas regiones
de piel en ovejas de la raza merino, considerando que la primera via de absorcion
cutanea es el foliculo piloso, puede suponerse que en estos animales se
presentara una mayor tasa de penetracion de medicamentos usados en forma
tépica (Fischer et al, 1985 y Bibertein et al, 1994}_

De igual forma se considera que, al menos en bovinos y ovinos, la principal
via de absorcion de medicamentos a nivel cutaneo es el foliculo piloso, debido a la
alta densidad de estas estructuras por centimetro cuadrado, presencia de
sustancia emulsificantes que facilitan la absorcion, aumento del area de absorcién

por las invaginaciones del estrato corneo dentro del foliculo F'sehe et ! 1985 y Bibertein et

al, 1994)
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El punto crucial en la absorcion de medicamentos a nivel dérmico radica en
el estrato corneo (SC), una matriz de células queratinizadas, anucleadas
(queratinocitos), rodeada de lipidos, que le confieren baja permeabilidad y
resistencia. Su grosor varia de una especia a otra, teniendo un espesor que puede

oscilar entre 19.9 (caninos, cerdos, humanos) hasta 30 micrometros (bovinos,
) (Fischer et al. 1985, Dick et al, 1992, Bibertein et al, 1994 y Magnusson et al, 2001)

ovinos

Esta diferencia entre especies y la baja permeabilidad de la piel han sido
las principales dificultades que se han enfrentado en la medicina veterinaria para
el desarrollo y uso de medicamentos dermatologicos. Una solucién reciente para
estos inconvenientes ha sido la utilizacion de agentes promotores en la
formulacion de estos productos. Estas moléculas interactian con los componentes
de la piel causando incremento en la fluidez de las membranas lipidicas del SC,

promoviendo la penetracion de los medicamentos a través de las capas

p{otectoras de la plel (Fischer et al, 1985, Dick et al, 1992, Bibertein et al, 1994 y Magnusson et al, 2001)

3.-Técnica de Tape Stripping (TS)

La técnica consiste tipicamente en el uso de una cinta adhesiva la cual es
presionada sobre la piel en el sitio de muestra y removida bruscamente vy
subsecuentemente. La aplicacion y el procedimiento de remocion pueden ser
repetidos durante numerosos tiempos de exposicion, la piel sometida a stripping
de este modo en la investigacion nos puede dar un dafio estandarizado de heridas
remediables. Esta técnica es adaptada para el desarrollo cinético epidermal y
también puede ser provechoso como herramienta de diagnostico en dermatologia
ocupacional evaluando la calidad de SC. Malkinson y Ferguson observaron y
reportaron que la piel sirve como reservorio para quimicos. La localizacion de este
reservorio dentro del estrato cérneo fue posteriormente demostrado por Vickers y

tiende a ser confirmado por otros (Vickers et al. 1963 Carr et al 1966a: 1966b, Munro et al, 1969,

Malkinson. et al, 1995 y Cristian, 2002)
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El uso de la técnica de TS, en la investigacion del reservorio y en funcion de
la barrera de la piel, tiene una expansion significativa y pone a disposicién las
herramientas experimentales disponibles en la investigacion de la piel. Las
diferencias en la permeabilidad de la piel intacta y al quitar completamente la piel
tiende a proporcionar informacion a cerca de la resistencia difusional de las
diferentes capas dermales. Esta tiende hacer reconocida por su completa
remocién del SC y esta no es posible sino hasta después de 30 — 40 stripping
constantes como una falta de la funcion de la barrera al detener o para el

tratamiento de aigUn tejido(\!ickers et al, 1963, Carr et al 1966a, 1966b, Munro et al, 1969, Malkinson. et al,

1985 y Cristian, 2002)

Aplicacion de la Técnica del TS

La técnica del TS metodoldégicamente es una herramienta prometedora
para seleccionar y comparar vehiculos para farmacos tépicos. Los datos
experimentales que de ella derivan y sirven para determinar 1) penetracion de
quimicos dentro de la piel, 2) permeacion de quimicos a través de la piel, 3)
eliminacién de quimicos desde la piel, 4) parametros farmacodinamicos y 5)

parémetros c"nicos(\fickers et al, 1963, Carr et al 1966a, 1966b, Munro et al, 1969, Malkinson. et al, 1995 y

Cristian, 2002)

Diversos estudios han mostrado la utilidad de la técnica de tape stripping,
por ejemplo: En una serie de investigaciones In Vitro e In Vivo usando la técnica
TS, se pudo mostrar que el farmaco se encontraba dentro del estrato corneo
determinado por la cuantificacién de radio marcadores quimicos sobre la cinta
removida, encontrando que fueron claramente dependientes del vehiculo. La
penetracion del farmaco In Vitro dentro del SC fue mayor que In Vivo, mientras
que la penetracion en tejidos profundos fue mas alta In Vivo. Fue notado que
mientras que, los diferentes vehiculos pueden dar diferentes concentraciones
terapéuticas de farmaco en la piel, fueron producidas cargas sistémicas similares

(p.ejp.. corticoesteroides).
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Dupuis, Lotte, Rougier, y colaboradores!P/puss et al. 1984 1986, Rougier et al, 19872,
'%70) estandarizaron la metodologia de la técnica TS. Su método determina la
concentracion de quimicos en el estrato cérneo al final de un periodo corto de
aplicacién (30min). Ellos encontraron una relaciéon lineal entre el contenido del
reservorio del estrato cérneo y la absorcion percutanea in vivo (cantidad de
farmaco permeado en 4 dias) usando el método estandar de excrecién urinaria
(Felamann et al. 1969, 1970, 1974a y 19740) Eios han podido también mostrar para una
variedad de vehiculos farmacéuticos simples que la absorcién percutanea del
acido benzoico depende del vehiculo y puede ser predicho de la cantidad de
farmaco dentro del estrato corneo a 30 min. después de la aplicacion. A pesar del
hecho que el ensayo proporciona predicciones fiables del total de la absorcion de
un grupo de compuestos seleccionados, interpretaciones mecanicas son todavia
raras. Basado en los datos de Rougier y colaboradores, Auton presentd un
acercamiento matematico inicial que puede ayudar explicar algunas de las
observaciones anteriores A" © ! 19%0)

Pershing y colaboradores simultaneamente compararon un blanco con
contenido de farmaco en estrato cérneo de humano seguido de una aplicacion
topica de una formulacion comercial de dipironato de betasona al 0.05%. La
correlacion drastica entre el método del TS y la respuesta del blanco de la piel fue
reportada de moderado a bueno, aunque la dosis de la formulacién empleada en
este estudio fue a niveles terapéuticos. Usualmente la captacion de un farmaco es
evaluada por la aplicacion de una muestra y de productos de referencia
simultaneamente en multiples sitios de la piel en un solo estudio y las muestras de
estrato corneo son obtenidas en intervalos secuenciales de los tiempos de
ap“caciéntpershing etal 1992, 1992 y 1994}.

