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I. INTRODUCCION

La piel, cubierta exterior que reviste todo el cuerpo es un oérgano que a pesar
de su extension e importancia por la gran cantidad de funciones que desemperfia y
su compleja estructura todavia es mal comprendida, es por ello que en la

actualidad se llevan a cabo muchas investigaciones en este campo.

Dentro de las muchas funciones de la piel esta la de actuar como barrera
evitando que sustancias quimicas y otras sustancias nocivas penetren al cuerpo.
Pero si bien, actia como barrera, también puede servir como una via para que
penetren los medicamentos y otras sustancias con efectos terapéuticos, por lo
cual deben poder franquear la barrera y asi tener una accién local o llegar a
circulacién sistémica. A este proceso se le llama absorciéon percutanea, la cual
puede ser estudiada por dos métodos diferentes: in vivo e in vitro. En el presente
trabajo se hace uso de la técnica in vitro, esto con el objeto de estudiar el efecto
promotor que tiene el laureato de sacarosa disuelto en Transcutol (solvente con
accion promotora), sobre la accion de 3 farmacos con diferentes caracteristicas de

lipofilia (5-Fluorouracilo, Cafeina e Ibuprofeno).

Debido a que para la gran mayoria de las sustancias, la resistencia a la difusién
a través del estrato cérneo es muy elevada y representa el principal factor limitante
a la absorcion, es importante dilucidar la accion que tienen los promotores sobre
él, ya que estos ofrecen un medio efectivo para favorecer la difusion sobre el

estrato corneo.

El estudio de ésteres de sacarosa ha tenido prioridad sobre el de otras
sustancias, esto debido a las caracteristicas que presentan, principalmente por su
baja iritabilidad y alta seguridad (no toxicos) para ser incorporados en
formulaciones tanto farmacéuticas, cosmeéticas y de alimentos. Y tambien por
estudios previos hechos en el laboratorio, los cuales reportan una buena eficiencia

de estas sustancias como agentes promotores de la permeacion.



IL.GENERALIDADES

21. LAPIEL

La piel es un 6rgano complejo dinamico, considerado uno de los mas grandes y
versatiles, que por su superficie recubre y protege la cara externa del cuerpo .

Es un organo de excepcional trascendencia biologica, anatomicamente
importante, estructuralmente complejo (Figura 1), mdultiple en su funcionalismo y
estrechamente vinculado por sus constantes fisicas y sus fenémenos vitales con la
fisiologia, patologia general y la adaptacion del organismo.

La piel no es una simple envoltura protectora del cuerpo, es una frontera activa
que se interpone entre el organismo y el ambiente. Se puede decir que la piel tiene
dos caras, la externa que nos separa del macrocosmos, Y la interna, intimamente
unida al organismo. Esta de tal modo, sujeta a agresiones, tanto del medio externo

como del interno®?.

2.2. ANATOMIA

La extension del 6rgano cutaneo es variable segun la talla y la complexion del
individuo. Un individuo de peso y estatura promedio esta cubierto por 1.85 m? de
piel, que pesa alrededor de 4 Kg, tiene un volumen de 4 000 cm® y mide 2.2 mm
de espesor; esto equivale a 6% del peso corporal. La piel presenta en su
superficie mas de 2.5 millones de orificios pilosebaceos y los llamados pliegues
losangicos. Siendo el 6rgano mas extenso y de mayor peso y volumen, recibe

mas o menos una tercera parte de toda la sangre que circula por el cuerpo .

La piel es lisa, continua, resistente, flexible, elastica, extensible, tersa, turgente

y humeda. Estas caracteristicas varian mucho de una persona a otra y aun en la

misma persona'®®.



TALLO DEL PELO

CAPA DE ESTRATO ESPINOSO DERMIS
MALPIGIO ESTRATO BASAL e
MELANOCITO
CORPUSCULO DE MEISSNER
MELANOCITO DERMIS
HIPODERMIS
FoLicuLO PILOSO
GLANDULA

ARTERIA
CELULA DE MERKEL
GLANDULA SEBACEA VENA
3 RAIZ DEL PELO
MUSCULO ERECTOR DEL PELO TEJIDO ADIPOSO
FIRRA NERVIOSA

Figura 1: Esquema de la piel representando las relaciones generales
de sus apéndices, glandulas y capas que la forman®.

2.3. HISTOLOGIA
2.3.1. CAPAS DE LA PIEL
De forma general la piel humana se presenta como un érgano estratificado con

3 capas de tejidos diferentes: la epidermis, la dermis y la capa grasa subcutanea o
hipodermis.



A) Epidermis: Es la capa mas externa de la piel compuesta de un epitelio
escamoso queratinizado estratificado. Formado por 4 tipos distintos de células:
queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans, y células de Merkel. Esta a su

vez se compone de cinco capas (Figura 2)°7":

1. Estrato coérmneo. Capa mas externa de la epidermis, se compone de
numerosas capas de células planas cornificadas (células corneas) muertas
llenas por completo de una proteina llamada queratina. El estrato corneo se
compone de 20% de agua, las células aplanadas parecidas a escamas,
funcionan como barrera protectora quimica vy fisica, retardan la pérdida de
agua desde los tejidos mas profundos, minimizan la penetracion de rayos
UV vy limitan la entrada de microorganismos, medicamentos y sustancias
téxicas del medio exterior.

2. Estrato lucido. Situado inmediatamente abajo del estrato cérneo (no se ve
en la piel mas delgada). Es una capa que tiene de una a cinco células de
espesor, consta de células aplanadas transparentes, muertas o
desvitalizadas y densamente agrupadas que por lo general han perdido su
nucleo.

3. Estrato granuloso. De 2 a 5 capas de células aplanadas, rombicas, sirve de
transicién dentro del estrato germinativo, los granulos que se acumulan en
las células dan a la capa su nombre. Se considera que el estrato granuloso
es activo en la queratinizacion.

4. Estrato espinoso. Consta de varias hileras de células espinosas de forma
poligonal, las células mas externas tienen forma de espina. También es
llamada capa de Malpighi.

5. Estrato germinativo. La capa mas profunda y mas importante de la piel,
también llamada capa basal, se compone de una unica capa de celulas
cilindricas o cubicas altas. Contiene las unicas células de la piel capaces de
efectuar division mitética. En forma simultanea estas células dan origen a
todas las capas externas de la epidermis. La epidermis se regenerara solo

mientras el estrato germinativo permanezca intacto.



Estrato corneo

Estrato licido

Estrato granuloso
Estrato espinoso

Estrato basal
v Desmosomas

Melanocito

Figura 2: Estratos de la epidermis .

B) Dermis (Corion): Situada debajo de la epidermis, a menudo se le llama piel
verdadera, se compone de tejido conectivo que contiene fibras elasticas amarillas
y colagenas blancas. En esta capa se encuentran vasos sanguineos, linfaticos,
nervios, foliculos pilosos y glandulas sudoriparas. Es la responsable de la
resistencia mecanica de la piel y aporta el sistema nervioso y vascular.

Se divide a la dermis en dos zonas que de la supefficie a la profunda son:

1. Dermis papilar. Corresponde a la porcion mas superficial de la dermis,
es laxa y la presencia de vasos dentro de las papilas y la red subpapilar

constituyen sus caracteristicas anatomofisiologicas mas importantes.

2. Dermis reticular. Esta atravesada por vasos y nervios y se localizan en
ellos las glandulas y foliculos pilosos. Es el principal lecho fibroso de la

dermis, consta de fibras colagenas, gruesas y entrelazadas.



C) Hipodermis: Situada bajo la dermis profunda, estd constituida por células
grasas o adipocitos, separados por tabiques de tejido conjuntivo que forman
l6bulos. Su presencia es un importante factor de proteccion contra traumatismo y
perdida de calor, estéticamente da turgencia a la piel. Contiene plexos nerviosos y

sanguineos, algunos glomérulos sudorales y los foliculos pilosos mas profundos'.

En la Figura 3, se presenta un dibujo esquematico del aspecto al microscopio

electrénico de un epitelio escamoso estratificado queratinizado.

v
P

~ Gota de grasa

o g

&?%f 1...”
N. e y
ESTRATO ESPINOSO ————— ##0 C

Ry A

Reticulo endoplasmatico rugoso

“—Lamina basal

Figura 3: Representacion esquematica de un epitelio escamoso

. o . " i FoA i
estratificado queratinizado por microscopia electrénica ",
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2.3.2. ANEXOS DE LA PIEL

Consideramos como tales: a) complejo pilosebaceo, b) glandulas sudoriparas y

c) uias'?.

Complejo pilosébaceo. Esta formado por el foliculo piloso, el pelo, el
musculo erector del pelo y la glandula sebacea. Los pelos son filamentos
queratinizados elasticos, cubren todo el cuerpo excepto las palmas de las
manos y planta de los pies. Las glandulas sebaceas estan distribuidas por
toda la superficie del cuerpo, son de diferentes tamarios y su secrecion es
holocrina.

Glandulas Sudoriparas: Las hay de dos tipos las ecrinas y apdcrinas, las
primeras son las mas numerosas, se abren directamente en la superficie de
la piel. Se encuentran en palmas, plantas, pecho y frente. Las apocrinas
son menos comunes se abren dentro del foliculo piloso, estan en axilas,
anogenital, ombligo y pezones.

Unas: Se llaman unas las laminas coérneas duras, translicidas y
flexibles que ocupan la cara dorsal de la ultima falange de los dedos.
Estan formadas de queratina dura, son una modificacion del estrato

corneo.

2.3.3. COMPONENTES QUIMICOS

El contenido de agua de la piel depende del estado general de cada persona o

de los disturbios cutaneos, contiene de un 60 a 70 % en colocacion Inter e

intracelular. Los compuestos minerales se encuentran en gran cantidad en el

corion. Estos mantienen la presion osmdtica y la difusion, regulando asi el cambio

de los fluidos entre las células y los liquidos de los tejidos. También controlan el

tono vasomotor y la conductividad del sistema nervioso. Estan bajo la forma de

sales. Los mas importantes son los cloruros de sodio, potasio, calcio y magnesio.

Asimismo existe azufre, fésforo, plomo, cobre, manganeso, cinc y hierro.



Los hidratos de carbono estan bajo la forma de glicégeno, glucosa y glicidos
complejos. Los lipidos existen en 2 formas: Inter e intracelulares, son los menos
abundantes pero los mas importantes, sobre todo el colesterol libre, esterificado y
los fosfolipidos. Las proteinas estan constituidas por cadenas de aminoacidos
(arginina, lisina, histidina, cistina, cisteina, metionina y triptofano) algunas de ellas

son la queratina, melanina, albimina, globulina, colagena, elastina, mucina, etc.

Entre las enzimas se encuentran la citocromo oxidasa, deshidrogenasa
succinica, anhidrasa carbonica, fosfatasa acida, monoaminoooxidasa,
aminopeptidasa, las proteinasas que sintetizan la queratina y otras mas. La piel
también contiene hormonas de las glandulas sexuales, asi como vitaminas

(riboflavina, niacina, tiamina, A, C, D) las cuales son cofactores enzimaticos 2.

2.4. FISIOLOGIA DE LA PIEL

La piel estd muy lejos de ser una mera envoltura, un érgano inerte, tiene
muchas e importantes funciones relacionadas con otros aparatos y sistemas. Son
funciones de proteccion, regulacién y comunicacion dirigidas hacia el exterior o
hacia el interior.

Las principales funciones de la piel son®:

1. Organo de proteccion. La piel es una barrera que protege al individuo de las
agresiones externas merced a sus cualidades, de integridad, cohesion,
elasticidad. También por sus propiedades eléctricas. El manto acido que la

cubre impide el desarrollo de hongos y bacterias.

2. Organo sensorial. Su profusa innervacion la hace ser el 6rgano receptor de
la sensibilidad por excelencia de todo tipo: tacto, dolor, temperatura, presion
y por lo tanto punto de partida de reflejos que conducen también a la

proteccion.
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Termorregulacion. De la piel parten a traves de terminaciones
termosensibles, reflejos rumbo al hipotalamo para el control de la
temperatura. La piel responde al aumento de la temperatura ambiental con

aumento de la sudoracion o vasodilatacion.

Metabolismo en general. La piel interviene en varios procesos metabdlicos
del organismo. Almacena agua y por lo tanto interviene en su regulacion,
igualmente la piel lleva acabo la regulacién de electrolitos. Por la piel se
elimina CO, y se absorbe oxigeno, pero en forma minima se da una simple

difusién de gases. También es un 6rgano de eliminacién a través del sudor.

Funcién queratégena. Es parte de la proteccion al formar queratina, una
proteina fibrosa formada por cadenas polipeptidicas paralelas y alargadas,

de lo cual depende su extensibilidad y flexibilidad.

Funcién sebacea. El sebo, producto de las glandulas sebaceas interviene

en la lubricacién de la piel y formacion del manto acido.

Funcion sudoripara. Esta funcion esta ligada a la termorregulacion y al

metabolismo hidrosalino.

Funcion melanégena. Reside en la formacién de la melanina por parte de
los melanocitos de la capa basal de la epidermis. La funcion de la melanina
es fundamentalmente la proteccién de la piel y tejidos subyacentes contra

las radiaciones ultravioletas.

Funcion inmunolégica. La epidermis es un 6rgano inmunologico de primera
linea puesto que contiene tres elementos basicos: las celulas de
Langerhans (células receptoras, procesadoras y presentadoras de
antigenos), queratinocitos (capaces de proliferar ante la presentacion de
antigeno) y el principal mediador es la interleucina 1(IL-1) (produce
citocinas las cuales pueden desencadenar y ampliar la respuesta del

organismo ante los antigenos).



lIl. LA PIEL COMO BARRERA DE PROTECCION
3.1. LOCALIZACION DE LA BARRERA

En 1944 fue establecido que la barrera al agua que protege a los vertebrados
de la desecacion, esta localizada en el estrato corneo. Esto fue demostrado
primero por Winsor y Burch®®, luego fue corroborado por Blank''”, concluyendo. asi

que la barrera se localizaba en el fondo de la capa cornea .

Los primeros experimentos de extraccion con solventes indican que los lipidos,
especialmente lipidos polares juegan un papel importante en la barrera. Pero fue
hasta que Breathnach y Colaboradores!'" aplicando la técnica de fractura por
congelamiento demostraron que estos lipidos forman bicapas multiples extensas
rellenando el espacio intercelular. Mas recientemente fue demostrado que estas
bicapas intercelulares estan presentes en toda la capa cornea. Estas membranas
intercelulares suministran la barrera al agua. Esto fue demostrado primeramente
por Squier“e’, quien usé la peroxidasa del rabano picante como un indicador al
movimiento del agua tanto en el epitelio queratinizado como en el epitelio no
queratinizado, él demostré que solo penetraba en las capas mas periféricas del
estrato corneo, cuando era aplicada topicamente. Cuando esta sustancia fue
inyectada subepitelialmente se encontrd que hay un movimiento libre hacia la
epidermis viva, deteniéndose justo en el fondo del estrato corneo. Estos resultados
posteriormente fueron confirmados por Elias y colaboradores!'® usando sales de
lactano como pequefos indicadores en densidad electronica. Asi las laminas
lipidicas intercelulares van a proveer la barrera contra la pérdida de agua a través

de la piel, ademas de limitar la penetracion de agentes solubles en agua.

En 1951, se demostro que efectivamente la principal barrera a la permeacién
de agua se encuentra en la capa mas externa de la epidermis, particularmente el
estrato corneo, experimentos subsecuentes confirman este resultado y es
aceptado totalmente que el estrato corneo es la barrera determinante de la
velocidad en la absorcion percutanea de muchos compuestos y en muchas

condiciones!"*'%.
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3.2. ESTRATO CORNEO COMO BARRERA DE PERMEACION

La piel comprende diferentes capas que para facilitar su estudio se dividen en
tres regiones mayores: epidermis viva, el estrato coérneo, y la capa papilar de la
dermis, juntas forman la barrera de la piel. Pero la resistencia mayor a la
penetracion y absorcidn en la piel para la mayoria de las sustancias es el estrato
corneo''®.

Son tres los principales componentes del estrato cérneo: la queratina, la

cubierta del corneocito, y las laminas intercelulares'* ' (Tabla 1).

A) QUERATINA

La queratina es una proteina cuya caracteristica quimica mas importante es la
presencia del aminoacido sulfurado cisteina que da la gran resistencia a esta
proteina. Pertenece a la familia de polipéptidos o-hélices con un intervalo de
tamafio desde 40.000 a 70.000 daltons. Ellas son relativamente pobres en cistina
y ricas en serina y glicina y contienen N-acetil-serina en la terminaciéon amino. La
queratina representa el componente principal del estrato corneo. Los agregados
individuales de las moléculas de queratina forman las hélices. Esta agregacion es
facilitada por una proteina rica en histidina llamada filagrina que es un derivado de
los granulos de queratohialina. Los filamentos de queratina difundidos en el estrato
corneo son de 7 a 10 nm de diametro, ellos son estabilizados por la formacidn de
puentes disulfuro y estan cubiertos por una matriz amorfa de proteinas ricas en
sulfuro, llenando asi el espacio interior del corneocito. Ellos son probablemente los
responsables del mantenimiento de la forma plana hexagonal de los corneocitos y

puede contribuir a la rigidez y flexibilidad del estrato corneo.
B) CUBIERTA DEL CORNEOCITO

La envoltura proteica que cubre las células del estrato cérneo presenta un

diametro aproximado de 10 nm. Los lipidos de la cubierta del corneocito



constituyen, aproximadamente un 2% del peso seco del estrato cérneo y constan
principalmente de N-(W-Hidroxiacil) esfingosinas. También se ha postulado que la
cubierta lipidica del corneocito resiste el pasaje de agua y otras pequefas
moléculas polares dentro y fuera del corneocito, jugando un papel importante en la
cohesion natural del estrato corneo y actia como un patibulo para la deposicion
de cuerpos lamelares derivados de las bicapas intercelulares. Recientemente se
reportd que la membrana que cubre el corneocito contiene tres capas: una
bastante delgada en su exterior, una intermedia y una capa interior con un grosor
de 70-150 A, esta capa interior fue aislada y estudiada resultando ser
fundamentalmente elastica y altamente resistente a agentes quimicos vy

solventes''”.

C) LAMINA INTERCELULAR

La organizacién estructural de las bicapas lipidicas intercelulares fue postulada
por Michaels'"®. Estudios hechos con microscopia electrénica y fractura por
congelamiento en el estrato corneo han confirmado que los lipidos intercelulares
estan ordenados dentro de las bicapas. El paquete lipidico dentro de la lamina,
con las cadenas hidrocarbonadas, se reflejan mutuamente y los grupos polares
estan disueltos en la capa acuosa. Las dos capas que forman cada unidad estan
unidas firmemente, posiblemente por la accion de moléculas tales como
acilceramidas, las cuales actian como fijadores moleculares. Estudios de rayos-X
en el estrato corneo humano hidratado, muestran que los lipidos del estrato
corneo forman una estructura de dos laminas con distancias repetidas de 65 y 134
A. Este campo intercelular en el estrato cérneo presenta un polimorfismo complejo
y esta compuesto por una mezcla cristalina de gel lamelar (L) y lamelas liquido
cristalinas (La) en la fase lipidica. La lamina intercelular intacta esta presente a
todos niveles en el estrato corneo humano y su apariencia no difiere
significativamente entre diferentes localizaciones anatdmicas. El numero de
laminas intercelulares entre los corneocitos varia de lugar a lugar dentro de cada

muestra de estrato coérneo y en algunas regiones las laminas estan ausentes,



permitiendo el contacto directo entre la envoltura lipidica del corneocito. Los
lipidos que componen estas laminas no contienen fosfolipidos como en otras
membranas biologicas, en su lugar ellos estan compuestos en su mayoria por
ceramidas (Figura 4), colesterol y acidos grasos junto con pequenas cantidades de
sulfato de colesterol, ésteres, ceras, esteroles, triglicéridos, escualeno y n-alcanos.
Por la proporcion relativamente alta de ceramidas en comparaciéon con los otros

componentes, se cree que estas ceramidas juegan un papel importante en la
estructura lipidica y en la funcion de barrera’>'®.
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Figura 4: Estructuras quimicas de las ceramidas ''¥



La forma molecular de los lipidos es poco importante para la funcion de la
barrera, sin embargo el colesterol y los acidos grasos son importantes puesto que
la interaccién entre ellos produce el ordenamiento estructural de las bicapas
lipidicas que dan la impermeabilidad al estrato corneo, y asi también las distintas
formas de las moléculas de ceramidas previenen la separacidn entre estas fases
lipidicas.

Tabla 1. Composicién del estrato corneo humano %%

| COMPONENTES PORCENTAJE COMPOSICION BIOQUIMICA l
Membrana celular 5 Lipidos y proteinas no fibrosas

| Contenido celular 85 Lipidos (20%)

a-proteinas (50%)

[-proteinas (20%) |

proteinas no fibrosas (10%) |

Material intercelular 10 Lipidos y proteinas no fibrosas

Asi el estrato corneo es una barrera con muiltiples capas, estructura en la cual
las células epidérmicas ricas en queratina (corneocito), son diferenciadas
periddicamente, y estan embebidas en una matriz intercelular rica en lipidos. La
disposicion de estos dos compartimentos es usualmente simplificada a un modelo
llamado ladrillo-mortero. Los ladrillos son las células muertas aplanadas de la capa
cornea llamadas corneocitos, donde su mayor componente estructural son
agregados individuales de queratina ordenados como bloques filamentosos. Estas
células se encuentran sobre una matriz amorfa compuesta principalmente de
lipidos y proteina no fibrosa, dentro de la cual los filamentos de queratina (60-80A)
estan distribuidos. Los corneocitos son poligonales, alargados y planos con un
grosor de 0.2-1.5um y su didmetro varia desde 34 a 46 pm. El estrato corneo
comprende de 15-20 capas de corneocitos y .varia generalmente en el grosor

desde 10-15um en estado seco, pero despues de la hidratacion, puede alcanzar



los 40 um. Los corneocitos anucleados carecen de organelos e inclusiones, no se

reconoce otra cosa que filamentos de queratina en una matriz amorfa.

En el humano el mortero es la matriz intercelular, la cual consiste en una
estructura compuesta de varios grupos de lipidos (Tabla 2), este campo lipidico ha
probado tener una importante capacidad al mantener la humedad del estrato

corneo'.

Tabla 2. Composicién lipidica del estrato corneo del cerdo y humano .

LIPIDOS CERDO (% W) HUMANO (% W/W)
Esteres de colesterol 1.7 10.0
Triglicéridos 2.8 0.0
Acidos grasos 13.1 9.1
Colesterol 26.0 26.9
Ceramida 1 4.1 3.2
Ceramida 2 16.7 8.9
Ceramida 3 6.9 4.9
Ceramida 4 44 6.1
Ceramida 5 4.5 5.7
Ceramida 6 7.6 12.3
| Glucosilceramidas 1.0 0.0
| Sulfatos de colesterol 3.9 1.9
| otros 57 11.1

3.3. PRODUCCION DEL ESTRATO CORNEO

El estrato corneo es eliminado normalmente a una velocidad constante,
correspondiente a la que se requiere para que las celulas se formen a partir de la
parte viva mas profunda del epitelio. Por ello las capas epidérmicas caracteristicas
son expresion de un proceso dinamico, la queratinizacion, proceso especifico de
diferenciacion en el que se producen hechos morfolégicos y bioquimicos en las

células durante su desplazamiento simultaneo hacia la superficie (Figura 5).
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Figura 5: Esquema de los hechos citologicos en la célula epidérmica durante el

proceso de queratinizacion. N, nucleo; Kh, granulo de queratohialina ",

La diferenciacion es decir el proceso de queratinizacion, se compone de una
fase de sintesis y un estadio de degradacién. En la fase de sintesis las células
producen gran cantidad de filamentos, granulos queratohialinos y granulos
laminados, compuestos fundamentalmente por proteinas. El contenido de los
granulos laminados es secretado al espacio intercelular y se deposita como una

. cubierta amorfa en la parte exterior del grueso plasmalema de las células cérneas.
Luego las enzimas lisosomales degradan el ndcleo, las mitocondrias, el reticulo
endoplasmatico, el aparato de Golgi y los ribosomas, pero no los filamentos ni la

parte queratohialina. Los componentes celulares degradados y grandes
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cantidades de agua se pierden al espacio intercelular con un aplanamiento
simultaneo de las células. Estas contienen por ultimo, filamentos y masas
queratohialinas rodeadas por una membrana celular engrosada. Los filamentos y
la matriz interfilamentosa amorfa se componen de proteinas casi insolubles, ricas
en azufre, y queratina es la denominacién para este complejo de proteinas
azufradas, que confieren a la capa cornea sus propiedades. Desde el punto de
vista quimico las membranas celulares engrosadas, que contienen proteinas
azufradas son mas resistentes. Debido a que estas membranas estan en contacto
directo con el medio y ademas rodean los demas componentes, son de

importancia fundamental para todo el tejido.

El ultimo paso de la diferenciacién es llamado cornificacion, el cual comprende
4 eventos celulares. Este proceso incluye la queratinizacion, la sintesis de las
principales proteinas fibrosas del queratinocito; declaracion de la queratohialina
asociada con la sintesis de proteinas ricas en histidina, proteina basica del estrato
corneo; formacion de la cubierta periférica altamente insoluble enlazada a través
del corneocito la cual esta compuesta de 2 6 mas proteinas precursoras; y la
generacion de campos intercelulares enriquecidos con lipidos neutros, resultado
de la secrecion de cuerpos lamelares con distintas estructuras (granulos
membranosos, cuerpos de Odland, queratinosomas, cementosomas). En la
terminacion de la diferenciacion, los fosfolipidos son completamente catabolizados
y las unidades de azlcares son removidas de las glucosilceramidas. Como
resultado los lipidos principales presentes en el estrato corneo son las ceramidas,

colesterol, acidos grasos, esteroles y sulfato de colesterol.

Asi el estrato corneo parece desarrollar un citoesqueleto con una estructura
rigida para la célula cornificada, un patibulo para la insercién de los filamentos de
queratina y una barrera altamente resistente al ataque de quimicos y sustancias

externas'’'¥.



IV. ASPECTOS GENERALES DE LA PERMEACION

4.1. FUNDAMENTOS DE LA ABSORCION A TRAVES DE LA PIEL

Fue hasta el siglo XIX, cuando la piel fue considerada en la literatura cientifica
como una barrera impermeable a todo, excepto posiblemente a gases. Pero a
comienzos del siglo XX suficientes investigaciones sistematicas llevaron a la
conclusion de que las sustancias solubles en lipidos tenian una permeabilidad en
la piel comparativamente méas grande que las sustancias solubles en agua tales

como electrolitos.

A mediados de 1853 se reconocié que las diferentes capas de la piel no son
igualmente permeables, siendo la epidermis mucho menos permeable que la
dermis. La aceptacién de que el estrato corneo es la barrera a la permeacion en la
piel no fue inmediata y para los anos 50°s este concepto fue el foco de atencion en
muchos debates cientificos. Estudios de permeacién de agua aislando la
epidermis y el estrato corneo llevados acabo en 1951 eliminaron razonablemente
todas las dudas. La mejor evidencia de que el estrato cérneo es esencialmente
una barrera a la permeacion llega con estudios hechos en investigaciones

isotopicas.

Asi pues, se encontré que la epidermis esta constituida por una doble barrera:
una barrera especifica identificada con la capa cornea o con uno de sus elementos
y es la causa de la gran impermeabilidad en la piel, y una barrera subyacente,
menos eficaz formada por la epidermis viva cuya permeabilidad es parecida a la
de otras membranas biologicas. Sin embargo, si el estrato corneo es dafiado o si
son usados farmacos extremadamente lipofilicos, la epidermis viva puede actuar

como un factor limitante de la velocidad en la absorcion percutanea’.



4.2. ABSORCION PERCUTANEA

La absorcion percutanea es el proceso por el cual una sustancia pasa por la
superficie de la piel a su sitio de accién o a la circulacion sistémica y se puede
explicar como la suma de dos fendmenos; 1) Su penetracion desde el medio
exterior hasta el seno de la piel entera y 2) Su absorcion a través de las
estructuras cutaneas por la circulacion sanguinea o linfatica. La sustancia
absorbida puede ser un farmaco, un quimico con fines terapéuticos o algun

material extrafno nocivo que entra en contacto con la piel .

El término percutanea 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, ya que el sistema intercelular linfatico de la epidermis y la riqueza capilar
de la dermis la comunican con el medio interno. Como consecuencia de ello las
sustancias que puedan absorberse por esta via difundiran por todo el organismo

con una accion general?".

La secuencia de pasos en serie que sigue la absorcion percutanea son??
(Figura 6):

« Difusion o transporte del penetrante en la superficie de la piel

« Particion quimica dentro del estrato cérneo

« Difusion a través de los lipidos intercelulares del estrato cérneo

« Particion quimica del estrato corneo lipofilico hacia la epidermis viva
acuosa.

« Difusion a través de la epidermis viva y epidermis superior

« Canal de penetracion dentro de vasos sanguineos cutaneos y entrada a

circulacion sistémica.
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Dilucion del farmaco en el vehiculo

Y

Difusion del farmaco a través del vehiculo hacia la
superficie de la piel

Ruta transepidérmica Ruta transfolicular
) 4 A
Particion dentro del Particion dentro del
estrato corneo sebo (poro folicular)
\ 4 A
Difusion a través de la matriz lipido- Difusion a través de lipidos en los
proteina del estrato corneo poros sebaceos

AW i

Particion dentro de la epidermis viva

v

| Difusion celular a través de la epidermis |

Difusion a través de la masa fibrosa de la dermis superior

Llegada al sistema capilar y dilucion sistémica

Figura 6: Eventos que gobiernan la absorcion percutanea'’”.

El proceso de absorcion percutanea puede describirse de la siguiente manera:
Cuando el sistema farmacologico es aplicado topicamente el farmaco difunde
pasivamente transportado por el vehiculo, y dependiendo en donde se localicen
las moléculas, estas pueden encontrarse en el estrato corneo o bien en los ductos
llenos de sebo de las glandulas pilosebaceas. La difusion hacia capas internas

continla desde estos sitios hacia la epidermis viva y los puntos de entrada de la

20



dermis. De manera que se establece un gradiente de concentracion a través de la
piel, hasta que se alcanza la microcirculacion donde el farmaco es retirado por el
flujo capilar y distribuido rapidamente por todo el cuerpo'”’.

Asi la absorcion percutanea esta relacionada con la transferencia del principio
activo desde la superficie de la piel a través del estrato cérneo, bajo la influencia
de un gradiente de concentracion y su consecuente difusion por todas las capas
de la piel hasta llegar a la microcirculacion. La penetracion molecular a través de
diferentes regiones de la piel esta limitada por la resistencia difusional que ofrecen

estas capas.

La absorcion percutanea de los farmacos depende principalmente de sus
caracteristicas fisicoquimicas: constante de difusion, solubilidad, coeficiente de
particién, y concentracién del principio activo. Ademas también existen factores
fisiologicos que pueden madificar la absorcion, como el flujo sanguineo, estado y
edad de la piel, lugar de aplicacién, hidratacion y temperatura. Por lo tanto las
sustancias difusibles de bajo peso molecular y lipéfilas, pueden penetrar
rapidamente en la capa cornea y en los lipidos contenidos en las glandulas
sebaceas. La absorcion se realiza a estos niveles con una intensidad que depende
de la superficie relativa de estas dos estructuras. Las sustancias poco difusibles
penetran mas rapidamente a través del sebo que a través de la capa cornea. Al
principio la via transfolicular es mayoritaria, pero cuando se establece un gradiente
de difusion en el estrato cérneo, predomina la via transepidérmica, o sea la que
conduce a través de las células queratinizadas y de los estratos de pasaje hasta
las células vivas. En ella se lleva acabo una secuencia de particiones y difusiones

en el estrato corneo, epidermis viva y capa papilar de la dermis!">'").

Como sabemos para la gran mayoria de los productos, la resistencia a la
difusion a través del estrato corneo es muy elevada y representa el factor limitante
de la absorcion percutanea. Sin embargo la liberacion de una molécula en la

superficie de la piel depende ademas de los factores ya mencionados de una serie



de variables las cuales pueden ser controladas. Algunas de ellas pueden afectar

el resultado final®?. Se pueden mencionar:

» Temperatura

» Grosor de la piel

« Presencia de microorganismos enddégenos

* Vehiculos en la formulacién

¢ Disefo del compartimento donador y receptor (si se realizan estudios in

vitro).

4.3. PRINCIPIOS DE LA DIFUSION
4.3.1. LEY DE DIFUSION DE FICK

Para establecer un modelo matematico es necesario considerar la fisiologia de
la epidermis y asociarla con los posibles pasos determinantes de la velocidad en
los procesos de permeacién. Desde los primeros trabajos cuantitativos de
Threherne® ha sido demostrado que la mayoria de ias moléculas se absorben a
través de la piel por difusién pasiva, por lo tanto es posible aplicar la primera ley

de difusion de Fick.

Para la determinacién del flujo (cantidad de sustancia absorbida por unidad de
tiempo) en estado de equilibrio y del coeficiente de permeabilidad, se utiliza la

formula integrada de la primera ley de Fick!'"?*):

JsEKM D' Csld.nivnvnnnunsniannna (1)
Donde:

Js: Flujo del soluto en el estado de equilibrio
Km: Coeficiente de particion del soluto (piel/vehiculo)

Cs: Diferencia de concentracion del soluto a través de la membrana
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D: Promedio del coeficiente de difusion a través de la membrana para el soluto

d: Grosor efectivo de la membrana.