De una manera similar para evaluar la eliminacion del farmaco de la
muestra de productos de referencia, son aplicados por periodos especificos en
multiples sitios seguido por el removimiento secuencial del SC. Adicionalmente el
estudio de la eliminacion del farmaco en el SC se ha propuesto y ha sido incluido

en las pautas del proyecto de la FDAVo 1980. Luker, 1984 y Shah, 1950)
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Estos datos hacen pensar en la potencial aplicacion de la técnica de Tape
Stripping en estudios de dermatofarmacocinética (Vo™ 1980 Luker. 1984 y Shah, 1990)

El Potencial Futuro del Método de TS: Shah y colegas resumieron los
detalles esenciales expuestos en un panel de expertos internacionales quienes
presentaron una serie de evidentes contribuciones en los talleres de la FDA sobre
bioequivalencia de formas de dosificacion tépica. Métodos de Evaluacidon
Bioequivalente, tomado en septiembre de 1996. Los talleres exploraron la
posibilidad de que la caracterizacion farmacocinética pueda proporcionar un
planteamiento alternativo para juicios clinicos de la determinacion de
bioequivalencia de productos topicos y en un modo paralelo para el uso de curvas
de concentracion-tiempo de farmacos dosificados sistematicamente. Siendo
valido y completamente acorde para divulgaciones cientificas y estadisticas, este
aprovecha la baja energia de estudios de dermatofarmacocinética al reemplazar
pruebas clinicas, documentando bioequivalencia en la seleccién de farmacos de

productos topicos!Shah etal. 19%)

Preguntas sin contestar y Preocupaciones

A pesar del hecho que el método de TS se ha wusado en
dermatofarmacocinética durante varias décadas, no se han definido muchos
detalles experimentales y la técnica todavia espera la aprobacion rigurosa.
Primero en las evaluaciones de bioequivalencia clasica los componentes del
vehiculo de una prueba y un producto de referencia pueden ser diferentes y
pueden influir en ambas las propiedades adhesivas de la cinta, asi como la
cohesidon de corneocitos. La caracterizacion dermatofarmacocinética puede ser
sumamente compleja y susceptible al error. Como fueron descritos previamente
por Surber y colaboradores, el vehiculo puede cambiar la cohesion de los
corneocitos significativamente. Se mostré en este trabajo que la proporcién del
desprendimiento de corneocitos a los sitios diferentes era muy dificil y la
caracterizacion dermatofarmacocinética basada en un perfil de la concentracion

dentro del SC no era posible{Smberet al, 1993 y Molen et al, 1997)
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Una observacion similar fue hecha por Molen y colaboradores que
mostraron que el TS en SC humano normal puede dar como resultado
profundidades variables, debido a los surcos en la pielSue" et 2l 1993 y Molen et al, 1997)

Diversos trabajos de investigacion que usan la técnica de TS describen el
uso de una cinta especifica para asegurar el levantamiento constante de SC del

area exacta de tratamiento(S"2" etal. 1950

4.- Caracteristicas y Propiedades del Clorhidrato de Fenazopiridina

a) Descripcion: Este farmaco corresponde a un analgésico especifico en

infecciones de tracto urinario para ser utilizado por via oral(P2’edavis. pagina de Internet

2003)

La fenazopiridina esta indicada en el tratamiento de la insuficiencia hepatica

y renal.
En estudios hechos en animales, se ha demostrado que la fenazopiridina

tiene efectos carcinogénicos. No existe evidencia de carcinogenidad en seres

humanos.

b) Fropiedades Fisicoquimicas del Clorhidrato de Fenazopiridina:

Foérmula Empirica es: Cy1H11Ns-HCI.

ol =gy
N.H. _N_ _NH,
\@I HC
e
s o

Figura No. 7 Estructura quimica del Clorhidrato de Fenazopiridina ™" 299
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c)Farmacologia: (farmacocinética y farmacodinamia)

Nombre Quimico: Clorhidrato de 2 6-diamino-3-fenilazopiridina 6

Clorhidrato de 3-(fenilazo)-2,6-diaminopiridina, B-fenilazo-o,&x’-diamono piridina
hidrocloridrato (Tecnofarma, Nordox, pagina de rnternetj'

Sinénimos: Fenazopiridina, Fenazo, Piridacil, Piridium, estos son
ingredientes de Azo gantanol, Azo gastrisin, Azo mendalamina, Azotrex, y
Uromida. Mallofen, Sedural, Uredinia, Fenazodina.

Peso Molecular: La fenazopiridina es un azo-colorante con un peso
molecular de 249.70. C 52.91%, H 4.84%, Cl 14.20%, N 28.05%.

Contenido de uniformidad: Contiene no menos del 99% y no mas de
101% de Clorhidrato de fenazopiridina, calculado con referencia a la sustancia
seca (4hr/105°C).

Caracteristicas: es un polvo cristalino, sin olor caracteristico, de color rojo

claro u oscuro a violeta oscuro.

Temperatura de fusiéon: Aproximadamente 235°C con descomposicion
(Clarke, 1986, FEUM, 6a Ed. y Merck, 2000)

Solubilidad: ligeramente soluble en agua, alcohol y cloroformo: 1/300 de
agua fria, 1/20 en agua hervida, 1/60 etanol, y 1/330 de cloroformo. Muy
ligeramente soluble en éter, alcalis, lanolina soluble en acido acético glacial, CF
realmente forma facilmente soluciones acuosas saturadas cuando se deja en
reposo. Precipita en una solucion del 2% a 25° después de 2 dias y 1% de la
solucién Unicamente después de meses. Con soluciones acuosas puede ser
estabilizada adicionando un 10% de glucosa. Una parte es solida si se mezcla en
100 partes de glicerol USP, también es soluble en etilen y propilen glicol. Insoluble
en acetona, benceno, tolueno. En soluciones acuosas son de color amarillas y en

soluciones &cidas son de color rojo ladrillp (¢'are: 1986 FEUM, 2001 y Merck, 2000)
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Métodos de Cuantificacion del CF:

» Pruebas de Color: Prueba verde de Mandelin y la prueba roja de
Marquis.

+ Cromatografia de capa fina: Sistema TA-Rf 59, sistema TB-Rf-01,
sistema TC-Rf 50 (con solucién de permanganato de potasio acidificado
da la prueba positiva).

¢ Cromatografia de gases: sistema GA-fenazopiridina Rl 2245, 4-amino
fenol Rl 1265, anilina Rl 1158.

s Espectro ultravioleta: Etanol 238nm (A = 455?), 277 nm.

¢ Espectro infrarrojo: principales picos en numero de onda 1585, 1656,
762, 685, 1248, 1493 (revolver en nugol).

+ Espectro de masas: principales picos en m/z 108, 81, 213, 54, 77, 136,
51, 43; 4-amino fenol 109, 80, 53, 81, 108, 52, 54, 110 (“larke. 1986 FEUM.
2001 y Merck, 2000).

El Clorhidrato de Fenazopiridina: se absorbe después de la administracion

por via oral, tiene biotransformacion y rapida eliminacién por via hepatica y
posiblemente otros tejidos la metabolizan. Cabe destacar que uno de sus
metabolitos principales es el paracetamol 6 acetaminofen. La ligadura
plasmatica es inexistente y tiene una vida media de 8-12 horas. Hasta el 65%,
80% y 90% de la dosis puede excretarse sin sufrir cambios, se elimina por via
renal dentro de las 24 horas posteriores a su ingesta incluyendo sus metabolitos.
Aproximadamente un 18% de la dosificacion se elimina como paracetamol,
cuando un 7% es de anilina, un 20% es N-acetil-4-amino fenol, 25% es 4-amino
fenOl y 45.;y0 no Cambia de férmaCOECIarke, 1986 y Sanofi-Syntelac. pagina de Internet, 2003}.

d) Indicaciones terapéuticas: Este farmaco es excretado en la orina en
donde ejerce su accion por un efecto de analgesia y anestésica topica sobre la
mucosa urogenital del tracto urinario bajo, ocasionada por la irritacién. Esta accion
qgue ejerce el CF se encuentra indicado para el alivio sintomatico a corto plazo ya
que ayuda a disminuir las molestias que ocurren como los sintomas tales como el

dolor, quemazén, la sensacién de urgencia y/o frecuencia miccional y el tenesmo.
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Analgésico auxiliar en el tratamiento de infecciones de las vias urinarias
tales como: pielitis, pielonefritis, uretritis, uretrotrigonitis; generado por infecciones
urinarias agudas, y dolorosas producidas por microorganismos Gram negativos
mientras el agente bactericida controla la infeccion(Tecnefama. pagina de intermet, 2003)
Terapia antibacteriana por infeccion, trauma, cirugia (como profilactico en el pre y
postoperatorio). procedimiento endoscopio, sondajes o instrumentacion

diagnc')stica y terapéutica:Sanori-Synlelao pagina de internet, 2003)

e) Ventajas y desventajas al utilizar CF: El exacto mecanismo de accion
de este farmaco por el cual estos efectos ocurren no esta del todo claro y se
desconoce hasta la fecha. Las propiedades farmacocinéticas de este farmaco no
han sido determinadas. Se excreta rapidamente por los rifiones, y alrededor de un

65% de la droga es excretada sin cambios metabdlicos por via urinaria.

Ya que este farmaco sélo genera alivio sintomatico!®29° P29n2 de intemet. 2003)

hasta que pueda determinarse y tratarse la causa subyacente de la irritacion
donde se deben instaurar las medidas correctivas de la causa que genera las
molestias, y la Fenazopiridina sera discontinuada una vez que el control de los

sintomas se haya obtenido.

La accion analgésica de este farmaco puede reducir o eliminar la necesidad

de analgésicos sistémicos y narcoticos.

Sin embargo el CF es compatible con terapia antibacteriana y puede ayudar
a aliviar el dolor y las molestias durante el intervalo que existe antes de que la
terapia microbiana pueda controlar la infeccion. La terapia antibidtica se

mantendra por el tiempo que indique el médico.
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f) Posologia: Dosis usual para el adulto: Infecciones del tracto urinario no
complicada causada por E. coli, Klebsilla pneumoniae o Proteus mirabilis. La dosis
recomendada para adultos es de 2 comprimidos recubiertos de 100 mg o 3 veces
al dia después de las comidas®29 paana de intemet. 2003) \, 400 mg cada 12, horas por
tres dias, dosis maxima en adultos: 800 mg por dia. La dosis usual pediatrica:
ninos debajo de 18 afios de edad su uso no es recomendado. Tomar con
abundante liquido‘Tecrofama. pagina de interet, 2003) nyqgjs adultos: 200 mg cada 8 horas
junto o después de los alimentos y nifios: 100 mg cada 8 horas a criterio del

médico, junto o después de los alimentos.

La Fenazopiridina debe tomarse con o después de los alimentos, para
disminuir la irritacion gastrica. Cuando se usa este farmaco concomitantemente
con terapia antimicrobiana, o concurrentemente con un antibacteriano en el
tratamiento de infecciones del tracto urinario, la duracion de la terapia en la
administracion de Fenazopiridina no debera exceder de los dos dias. No existe
evidencia adecuada disponible de que la terapia mas prolongada con CF
proporciona mayor beneficio terapéutico que la obtenida con el antibacteriano
solo. La duracion del tratamiento se establece a criterio del médico, cuando han
sido controlados los sintomas. No se recomienda su uso por mas de 15 dias

consecutivos. Via de administracion: oral(S210f-Syntelao. pagina de intermet, 2003)

g) Presentaciones

Envase conteniendo 15 comprimidos recubiertos!Técnefma. pagina de intermet, 2003)

Cal'a por 10 y 100 tabletasfparkedaws: pagina de internet, 20‘03,!‘ Caja con 20 y 24

comprimidos de 100 mg en tiras de celopolial(S2"o™-Syneiao; pagina de intermet. 2003) 'y a5

conteniendo 12 comprimidos recubiertos. Cada comprimido contiene CF 100 a 200

mg y excipiente cbp 1 comprimido. Tabletas Fenazopiridina. Cada tableta

recubierta contiene: fenazopiridina 100 mg excipientes ¢ s/Pa*edavss. pagina de interet,

2003}_ Cada gragea contiene: CF 100 mquagu_ pagina de internet, 2003}_
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Cada comprimido recubierto contiene: trimetoprima 120.0 mg;

sulfametoxazol 600.0 mg; Fenazopiridina 150.0 mgSanf-Syntelac. pagina de intemet, 2003)

Conservacion y almacenamiento Consérvese a temperatura ambiente a

no mas de 30 °C yen lugar SeCOfSanoﬁ-Syntelao. pagina de internet, 2003:_

Leyendas de proteccidon: Literatura exclusiva para médicos. Su venta

requiere receta médica. No se deje al alcance de los nifiog!52"0Synielao. pagina de internet.

2003)

h) Efectos colaterales o reacciones adversas: En general son poco
frecuentes: con el uso de la Fenazopiridina, en el SNC pueden aparecer
somnolencia, debilidad, parestesias, vértigo, cefaleas, mareos. Rara vez
alteraciones visuales subjetivas y reversibles, sin hallazgos objetivos;
fotosensibilidad, cambio en la percepcion de los colores, dificultad para enfocar,
disminucién de la agudeza visual y diplopia. En raras ocasiones se ha observado
paralisis del sexto nervio craneal. Ocasionalmente manifestaciones
gastrointestinales (tales como dispepsia, dolor abdominal, nausea, vomito,
indigestion o dolor estomacal y abdominal). Mientras se usa esta medicacion
prestar atencién a los siguientes signos potenciales de efectos adversos por
Alérgicas: salpullido, prurito, dermatitis alérgica, meningitis aséptica, urticaria,
angioedema, eosinofilia, rigidez de las articulaciones, calambres y ha sido descrita

una reaccion similar a la anafilactica con el uso de este farmaco (reportado en un

paciente: fiebre, confusion), cuya relacion causal no se pudo precisar e

insuficiencia renal. Las reacciones de fotosensibilidad, principalmente en las

superficies de piel expuestas, desaparecen en cuanto se suspende el tratamiento.
En dosis superiores a las usuales se ha descrito la aparicion de anemia
hemolitica, hepatotoxicidad (ictericia) (Tecnefama. pagina de intemet, 2003) \ o yneoramiento,

se ven con mayor frecuencia cuando se administra en casos con insuficiencia

renal por toxicidad o raramente metahemoglobinemia®#*e¢avs. pagina de intemet. 2003)

[coloracién azul o azul purpura de la piel) (Sanofi-Syntelao, pagina de internet, 2003}'
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i) Alteraciones en los resultados de pruebas de laboratorio: Alteracién
de examenes de laboratorio: Debido a sus propiedades como un compuesto
azoado, la administracion de la Fenazopiridina, puede interferir y alterar el
resultado de algunos examenes de laboratorio  especificamente,
fundamentalmente de orina (uro-andlisis) y los que se basan en determinaciones
por colorimetria o espectrometria o espectroscopia; por ejemplo: Puede haber
trastornos en examenes de orina, como son la determinacion de albimina,
bilirrubina. Puede obtenerse una reaccion falsa positiva a la prueba de la glucosa y
de las porfirinas, por la liberacién de acido glucurénico de los metabolitos
excretados como fenosulfoftaleina, proteina en orina, y urobilinogeno urinario. Se
pueden obtener resultados incorrectos para esteroides 17-ceto y cetogénicos 17

hidroxicorticosteroides, cuerpos cetonicos, 17-cetoesteroides, (todos en
orina ){Sanoﬁ-Syntelao. pagina de internet, 2003}‘

j) Contraindicaciones: Debera evaluarse la relacién riesgo-beneficio en los
siguientes problemas meédicos: Historia de reaccion alérgica a la Fenazopiridina,
es decir no debe ser administrado a aquellos pacientes que hayan presentado
reacciones de hipersensibilidad conocida a la Fenazopiridina y/o sus metabolitos.

Se encuentra contraindicado en pacientes con insuficiencia renal ya que se

incrementa el riesqgo de acumulacion en la piel, con un tinte amarillento y

que indica la suspension del farmaco ya que son sintomas de

toxicidad!Tecnofama. y Bago, paginas de intemet, 2003) pede aparecer toxicidad hepatica y/o

renal, la cual puede estar generada por hipersensibilidad al compuesto.