La velocidad de absorcion a través del tegumento no es constante desde el
inicio puesto que siempre se observa un periodo de latencia. Este periodo de
latencia (Figura 7) representa el tiempo necesario para la penetracion de la
sustancia en el interior de las estructuras cérneas y para el establecimiento de un
gradiente de difusion uniforme que precede a la aparicion del principio activo a
velocidad constante en el medio receptor, este tiempo es variable de un
compuesto a otro. El periodo de latencia se determina por extrapolacion de la

parte lineal de la curva sobre el eje de las abscisas (Tiempo).

La ecuacion clasica que describe los procesos de transporte estacionarios de
un soluto a través de una membrana homogénea en el periodo inicial es la

siguiente®":
1= €6D.coeieeeeeeeeeeeeenn(2)
Donde:

t, =Periodo de latencia.
e = Espesor de la membrana.

D = Constante de difusion de la molécula en las estructuras cutaneas.

La constante de permeabilidad (Kp) de una sustancia que difunde a través de
todos los estratos de la piel es la resultante de varias constantes Kc, Ke, Kd que
son las constantes de permeabilidad de la capa cérnea, la epidermis de Malpighi y
la dermis respectivamente. Esta constante caracteriza el poder de penetracion de

una sustancia a través de la membrana.

[0 i 1 TR (3)
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Donde:

Kp: Coeficiente de permeabilidad
Km: coeficiente de particion del soluto (piel /vehiculo)
D: promedio del coeficiente de difusién a través de la membrana para el soluto.

d: grosor de la membrana.

A
Cantidad absorbida

Difusion en equilibrio

Y

t Tiempo

Figura 7: Perfil de absorcion de una molécula a través de la piel humana®".

4.4. METODOS PARA ESTUDIAR LA ABSORCION PERCUTANEA

Los dos medios basicos para cuantificar la absorcién percutanea son el método
de celdas de difusion in vitro y la determinacién directa in vivo. La técnica in vitro
es facil de utilizar y proporciona resultados rapidos. Otros métodos para estimar la
absorcion percutanea son: radiografia y estudios de fluorescencia pero son mas

cualitativos que cuantitativos'".



4.4.1. ESTUDIOS DE PERMEACION IN VITRO

Los métodos in vitro son ampliamente usados para estudiar la absorciéon de
compuestos que entran en contacto con la piel. La velocidad de liberacion a partir
del vehiculo como la permeacion en piel pueden ser estudiados bajo dos aspectos
principales: la absorcion sistémica y la localizacion de la sustancia en las
estructuras cutaneas con la ayuda de los métodos in vitro e in vivo que permitan
apreciar los modos de penetracién, determinar las constantes de permeabilidad y

comparar la eficiencia de diversos excipientes.

Los estudios in vitro pueden también ser usados para la medicion del
metabolismo de la piel, esto siempre y cuando sea obtenida la piel viva para el
estudio y la viabilidad sea mantenida en las celdas de difusion, ya que el sistema
in vitro por el aislamiento de la piel permite que el metabolismo del érgano cutaneo

pueda ser distinguido del metabolismo sistémico.

El objetivo de una experimentacion in vitro es comprender y/o predecir la
liberacion y penetracion de una molécula desde la superficie de la piel hacia
dentro del cuerpo de un animal vivo, y reproducir in vifro, un experimento disefado
para predecir exactamente la penetracion de la molécula dentro del cuerpo

humano.

Para el investigador el estudio experimental se describe en 3 etapas principales:

1. Liberacion de la molécula en la superficie de la piel
2. Pasaje de la molécula a través de la piel

3. Liberacién de la molécula dentro del cuerpo in vivo.

Asi estos experimentos suministran una herramienta valiosa sirviendo de guia

tanto para la liberacién de farmacos transdérmicos in vivo como para las pruebas
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de toxicidad y de compuestos dafinos. También pueden considerarse como
buenos predictores para la absorcion, siempre y cuando haya una buena

correlacion con los resultados in vivo.

En un futuro puede ser posible dispensar con experimentos in vitro y haciendo
simulacién por computadora. Sin embargo requiere de un buen conocimiento casi
exacto de la velocidad de penetracion del farmaco y como interactia éste a nivel
molecular con los componentes de la piel, también puede ser necesario una
prediccién de como actian contra la barrera tanto el farmaco como los

excipientes''*?%.

4.4.2. EVALUACION PARA ESTUDIOS IN VITRO

Las evaluaciones analizadas en los estudios in vitro deben ser seguras sobre
todo en quimicos que son téxicos. Ademas los datos obtenidos de animales
deben ser usados cautelosamente para la estimacién de la absorcion humana,
esto debido a las diferencias en cuanto a las propiedades de barrera de la piel de

los animales y humana''®.

Las consideraciones importantes que se deben tomar en cuenta para estudios de

absorcion in vitro son las siguientes!*'*#%:

« Tipo de celdas de difusién
¢ QOrigen de la piel

e Viabilidad de la piel

e Preparacion de la piel

e Fluido receptor

» Recuperacion del farmaco

26



CELDAS DE DIFUSION

Generalmente los protocolos in vitro permiten el uso tanto de celdas de difusién
estaticas o de flujo continuo, pero unicamente las celdas de flujo continuo permiten
mantener la viabilidad de la piel, ya que suministran un reemplazo continuo del
medio nutriente necesario para mantener las condiciones fisiologicas. Las celdas
de difusién pueden ser fabricadas con un material que sea resistente e inerte al
material en prueba, como el vidrio o teflén, y pueden ser disefadas horizontal o

verticalmente.

En la mayoria de publicaciones de estudios de transporte, particularmente para
estudios de la permeaciéon en piel se reporta el uso de celdas de difusion tipo-
Franz (Figura 8). Estas consisten en 2 compartimentos donde la membrana en

estudio es sujetada entre la camara donadora y receptora'®®.

II I < COMPARTIMENTO

DONADOR
SOPORTE e e
e e B A
MEMBRANA
= i
Y7 Sy
i e i
COMPARTIMENTO . —
RECEPTOR - /

Figura 8: Celda de difusion (vertical) tipo Franz.

FUENTE U ORIGEN DE LA PIEL

La piel humana es generalmente recomendada sobre la piel de animal por
obtener datos relevantes. Cuando la piel de humano no puede ser obtenida, la piel
de animales es usada para estudios de absorcién, permeacion transdérmica y

metabolismo cutaneo. La piel de animal es mas permeable que la del humano. De
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esta manera su uso resulta como una estimacion moderada para una evaluacion
segura en la penetracion de la piel humana. Para minimizar la variabilidad
existente entre el origen de la piel se ha designado usar un maximo de 3 pieles

con diferentes origenes.

La inmensa mayoria de los experimentos son llevados a cabo con pieles de
animales, en particular ratones lampifios, conejos y algunas partes del cerdo. En
cualquier caso, siempre es preferible usar animales lampifos. Una tercera
alternativa es usar membranas artificiales, que simulen las propiedades de la
barrera de piel. Aunque la eleccion de la membrana es dictada por las
propiedades fisicoquimicas de la permeacion y farmacos a usar. En cualquier
caso, los estudios de liberacion transdérmica buscan encontrar una buena
prediccion de la correlacion media entre la penetracion de moléculas en la piel de

los animales y la humana.

VIABILIDAD DE LA PIEL

La viabilidad de la piel es un factor muy importante en los estudios in vitro,
puesto que al mantener la piel que es sometida al estudio bajo condiciones iguales
a la de una piel viva, ésta simula las condiciones in vivo mas acertadamente. El
metabolismo de la piel puede también ser medido cuando es usada la piel viva en
estudios de absorcion. Hay que tomar en cuenta que la piel es capaz de llevar a
cabo biotransformaciones que pueden activar o desactivar el compuesto
absorbido!"®. La viabilidad de la piel puede ser medida convenientemente por el
uso de glucosa en piel, por medicion del lactato que aparece en el fluido receptor y

esta puede ser evaluada durante todo el experimento’®”.

PREPARACION DE LA PIEL
Para los experimentos in vitro la membrana puede ser usada completa si el
farmaco no tiene una naturaleza muy lipofilica. Para membranas mas gruesas,

que pueden presentar mas dificultades, puesto que pueden encerrar el farmaco en

sus diferentes componentes o en los tejidos, entonces puede ser usado un
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dermatoma, cortando la membrana a un grosor aproximado de 200 um. El uso de
membranas con su espesor total debe ser justificado. Una seccion obtenida con
un dermatoma contiene la epidermis y la capa superior de la dermis papilar
(200um), asi mas cercanamente simulan las capas de barrera de la piel. Aunque
muchos de los experimentos in vitro difieren en las técnicas usadas para obtener
la piel, lo importante de esta parte es |la necesidad de contar con un estrato corneo

intacto, puesto que es la barrera principal para la permeacion.

Las técnicas usadas comuinmente para obtener las membranas son:
separacion en caliente, separacion quimica y fisica. La preparacion de una capa
epidérmica por separacion de la epidermis y dermis usando calentamiento es

efectiva para quitar el vello de la piel pero destruye la viabilidad de esta.

Otro punto importante que debe de mencionarse son los métodos de
almacenamiento de la piel. Usualmente existen dos, en frio 6 por congelacion.
Aqui la velocidad de congelamiento es importante pero atin mas importante es la
velocidad de descongelamiento puesto que ésta no debe ser brusca, ya que se

llega a daniar la estructura de la piel.

La piel tanto humana como de animales puede ser usada tan pronto como sea
posible, obviamente fresca es mejor, sin embargo algunos estudios reportan que
la piel congelada cambia las caracteristicas de permeabilidad, aunque hay
también numerosos estudios que constatan que la piel puede ser almacenada

congelada sin que cambie sus propiedades de barrera.

FLUIDO RECEPTOR

Un buffer fisiologico es necesario para mantener la viabilidad de la piel por lo
menos 24 horas. Algunos protocolos usan agentes solubilizantes en el fluido
receptor de tal manera que la absorcion por piel puede ser mas facimente
determinada por simple muestreo del fluido receptor. Sin embargo es necesario
medir la habilidad del agente solubilizante, para que este sea el adecuado y no

darie las propiedades de barrera de la piel.



V. RUTAS DE DIFUSION A TRAVES DEL ESTRATO CORNEO

En un principio son 3 las rutas para la difusion por el estrato corneo: a través de
la matriz lipidica, a través del corneocito y difusion pilosébacea a lo largo de los

poros sudorales y foliculos pilosos (Figura 9). Estas rutas se definen como'?228):
1. Ruta transcelular

2. Ruta intercelular

3. Ruta por apéndices 6 anexos.

SUPERFICIE DE LA PIEL

TRANSCELULAR '
INTERCELULAR
TRANSAPENDICES

Figura 9: Rutas de difusién a través del estrato corneo °.

5.1. RUTA TRANSCELULAR

La ruta transcelular (a través de las células) es considerada polar debido a que
soporta preferentemente el flujo de sustancias polares. Se cree que esta ruta
puede ser a través de la matriz proteica intracelular atravesando la envoltura
lipidica de las fibrillas por donde puede haber una interaccion entre estas
sustancias y las proteinas alterando la conformacion de las hélices de

queratina®®?. Asi se asume que las sustancias hidrosolubles atraviesan el estrato
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corneo difundiendo dentro de la region acuosa localizada cerca o sobre la
superfi(fie de los filamentos de queratina. Como el material proteico intracelular es
discontinuo, esta ruta requiere tanto del pasaje a través de las proteinas celulares
como del lipido intercelular®. Asi se requiere de multiples pasos de particion
entre el corneocito y los lipidos intercelulares *®. De esta manera la queratina
intracelular forma una estructura matricial filamentosa y presenta un mosaico con
regiones polares y no polares, esta separacion de regiones lipidicas y polares
suministran caminos paralelos para la difusion y puesto que la particion dentro de
ambas regiones es dividida, la difusiéon es independiente. Parece ser que la
permeabilidad por esta ruta es baja debido a que la queratina en la diferenciacion
celular es completamente fibrosa y particularmente menos cristalina, la cual se
encuentra entrelazada dentro de una envoltura compacta, cuya densidad del
medio y la cristalinidad evitan un alto grado de solubilidad de las moléculas dentro

de la matriz intracelular del corneocito *.
5.2. RUTA INTERCELULAR

La otra ruta propuesta es a través de los lipidos intercelulares. También es
llamada ruta no polar. Se determiné que el espacio intercelular en el estrato
coérneo comprende una porcion minuscula en el volumen total del estrato cérneo

(maximo de un 5% en el tejido seco y menos del 5% en el tejido hidratado).

Aunque el volumen intercelular es pequefio, este suministra una importante ruta
en teoria, puesto que el coeficiente de difusion por esta via es bastante grande.
Esta situacion es comparada con la ruta por apéndices en el estrato corneo
intacto donde el volumen fraccionario disponible es por lo menos 10 veces menor
que el volumen fraccionario intercelular y aun asi esta difusion puede ser

significante.

Como la fase intercelular es continua a través de la matriz de queratina esta

ruta requiere solo el paso a través de lipidos intercelulares®”. Aunque el medio



lipidico intercelular y el medio proteico intracelular puede formar rutas paralelas
para la penetracion, los promotores quimicos se cree actian principalmente en el
espacio intercelular del estrato corneo, el cual es la principal ruta de difusion para
compuestos lipofilicos. De acuerdo a varios estudios parece ser que para muchos
compuestos la ruta intercelular predomina, de esta manera es considerada la ruta

de transporte mas probable.

De igual manera estudios realizados por espectroscopia de infrarrojo (IR),
difraccién de rayos-x y calorimetria diferencial de barrido indican que el camino
lipidico intercelular suministra la primera barrera a la difusion pasiva de agua y

moléculas liposolubles a través del estrato corneo™”.

Investigaciones con técnicas modernas han mostrado que muchos promotores
pueden actuar via una destruccion, alteracién o interrupcion en el orden estructural
de la region lipidica intercelular del estrato corneo seguida por la insercion del
promotor dentro de la estructura de la bicapa. Se cree que la presencia de estas
sustancias quimicas dentro de las bicapas lipidicas altera generalmente las
ceramidas, esteroles, triglicéridos, acidos grasos, y glicosfingolipidos. El parametro
fundamental aqui parece ser primeramente la viscosidad, el ordenamiento y la
estructura lipidica de la bicapa (Figura 10).

La viscosidad de la capa es relativamente alta, algo asi como gel la cual es
reducida por la incorporacién de promotores con cadenas alquilicas largas entre
las moléculas lipidicas. Investigaciones posteriores hacen pensar que en algunos
casos la asociacion de la molécula del promotor puede formar campos separados
dentro de la estructura de la bicapa, por lo cual se puede incrementar el flujo de

farmacos en la membrana**".

De acuerdo a varios estudios también se ha observado que el agua incrementa

la fluidez de los lipidos, aumentando asi la permeacion.
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MATERIAL NO POLAR

ESTRUCTURA DEL
CAMFO LIFOFILICO

|

CAMPO HIDROFILICO.
CABEZA DE LOS

MULTILAMELAS s
LIPiDICA i
INTERCELULAR

GRUPOS POLARES

| y
T COLESTEROL CERAMIDAS
ACIDOS GRASOS LIBRES TRIGLICERIDOS

Figura 10: Modelo estructural de las bicapas lipidicas en el espacio intercelular 2,

5.3. RUTA POR APENDICES O ANEXOS

En el humano el transporte por apéndices & anexos el cual esta relacionado
con la magnitud de su superficie respecto a la de la epidermis no ha sido
comprobada totalmente. Sin embargo se sabe que la difusion a través de foliculos
y conductos puede ser muy significativa durante la fase inicial antes de que la
permeacién se encuentre en un estado estable. El area difusional disponible de
esta ruta es aproximadamente 0.1% del area total de la piel. A pesar de su
pequena area fraccional, los apéndices de la piel pueden suministrar la principal
puerta de entrada dentro de las capas subepidérmicas de la piel para iones y

moléculas polares.
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Se argumenta que para no electrolitos pequenos, la ruta trans-apéndices es
dominante Unicamente en la fase transitoria (en un estado no estable) durante la
absorcién percutanea. En estado estable contribuye en el transporte de esteroides
polares y no polares menos del 10%. Las conclusiones en cuanto a esta ruta no
estan todavia cerradas y se requiere de futuras investigaciones, ya que para
determinar el papel que juegan estas estructuras es complicado por la falta de
modelos animales adecuados y metodologias que puedan distinguir claramente el

camino folicular y el del estrato corneo!'®?”).

Un modelo simple para examinar los efectos de los promotores en piel es

considerar a la barrera constituida por dos caminos o rutas paralelas ©*.

A) El camino polar puede ser a través de las proteinas hidratadas. Debido a que
las proteinas son sensibles totalmente a cambios conformacionales inducidos por
surfactantes, calor, etc. La accion que puedan ejercer los promotores estara

relacionada con este tipo de efectos y sus propiedades fisicoquimicas.

B) Por el camino no polar el transporte es a través de los lipidos intercelulares.
Esta ruta parece ser la mas comun para la mayoria de las sustancias. Este
concepto es totalmente razonable cuando consideramos el proceso de difusion en
un medio continuo. Definitivamente los promotores que alteren el orden de la
bicapa lipidica o bien extraigan los lipidos, aumentaran el paso de sustancias por

esta via.



VI. PROMOTORES O POTENCIADORES DE LA PERMEACION.

6.1. DEFINICION

El problema principal encontrado en muchos de los estudios sobre la
permeacion de farmacos es la baja permeabilidad que estos presentan en la piel
humana, mas especificamente en el estrato corneo. Este problema puede ser
reducido al incluir en la formulacién un quimico o quimicos los cuales disminuyan
las propiedades de barrera de la piel, permitiendo asi la penetracién de mas

farmaco dentro del tejido vivo y en la circulacion sistémica ©2.

Asi las sustancias no toxicas con las cuales disminuye temporalmente la
impermeabilidad de la piel, son usadas en dermatologia para aumentar la
velocidad y penetracion de farmacos. Nos referimos a estas sustancias como
acelerantes de penetracion tdpica de farmacos, promotores de absorcién ©
potenciadores de la permeacion. La definicion también implica que el modo de
accion es por un cambio reversible en la barrera especifica y en las propiedades
de la piel, ademas de que también aumenten significativamente la penetracion de

farmacos, pero sin irritar o dafiar severamente la piel.

Este tipo de materiales presenta un incremento de la permeabilidad por
reduccion de la resistencia difusional en el estrato coérneo, por dano reversible a
este, o por alteracion en su naturaleza fisicoquimica, con lo cual promueven la

difusion del farmaco a través del estrato corneo y epidermis®*>*).

Las propiedades ideales que debe tener un promotor son las siguientes:
1. Este debe ser farmacoldégicamente inerte

2. No debe ser toxico, irritante o alergénico

3. Su accion debe ser reversible, y tener un tiempo de duracion predecible

el
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Tener un alto grado de potencia con actividad especifica
Debe ser quimica y fisicamente estable

Debe ser incoloro, inodoro e insipido

Debe ser un excelente solvente para el farmaco

Debe ser compatible con una gran variedad de farmacos y excipientes

© ® N o 0 H

Ser cosméticamente aceptable
10.Ser formulado en lociones, geles, cremas, ungiientos y sistemas adhesivos
a la piel.

12. Ser econémico y de facil disposicion.

6.2. CLASIFICACION DE LOS PROMOTORES

Los agentes promotores pueden ser clasificados convenientemente segun el
tipo de sustancia activa que va a ser favorecida en su liberaciéon durante la

permeacion a través del estrato corneo 2%,

A. Promotores de la permeacidn para moléculas ionizadas: agentes de
superficie activa han sido usados como promotores en sustancias
ionizadas. Ellos interactian con el soluto, la membrana, o con ambos, e
influyen en la permeabildad de un soluto a través de membranas
bioldgicas. Algunos ejemplos de ellos son: dodeciltrimetilamonio, cloruro de

hexadeciltrimetilamonio, cloruro de benzalconio, y algunos lipidos polares.

B. Promotores para moléculas lipofilicas: Los terpenoides como d-limoneno ha
demostrado una eficiencia relevante en la penetracion de gran cantidad de
compuestos. Otros como laurocapram (Azona), oleato sédico, acido oleico,
dimetilsulfoxido, surfactantes cationicos como el cloruro de benzalconio,
anionicos como el lauril sulfato de sodio y no iénicos como el Tween 80 y
otros polisorbatos, algunos mas como los ésteres del acido laurico, miristico

e 35
y acetatos alifaticos .
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Otro modo de clasificarlos es de acuerdo a su naturaleza quimica "%

1.Solventes
a) Agua
b) Alcoholes
c) Alquil-metil -sulfoxidos
d) Pirrolidonas
e) Laurocapram

f) Propilenglicol, tetrahidrofurfuril, y acetona.

2.Surfactantes
a) Anionicos
b) Cationicos
¢) Noibnicos
d) Acidos grasos
e) Alcoholes

3.Quimicos (varios)
a) Urea
b) Tioglicolato de calcio
c) Agentes anticolinérgicos
d) N-N-dietil-m-toluamida

e) Otros (Eucaliptol, di-o-metil-B-ciclodextrina)

Pfister ®® ha clasificado los promotores de permeacion tanto en polares y no
polares de acuerdo al parametro de solubilidad de Hildebrand. Asi una tercera

clasificacion se basa en la polaridad ©7.

1. No polares
a) Azona

b) Acido oleico



2. Baja polaridad
a) Dimetilsulfoxido
b) Dimetilformamida

c) Pirrolidonas

3. Polaridad media

a) Decilmetilsulfoxido

4. Alta polaridad

a) Propilenglicol

6.3. MECANISMOS DE ACCION DE LOS PROMOTORES

De acuerdo a varios estudios realizados sobre agentes promotores de la
permeacion, las conclusiones a las que han llegado algunos autores en cuanto al
mecanismo de accién de estas sustancias estan basadas sobre el modelo “ladrillo

- mortero” del estrato corneo (Figura 11) ?*2%,

Todos los promotores hasta hoy estudiados tienden ya sea a incrementar la
fluidez de los lipidos, solubilizar su estructura o llevar acabo una interaccion
lipidica. Asi, la movilidad del farmaco a través de un medio mas fluido va a verse
incrementada, favoreciendo la permeacion de éste. Muchos de ellos también
interactuan con las proteinas intracelulares desnaturalizando la a-queratina y

abriendo canales acuosos como ha sido observado en estudios de calorimetria.

Materiales como la Azona son mas efectivos cuando son usados con un
cosolvente el cual interactia con los componentes proteicos. Esta interaccion es
una solvatacion de la estructura proteica desplazando su union con el agua,
expandiendo la estructura y compitiendo con el farmaco por el sitio de union al

hidrégeno.



Quizas otro posible mecanismo de accién puede ser la accion que presentan
algunos promotores poco polares tales como DMSO (dimetilsulfoxido) y NMP(N-
metil-2-pirrolidona), o cosolventes como PG (propilenglicol) ya que pueden
acumularse tanto en regiones lipidicas como proteicas en el tejido, aumentando de

esta manera la particion del farmaco. Esto va a producir flujos mayores®”.

En un estudio desarrollado para determinar la promacién in vitro del Verapamil,
los autores sefalan que la introduccién de cadenas de acidos grasos pequernos
interrumpen o desarticulan el empaquetamiento cristalino de los lipidos y como

resultado existe mayor fluidez y permeabilidad de la membrana®®.

Ruta Intercelular Ruta transcelular

| R—-1
Membrana | citoplasma Acldos
plasmatica | celular grasos Agua Ceramida

Espacio
intercelular

Lipido

Lipido Agua Colesterolisulfato Lipido  Queratina

de colesterol

Figura 11: Representacion esquematica del modelo “Ladrillo-Mortero” del estrato

coérneo. Y,



Un promotor que puede incrementar la permeabilidad tanto en regiones
lipidicas como proteicas es probablemente mas efectivo. Ademas la incorporacion
de dos o mas promotores proporciona un sinergismo en cuanto al favorecimiento

de la permeacion de la sustancia activa.

Una teoria general sobre la actividad de penetracion de los promotores se basa
en una serie de experimentos y estudios por calorimetria diferencial de barrido, por
medio de los cuales se tiene la habilidad para deducir la actividad de los
promotores sobre el estrato cérneo. Estos estudios muestran que todos los
compuestos interactian con la bicapa lipidica dentro del espacio intercelular.
Pequeiias moléculas polares incrementan la fluidez lipidica. Promotores no
polares rompen o interrumpen la estructura lipidica, ambos efectos incrementan la
permeabilidad en los tejidos. Algunos otros solvatan la queratina intracelular y de
esta manera cambian la movilidad y flujo del farmaco. Ellos también promueven la
permeacion por incrementos del coeficiente de particion del farmaco

piel/vehiculo@3?,

De esta manera se puede decir que todos los promotores tienden a actuar por
uno o varios mecanismos afectando en alguna medida: las rutas lipidicas, las
proteinas y la particion en el estrato cérneo. En base a esto, Barry y
Colaboradores“? propusieron que son 3 los mecanismos que explican la accion
en piel de varios promotores de permeacion.

1. Alteracioén de las propiedades de barrera de los lipidos del estrato cérneo.
2. Interaccion con las proteinas celulares.

3. Incremento de la particion del farmaco o solvente dentro del estrato cérneo.

Esto debe ser entendido como la teoria del cambio en la permeacion de la piel

Lipido-Proteina-Particion*'“?)
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6.3.1. MECANISMOS DE ACCION DE ALGUNOS DE LOS PROMOTORES MAS
ESTUDIADOS E INVESTIGADOS.

Los sulfoxidos como el DMSO (Dimetilsulféxido) promueve la permeacion en la
piel, y tiene como resultado un nimero de mecanismos de accioén que han sido
postulados incluyendo la extraccion de lipidos, lipoproteinas y estructuras
nucleoproteicas en el estrato cérneo, desnaturalizacion de la proteina estructural
del estrato cormeo y la delaminacion. También fue reportado que el DMSO
incrementa la fluidizacion lipidica por el rompimiento de las cadenas lipidicas
empaquetadas, resultando en una interaccion entre la cabeza de grupos polares
de los lipidos via enlaces de hidrogeno. Cooper*? propuso que los cambios
efectuados en la permeacion por el DMSO ocurre como resultado de la
interaccion proteina-DMSO, cambiando la conformacion proteica, de este modo

crea un pasaje de canales acuosos.

Por otro lado los alcoholes incrementan la particion dentro de las células de la
epidermis viva aumentando el flujo transdérmico, los alcoholes mas hidrofilicos al
ser aplicados en alguna parte de la piel pueden extraer lipidos del estrato cérneo
observandose la difusion a través de esta parte de la piel. Barry “? reporté que el
PG puede solvatar la a-queratina y ocupar los sitios de unién al hidrogeno,
reduciendo de esta manera las uniones tejido-farmaco y asi aumenta la
permeacion. La habilidad de ciertos acidos grasos a incrementar la permeabilidad
en piel, parece estar relacionada a un rompimiento o interrupcién selectiva de las

bicapas lipidicas intercelulares presentes en el estrato corneo.

Ciertos ésteres como el acetato de etilo que es polar, presenta enlaces de
hidrégeno y tiene cierto grado de solubilidad en agua, puede actuar de manera
similar a promotores poco polares tales como el DMSO y DMF (Dimetilformamida),
estos quimicos penetran en el estrato cérneo y aumentan la fluidez de los lipidos
por una solvatacion alrededor de la cubierta en la cabeza del grupo polar, lo cual

conduce a un rompimiento del empaquetamiento lipidico.
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Scheuplein y Ross*"

proponen que los surfactantes anionicos alteran la
permeabilidad de la piel por actuar en las hélices de los filamentos en el estrato
corneo y por medio de esto hay un desenrrollamiento y extension de los filamentos

de a-queratina en el estrato corneo.

Quizas el promotor mas estudiado en los ultimos afos ha sido la Azona ya que
promueve eficientemente la absorcién de ciertos farmacos y que en combinacion
con otros quimicos da como resultado un sinergismo. Estudios por Calorimetria
Diferencial de Barrido reportan que la Azona afecta dramaticamente la estructura
lipidica del estrato corneo, siendo capaz de aumentar facilmente la particion dentro
del campo intercelular, ademas de fluidizar los lipidos.

Beastall*®

reportd que la incorporacion de Azona dentro de las capas lipidicas
disminuye la temperatura de transicién dentro de las bicapas lipidicas, lo cual
induce a la formacion de una fase liquida y que da como resultado un aumento en

la fluidez de la membrana.

En la Figura 12, se ilustran algunas de las teorias sobre la actividad de los

promotores: dimetilsulféxido, azona, acido oleico, y decilmetilsulféxido.
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6.4. SURFACTANTES

6.4.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Los surfactantes son uno de los componentes mas comunmente utilizados en
el ambito farmacéutico, cosmético y formulaciones de alimentos. Estas sustancias
también llamadas agentes tensoactivos se caracterizan por la presencia tanto de
grupos polares como no polares en la misma molécula, por lo cual son de
naturaleza anfifilica® ( Figura 13). La propiedad determinante de estas sustancias
es su habilidad en la adsorcidn en interfases principalmente para una reduccion en

la tension interfacial®®.

Por sus propiedades pueden ser usados generalmente en emulsiones y
suspensiones como: estabilizantes, agentes humectantes, solubilizantes y
detergentes.

La clasificacién de estos compuestos esta basada en la carga que presenta la
cabeza del grupo hidrofilico, de este modo pueden ser aniénicos, catiénicos y no
ionicos. En estos udltimos el grupo polar es normalmente una cadena de
polioxietileno y son los mas reconocidos, puesto que presentan un menor
potencial de irritacion, y por lo tanto tienen una amplia aceptabilidad para su uso
en productos topicos, por lo cual muchas formulaciones farmacéuticas y
productos cosméticos aplicados en la piel como antisépticos, shampoos,
detergentes, lociones y cremas, contienen surfactantes. El papel del surfactante
en la formulacion de estos productos es el de dar la estabilidad fisica y apariencia
cosmética a las dispersiones. Sin embargo estas sustancias también presentan
una actividad biolégica intrinseca por tener efectos en la permeabilidad de las
membranas biolégicas incluyendo la piel o pueden influir en la actividad de otras

moléculas'®®.
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Asi, debido a estas caracteristicas que junto con su baja toxicidad e irritacion
hacen de estos compuestos buenos candidatos como promotores de la
permeacion principalmente para uso en sistemas con farmacos de liberacidn

transdérmica.

El tema comun de varias publicaciones sobre los efectos biolégicos de los
surfactantes es el de la existencia de una accion bifasica dependiente de la
concentracion, un aumento en el transporte de membrana a bajas concentraciones
de surfactante y una disminucién a concentraciones elevadas, generalmente cerca

de la concentracion micelar critica del surfactante'” .

El aumento del flujo transmembranal a bajas concentraciones del surfactante
es atribuido normalmente a la habilidad de la molécula de surfactante a penetrar la
membrana e incrementar la permeabilidad. Reducir el transporte de un permeante
en un sistema con surfactante, es atribuido a la habilidad del surfactante para
formar micelas y es observado Unicamente en caso de que ocurra una interaccion
entre la micela y el farmaco. Por lo tanto puede ser considerado, que el efecto
total del surfactante es el resultado de la interaccion de dos efectos opuestos, con

la membrana y la del permeante con la micela®®,

El vehiculo usado para liberar el farmaco y promotor a la superficie de la piel
puede afectar la conducta de particion del promotor y posiblemente las
caracteristicas fisicas de la piel. El grado de actividad del promotor es también

fuertemente dependiente de la concentracion y estructura del surfactante.

Estudios hechos por Kushla y Zatz “® sobre los efectos de varios surfactantes
cationicos demostraron que los cambios maximos en el flujo ocurren con
surfactantes que contienen cadenas alquilicas largas. Cooper y Berner“’
argumentaron que la longitud de la cadena 6ptima para deteriorar la funcion de la
barrera y por consiguiente cambiar la penetracion de farmacos puede ser atribuido

a un cierto numero de factores incluyendo la solubilidad del surfactante en el



vehiculo donador, la CMC, el coeficiente de particion vehiculo-estrato corneo, y la
afinidad de unién del surfactante a la queratina epidérmica. Por consiguiente la
longitud de la cadena optima es de 12 a 14 carbonos. Ademas la queratina del
estrato corneo puede unirse preferentemente con las cadenas hidrocarbonadas

especificamente largas.””.

Dentro de este grupo de promotores se encuentran los sucroésteres, los cuales
son surfactantes no iénicos. Consisten de un grupo hidrofilico de sacarosa y un
grupo lipofilico de acidos grasos, generalmente se habla de ellos como
sucroésteres. Estas sustancias son usadas principalmente en la industria
alimentaria para inhibir la cristalizacién y como agentes antibacterianos'“®’. En el
ambito farmacéutico algunos de ellos han sido objeto de estudio como promotores

de la absorcion percutanea, resultando ser efectivos en esta funcion.

V CABEZA DEL GRUPO HIDROFILICO
CADENA HIDROFOBICA

Figura 13:. Representacion de una molécula de surfactante recalcando la
Region hidrofébica e hidrofilica * :
Donde:

V es el volumen de la region hidrofoba.
| es la cadena efectiva de la region hidrofoba.

A es el area ocupada por la cabeza del grupo en la superficie del agregado
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6.4.2. MECANISMO DE ACCION DEL LAUREATO DE SACAROSA
(SURFACTANTE NO IONICO).