Los pacientes con deficiencia al nivel de glébulos rojos de la glucosa 6
fosfato deshidrogenasa estan predispuestos a la aparicion de hemolisis y se
incrementa el riesgo de experimentar anemia hemolitica severa. Durante la

hepatitis se incrementa el riesgo de efectos adversos"2edavis. pagina de internet, 2003)
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En casos de sobredosis se han presentado psicosis toxicas o convulsiones,
en general, estas Ultimas han ocurrido en enfermos con antecedentes de epilepsia
o arteriosclerosis cerebral. En caso de sobredosificacion deberan proporcionarse
las medidas adecuadas de apoyo, tales como: lavado gastrico, monitoreo estrecho
de las condiciones del paciente y proporcionar apoyo cardiorrespiratorio, en caso
neCesario(Sanofl-Syntelao. pagina de internet, 2003}_

Esta contraindicado en enfermedades graves del parénquima hepatico,
hipersensibilidad a sulfanilamidas, alteraciones de la hematopoyesis, insuficiencia
renal grave, cuando no puede determinarse la concentracion plasmatica de los
farmacos, oliguria, glomeérulo nefritis, uremia. No deberia usarse en el tratamiento

de faringe amigdalitis por Estreptococo p-hemolitico del grupo A. No se

recomienda su uso en mujeres embarazadas (pielonefritis) y nodrizas y trastornos
gastrointestinales ni en pacientes con antecedentes de meta-hemoglobulinemia
por deficiencia enzimatica, su administraciéon en menores de 12 afos queda bajo

la responsabilidad del médiCO{Sanoﬁ-Syntelao, pagina de internet, 2003)

k) Precauciones generales: La aparicion de un tinte ictérico de la piel o de

las escleras, puede indicar la acumulacién del farmaco producto de algun grado de

disfuncién renal. Se debe tener presente que los pacientes de edad avanzada
tienen una declinacion de su funcion renal. Se debe advertir a los pacientes que
este farmaco produce un color anaranjado a rojo en la orina, la que no debe
confundirse con hematuria. En pacientes con insuficiencia renal se puede producir

acumulacién del producto con manifestaciones toxicas. No debe usarse

concomitantemente con Sulfaciﬁna{Parkedaws. y Sanofi-Syntelao, paginas de internet, 2003)

I) Efectos de carcinogénesis, mutagenesis, teratogenesis y fertilidad:
En tratamientos largos con CF, deben realizarse periédicamente recuentos
sanguineos y pruebas de funcién hepatica y renal, debe usarse con precaucion en
pacientes con enfermedad hepatica, epilepsia o aterosclerosis cerebral severa. No

exponerse a los rayos solares durante el tratamiento con CF para evitar

reacciones de fotosensib“idad[Sanofi~Syntelao; pagina de internet, 2003)
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En animales, se ha demostrado que la fenazopiridina tiene efectos
carcinogénicos. No existe evidencia de carcinogenicidad en seres humanos 2"
Syntelao; pagina de internet. 2003)

Carcinogénesis mutagenesis, alteracion de la fertilidad. La administracion
por periodos prolongados o a largo plazo del CF, ha inducido neoplasias en ratas
(a nivel intestinal) y ratones (a nivel hepatico) (Tecnefama. pagina de intermet, 2003) A
cuando en el ser humano no ha sido demostrado ningun tipo de asociacion entre
este farmaco y la aparicion de algin tipo de neoplasia, es conveniente destacar
que no se han realizado estudios epidemiolégicos en humanos!P#edavis: pagina de
internet, 2003}_

Reproduccion gestacion y embarazo: Este es un Farmaco que se
encuentra en categoria b. Estudios realizados sobre el patrén reproductivo de
ratas, usando dosis de hasta 50 mg/kg/dia, y no se ha comprobado ningun tipo de
alteracion sobre la fertilidad o sobre los fetos en aquellas ratas prefiadas sin
embargo el CF no se debera administrar durante los primeros dos trimestres de la
gestacion. Sin embargo, no han sido realizados estudios bien controlados en
mujeres embarazadas, y ya que no siempre los estudios en animales estan en
directa relacion con el potencial dafio sobre el feto humano, sélo se usara en el
embarazo bajo una estricta necesidad y cuando los potenciales beneficios superen
los potenciales riesgos. El producto ha sido utilizado durante el tercer trimestre del
embarazo sin producir dafios aparentes ni en el producto, ni en la madre. Con
todo, el médico debera evaluar el beneficio de la administraciéon de fenazopiridina

contra los posibles riesgos que ello implique'Tee"°f™a pagina de intemet. 2003)

Il) Manifestaciones y manejo (sobredosificacion o ingesta accidental):
En pacientes con funcion renal normal, en los cuales se administre una dosis
superior a la recomendada, o en pacientes con funcién renal alterada, con dosis
terapéuticas normales, se puede presentar un aumento en las concentraciones
séricas del farmaco y llevar a reacciones téxicas. La metahemoglobinemia puede

presentarse después de una sobredosis masiva del Fco.
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La administracién de azul de metileno (1 a 2 mg/kg de peso corporal
administrado por via intravenosa) o 100 a 200 mg de acido ascorbico por via oral,
pueden causar una rapida reduccion de la metahemoglobinemia con una
disminucion importante de la cianosis, lo cual ayuda a su vez a un adecuado

diagnésticoﬂecnofarma; pagina de internet, 2003)

Otras: en raras ocasiones se han presentado colestasis, acidosis

metabdlica, trombocitopenia, leucopenia o anemia hemolitica.

Lactancia: no existe informacion disponible sobre la aparicion del CF o
algunos de sus metabolitos en la leche. En consecuencia su utilizacion durante

esta etapa debera evaluarse. No se han documentado problemas en humanos

(Parkedavis, y Sanofi-Syntelao, paginas de internet, 2003)

Pediatria: no se han llevado a cabo estudios apropiados en la poblacién
pediatrica. Por consiguiente no se ha documentado problemas pediatricos

BSDECiﬁCOS ala fecha{Tecnofarma; pagina de internet, 2003).

Geriatria: no se han efectuado estudios apropiados en la poblacién
geriatrica; no se han documentado problemas geriatricos especificos a la fecha.
Sin embargo, los ancianos son mas susceptibles de tener la funcion renal afectada
relacionada con la edad, lo que puede aumentar el riesgo de acumulacion y
(Tecnofarma; pagina de internet, 2003).

toxicidad en pacientes que reciben fenazopiridina
La orina puede tornarse de color naranja pudiendo manchar la ropa. Evitar
el uso de lentes de contacto durante la terapia ya que puede producir tincion
permanente de los mismos.
En pacientes diabéticos puede causar resultados falsos en la determinacion
de azucares y cetonas urinarias. Por la posible interferencia en los resultados de
ciertas pruebas de laboratorio debera notificarse a la persona encargada que se

esta utilizando esta medicacion(Sanoﬂ-Syntelao. pagina de internet, 2003
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Il METODOLOGIA

A.- Material, Aparatos y Reactivos

« REACTIVOS:

Clorhidrato de Fenazopiridina (Sanofi Synthelabo)

Etanol absoluto 99.9% (Fermont®, Monterrey N. L. México).
Octanol 99.9% (Fermont®, Monterrey N. L. México).

Agua destilada (obtenida del equipo Milli-Q, Millipore)
Fosfatos monobasico de potasio (PQM, S.A. Méx.)

Cloruro de Sodio 100.3% (J.T. Baker Edo. de México)

« MATERIALES.
Vidrieria y material comun de laboratorio.

Cinta adhesiva (Scotch # 845, 3 M, USA).

Material Biolégico (piel de cerdo)

» APARATOS Y EQUIPOS:

Balanza analitica (BOECO,mod. BBC 32, Alemania)

Potenciometro (modelo 430, UK).

Espectrofotometro (Varian, mod. Cary IE 95031003, Australia).

Parrilla eléctrica con agitacién (Multi 15 Stirrer, Mod. VELP CIENTIFICA, USA)
Dermatoma (Zimmer, mod. 901, USA)

Centrifuga (Hettich ZENTRIFUGEN, EBA 12, Mod. D78532 Tulttlingen).
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B.- Obtencion de la Piel y Almacenamiento

Se utilizé la piel de cerdo de la regién dorsal, la cual se obtuvo directamente
del rastro, evitando el paso por vapor y agua caliente. La piel no debe de estar
tratada, es decir debe de ser cortada recién sacrificado el animal y almacenarse.

Para ello, la piel se rasuré con una navaja de bisturi eliminando el pelo,
también se le quito el exceso de grasa subyacente que pudiera contener utilizando
el dermatoma, y luego se procedié a cortar la piel en pedazos cuadrados de 16
cm?®. Durante este proceso se hidraté con solucién salina fisiologica para evitar
que se resecaran. Se cubrieron con plastico autoadherible para protegerlos y
ponerlos en refrigeracién a 0°, procurando no dejar pasar mas de treinta dias en

congelacién. Se desechd todo el tejido adiposo y muscular en exceso.