El efecto reportado en varios estudios sobre el modo de accion de los
surfactantes no iénicos tales como el laureato de sacarosa (LS) puede ser
explicado por fluidizacién, destruccién de la membrana lipidica y ocasionalmente
posible solubilizacion y extraccion de los componentes de membrana tales como
proteinas. El modo de accion en la piel también esta relacionado a su capacidad

de particion dentro de la fase lipidica intercelular en el estrato corneo.

Otro modo de accién involucra la penetracion del surfactante dentro de la
matriz intracelular seguido por la interaccién y union con los filamentos de
queratina. Este mecanismo parece ser optimo para surfactantes con bases-

dodecil.

Takahashi®® observé una destruccion completa en el estrato cérneo aislado en
estudios con conejos, estos estudios atribuyen la fragmentacion del enlace en la
membrana a la disolucion del cemento intercelular o a la destruccién de uniones
intercorneocito. La fragmentacion es proporcional a la concentracion del
surfactante y no es observado a concentraciones debajo de la CMC. Por lo tanto
se cree que las micelas de los surfactantes solubilizan especificamente

componentes dentro de la matriz lipidica intercelular.

Asi la constante destruccion de la barrera observada en varios estudios por
surfactantes se le atribuye a dos mecanismos de accion primarios: 1)La extraccion
de lipidos del estrato comneo, y 2) La penetracion del surfactante dentro de la
matriz lipidica intercelular de la capa cornificada. Ambos mecanismos dan como

resultado un dafio prolongado deteriorando la funcién de la barrera cutanea®?.

Estudios hechos por TEWL (pérdida transepidérmica de agua), y FTIR/ATR,

muestran que el Laureato de Sacarosa en Transcutol (LS/T) al 2% (por debajo de
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la CMC) parece ejercer su efecto fluidizando los lipidos del estrato corneo, de igual
manera es observado un incremento en la pérdida transepidérmica de agua. Asi
también tratamientos en piel con oleato y LS/T al 2% (w/v) muestran una

disminucién significante de la impermeabilidad °".

6.4.3. MECANISMO DE ACCION DEL TRANSCUTOL

El Transcutol es un poderoso agente solubilizante usado en varias formas de
dosificacién, es muy atractivo usado como promotor de permeacién esto debido a
que no es toxico, a su biocompatibilidad con la piel, a su miscibilidad con solventes
polares y no polares y a sus propiedades Optimas de solubilidad para un cierto

naimero de farmacos como el Clonazepan®?.

Estudios recientes han demostrado que el Transcutol incrementa
significativamente la permeacion de varias sustancias activas, particularmente si
es usado en combinacion con un cosolvente como el PG, ya que al aplicarlos
juntamente se observa una accion sinérgica, aunque estos estudios sefialan que
el efecto del Transcutol siempre es predominante al incrementar el flujo del
farmaco. Evaluaciones hechas durante estudios de permeacion observaron que el

Transcutol es muy higroscopico y posee la capacidad de absorber el agua®®?.

Se sabe que el Transcutol es capaz de atravesar ciertas barreras bioldgicas
por si solo, ademas presenta un pasaje significativo cuando el estrato cérneo esta
ausente. De esta manera el mecanismo de accion por el cual actua el Transcutol,
parece estar relacionado a las propiedades que presenta como solubilizante,
combinada esta con la habilidad de incrementar la retencién cutanea del principio
activo, ya que tiene un efecto potente de almacenamiento en la piel. Ademas
también puede influenciar la particion de un farmaco porque esté penetra dentro

del tejido y asi favorece la permeacion del farmaco'®?.



6.5. TECNICAS USADAS PARA VALORAR EL EFECTO DE LOS AGENTES
PROMOTORES.

Uno de los métodos conocidos para valorar el efecto que tienen los promotores
en la permeacion de farmacos es la determinacion de ceramidas, el cual se
fundamenta en la medida de la concentracion de esfingosina. Mediante esta
técnica se ha demostrado que el laurocapram, n-octanol y d-limoneno (5%)

desplazan de forma marcada las ceramidas en el tejido del estrato corneo.

Otra de las técnicas de mas utilidad hoy en dia es la resonancia spin
electrénico, la cual permite conocer el reordenamiento lipidico al aplicar un campo

magnético.

Algunas otras técnicas son el TEWL, el FTIR ( Infrarrojo con Transformadas de

Fourier), y la DSC (Calorimetria Diferencial de Barrido).

El TEWL es usada para evaluar los cambios en las propiedades de la barrera
de la piel, cuando el estrato cérneo es eliminado o removido, también es aplicado
en pacientes con dermatitis o después de la aplicacion de detergentes. Asi esta
técnica, puede ser un indicador sensible del dafio de la piel y sus barreras®. El
FTIR es util para evaluar los cambios conformacionales en lipidos y proteinas
inducidos por los promotores. La DSC permite determinar cambios liotropicos y

termotropicos.
Podemos decir que los resultados de estas, y de otras técnicas se

complementan para tratar de elucidar el complicado mecanismo de accion de los

promotores.
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VIl. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
EMPLEADOS EN EL ESTUDIO.

7.1. CAFEINA

CH

3

v ﬁl
07 "N

Figura 14. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA CAFEINA
FORMULA QUIMICA: CgH1oN4O;
SINONIMOS: Cafeina anhidra, guaranina, metilteobromina, teina y cofeinum.
NOMBRE QUIMICO: 7-metilteofilina, 1,3,7-trimetilxantina, metilteobromina, 1,3,7-
trimetil-4,6-dioxopurina..
PESO MOLECULAR: 194.2 g/mol

CONSTANTES DE DISOCIACION: pka: 0.8,14 (25°)

COEFICIENTE DE PARTICION: Log P(octanol/pH=7.4)=0.0, Log P
(octanol/agua)=-0.07

IDENTIFICACION: UV, (metanol 272 tricloroetileno 278, etanol 273, 0.1N HCL
272,275, 0.1N NaOH 275), Espectroscopia IR Y HPLC, Cromatografia de capa

fina y gases, Espectroscopia de masas, Reacciones coloridas.

CARACTERISTICAS: Cristales blancos o polvo blanco cristalino, incoloro y de

sabor amargo, es un alcaloide de té o café. Es usado como estimulante del SN.

SOLUBILIDAD: 1g de cafeina se disuelve en 50ml de agua, 6ml de agua a 80°C,
75ml de alcohol, 25ml de alcohol a 60°C,6 ml de cloroformo o 600ml de éter. La
solubilidad en agua aumenta en presencia de acidos organicos o sus sales

alcalinas, benzoatos, salicilatos, citratos, etc.?'**%%.
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7.2. 5-FLUOROURACILO

H
N\(O
| NH
F |
0

Figura 15. ESTRUCTURA QUIMICA DEL 5-FLUOROURACILO

FORMULA QUIMICA: C4H3FN202
* SINONIMOS: 5-Fluorouracilo

NOMBRE QUIMICO: 5-Fluoropirimidina-2,4(1H, 3H)-diona
PESO MOLECULAR: 130.1 g/mol
CONSTANTES DE DISOCIACION: pka 8.0, 13.0

COEFICIENTE DE PARTICION: Log P (octanollpH 7.4)=-1.0, Log P
(octanol/agua)= -0.95

IDENTIFICACION: UV y espectroscopia IR (acido acuoso-266nm)

CARACTERISTICAS: Polvo blanco cristalino que descompone cerca de 282°.

SOLUBILIDAD: Es poco soluble en agua. 1g se disuelve en 80ml de agua, 170ml
de alcohol o 55 ml de metanol; practicamente insoluble en cloroformo, éter o

benceno.

PRECAUCIONES: Fluorouracil es irritante al contacto con la piel y membranas

mucosales®®
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7.3. IBUPROFENO

(H, —— CH —— (OOH
G’Il;
CH—H
H

Figura 16. ESTRUCTURA QUIMICA DEL IBUPROFENO.

FORMULA QUIMICA: C13H1802

SINONIMOS: 2-(4-Isobutilfenil) acido propidnico.

PESO MOLECULAR: 206.3 g/mol

CONSTANTES DE DISOCIACION: pka 4.4, 5.2

COEFICIENTE DE PARTICION: Log P(octanol/agua)=3.51

IDENTIFICACION: UV y Espectroscopia IR (alcali acuoso 265, 273, 221 nm),

Cromatografia de capa fina y gases, HPLC, Espectroscopia de masas.

CARACTERISTICAS: Polvo blanco o cristales, punto de fusion de 75° a 78°.

SOLUBILIDAD: Practicamente insoluble en agua, muy soluble en alcohol y otros

solventes organicos como etanol, cloroformo y éter .

il
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7.4. TRANSCUTOL

FORMULA QUIMICA: CyHs-O-CHy-CH,-0O-CH,-CH,-OH

EL TRANSCUTOL: Es un éter monoetilico del dietilenglicol, purificado por
rectificacion.

PESO MOLECULAR: 134.17 g/mol

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS: aspecto liquido limpido, olor
débilmente a éter, es incoloro.

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS:

¢ Solubilidad a 20 °C: soluble en agua, soluble en Etanol 96%, soluble en
Hexilenglicol, soluble en Propilenglicol, parcialmente soluble en aceites
vegetales, insoluble en aceites minerales.

¢ Densidad 0.985-0.989

+ Indice de refraccion 1.425-1.429

e Punto de ebullicion (760 mmHg) 195°-202° C

* Viscosidad a 20°C aproximadamente 4.5 mPas

+ Constante dieléctrica-aproximadamente 14

¢ Temperatura de congelacién —aproximadamente -76°C

« Contenido de agua (Método Karl Fischer) < 10

APLICACIONES FARMACEUTICAS: disolvente no toxico para preparaciones
farmacéuticas, topicas, y transdérmicas. Compatible con Labrafil, aceites
vegetales, disolvente de los esteroles, de trinitrina, de indometacina, de nifedipino,

de hormonas.



APLICACIONES COSMETICAS: disolvente de cosméticos anfifilos, atoxico, para
materiales activos, aceites, éteres, ceras, resinas, etc. ‘
El Transcutol se utiliza dentro de las emulsiones, su uso es apropiado dentro de

esmaltes para unas, desodorantes, productos para bebé, bases para

bronceadores, es ligeramente bactericida.

CONSERVACION: Se conserva dentro de recipientes herméticamente cerrados,
protegido de la luz, de la humedad. Se debe almacenar a una temperatura < 10°C.
Los envases son cerrados para su almacenamiento bajo Nitrégeno. El transcutol

debe ser estabilizado con antioxidantes como acetato de Tocoferol, BHA-BHT.

PRECAUCIONES: El Transcutol es inflamable, ademas debe tener una cuidadosa

manipulacion.

7.4. SUCROESTERES

R-COOCH, G
2

H 0O o_H
: L
OH H H H
OH o CH,OH
H OH H

H O

Figura 17. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS SUCROESTERES.

Los sucroésteres (Ryoto) es el nombre que se les da a los ésteres de acidos
grasos de sacarosa, manufacturados por Mitsubishi (Industria Quimica). Los
sucroésteres son usados principalmente en la inductria alimentaria como agentes
emulsificantes, inhibidores de la cristalizacion y compuestos antibacterianos. Su
uso en farmacia era desconocido pero fue Lerk®®® quien report6 el uso de laureato

de sacarosa y palmitato en formulaciones farmaceéuticas.
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Los sucroésteres son mezclas de ésteres con varios grados de esterificacion,
son surfactantes no idnicos, aprobados por la FAO/WHO como aditivos

alimenticios debido a su seguridad y biodegradabilidad *”.

Los sucroésteres (Ryoto) son compuestos de sacarosa y acidos grasos
derivados de grasas y aceites combustibles. Como la sacarosa tiene un total de 8
grupos hidroxilo, se pueden obtener compuestos en un intervalo de uno a ocho

ésteres de acidos grasos.

Caracteristicas generales de los ésteres de sacarosa‘“®.

s Son insipidos, inodoros y no téxicos, son los mejores emulsificantes para
alimentos.

» No son irritantes para los ojos o piel, ellos también son convenientes para
cosméticos y medicamentos.

e Por su excelente biodegradabilidad, ellos no causan contaminacion al
medio ambiente.

¢« Puede ser obtenido un amplio intervalo de valores de HBL (Balance

hidrofilico-lipofilico) en comparacion con otros emulsificantes.

Asi también los sucroésteres tienen una gran variedad de funciones vy

propiedades:

« Emulsificantes

o Estabilizantes

« Potenciadores o inhibidores de la cristalizacién
« Efecto antibacterial

» Formacion de complejos con almidones

e Inhibicion térmica.
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7.5.1. LAUREATO DE SACAROSA

CH,(CH,),,COOCH, HOCH,
H 0 o H
H
OH H H
OH 0 b CH,OH
H OH OH H

Figura 18. ESTRUCTURA QUIMICA DEL LAUREATO DE SACAROSA

FORMULA QUIMICA: C12H2402 ; CH3 (CH;)10COOH
TIPO L-1695

CADENA HIDROCARBONADA Acido ladrico aprox. 95%

HLB Aproximado- 16
PUREZA 70% aproximadamente
COMPOSICION DEL ESTER: Mono-éster aprox. 80%

Di, tri, poli éster aprox. 20%

FORMA Pellet

PROPIEDADES FIiSICAS: Solubilidad en propilenglicol (75°C), etanol, glicerina y

agua. Tension superficial 31.7 (dina/cm) “®).
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VIIl. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 OBJETIVOS

GENERAL:

= Estudiar el efecto promotor que presenta el Laureato de Sacarosa sobre el
transporte de farmacos con diferente grado de lipofilia, a través de piel in

vitro.

PARTICULARES:

= Determinar mediante pruebas de difusién in vitro, el efecto del Laureato de
Sacarosa sobre el flujo de tres farmacos con diferente grado de lipofilia

(Cafeina, 5-Fluorouracilo, Ibuprofeno).

= Evaluar el efecto de la concentracion de Laureato de Sacarosa sobre el

flujo de los principios activos estudiados.
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8.2. MATERIALES Y REACTIVOS

1. REACTIVOS

= Cloruro de sodio (Productos Quimicos Monterrey, S.A. México)

= Fosfato de sodio dibasico hidratado (Merck de México)

* Fosfato de potasio monobasico (Productos. Quimicos Monterrey, S.A.
México Lote 105602)

s 5-Fluorouracilo (Fluka Chemie,USA)

= Cafeina anhidra (Sigma, USA)

* |buprofeno (Helm de México. Lote 1006028-D)

= Laureato de Sacarosa (Mitsubishi-Kagaku Foods Corporation, Tokio 104-
Japén. Lote 6619A01)

* Transcutol ( Gattetossé USA. Lote 0810901)

* Etanol (Productos Quimicos Monterrey, S.A. México)

* Agua destilada (Grado Milli-Q)

» Hidroxido de sodio (J.T Baker NJ USA)

» Acido clorhidrico (Productos Quimicos Monterrey, S.A México)

2. MATERIAL Y EQUIPO

= Balanza analitica (Mod BBC32, BOECO Alemania)

= pH-metro (Mod 430-Mar —Corning, USA)

= Espectrofotometro (Mod Varian Cary-50, Australia)

= Centrifuga (Mod EBA 12, Hettich D-78532, USA)

= Ultracentrifuga (Mod-LE-80K, Beckman California)

= Filtros de polipropileno (45um Whatman, England) y filtros de nylon
(Millipore TYPE HV- 45um de diametro).

= Estuche de diseccion
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* Agitador magnético (Multi 15 stirrer, Velp Scientific)

= Celdas de difusion verticales tipo Franz (0.96 cm de diametro, capacidad
del receptor 1.5 ml)

* Celdas para espectro (Beckman, USA. Capacidad 2y 0.5 ml )

* Recirculador (Erweka, Alemania)

8.3. METODOLOGIA

1.Determinacion de las condiciones experimentales. en base a las caracteristicas
fisicoquimicas de los principios activos (Cafeina, 5-Fluorouracilo e Ibuprofeno) y
excipientes (Laureato de Sacarosa, Transcutol) que fueron empleados en el
estudio.

2 Realizaciéon de los barridos para obtener los espectros de absorcion de los
principios activos (Cafeina, Ibuprofeno y 5-fluorouracilo), y asi determinar la

longitud de onda maxima a la cual absorben cada uno de ellos.

3.0btencion de las membranas

= Las membranas fueron aisladas de orejas de cerdo por disecciéon. Las
orejas de cerdo se obtuvieron del rastro, de animales recién sacrificados,
evitando su paso por agua caliente.

= La piel aislada fue cortada en pedazos pequefios circulares con un
diametro aproximado de 1.1cm.

= Estas membranas se hidrataron en solucién salina, mientras se les retiraba
todo el tejido adiposo. Asi, una vez limpias se envolvieron en papel
aluminio y se congelaron hasta ser usadas.