C.- Determinacion de la pureza del CF
Se realizd de acuerdo a la Farmacopea de los Estados Unidos de México

2001. (Anexo No.1)

D.- Determinacion de la solubilidad del CF

En viales pequefios se colocaron 2 ml de una mezcla de buffer de fosfatos
pH 7.4 (preparada de acuerdo a la USP 2000) y etanol puro (50:50
respectivamente) y se agregd suficiente CF para saturar el medio.

Se mantuvieron los viales a una temperatura de 37° C en bafo Maria
durante 24 hrs.

Las suspensiones se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min, tomando el
sobrenadante para hacer las diluciones necesarias con solucion Buffer de fosfatos
a pH 7.4. Las soluciones se leyeron a la longitud de onda de maxima absorcién
(425 nm) utilizando un espectrofotometro.

La concentracion se obtuvo interpolando en la curva de calibracién

correspondiente.
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E.- Determinacion del Coeficiente de Particion octanol/Buffer pH 7.4

En un embudo de separacion se colocaron 20 ml de Buffer de fosfatos pH
7.4 y 20 ml de octanol.

El embudo se agité durante una hora con el fin de saturar ambas fases.

En recipientes de 50 ml se colocaron 5 ml de la solucion acuosa y 5 ml de
octanol, afiadiendo una cantidad del PA exactamente pesado y se disolvio en la
fase organica.

La experiencia se realizo por triplicado corriendo un blanco. Los sistemas
se mantuvieron en agitacion constante durante 24 h.

Transcurrido el tiempo de agitacion, se separaron ambas fases. La fase
acuosa se diluy6 con un volumen igual de etanol y se leyo en el espectrofotémetro
a 425 nm.

La concentracién de la fase oleosa se determiné por diferencia con

respecto a la concentracion inicial.

F.- Curva de Calibracion para CF

Se preparé una curva de calibracion en solucion Buffer pH 7.4: etanol (50 :
50), misma que se leyé a 425 nm. Por otro lado, con el fin de determinar la
interferencia del SC en la cuantificacion, se realizé una curva de calibracién por
triplicado para el CF, en Buffer pH 7.4: etanol (50:50) en presencia de pequenas
porciones de piel. Esto se llevd a cabo de la siguiente manera:

Se tomo piel de cerdo congelada y se descongeld a temperatura ambiente
utilizando solucién salina 0.9 %. Una vez descongelada se secd con toallas de
papel para quitar el exceso de solucion.

Un area de piel de 16 cm? se sometio a veinte “stripping” consecutivos con
cinta adhesiva (como se explica posteriormente) las cintas se colocaron juntas en
un vaso de precipitados de 250 ml con la mezcla de Buffer de fosfatos pH 7.4:
etanol (50:50), con agitacion, utilizando una barra magnética, en una parrilla de

agitacion durante una hora.
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Transcurrido este tiempo se filtré la mezcla a vacio utilizando un embudo
Kitazato, recolectando la mezcla en un vaso de precipitado y por ultimo se guardé
en un recipiente hermetico para evitar la evaporacion. Esta solucion se utilizo para
disolver la CF y hacer las diluciones pertinentes para la curva. Asi mismo se
empled como blanco para la curva de calibracién y para leer las muestras en el

Espectrofotometro.

G.- Estudios de Penetracion

Estos estudios se realizaron en piel de cerdo, empleando celdas de
perfusion de vidrio con area de 13.2026 cm?.

A un éarea de piel de cerdo descongelada, se le fijo la celda de vidrio por
medio de grasa de silicén de tal manera que se adhiriera todo el contorno de la
base de la celda, para evitar que hubiera fugas.

Cuando se tuvo ya preparada la celda en la piel, se pesé en un papel
parafina una cantidad conocida de Fenazopiridina (0.050 g aproximadamente), se
agregd en la piel esparciendo el principio activo sobre toda la superficie que
abarca la celda, se le agregé 1 ml en gotas de buffer de fosfatos pH 7.4 con el fin
solamente de humedecer el CF (aqui se puede comprobar si esta bien adherida la
celda a la piel ya que la suspension no debe traspasar la base de la celda, para
que no haya pérdida del principio activo).

Después de humedecer el PA se dejé en contacto con la piel el tiempo
estipulado (40 minutos, 100 minutos y 180 minutos).

Transcurrido el tiempo de exposicion se procedié a retirar la celda y a
enjuagar con 200 ml. de solucién salina la superficie de la piel, frotando
suavemente, quitando perfectamente el exceso de principio activo y nuevamente

se seco la piel con una toalla de papel.
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H.- Técnica de muestreo del estrato cémeo (tape stripping)

Una vez transcurrido el tiempo de contacto del CF con la piel, se procedi6 a
retirar el SC mediante Tape Stripping, de acuerdo a la siguiente metodologia: Se
cortaron los pedazos de cinta adhesiva del tamario del area de exposicién de la
celda, se pesaron de manera individual, y luego se procedid a hacer el stripping, el
cual consistié en colocar la cinta de tal manera que cubriera la superficie de
exposicién y con un objeto como la parte posterior de una espétula se hizo presién
uniforme. Se desprendio Ia cinta, se volvié a pesar y por ultimo se colocé en una
caja Petri bien identificada. Se repiti®6 el procedimiento sucesivamente hasta
terminar todos los “stripping”, desprendiendo de manera alternada de un lado a
otro, como lo indica la figura No. 8.

Pedazo
Celda de descongelado
Vidrio (vista de piel de
por su parte cerdo (lomo)
superior y
lateral)

Fig. No. 8  Jlustracién del procedimiento de la “Técnica de Tape Stripping”.
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Fig. No. 8  (Continuacién).
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Una vez realizados todos los “stripping” (20 cintas), las cintas se cortaron
en cuatro partes y se depositaron en frascos de vidrio con tapa, agregando 3 ml de
la solucion Buffer pH 7.4: etanol (50:50) antes mencionada para extraer el principio
activo de las cintas. Se taparon herméticamente cada uno de los frascos, para

evitar que se evaporara el disolvente y se dejaron reposar un dia, sin agitacion.

l.- Cuantificacion del CF por Espectrofotometria

Transcurrido el tiempo de extraccion se procedid a leer las muestras
obtenidas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 425 nm (longitud de
onda de maxima absorcién para la fenazopiridina), utilizando como blanco buffer
de fosfatos: etanol (50:50) para ajustar a cero el equipo.

Se comenzaron a leer las muestras de la menos concentrada (es decir la
muestra 20) a la mas concentrada (primer muestra).

Después de leer las muestras se procedio a realizar los calculos pertinentes
para obtener los perfiles de penetracion y determinar la cantidad y la distancia
maxima de penetracion.

Se hizo el tratamiento estadistico adecuado para establecer si habia

diferencia entre los tiempos de contacto trabajados (Anexo No. II).
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V.- RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

V 1.- Determinacidon de la Pureza de CF

La pureza del CF fue de 94.45%; esta fue evaluada de acuerdo al
procedimiento indicado en la Farmacopea de los Estados Unidos de México 2001,
(Ver anexo |).

V 2.- Determinacion de la Solubilidad del CF en mezcla de Buffer de

Fosfatos y Etanol.

Se decidio utilizar esta mezcla y a pH 7.4 ya que este valor se acerca a las
condiciones fisiologicas corporales, afadiendo etanol debido a la baja solubilidad
acuosa del CF. El valor de solubilidad obtenido es importante pues con esta
mezcla se prepararon las curvas de calibracién y se extrajo el CF de las cintas.

El valor de solubilidad obtenido en esta solucion fue de 198.85%3.50 pg/ml.

(Ver anexo ).

V 3.- Determinacion del Coeficiente de Particion del CF en Buffer de
Fosfatos y Octanol.

El coeficiente de particion se determind experimentalmente utilizando como
medio acuoso Buffer de fosfatos pH 7.4 y como fase oleosa octanol puro. La fase
oleosa se leyd a 425 nm.. El espectro de absorcion del CF en octanol se muestra
en la figura 9.

El valor del coeficiente de particion es indicativo de la afinidad del farmaco
por un medio lipofilico (octanol), el cual se toma como referencia considerando
que el SC es una estructura de naturaleza lipofilica.

De acuerdo a los resultados obtenidos y mostrados en la Tabla 3, a pH 7.4
el coeficiente de reparto es ligeramente superior a 7, lo cual indica que tiene una
gran afinidad por el medio lipofilico. Esto es adecuado si se espera que el P.A. se
absorba pues una lipofilia alta favorece la particion del farmaco con el SC
(lipofilico). Un coeficiente de reparto igual a la unidad, indica que la molécula se

reparte de manera muy parecida entre el SC y el vehiculo, (Ver anexo ).
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Se puede calcular el coeficiente de particién con la siguiente formula:
CP = [Fase lipidica] / [Fase acuosal)

Tabla No. 3 Coeficiente de Particion del CF (octanol y Buffer de fosfatos

pH=7.4)
Coeficiente de Particion por Triplicado
7.73 I 7.13 I 7.76
1.0+ )
084
061 i
L 2L
04| | L
[ | . T
024 |/ e e
|||[

00-1{ , . .
200 300 400 500
Wavelength (nm)

Graph 1 - sample1 ¥ 424,9353, Y: 0.3004484

Figura No. 9 Espectro del CF en octanol.

V 4.- Curva de Calibracién de CF en Buffer de Fosfatos:Etanol(50:50).

El CF se analizé por espectrofotometria UV-Vis. Los espectros de absorcion
obtenidos, muestran un maximo a 425 nm. A esta longitud de onda se leyeron las
curvas de calibracién, cabe hacer notar que se prepararon curvas con piel y sin
piel (ver metodolagia), con el fin de determinar si se tenia alguna interferencia por
parte del estrato corneo que se estaba retirando o bien por el adhesivo empleado
en la técnica de tape stripping. Las Figuras de las curvas de calibracion obtenidas
se muestran en el Anexo |l

Para evaluar la linealidad del método se determind la respuesta analitica
(absorbancia), para cada cantidad de PA analizada en Buffer de Fosfatos con
Etanol (50:50), con piel y sin piel. Las curvas de calibracion obtenidas se muestran
en la Figura 10.
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Figura No. 10 Curvas de Calibracion del CF (A= 425 nm), en Mezcla de
Buffer de Fosfatos con Etanol (50:50) con piel y sin piel.

En la Figura No. 10 Se muestra que ambas curvas (con piel y sin piel)
siguen la misma tendencia, no obstante el coeficiente de variacion (CV) es mucho
mayor para la curva con piel (36.98) que para aquella sin piel (1.46). Esto era de
esperarse considerando que la presencia de material biolégico aumenta la
variabilidad.

Se hizo una comparacién de pendientes (texp.. mi= 0.041 y my= 0.038 y
tab.. 2.306) confirmando que no hay diferencia entre las pendientes.

Ambas curvas presentan coeficientes de determinacion {I’) superiores a

0.99, como se muestra en la tabla 4.

Tabla No. 4 Resultados de Regresion Lineal de las Curvas de
Calibracién del CF sin piel y con piel (Ver anexo Il).

Curva de Curva de
Parametros Calibracion Calibracion
Estadisticos Con Piel Sin Piel
m 0.0403 0.0380
B -0.0787 -0.0011
2 0.9944 0.9997
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V 5.- Limite de Deteccion del CF
Se determiné el limite de deteccidén del método a partir de los datos de la
curva de calibracion del CF con piel. La ecuacién obtenida a partir del analisis

de regresion lineal de la respuesta analitica en funcién de la cantidad de CF es

la siguiente:

Y =[Cantidad del CF (ug)]* 0.0379823 + (0.001684)......(iv)

Tabla No. 5 Limite de deteccion de las muestras del CF

[CF1 mcg |Respuesta|LCl al 95%|LCS al 95%

Analitica De la Abs |de la Abs

0.0 0.0017 -0.1393 0.1427
5H:2 0.1960 -0.1960 1.4233
10.4 0.3936 -0.6695 1.4564
20.8 0.7880 -0.2743 1.8517
31.2 1.1840 0.1209 2.2469
41.6 1.5792 0.5657 2.5925
52 1.9744 0.6272 3.3215

El valor de la respuesta analitica es 0.1427 correspondiente al LCS de la
cantidad de 0.0 pyg de PA, se interpolé en la curva de calibracion anterior.
Como sabemos el limite de deteccion, en éste caso, es la cantidad estimada
del LCS del intercepto en la recta de regresion. El limite de deteccion

obtenido fue 3.8 ug.
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V 6.- Estudios de Penetracién

Se realizé el estudio de permeacién del CF a través de la piel del lomo de
cerdo a diferente tiempo de exposicion y por triplicado; se utilizé como modelo
animal piel de cerdo ya que en estudios realizados In Vitro se ha visto que tiene
propiedades histolégicas y biolégicas similares a la piel humana!Auten: 1990. Feidmann et
al. 1969 y 1974 y Pershing, 1992) En g Anexo Il se pueden observar los perfiles de
penetracion obtenidos para los diferentes tiempos de contacto. Las Figuras No. 11
a la No.14, como era de esperarse a mayor profundidad del SC, menor cantidad
del CF, por lo que la mayor parte se encuentra en la superficie de la piel.

Este andlisis nos permite conocer la cantidad de PA que penetra en el SC
después de las permeaciones, sometidas a diferentes tiempos de exposicion y por

triplicado.

Cantidad de
Fenazopiridina
(mcg)

12 3 4567 8 9 1011121314151617181920
Namero de Stripping
| Bt0mintaeval.  MtOmin2aeva.  Ot4Omindaeval. |
Fig. No. 11 Histogramas de las cantidades del CF (ug) en un tiempo de
exposicion de 40 min.

14.o|
120 il

Cantidad de
Fenazopiridina
(mcg)
12 3 4567 8 9101 12131415161?13!9
Numero de Stripping _
| Et100min 1a eval. Wt100min 2a eval. Ot100min 3a eval. |
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Fig. No. 12  Histogramas de las cantidades del CF (ug) en un tiempo de
exposicion de 100 min.

Cantidad de
Fenazopiridina
(mcg)

(

12 3456768 91011121314151617181920

Numero de Stripping
| Bt180min 1a eval.  Mt180min 2aeval.  Ot180min 3a eval. |

Figura No. 13 Histogramas de las cantidades del CF (ug) en un tiempo de
exposicién de 180 min.

En la metodologia seguida para los tiempos de contacto probados se indica
que en todos los casos la piel se lavé con 200 ml de solucion salina, frotando (sin
danar la superficie).

Se realiz6 una prueba adicional para evaluar el efecto de intensidad del
lavado, tomando el tiempo de contacto de 3hr, con la diferencia del lavando mas
intensamente (con méas cantidad de solucién salina y directamente con el chorro
del agua potable).

Los resultados de esta prueba (Fig. No. 14) muestran que la cantidad
retenida y la distancia de penetracién se redujeron hasta valores menores a los
observados en las pruebas iniciales con un tiempo de contacto de 40 min. Esto
evidencia la importancia de la forma de lavado para retirar el exceso de farmaco

contenido en la piel.

No obstante, es importante mencionar que aunque la cantidad permeada y

la distancia de penetracién se redujeron considerablemente, el CF no fue’

eliminado completamente de la piel.
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Cantidad de
Fenazopiridina
(mcg)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

>
Numero de Stripping

| Bt180min1a eval. Mt180min 2a eval. Ot180min 3a eval. |
Figura No. 14 Histogramas de las cantidades del CF (ug) en un tiempo de
exposicién de 180 min, para la prueba de lavado drastico.

En cuanto a la cantidad maxima acumulada en la piel de cerdo podemos
observar que aparentemente hay una dependencia con respecto al tiempo de
contacto. Como se muestra en la Fig. 15 a mayor tiempo de contacto mayor es la
cantidad de CF acumulada en el SC.

| —!— E59.59+/-0.99 073.11+/-1.42 096.46+/-3.65 |

i 100.00,
! Cantidad %%
Maxima de 40,00@

CF (mcg) 000!