= La piel de donde se obtuvieron las membranas se corté de una parte en la

cual el grosor fuera uniforme (region central de la parte externa de la oreja).
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4 Realizacion de las curvas de calibracion

A) Curvas de calibracion sin piel

= Se prepararon las soluciones con SBIF pH=7.4 (solucion buffer isotonica
de fosfatos) a concentraciones de 10,15,20,30,40 y 50 pg/ml

= Estas soluciones fueron preparadas por triplicado para cada uno de los
principios activos (Cafeina, 5-Fluorouracilo e Ibuprofeno) y fueron leidas a

las longitudes de onda maximas para cada uno de los activos.

B) Curvas de calibracion en contacto con piel

= Se puso la SBIF pH=7.4 en contacto con la piel completamente limpia de
musculo y tejido adiposo, manteniendo la misma relacion, area del
tejido/volumen de SBIF, que en la celda de difusion.

= El tiempo de contacto fue de 1 hora, durante la cual se mantuvo con
agitacion constante.

= Una vez terminado el tiempo de contacto se procedié a centrifugar la
soluciéon a 2500 rpm durante 15 minutos, para posteriormente retirar la
solucién sobrenadante.

= Esta solucion una vez filtrada, (Millipore TYPE HV-45 ng) fue empleada
para preparar las soluciones a concentraciones de: 1.5, 3, 7.5, 15, 45, y 60
ng/ml, las cuales también fueron leidas a la longitud de onda maxima para
cada uno de los activos.

= A los datos obtenidos para ambas curvas se les realizd la prueba de
linealidad; (regresion lineal, analisis de varianza, prueba del intercepto, y

prueba de la pendiente).
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5. Prueba de solubilidad

Esta prueba se realizo6 por triplicado para cada uno de los principios activos, de

acuerdo a la Farmacopea de los Estados Unidos USP (2000)°®,

= Se colocaron 3ml de SBIF pH=7.4 en viales junto con el principio activo en
cantidad tal que se obtuviera una solucién saturada.

= Los viales fueron colocados en bafio de agua a 37°C durante 24 hrs con
agitacién constante.

= Una vez retiradas las soluciones del bafo, éstas fueron centrifugadas a
2500 rpm durante 15 minutos.

= Se tomo la solucién sobrenadante para hacer las diluciones adecuadas con
SBIF pH=7.4, las cuales fueron leidas a la longitud de onda maxima para

cada uno de los activos.

6. Permeaciones con y sin promotor

A) Permeaciones sin promotor

= Se descongelaron las membranas en solucion salina.

= Posteriormente se montaron en las celdas de difusion tipo Franz por
sextuplicado para cada una de las permeaciones.

= Se colocaron 2 ml de SBIF pH=7.4 en el compartimento donador y
1.5 ml de la misma solucion en el compartimento receptor.

= Las celdas fueron colocadas en bafo de agua a 37°C con agitacion
constante por 30 minutos, para hidratar las membranas.

= Una vez hidratadas se retiraron las celdas del bafio para extraer la
solucion tanto del compartimento donador como del receptor y
sustituirlas por 300 ul de una suspension del principio activo en SBIF
pH=7.4 en el compartimento donador y 1.5 ml de SBIF pH=7.4 en el

compartimento receptor.
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Se dejo una celda como blanco a la cual se le pusieron 300 ul de
SBIF pH=7.4 y 1.5 ml de SBIF pH=7.4 en el E:ornpartimento donador
y receptor respectivamente.

Estas celdas permanecieron en el bafio de agua con agitacion
constante a una temperatura de 37°C durante 8 horas, que fue el
tiempo que duré la permeacion.

El muestreo se realizé a las 0.5,1,2,3,4,5,6,7 y 8 horas sustituyendo
la solucion del compartimento receptor por solucion fresca.

Las muestras fueron leidas a las longitudes de onda maximas de
cada uno de los principios activos. Las lecturas se realizaron por
espectrofotometria.

Una vez pasadas las 8 horas de muestreo, las celdas fueron
retiradas del bafo, y se desmontaron las membranas.

Estas membranas fueron lavadas, cortadas en trocitos y puestas en
viales con 5 ml de etanol. Posteriormente se colocaron en bafio de
agua a 37°C y agitacion constante durante 48 horas.

La soluciéon obtenida de cada vial, fue centrifugada a 2500 rpm
durante 15 minutos, para posteriormente extraer la solucion
sobrenadante de la cual se tomaron 0.5 ml y se diluyeron en § ml de
SBIF pH=7.4. A esta solucion se le determiné su absorbancia para

asi cuantificar la cantidad de farmaco retenido en la membrana.

B) Permeaciones con promotor

La metodologia fue la misma que la empleada en las permeaciones
sin promotor excepto, en el paso después de la hidratacion de las

membranas.

Una vez hidratadas las membranas, se colocaron en el

compartimento donador 300 ul del promotor, Laureato de sacarosa en

62



Transcutol al 2 y 5% respectivamente, dejandose esta solucion por 1
hora, después de la cual fue retirada con algodén y sustituida por

300 pl de la suspension del activo en SBIF pH=7 4.

7. Prueba del porcentaje de extraccion

Se colocé una cantidad conocida del principio activo en la minima
cantidad de etanol de forma tal que se obtuviera una solucion.

Esta solucion se colocéd en la membrana, hasta evaporacion total del

etanol.

Se cortaron posteriormente las membranas en trocitos y se colocaron
en viales con 5 ml de etanol, dejandose por 48 horas en bafio de
37°C y agitacion constante.

La solucion fue centrifugada a 2500 rpm durante 15 minutos y se
obtuvo el sobrenadante con el cual se prepararon diluciones
adecuadas y se leyeron a las longitudes de onda maximas para cada
uno de los activos.

Esta prueba se realizé por triplicado para cada uno de los principios

activos.

63



IX. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

9.1. RESULTADOS DE LA REGRESION LINEAL PARA LAS CURVAS DE
CALIBRACION CON Y SIN PIEL.

ABSORBANCIA

20 40
CONCENTRACION (pg/ml)

—e—con piel i
——sin piel

60 80

FIGURA 19: Curvas de calibracion para cafeina con y sin piel

( A=275 nm)

TABLA 3. Resultados de la regresion lineal para las curvas de calibracion de

Cafeina.
PARAMETRO SIN PIEL EN CONTACTO CON
PIEL

R 0.9998 0.9997

R2 0.9996 0.9993
Pendiente (m) 0.0505 0.0458
Ordenada al origen (b) 0.0208 0.0256
Desviacion estandar (S) 5.4558E-04 1.9086E-03
Media (X) _ 0.0514 0.0481

Coef. de variacion (C.V)% 1.06 3.96
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ABSORBANCIA

20 40
CONCENTRACION (ug/ml)

60

—&—con piel
——sin piel

80

FIGURA 20: Curvas de calibracion para 5-Fluorouracilo con y sin piel

( A=265 nm)

TABLA 4. Resultados de la regresion lineal para las curvas de calibracién de

5-Fluorouracilo.

PARAMETRO SIN PIEL EN CONTACTO CON
PIEL

R 0.9998 0.9996

R2 0.9996 0.9992
Pendiente (m) 0.0547 0.0493
Ordenada al origen (b) 0.02025 0.0255
Desviacion estandar (S) 4.8157E-04 1.6946E-03
Media (X) 0.0555 0.0516

Coef. de variacion(C.V)% 0.86 3.28
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ABSORBANCIA

20 40 60
CONCENTRACION (ug/ml)

——con piel
——sin piel

80 .

FIGURA 21: Curvas de calibracion para Ibuprofeno con y sin piel

(2=220 nm)

TABLA 5. Resultados de la regresion lineal para las curvas de calibracion de

Ibuprofeno.
PARAMETRO SIN PIEL EN CONTACTO CON
PIEL

R 0.9995 0.9997

R2 0.9990 0.9994
Pendiente(m) 0.0436 0.0380
Ordenada al origen (b) 0.0395 0.0281
Desviacién estandar (S) 9.1734E-04 2.8660E-03
Media (X) 0.0454 0.0414

Coef. de variacion (C.V)% 2.02 6.91

C.V (%) Entre puntos

34,14161.2,1.1,0.2
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Las curvas de calibracién para los 3 principios activos con los cuales se trabajo
se muestran en las figuras 19,20 y 21. A todas estas curvas se les realizd un
analisis de regresion lineal en donde de acuerdo a los graficos mostrados y
parametros obtenidos (Tablas 3,4,5), estos muestran una buena relacion entre las
variables X y Y. Al comparar los resultados obtenidos en las curvas con y sin piel
nos damos cuenta que en las curvas que fueron tratadas con piel existe una
mayor variacion debido probablemente a la presencia de los componentes de la
membrana, puesto que se obtiene un coeficiente de variacion (C.V) mayor a los

obtenidos en las curvas sin piel.

Asi también a todas las curvas de calibracion se les realizaron las siguientes

pruebas estadisticas:

PRUEBA t: La prueba t para el intercepto se realizé con la finalidad de demostrar
que este no es diferente de cero. Los resultados obtenidos (anexo 1) permiten ver
que en todas las curvas de calibracion t exp < t tedrica (ver Tabla 6) , por lo cual se
acepté Ho y se determina que no existe evidencia estadistica que el intercepto sea

diferente de cero.

TABLA 6. Resultados de la prueba t realizada para el intercepto a todas las

curvas de calibracién con y sin piel.

Curva de calibracion |t experimental | t tedrica

Caf Sin piel 04236 < 3.18
Con piel 05290 < 2.78

5-Flu | Sin piel 09797 < 3.18

i Con piel 09038 < 278

Ib Sin piel 08959 < 278
Con piel 08477 < 278
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PRUEBA F: Esta Prueba se realizd para demostrar si hay diferencia significativa
entre las varianzas de las pendientes de las curvas de calibracién con y sin piel,
para cada principio activo, encontrandose que para los 3 activos (Anexo 1) Fcal <
F critica, y por lo tanto las varianzas de las pendientes son iguales. De acuerdo a
estas pruebas se optd por realizar la prueba t con el objeto de comparar las

pendientes de las curvas considerando varianzas iguales.

Asi se encontré que tanto para Cafeina como para 5-Fluorouracilo se rechaza
Ho, ya que con los dos niveles de significancia t exp > t critica (Tabla 7). Por lo tanto
se concluye que si existe diferencia significativa entre las pendientes de las curvas
de calibracién con y sin piel. Para el caso del Ibuprofeno se tiene que con un
a=0.05 t exp > t critca y por lo tanto si existe diferencia significativa entre las
pendientes, pero con un a=0.01, t exp < t critica, por lo cual no se rechaza Ho y se
acepta que no hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas con y

sin piel.
De acuerdo a estos resultados podemos corroborar que en las curvas tratadas

con piel si existe interferencia por parte de los componentes de la membrana ya

que en todas las curvas, excepto lbuprofeno con un «=0.01, se rechaza Ho.

Tabla 7. Resultados de la prueba t suponiendo varianzas iguales.

P.A |Nivel de significancia | t experimental t critica
Caf a=0.01 3.7649 > 3.2498
«=0.05 3.7649 > 2.2622

5-flu a=0.01 49368 > 3.2498
«=0.05 4.9368 > 2.2622

Ib a=0.01 3.1091 < 3.1693
B =0.05 3.1091 > 22281
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9.2. PRUEBA DE SOLUBILIDAD

TABLA 8. Resultados de la prueba de solubilidad de los activos.

P.A Medio de disolucion Solubilidad (mg/ml) |
Caf SBIF PH=7.4 24.4753+0.0869 i
5-Flu SBIF pH=7.4 10.9162+0.0438
Ib SBIF pH=7.4 2.1553+0.0087

La solubilidad de los 3 principios activos se determiné en solucion buffer
isoténica de fosfatos (SBIF) pH=7.4, debido a que esta solucion fue usada para

preparar las curvas de calibracién. También se usé como vehiculo y solucion

receptora en todas las permeaciones.

De acuerdo a los resultados (Tabla 8), se tiene que la Cafeina presenta la

mayor solubilidad, seguida del 5-Fluorouracilo y finaimente el Ibuprofeno.
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9.3. RESULTADOS DE LAS CINETICAS DE PERMEACION DE LOS 3
PRINCIPIOS ACTIVOS CON Y SIN PROMOTOR.

600

500 —h— Caf
——5-Flu
—8—Ib

400

Q (ug)
(%]
o
o

200
100

0 2 4 6 8 10

Tiempo (hrs)

FIGURA 22. Cinéticas de permeacion de los 3 principios activos sin
promotor.

Los resultados de las cinéticas de permeacion de los 3 activos sin promotor
(Figura 22), muestran una relacion entre hidrosolubilidad y los valores de flujo (ver
Fig. 26). No obstante no hay una relacion directa entre el coeficiente de particion
(Log P), y el flujo (J). Asi pues la Cafeina (farmaco mas hidrosoluble) cuyo Log P
(octanol/agua)= -0.07, y Log P (octanol/pH=7.4)=0.0, presenta el mayor flujo, a
esta le sigue el 5-Fluorouracilo el cual presenta un Log P (octanol/agua)=-0.95,
Log P (octanol/pH=7.4)=-1.0 y el Ibuprofeno (farmaco mas hidrofébico) Log P

(octanol/agua)= 3.51*"*% presenta el menor flujo.

Respecto a esto se puede decir que evidentemente las propiedades
fisicoquimicas de los activos son importantes en el proceso de liberacion
transdérmica y como los eventos predominantes que ocurren en ésta comprenden

la particion y la difusion, el coeficiente de particion es considerado un parametro
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importante para predecir el valor del flujo transdérmico puesto que no influye
unicamente en la permeacién del farmaco a través de la membrana sino que
puede reflejar la afinidad relativa de los principios activos por los componentes

membranales.

Los farmacos con Log P altos tienden a penetrar con facilidad en la membrana
existiendo una buena correlacion entre el porcentaje del farmaco absorbido y el
coeficiente de particion, esto siempre y cuando el farmaco esté en su forma no
ionizada, puesto que en solucion acuosa sélo la forma no ionizada es liposoluble y
es la que puede atravesar mas faciimente la barrera del estrato corneo!'*2",
aunque también se sabe que los farmacos muy lipofilicos pueden presentar una
alta afinidad por las membranas lipoideas de manera que el farmaco puede
quedar retenido en la membrana y ser incapaz de continuar difundiendo con
facilidad, por lo que disminuye su flujo. Asi una liposolubilidad alta no
necesariamente va a favorecer la permeacién de un principio activo. En nuestro
estudio este podria ser el caso del lbuprofeno el cual presenta un Log P alto y
ademas a pH=7.4 se encuentra en su forma ionizada (pka=4.4, 5.2)°°. Asi este
farmaco presenta un flujo menor al ser comparado con farmacos con un Log P
mas bajo tales como la cafeina y el 5-Fluorouracilo que ademas presenta una
buena solubilidad acuosa lo que hace que activos como estos pasen rapidamente

al receptor (solucion acuosa).
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—a&— SIPROM
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Tiempo (hrs)

[FORMULACION J (ng/hrem?) FP Log (Kp)
S/PROM 97.8069 + 13.4060 1 -2.2257
Con LSIT 2% 59.2776 + 10.9241 | 0.6061 | -2.4485

|Con LS/T 5% 475227 £7.9485 |0.4859 | -2.5407

FIGURA 23. Cinéticas de permeacion de Cafeina (n=6+s), y resultados
de Flujo, Factor de promocion y Coef. de permeabilidad.

En la Figura 23 se muestran las cinéticas de permeacion para Cafeina, en
donde se observa que el sistema sin promotor presenta un flujo mas alto que los
obtenidos usando el promotor (Figura 26). Asi en las cinéticas donde se usé el
promotor se ve que el sistema con Laureato de Sacarosa al 2% presenta un flujo
mayor que el del sistema con Laureato de Sacarosa al 5%. Esto también se
puede verificar con los valores obtenidos en el factor de promocion (FP)(Figura27).

En cuanto a los coeficientes de permeabilidad experimentales (log Kp), la
constante mayor le corresponde al sistema sin promotor (log Kp=-2.2257), seguido
por el sistema con promotor al 2% (log Kp=-2.4485), y la constante menor la
presenta el sistema con promotor al 5% (log Kp=-2.5407), aunque los 3 valores
son muy semejantes. Estos resultados muestran que el Laureato de Sacarosa
presenta un efecto retardador al disminuir el flujo de Cafeina a través de la piel.

Las cantidades de principio activo acumulado en el compartimento receptor

durante las 8 horas de permeacion (Figura 29), permiten ver que la Cafeina sigue



el orden obtenido en los parametros anteriores ( J, FP y Log Kp) y se demuestra
estadisticamente que si existe diferencia significativa entre las cantidades
acumuladas (Fcal=58.2526; Ftablas=3.63). Por medio de la prueba de Duncan
(anexo 2) se tiene que dichas diferencias son significativas al comparar las

permeaciones s/prom y con LS/T 2%, s/prom y con LS/T 5%.