0.00'

Tiempo de Evaluaciéon
{min.)

e e = - = =Y SR S =i = |
Fig. No. 15 Cantidades Maximas permeadas de CF a los tiempos de
contacto evaluados.
Como se observa en la fig. 16, la distancia méxima promedio a la que penetro el

CF en el SC aparentemente también aumenta al incrementarse el tiempo de
contacto.
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Para determinar si hay diferencias significativas entre cantidades
permeadas y las distancias de penetracion en relacion de los diferentes tiempos

de contacto, se realizaron analisis de varianza.

' @0.10+-0.01 00.12+-004  00.13+-005 |

8

0.1200
0.1000
0.0800
0.0600
0.0400
0.0200

0.0000+— =
e ——
K Tlempo de Evaluacion

Distancias Acumuladas (Cm)

Fig. No. 16 Distancias maximas de penetracién del SC a los diferentes
tiempos de contacto.

Para la distancia de penetracion se plantearon las siguientes hipétesis:
Ho. Que la distancia es igual para diferentes tiempos de exposicion por lo que
ningun factor impaorta.
Ha: Hay diferencia entre las distancias por lo que si importa el factor tiempo de
exposicion.

Criterios de Aceptacion:
Si Fcal. < F critica no se rechaza Ho.
Si Fcal. > F critica se rechaza Ho.

Tabla No. 6 Andlisis de Varianza para Distancias Acumuladas

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE Gl Suma de | Cuadrados | F CAL. | F

Cuadrados Medios TABLAS

F 9526

CANTIDAD | i-1=(3-1)=2 | 0.0032 0.0016 0.9249 | 4.76
(columnas)
ERROR N-j=(9-3)=6 | 0.0102 0.0017
(filas)
TOTAL N-1=(9-1)=8 | 0.0134
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Se puede observar en la tabla anterior que no existen diferencias
significativas en cuanto a las distancias acumuladas de penetracion (ya que el
valor de Fexp= 0.92 y Ftablas = 4.76), para los tres tiempos de contacto
probados. Por lo tanto se puede decir que la distancia de penetracion no se vio

afectada por el tiempo de contacto (Ver Anexo I1).

Para las cantidades permeadas se plantearon las siguientes hipotesis:
Ho. Las cantidades son iguales a diferentes tiempos de exposicion.
Ha: Las cantidades son diferentes a los diferentes tiempos por lo que si importa

el factor tiempo de exposicién.
Criterios de Aceptacion:

Si Fcal. < F critica no se rechaza Ho.

Si Fcal. > F critica se rechaza Ho.

Tabla No. 7 Analisis de Varianza para Cantidades

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA - oy

FUENTE Gl Suma de | Cuadrados | F CAL. F TABLAS
| Cuadrados | Medios _|F9526

CANTIDAD | i-1=(3-1)=2 | 2095.8941 | 1047.9470 | 105.9012 | 4.757
(columnas)
ERROR N-j=(9-3)=6 | 59.3731 9.8955
(filas) , o ... |
TOTAL N-1=(9-1)=8 | 2155.2675 o

El analisis de varianza para la cantidad total permeada (Tabla No. 7)
muestra que hay diferencias significativas entre los tres tiempos de contacto (ya
que sus valores son: Fexp.= 105.90 y Ftablas = 4.75). Para demostrar entre qué
tiempos existian diferencias, se realizé la prueba de Duncan. Como se muestra en

el Cuadro 1, de acuerdo a esta prueba, existen diferencias entre los tres tiempos

de contacto (Ver Anexo ).
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Cuadro 1
Media | Media | Media |

1 | 2 | 3 |
59.417 | 73.113 | 96.457 |

Medias Diferencias de Medias |
M2-M1 = 13.6955 > 6.2665
M3-M1 = 37.0400 > 6.4946
M3 -M2 = 23.3445 > 6.2665

De acuerdo a las pruebas realizadas, nos permite afirmar que a mayor
tiempo de contacto mayor es la cantidad permeada del CF. Este es un resultado
importante por la cantidad que puede irse acumulando en piel si el tiempo de
contacto es prolongado, sobre todo considerando los efectos toxicos, entre ellos

de fotosensibilidad que potencialmente puede presentarse.
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VI.- CONCLUSIONES

El tiempo de contacto no tiene influencia sobre la distancia de penetracion
del CF, no habiéndose encontrado diferencias significativas para las distancias de

penetracion obtenidas con los tres tiempos de contactos evaluados.

El tiempo de contacto si tiene influencia sobre la cantidad total permeada
del CF, habiéndose encontrado diferencias significativas para las cantidades
obtenidas con los tres tiempos de contactos evaluados, ya que al aumentar el

tiempo de contacto se incrementa la cantidad total permeada.

La técnica de lavado (intensidad y tiempo) influye en la cantidad permeada
y en las distancias de penetracion. En este trabajo se constaté que un lavado mas
intenso disminuye notablemente la concentracion y distancia de penetracion. No

obstante, esto debe ser objeto de posteriores estudios.

La técnica de “tape stripping” resulta ser Util para estudiar la penetracién
“Ex Vivo" no sélo de agentes terapéuticos, sino de sustancias potencialmente

toxicas.

Es importante realizar este tipo de estudios a sustancias como el CF cuyo
contacto por periodos de tiempo prolongados o repetidos pueden favorecer su

penetracién y/o absorcion a través de la piel.
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VIl.- PERSPECTIVAS:

e Evaluar el efecto de aplicaciones repetidas de CF, sobre el grado de

penetracion y acumulacion en piel.

¢ Realizar el mismo estudio pero con concentraciones diferentes del CF.

¢ Evaluar la penetracion en condiciones de oclusion.

e Evaluar el grado de penetracion de principios activos en personas

expuestas bajo condiciones reales mediante la técnica de tape stripping.
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VIll.- ANEXOS

Anexo |

Calculos para la obtencion de:

e Pureza del Clorhidrato de Fenazopiridina

¢ Solubilidad del PA en la Mezcla de Buffer de Fosfatos p H 7.4 y Etanol

¢ Determinacion del Coeficiente de Particion (octanol / buffer de fosfatos

pH 7.4) para el Clorhidrato de Fenazopiridina.
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* Pureza del Clorhidrato de Fenazopiridina

Conc. H2S04= 01N
Cant. Vol. Cant.
Muestra | Pesada | Gastado | Recuperada Pureza
de CF |[de
(mcg) [ H2S504 de CF (mcg) (%)
Blanco 0.01
A 500.20 28.1 488.93 94 .38
B 500.00 275 488.62 94 .50
c 500.10 27.7 499.66 94 .46

Pureza (%) =94.4478

¢ Solubilidad del PA en la Mezcla de Buffer de Fosfatos p H 7.4 y Etanol
(50:50).

Curva de Calibracion:

y=0.02484 x+ (-0.1238)

r2 = 0.99938
Diluciones: 1:100, 1:50 para las muestras de pH 7.4
Muestra | Muestra | Muestra |
| pH 1 2 3 Concentracion | Desviacion
! (Abs) (Abs) (Abs) (mcg/ml) Estandar
| 74 | 03626 | 0367 0.365 198.85 3.505 |
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Determinacion del Coeficiente de Particion (etanol vs buffer de

fosfatos pH 7.4) para el Clorhidrato de Fenazopiridina.

Valor obt. De la Cantidad —'
interp. De la P.A. En Mcg Cantidad de  concent
curva enlasoln. P.A.EnMcgen interpen
Formula: cal.(Mcg/ml Buffer/EtOH el vol. total  Mg/ml
y=(abs- 7.2723 29.0891 58.1783 14.5446
b)/m 7.2460 28.9839 57.9677 14.4919
___ 7.8146 ~31.2586 62.5176 115.6293
Mtra. No. 1 Conc.inic. 127 Mg/ml
Mtra. No. 2 Conc.inic. 127 Mg/ml
Mtra. No. 3 Conc.inic. 127 Mg/ml
Mtra. No. 1 conc.octanol 112.4555 Mg/ml
Mtra. No. 2 conc.octanol 112.5081 Mg/ml
Mtra. No. 3 conc.octanol 111.3707 Mg/ml
Mtra. No. 1 Coef.Part. 7.7318
Mtra. No. 2 Coef.Part. 7.7635
Mtra. No. 3 Coef.Part. 7.12577
Coef.Part.
Promedio 7.5403

Valores de la Curvas de Calibracion

PENDIENTE

ORD.ORIG.

0.0380

-0.0011
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Anexo Il

Curvas de Calibracién de Clorhidrato de Fenazopiridina:

e Curvas de Calibracion

e Prueba de “t” Student para las Pendientes

» Comparacion Estadistica de las Curvas de Calibracion Con Piel y Sin

Piel.
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Absorbancias

25

Curvas de Calibracién.

CON PIEL
v B (L5 0
o E : [+]
58| £ 3 3
gt 2
52 0.1443 0.0277 52 02062  0.0397
52 0.1414 0.0271 | Promedio | promedio 52 02006 0.0386
52 0.1391 0.0268 0.0366 0.0381 52 02005 0.0386
10.4 0.4123 0.0396 10.4 03975 00382
104 0.4050 0.0389 | Desv.std Desv.std 10.4 03977  0.0382
104 04198 0.0404 004 ) 10.4 04022  0.0387
208  0.8018 0.0385 20.8 0.7921  0.0381
208 07868 0.0378 sfic.Var. 208 0.777  0.0374
208  0.7894 0.0380 11.9359 1.5924 208 07896 00380
N2 1.1913 0.0382 31.2 1.1665 0.0374
31.2 1.1912 0.0382 31.2 11776  0.0377
312 11850 0.0380 312 11768  0.0377
41.6 1.5529 0.0373 416 1541 0.0370
416 1.5976 0.0384 Ord.Orig. . | ©Ord.Orig. 416 1.5628  0.0376
416 1.5943 00383 | 00273 -0.0011 416 15745  0.0378
| 52 2.0042 0.0385 52 19991  0.0384
A 0.0383
52 2.0008 0.0385 | Coef Com. | Coef. Com. 52 1.993 3
s 0.0383
52 2.0027 00385 |- 09993 0.9997 52 1.9934 3
25
y = 0068
@ 20| R=09%5
=
g 15
.-}
'g 10
3
< 05
0.0
€0 0 20 40 60

Concentraciones (mcg/ml)
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Comparacion Estadistica

Analisis de Varianza
(FENAZOPIRIDINA}

CANT ADIC  (Mcg)  CANT ADIC (Mcg)  CANT ADIC  (Mcg)
59.4970 747136 93.2680
63.1430 71.997 100.4338
55.6130 72 6268 954570
219.3375 [ 289 1588 | T=[ 686 7493 |
59.4177 73125 96.3863
S$5¢c= Te2 - T2 = 317741320 + 48108 939 + B3612.812 ] -
n N 3
S55¢= 163495 8825 - 471624 6011 = 544986275 52402 733 =
3 ]
S§Sc= 2095.8941
SSw= Xij2 - Tcj2 =
n
S5w= 3539.88930 + 3987 0384 + 3092 8058 + 5582 1220 + 5183 5824
52746521 * 8698.9198 + 10086 9482 + 91120388 =
SSw= 54558 00059 - 54498 62751 = 59.3731 |
58T= Xij2 - T2 = 54558 0006 - 52402 733 = 2155.2671 l
N
S5S8w= SST - §Sc = 2155 2671 2095.8941 = 59.3731
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
FUENTE gl SUMA DE CUADRADOS CUADRADOS MEDIOS FCAL FTABLAS
F95.2.6
CANTIDAD| 1-1=(3-1)=2 2095 8941 1047 9470 105.9012 4 7570
{columnas
ERROR N-j=(9-3)=6 59.3731 9 8955
(filas)
TOTAL | N-1=(9-1)=8 2155.2671
Ho = C1=C2=C3 Que lo que penemos es igual a lo que oblenemos sin imoortar que faclor afecte
Hi = C{=¢2=C3 Todas son diferentes por to que s importa el factor lempo de exposicion

A mayor tiempo de exposicion mayor absorcion

73

471624 6011

1

+



Comparacion Estadistica

Analisis de Varianza

(FENAZOPIRIDINA)

DIST ACEC (Cm) DIST ACEC (Cm) DIST ACEC (Cm)
0.1136 0 1486 00934
A40min 0.0417 01420 01792
0.0970 00849 00881
[ o2s23 ] [IEE | 03667 |
T=|_09945
S8c= Tcj2 - T2 = 0.0637 + 01411 + 0,1345 ) - 0 9893
n N 3 9
58c= 0.3392 - 0.9893 = [ Rk 01099 =
3 9
SSc= 0.0032
SSw= X2 Tcj2 =
n
SSw= 00128 + 0.0017 & 0.0094 * 00221 + 0.0202
0.0072 + 0.0099 + 0.0321 + 0.0078 =
S8w= 01233 0.1131 = 0.0102
S88T= Xij2 T2 = 0123 0110 = 0.013 i
N
SSw= 85T - SSc = 0.013 0003 = 0.010 r
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
FUENTE gl SUMA DE CUADRADOS CUADRADOS MEDIOS FCAL |FTABLAS
F95.26
CANTIDAD [i-1=(3-1)=2 0.0032 00016 09249 47570
(columnas)
ERROR [N-j=(8-3)=6 0.0102 0.0017
(filas) |
TOTAL N-1={2-1)=8 0.0134
Ho = C1=C2=C3 Que la distancia es igual en diferente tiempo de exposicion sin importar que factor afecte
Hi = C{=C2=C3 Todas las distancias son diferentes por lo que si importa el factor iempo de exposicion

A mayor tiemp

de exp

mayor di
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Anexo lll

Perfiles de Absorcion Obtenidos:

o Perfiles de Absorcion de las Cantidades de CF Contenida en Piel de

Cerdo en un tiempo de Exposicion de 40 min.

¢ Perfiles de Absorcion de las Cantidades de CF Contenida en Piel de

Cerdo en un tiempo de Exposicion de 100 min.

» Perfiles de Absorcion de las Cantidades de CF Contenida en Piel de

Cerdo en un tiempo de Exposicion de 180 min.

¢ Perfiles de Absorcion de las Cantidades de CF Contenida en Piel de
Cerdo en un tiempo de Exposicion de 180 min. para la Prueba de

lavado drastico.

75



Perfiles de Absorcion de las Cantidades de CF Contenida en Piel de
Cerdo en un tiempo de Exposicién de 40 min.

Estos perfiles de absorcion nos permite conocer el porcentaje del PA que se

puede extraer de la piel después de las permeaciones. Se utilizo el etanol;

aunque PA es poco soluble en este disolvente, pero se eligid por no ser tan

téxico como lo es el benceno y el cloroformo.

Cantidad de CF

(mcg)

14.0

12.0

10.0

B.0
6.0 1
40

r'y —_
| 2 AugTudpne

0.001 0.003 0.005 0.

20
00

= . =

Distancias Acumuladas (cm)

Eval. 1B Eval. 2A Eval.3 ¢

007

Perfiles de Absorcion de las Cantidades de CF Contenida en Piel de
Cerdo en un tiempo de Exposicién de 100 min.

Cantidad de CF

(mcg)

0.002 0.004 0.006 0.008
Distancias Acumuladas (cm)

Eval. 1B Eval. 2A Eval 3 ¢

0.01
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¢ Perfiles de Absorcion de las Cantidades de CF Contenida en Piel de
Cerdo en un tiempo de Exposicién de 180 min.

Caantidad de CF

141{ &

<

*A A A A
0 ".\0, A
ol ¢ Y
.

4 “otg® A
2
0 &h A%

0 0002 0004 0006 0008 001 0012 0014
Distancia Acumuladas (cm)

Eval. 1M Eval. 2A Eval3 ¢

e Perfiles de Absorcién de las Cantidades de CF Contenida en Piel de
Cerdo en un tiempo de Exposicién de 180 min. para la Prueba de
lavado drastico.

Cantidad de CF

(mcg)
- w o N ©

13 4

(i d
- *
n *
ety
L mm P% s ; s
0 0.002 0.004 0.006 0.008
Distancia Acumulada (cm)

Eval. 1M Eval 2 A Eval.3 ¢
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