Para la cantidad de Cafeina retenida en la membrana al final de la permeacion
se observa (Figura 30) que la Cafeina con laureato al 2% retiene mayor cantidad
de activo. También se determina estadisticamente (anexo2) que si existe
diferencia significativa entre las cantidades retenidas en la membrana (Fcal=
6.5144; Ftablas=3.63). Sin embargo, al realizar la prueba de Duncan se tiene que
todas las comparaciones de las medias en esta prueba no presentan diferencia

significativa entre ellas.

600
500 —8— SIPROM
—8—LSIT 2%
__ 400 —a—LSIT 5%
o
= 300
(]
200
100
0
0 2 4 6 8 10
Tiempo (hrs)
FORMULACION  |J (ug/hrem?’) | FP  |Log (Kp)
ISIPROM  [55.7953 + 7.1904 1 -2.1184
ConlLS/T2%  |68.0924 + 47337 1.2204 -2.0298
Con LS/T 5% 60.0399 +13.9887 | 10761 | -20932 |

FIGURA 24. Cinéticas de permeacion de 5-Flu (n=6+s) y resultados de

Flujo, Factor de promocion y Coef. de permeabilidad.



Para 5-Fluororuacilo (Figura 24), las tres cinéticas muestran una tendencia muy
similar, pero se observa que el flujo si es incrementado ligeramente al usar el
promotor, ya que para los sistemas con Laureato de Sacarosa al 2 y 5%, el flujo es

mayor al obtenido en el sistema sin promotor.

El incremento del flujo (Figura 26) y por lo tanto del FP, se ve principalmente
favorecido para el sistema con promotor en concentracion del 2% mostrando un

valor ligeramente mayor al obtenido con Laureato de Sacarosa al 5%.

Para los coeficientes de permeabilidad (log Kp) obtenidos experimentalmente
se tiene que estas siguen el mismo orden que el flujo y el factor de promocion, de
manera que para 5-Fluorouracilo con promotor al 2% el coeficiente de
permeabilidad (log Kp=-2.0298), es mayor que para 5-Fluorouracilo con promotor

al 5% (log Kp=-2.0932) y este es mayor al sistema sin promotor (log Kp=-2.1184).

En lo que respecta a las cantidades de principio activo acumulado en el
compartimento receptor a las 8 horas (Figura 29) se puede ver que el sistema que
acumula mayor cantidad de principio activo es el sistema con promotor al 2%,
aunque estadisticamente estas cantidades no presentan una diferencia

significativa entre ellas (Fcal =3.5067; Ftablas=3.63) (anexo 2).

En la Figura 30, se presenta la grafica de las cantidades acumuladas en la
membrana donde el sistema con promotor al 2% presenta la mayor cantidad de
activo acumulado en la membrana, pero al igual que en la prueba estadistica
anterior estas no presentan una diferencia significativa entre ellas (Fcal= 1.9654;
Ftablas =3.63) (anexo 2).
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—&— S/PROM
500 —&—LS/T 2%

—8—LS/T5%

0 2 4 6 8 10
Tiempo (hrs)

FORMULACION J (pg/hrem?) FP Log (Kp)
S/PROM 38.2400 + 17.1915 1 -1.6131
Con LS/T 2% "~ 178.6653 + 17.8289 2.0571 -1.2723
Con LS/T 5% 45.2921 + 6.4928 1.1844 -1.5051

FIGURA 25. Cinéticas de permeacion para Ibuprofeno (n=6+s) y resultados
de Flujo, Factor de promocion y Coef. de permeabilidad.

Las cinéticas de permeacion que sigue el Ibuprofeno sin y con promotor se
muestran en la Figura 25, en donde se observa que el flujo al igual que para 5-
Fluorouracilo se ve favorecido usando el promotor, sobre todo usando el Laureato
de Sacarosa en una concentracion del 2%, ya que este sistema presenta un flujo

notablemente mayor al obtenido con los otros 2 sistemas.

Aqui si podemos ver mas claramente (Figura 26 ) el efecto que el Laureato de
Sacarosa tiene sobre el flujo ya que este aumenta aproximadamente en un 40% al

comparar el sistema sin promotor y con promotor en concentracion del 2%.

Los valores de los coeficientes de permeabilidad muestran que el Ibuprofeno
con promotor al 2% (log Kp=-1.2723) presenta la constante mayor, seguida por el
sistema con Laureato de Sacarosa al 5% (log Kp=-1.5051) y la constante menor la

presenta el sistema sin promotor (log Kp=-1.6131).
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Para las cantidades de Ibuprofeno acumulado en el receptor durante las 8
horas de permeacién se observa (Figura 29) que el sistema al 2% acumula mayor
cantidad de principio activo. Respecto a las cantidades retenidas en la membrana
(ver figura 30): Aparentemente hay una disminucién importante de la cantidad de
p.a retenido en la membrana probablemente porque el surfactante favorece el
paso hacia el receptor disminuyendo la afinidad del lbuprofeno por los
componentes lipidicos de la membrana, lo que por otra parte se ve reflejado en el

incremento del flujo mencionado anteriormente.

Para ambas pruebas se determiné estadisticamente que las cantidades tanto
acumuladas en el receptor (Fcal=20.3720; Ftablas=3.68), como retenidas en la
membrana (Fcal=26.7013; Ftablas=3.68) si presentan una diferencia significativa
entre ellas. En cuanto a la prueba de Duncan para las cantidades acumuladas en
el receptor se encontré que solo existe diferencia significativa entre las medias de
las permeaciones LS/T 2% -S/PROM. Para las cantidades retenidas en la
membrana existe diferencia significativa entre los sistemas S/IPROM-LS/T 2%, y
S/PROM-LS/T 5%.

FLUJO Vs FORMULACION
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FIGURA 26. Flujo (ug/hr cm?) Vs Formulacién de principio activo
(Caf, 5-Flu e Ib)
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FACTOR DE PROMOCION Vs FORMULACION
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FIGURA 27. Factor de promocién Vs Formulacion de principio activo
(Caf, 5-Flu e Ib)

Como podemos darnos cuenta los resultados en general muestran que el
laureato de sacarosa en Transcutol favorece solo la permeaciéon de 2 de los
principios activos estudiados (5-Fluorouracilo e Ibuprofeno), principalmente
usando el promotor a una concentracion del 2 % y en particular para el Ibuprofeno.
Una consideracién importante es que la concentraciéon micelar critica (CMC) del
Laureato de Sacarosa en Transcutol es del 3%"" y se trabajo por debajo de esta
concentracién, puesto que el efecto que presentan los surfactantes en cuanto a la
velocidad y cantidad de farmaco permeado a través de las membranas es
altamente dependiente del estado fisico del surfactante y su concentracion, pero
se sabe que los cambios de transporte en la membrana ocurren a bajas
concentraciones del surfactante debido a que pueden insertarse mas faciimente
entre las cadenas alquilicas de los lipidos cuando se encuentran como
ménomeros libres®®. Por arriba de la CMC el surfactante forma micelas y esto

dificulta su insercion y por lo tanto, su interaccion con los lipidos intercelulares.

El Laureato de Sacarosa tiene un HLB de 16 lo cual le da una buena lipofilia,
asi también la molécula de este surfactante presenta una cadena de 12 carbonos
es decir una cadena alquilica larga la cual es optima para la alteracion transitoria
de la barrera cutanea, de manera que el LS puede ejercer su efecto acelerante

posiblemente por la insercién de la cadena hidrocarbonada en las bicapas lipidicas
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intercelulares del estrato corneo, lo cual da como resultado un aumento en la
fluidez de los lipidos, de modo que facilita el paso de sustancias no polares como
el Ibuprofeno. Pero también se sabe que al insertarse entre las cadenas lipidicas,
permite que el anillo de sacarosa interaccione con las cabezas polares de los
lipidos, con ello este promotor va a crear canales acuosos por donde podrian
pasar sustancias hidrofilicas aunque en menor grado que las lipofilicas. Asi se
explicaria por que el 5-Flu presenta un aumento en el flujo muy pobre a diferencia
del Ibuprofeno. Esto también se puede observar en la Figura 28 ya que conforme

la solubilidad del p.a aumenta el factor de promocién disminuye.

25
o —e—SIPROM
2 —B—LS/IT 2%
—&— LS/T 5%
15
o 5-Flu
w
1] o C *
\ Cat
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0
0 5 10 15 20 25 30

Solubilidad (mg/ml)

Figura 28. FP Vs Solubilidad del principio activo en SBIF pH=7.4

Es importante mencionar el efecto que presenta el Transcutol (anexo 1) al
usarlo junto con el LS, puesto que se sabe que el Transcutol como promotor
presenta un efecto potente en la permeacion de ciertos farmacos como el
Clonazapan®, esto debido a las propiedades que presenta al aumentar la
solubilidad de los activos y a su efecto potente de almacenamiento en la piel.
Ayala-Bravo et al®", demostraron que el LS era efectivo al combinarse con el
Transcutol al promover el transporte de 4-Cianofenol. El uso solo de Transcutol
mostro un efecto promotor menor y el Laureato de Sacarosa en solucidn acuosa
no tuvo efecto promotor. De manera que en nuestro estudio y de acuerdo con

estos antecedentes al usarlo junto con el LS podria existir un efecto sinérgico
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favoreciendo preferentemente la absorcion del Ibuprofeno, ya que el flujo de este
p.a se ve muy incrementado al usar el promotor, de manera que para el farmaco
mas lipofilico el cual se encuentra en un 99% ionizado a pH=7.4, el efecto del
Laureato de Sacarosa es mejor que para los farmacos mas hidrofilicos como el 5-
Fluorouracilo el cual con un pka=8.0 podria estar ionizado en un 20% solamente.
Estos resultados coinciden con lo encontrado por Cazares Delgadillo et al®®, en
donde se constaté que el LS ejerce un efecto retardador cuando el clorhidrato de
lidocaina se encuentra no ionizado, mientras que su paso se incrementa al estar

ionizado.
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FIGURA 29. Cantidad de principio activo acumulado en el compartimento
receptor durante las 8 horas de permeacion Vs Formulacion.
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FIGURA 30. Cantidad de principio activo retenido en la membrana al final
de la permeacion. Extraidas durante 48 horas
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En el caso de la Cafeina los resultados obtenidos en estas permeaciones
muestran un efecto retardador al usar el promotor. Si consideramos que la Cafeina
es hidréfila y a pH=7.4 se encuentra ionizada en un 99% (pka=14), se esperaria
que atravesara la membrana en mayor cantidad que el 5-Fluorouracilo, esto
debido a que tiene un coeficiente de particion mas favorable, pero pudiera ser que
el efecto potenciador del LS/T a través de la piel no esta en funcion solamente del
grado de lipoficidad de las sustancias sino también de algunas otras propiedades
fisicoquimicas del principio activo y del medio en el cual se encuentra (pH, pka,
etc.). Ademas la Cafeina a diferencia del 5-Fluorouracilo e Ibuprofeno se comporta
como una base por lo que podriamos pensar que el efecto que presenta el LS/T
pueda posiblemente estar relacionado con la naturaleza quimica tanto del
surfactante como del farmaco estudiado, ya que en un estudio realizado sobre los
promotores para moléculas ionizadas se demostro que el tipo y magnitud del
efecto de los tensoactivos estan en funcion de la naturaleza quimica del agente
superficialmente activo asi como de los pares ionicos en la modificacién del
caracter hidrofébico de los principios activos®?.

No obstante la Cafeina también puede llevar acabo una interaccion con el LS y
formar puentes de hidrégeno por lo cual su flujo va haberse afectado ya sea
retardandolo o disminuyéndolo, ya que tal vez seria mas afin al promotor que a la
membrana. También creemos que el LS interactua débilmente con la queratina y
no favorece el paso de las moléculas polares con lo cual también se justificaria el

efecto retardador del promotor hacia la Cafeina.

Como podemos darnos cuenta el mecanismo de accion por el cual actian el
LS/T a través de la piel parece ser complejo, ya que de acuerdo a lo reportado por
trabajos previos y lo encontrado en este estudio nos damos cuenta que puede
presentar un efecto potenciador para ciertos farmacos pero también puede tener
una accion inversa al retardar el flujo de otras sustancias como en el caso de la

Cafeina.

80



X. CONCLUSIONES

De los 3 principios activos probados, el laureato de sacarosa en Transcutol
al 2% incrementd el flujo del Ibuprofeno (farmaco mas lipofilico).

La solucién al 2% (por debajo de la CMC), mostré ser mas efectiva que la
solucion al 5%.

El LS/T 2% promovié el transporte de Ibuprofeno (ionizado en un 99%),
aparentemente no hubo promocién para el 5-Fluorouracilo (ionizado en un
20%), y se encontrd un retardo en el paso de Cafeina (ionizada en un 99%).
Se corroboré lo encontrado en un trabajo previo (Cazares et al., 2003) **: El
LS/T 2% promueve preferentemente el paso de farmacos en su forma
ionizada.

En este trabajo se encontr6 mayor efecto promotor a medida que la
solubilidad acuosa de los activos disminuia, teniendo el siguiente orden

para el factor de promocién: Ibuprofeno> 5-Fluorouracilo> Cafeina.

XI. PERSPECTIVAS DE TRABAJO:

Realizar mas estudios con este promotor sobre otros activos, sobre todo
para verificar y tratar de explicar el efecto retardador que pudiera ejercer
sobre alguno de ellos. En particular el efecto modulador y su relacién con el
pH del medio y el pka de los activos.

La posible relacién entre hidrosolubilidad y efectividad del laureato debe ser
objeto de posteriores estudios.

Como muchas formulaciones cosméticas, alimenticias y farmacéuticas
contienen surfactantes, usados como emulsificantes, suspensores,
solubilizantes, etc, bien podria ser incluido el Laureato de Sacarosa como
promotor en formulaciones tépicas y transdérmicas debido no sélo a que
presenta un efecto modulador en el flujo de ciertos activos, sino también a

su baja toxicidad e irritabilidad en la piel.
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ANEXO 1

*RESULTADOS DE LOS BARRIDOS OBTENIDOS PARA CADA UNO DE LOS
PRINCIPIOS ACTIVOS :

1. CAFEINA (Amax =275 nm)
2. 5-FLUOROURACILO (Amax =265 nm)
3. IBUPROFENO (Amax =221nm)

*RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE LOS 3 PRINCIPIOS
ACTIVOS SIN PIEL Y TRATADAS CON PIEL.

1. RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION (REGRESION
LINEAL DE C/U DE LOS P.A))

2. PRUEBA t PARA EL INTERCEPTO

3. COMPARACION ESTADISTICA DE LAS DOS CURVAS DE
CALIBRACION (CON Y SIN PIEL): PRUEBA F Y PRUEBA t.



1. GRAFICAS DE LOS BARRIDOS PARA CAFEINA CON Y SIN PIEL
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Barridos para Caf en SBIF pH=7.4, [50 pg/ml]. 1a) sin piel, 1b) tratada con piel.
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2. GRAFICAS DE LOS BARRIDOS DE 5-FLUOROURACILO CON Y SIN PIEL.
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Barridos para 5-Flu en SBIF pH=7.4, [50 pg/ml]. 2a) sin piel, 2b) tratada con piel.
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3. GRAFICAS DE LOS BARRIDOS DE IBUPROFENO CON Y SIN PIEL.
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Barridos para Ib en SBIF pH=7.4, [50 pg/ml]. 3a) sin piel, 3b) tratada con piel
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RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION PARA CAFEINA

CAFEINA SIN PIEL

[pg/ml] ABS YIX MEDIA DESVEST C.V%
10 0,5168 0,0517
10 0.5188 0,0519
10 0,5177 0,0518 0,0518 0,0001 0,1935
20 1,0221 0,0511
20 1,0341 0,0517
20 1,0378 0,0519 0,0516 0,0004 0,7958 MEDIA 0,0514
30 1,5555 0,0518 S 5.4558E-
30 1,5608 0,0520 CV% 1,0612
30 1,557 0,0519 0,0519 9,1064E-05 0,1754 R 0,9998
40 2,0075 0,0502 R? 0,9996
40 2,0551 0,0514 b 0,0208
40 2,0565 0,0514 0,0509 0,0007 1,3676 m 0,0505
50 2,5423 0,0508
50 2,5462 0,0509
50 2,5362 0,0507 0,0508 0,0001 0,1983

CAFEINA EN CONTACTO CON PIEL
[ng/iml]  ABS YIX MEDIA DESVEST C.V%
15 0,0677 0,0451
15 0,0686 0,0457
15 0,0723 0,0482 0,0464 0,0016 3,5061
3 0.1503 0,0501
3 0,1449 0,0483
3 0.1506 0,0502 0,0495 0,0011 2,1587
75 0,3749 0,0499
75 0,3759 0,0501
75 0,3751 0,0500 0,0500 7,0553E-05 0,1409
15 0,754 0,0503 MEDIA 0,0481
15 0,7433 0,0496 S 1.9086E-3
15 0.743 0,0495 0,0498 0,0004 0,8391 CV% 39668
45 2.1366 0,0475 R 0,9997
45 2.1167 0,0470 R? 0,9993
45 2,1221 0,0472 0,0472 0,0002 0,4842 b 0,0256
60 2,7398 0,0457 m 0,0458
60 2,743 0,0457

60 2,7533 0,0459 0,0458 0,0001 0,2569

806



RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE 5-FLUOROURACILO

5-FLUOROURACILO SIN PIEL

[ng/ml]  ABS YIX MEDIA  DESVEST C.V%
10 0,5597 0,0559
10 0,5572 0,0557
10 0,5534 0,0553 0,0557  0,0003 0,5698
20 1,107 0,0554
20 1116 0,0558
20 1,1162 0,0558 0,0556  0,0003 0,4721
30 16812 0,0560
30 1,6864 0,0562
30 1,674 0,0558 0,0560  0,0002 0,3705
40 2,2269 0.0557
40 22124 0,0553
40 2,2084 0,0552 0,0554  0,0002 0,4393
50 2,7293 0,0546
50 2,7621 0,0552
50 2,7302 0,0546 0,0548  0,0004 0,6817
5-FLUOROURACILO EN CONTACTO CON PIEL
[ng/ml]  ABS YIX MEDIA DESVEST  C.V%
15 0,0785 0,0523
15 0,0749 0,0499
15 0,0754 0,0503 0,0508 0,0013 25571
3 0,1603 0,0534
3 0,1544 0,0515
3 0,1576 0,0525 0,0525 0,0009 1,8761
75 0,4027 0,0537
75 0,4065 0,0542
75 0,4015 0,0535 0,0538 0,0003 0,6468
15 07912 0,0527
15 0,7858 0,0524
15 0,7931 0,0529 0,0527 0,0002 0,4794
45 22958 0,0510
45 22978 0,0511
45 2,2859 0,0508 0,0509 0,0001 0,2779
60 2,9318 0,0489
60 2,9524 0,0492
60 2,9422 0,0490 0,0490 0,0002 0,3501

MEDIA 0,0555

S 4 8157E-4
CV% 08675

R 0,9998
R2 0,9996

b 0,02025
m 0,0547
MEDIA 0,0516
S 1.6946E
CV% 3,2821
R 0,9996
R2 0,9992
b 0,0255
m 0,0493
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RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE IBUPROFENO

IBUPROFENO SIN PIEL
[ng/mli] ABS YIX MEDIA  DESVEST C.V%
10 04663  0,0466
10 04553  0,0455
10 04577 00458 00459 0,0006 1,2580
15 0,68 0.0453
15 0,677 0,0451
15 06914  0,0461 0,0455 0,0005 11127
20 09313  0,0466
20 0,9147  0,0457
20 09337 00467  0,0463 0,0005 1.1167
30 1,3638  0,0455
30 1,3517  0,0451
30 1,394 0,0465  0,0457 0,0007 1,5904
40 1,7944  0,0449
40 1,7713  0,0443
40 1,8018  0,0450  0,0447 0,0004 0.8892
50 22017  0,0440
50 2,1871  0,0437
50 2,21 0,0442 0,0439  0,0002 0,5270
IBUPROFENO EN CONTACTO CON PIEL
[ng/ml]  ABS YIX MEDIA  DESVEST C.V%
15 00712  0,0475
15 00696  0.0464
15 0,0665  0,0443 0,0461 0.0016 3,4581
3 0,1211  0,0404
3 0.1182  0,0394
3 01213  0,0404 0.0401 0,0006 14434
7.5 03323  0,0443
7.5 0,323 0,0431
7.5 03235  0,0431 0,0435 0,0007 1.6033
15 06351  0,0423
15 06265 00418
15 06201  0,0413 0,0418 0,0005 1,2000
45 1,7777  0,0395
45 1,7551  0,0390
45 1,738 0.0386 0.0390 0,0004 1.1334
60 22988  0,0383
60 22883  0,0381
60 22869  0.0381 0.0382 0,0001 0.2839

MEDIA

CV%

R2

MEDIA

CV%

R2

0,0454
9.1734E-4
2,0220
09995
0,9990
0.0395
0,0436

0.0414
2.866E-3
6,9149
0,9997
0,9994
0,0281
0,0380



RESULTADO DE LAS PRUEBAS ESTADISTICAS DE LAS CURVAS DE

CALIBRACION DE LOS 3 P.A CON Y SIN PIEL.

PRUEBA t PARA EL INTERCEPTO

Hipétesis planteada:

Ho: No hay evidencia estadistica de que el intercepto sea diferente de cero b=0

Hi: Hay evidencia estadistica de que el intercepto sea diferente de cero b=0

No se rechaza Ho si t experimental < t teérica

CURVAS CAFEINA | CAFEINA 5-FLU. 5- FLU. IBUPROFENO | IBUPROFENO
SIN PIEL |CONPIEL | SIN PIEL CON PIEL SIN PIEL CON PIEL

Intercepto(b) |0.0208 0.0256 0.02025 0.0255 0.0395 0.0281

n 5 6 5 6 6 6

Media 30 22 30 22 27.5 22

>X 150 132 150 132 165 132

¥x? 5500 5917.5 5500 5917.5 5725 5917.5

Yy 7.6881 6.2107 8.3068 6.6626 7.4277 5:1911

Zyz 14.3783 |12.7786 |[16.7938 14.7324 11.4519 8.8561

Sy* 0.6392 [1.2699 |0.7483 1.4668 0.4513 0.8729

Sx° 250 602.7 250 602.7 237.5 602.7

Sxy 0.0468 0.0846 0.0196 0.0493 0.0492 0.0579

t experimental  [0.4236 0.5290 0.9797 0.9039 0.8959 0.8477

t tedrica 3.18 278 3.18 2.78 2.78 2.78

(0.05/2gl n-2)

Resultado No se No se No se No se No se No se
rechaza |rechaza [rechaza rechaza rechaza rechaza
Ho Ho Ho Ho Ho Ho

RESULTADO: Como no se rechaza Ho, debido a que t experimental < t teérica, se

considera que el intercepto no es diferente de cero.
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COMPARACION ESTADISTICA DE LAS CURVAS DE CALIBRACION CON Y
SIN PIEL.

* Prueba F para varianzas de dos muestras

= Prueba t para comparar las medias

CAFEINA SIN PIEL CAFEINA CON PIEL
X : 4 YIX X Y YIX
10 0,5178 0,0518 18 0,0695 0,0464
20 1,0313 0,0516 3 0,1486 0,0495
30 1,5578 0,0519 7.5 0,3753 0,0500
40 2,0397 0,0509 15 0,7468 0,0498
50 2,5416 0,0508 45 2:1251 0,0472
60 2,7454 0,0458
CAFEINA
Prueba F para varianzas de dos muestras
SIN PIEL CON PIEL

Media 0,0514 0,0481

Varianza 2,334E-07 3,5912E-06

Observaciones 5 6

Grados de

libertad 4 5

F 0,0649

P(F<=f) una

cola 0,0102

\/alor critico

para F (una

cola) 0,1598

Prueba F

Hipotesis

Ho: No hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las

curvas de calibracion con y sin piel.

Hi: Hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas
de calibracion con y sin membrana

No se rechaza Ho si F calculada < F critica
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RESULTADO: Como 0.06499 < 0.15984 entonces no se rechaza Ho y por lo tanto

se considera que las varianzas son iguales.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

CAFEINA

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
SIN PIEL | CON PIEL

Media 0,0514 0,0481

Varianza 2,334E-07 | 3,5912E-06

Observaciones 5 6

\Varianza agrupada 2,0989E-06

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 9

Estadistico t 3,7649
P(T<=t) una cola 0,0022
\Valor critico de t (una cola) 1,8331
P(T<=t) dos colas 0,0045
Valor critico de t (dos colas) «=0.05 | 2,2622
Valor critico de t (dos colas) a=0.01 3,2498

Hipotesis

Ho: No hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de

calibracion con y sin piel.

Hi: Hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion

con y sin piel.

No se rechaza Ho si t experimental < t tedrica

RESULTADO: Como 3.7649 > 2.2621 con («=0.05) y 3.7649 > 3.2498 con
(«=0.01), entonces se rechaza Ho y se acepta que existe diferencia significativa

entre las pendientes de las curvas de calibracion con y sin piel.
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5-FLUOROURACILO SIN PIEL 5-FLUOROURACILO CON PIEL

X Y Y/IX X Y YIX
10 0,5568 0,0557 1.5 0,0763 0,0508
20 1,131 0,0556 3 0,1574 0,0525
30 1,6805 0,0560 7.5 0,4036 0,0538
40 2,2159 0,0554 15 0,7900 0,0527
50 2,7405 0,0548 45 2,2932 0,0509
60 2.9421 0,0480
5-FLUOROURACILO
Prueba F para varianzas de dos muestras
SIN PIEL CON PIEL
Media 0,0555 0,0516
Varianza 2,0197E-07 2,8687E-06
Observaciones 5 6
Grados de libertad 4 5
F 0,0704
P(F<=f)
una cola 0,0118
\Valor critico
para F
(una cola) 0,1598
Prueba F
Hipétesis

Ho: No hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las

curvas de con y sin piel.

Hi: Hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas

de cony sin piel.

No se rechaza Ho si F calculada < F critica

RESULTADO: Como 0.0704 < 0.15984, entonces no se rechaza Ho, y por lo tanto

se considera que las varianzas son iguales.
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

5-FLUOROURACILO

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Hipétesis

Ho: No hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de

calibracion con y sin piel.

Hi: Hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracion

con y sin piel.

No se rechaza Ho si t experimental < t critica

RESULTADO: Como 4.9368 > 2.2621 con (0=0.05) y 4.9368 > 3.2498 con (a=0.01),

entonces se rechaza Ho y se acepta que existe diferencia significativa entre las

SIN PIEL |CON PIEL
Media 0,0555 0,0516
\Varianza 2,0197E-072,8687E-06
Observaciones 5 6
Varianza agrupada 1,6835E-06
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 4,9368
P(T<=t) una cola 0,0004
\Valor critico de t (una cola) 1,8331
P(T<=t) dos colas 0,0008
Valor critico de t (dos colas) a=0.05 2,2622
Valor critico de t (dos colas) o=0.01 3,2498

pendientes de las curvas de calibracion con y sin piel.




IBUPROFENO SIN IBUPROFENO CON

X
10
15
20
30
40
50

PIEL PIEL
Y Y/IX X Y YIX

0,4598 0,0459 1,5 0,0691 0,0461
0,6828 0,0455 3 0,1202 0,0401
0,9266 0,0463 75 0,3263 0,0435
1,3698 0,0457 15 0,6272 0,0418
1,7892 0,0447 45 1,7569 0,0390
2,1996 0,0439 60 2,2913 0,0382

IBUPROFENO

Prueba F para varianzas de dos muestras

SIN PIEL CON PIEL

Media 0,0454 0,0414

\Varianza 7,4064E-07 8,8002E-06

Observaciones 6 6

Grados de

libertad 5 5

F 0,0842

P(F<=f) una

icola 0,0084

\alor critico

para F (una

cola) 0,1980

Prueba F

Hipétesis

Ho: No hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las
curvas de cafeina con y sin piel.

Hi: Hay diferencia significativa entre las varianzas de las pendientes de las curvas

de cafeina con y sin piel.

No se rechaza Ho si F calculada < F critica

RESULTADO:Como 0.08825 < 0.19800, entonces no se rechaza Ho, y por lo tanto

se considera que las varianzas son iguales.
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales.

IBUPROFENO

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
SIN PIEL |CON PIEL

Media 0,0454 0,0414

Varianza 7,4064E-07/8,8002E-06

Observaciones 6 6

\Varianza agrupada 4,7704E-06)

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 10

Estadistico t 3,1092

P(T<=t) una cola 0,0055

\Valor critico de t (una cola) 1,8125

P(T<=t) dos colas 0,0111

\Valor critico de t (dos colas) 0=0.05 | 2,2281

\Valor critico de t (dos colas) a=0.01 3,1693

Hipotesis
Ho: No hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de

calibracién con y sin piel.

Hi: Hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de calibracién

con y sin piel.

No se rechaza Ho si t experimental < t critica

RESULTADO: Como 3.1091 > 2.2281 con («=0.05), entonces se rechaza Ho y se
acepta que hay diferencia significativa entre las pendientes de las curvas de
calibracién con y sin piel.

Pero como 3.1091 < 3.1693 con (a=0.01 ), entonces para este nivel de
significancia se acepta Ho y por lo tanto no hay diferencia significativa entre las

pendientes de las curvas de calibracién.
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ANEXO 2

RESULTADOS DE LAS PERMEACIONES DE LOS 3 PRINCIPIOS ACTIVOS.

* CAFEINA (S/IPROM, CON LS/T 2%, CON LS/T 5%)

= 5-FLUOROURACILO (S/PROM, CON LS/T 2%, CON LS/T 5%)

* |BUPROFENO (S/PROM, CON LS/T 2%, CON LS/T 5%)

EVALUACION ESTADISTICA PARA COMPARAR:

= LAS CANTIDADES DE PRINCIPIO ACTIVO ACUMULADO EN EL
COMPARTIMIENTO RECEPTOR A LAS 8 HRS, DURANTE LAS
PERMEACIONES DE LOS 3 P.A (S/PROM, CON LS/T 2 Y 5%).

= LAS CANTIDADES DE PRINCIPIO ACTIVO RETENIDO EN LA PIEL
DURANTE LAS PERMEACIONES DE LOS 3 P.A (S/PROM, CON

LS/T 2Y 5%) Y EXTRAIDOS A LAS 48 HRS.

*« DETERMINACION DE LAS PRUEBAS DE DUNCAN PARA
CAFEINA E IBUPROFENO.
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PERMEACION DE CAFEINA SIN PROMOTOR

Q (Cantidad acumulada) pg

T'?::;"’ c-1 c-2 c-3 c-4 c5 c6 C-7 | MEDIA |DESVEST
05 23,7876 56,4935 52679 48301 52,9183 58922 28856 21,7250 23,6220
97,0033118,7647 76,4902 49,0784 92,4379 27,5686| 61,1438 74,6409 31,1409

161,3627176,2026|138,0131|115,3987145,6928| 77,2745126,9052(134,4071| 32,3923

234,0065/210,0523182,9248|189,0556/201,9837141,8693|193,4542/193,3352| 28,2367

292,5261|262.9804|1235,3137]265,1307|252,2124208,5098]252,3595(252,7189 26,1462

369,2549316,4706)313,0882|341,6078|296,2581/273,4085/307,9935/316,8688 30,9923

432,9804|373,8824|390,6339[419,9608/345,5784|344,3595/364,8464]381,7488] 34,6833

501,8333/457,1993438,6895/498,6765399,5425/414,5882/420,6667|447,3137| 40,5087

567,3627|487,3595/497,7026/577,0229/455,9902/487,1536|482,0327/507,8035| 45,8872

D[N W=

Membrana |21.4058 [23.1787 [27.1605 [3.5324 [8.1124 [14.9851 [13.9186 [16.0419 [8.4490 |

2 0,9997] 09917] 09954 09995  0,9991 0,9981  0,9989
b 28,3706 57,6786 8,0657] -34.8582] 439471 -51.8745 91303
m (ug/hr) 67,4824 53,9301 61,3425 759666 51,0589 66,3813 59,3433
J(ug/hrem?) 106,0877] 84,7824 96,4353 1194255 80,2686 104,3568 93,2925

FLUJO PROMEDIO J= 97.8069+ 13.4060 (ng/hrcm?)

El intervalo de horas usados para la regresion lineal fue de 1-8
J=m/A

b= ordenada al origen

m= pendiente

A= 0.6361 em’

97



PERMEACION PARA CAFEINA CON LAUREATO DE SACAROSA EN
TRANSCUTOL AL 2%

Q(Cantidad acumulada ) pg

| Tiempo

| S

C-2

C-3

Cc-4

C-5

C-6

MEDIA

DESVEST

0.5 16,6536

2,6471

4,4379

37,5523

3,5621

18,0817

13,8224

13,4722

47,0556

15,1339

8,0817

64,4804

14,4837

53,6569

33,8154

24,0594

78,2712

55,4739

34,6895

98,2876

30,9935

94,2908

65,3344

29,3509

101,8169

62,8431

40,6830

137,5065

65,7222

131,2484

89,9700

39,6409

143,1046

97,8529

66,5098

180,1732

96,6993

184,7647

128,1841

48,6659

175,2124

174,2255

123,9967

228,9216

136,5817

239,4281

179,7277

46,9092

200,8203

224,3693

154,6471

266,6928

172,3922

288,8039

217,9542

52,5615

226,1242

280,6339

192,5261

308,2386

194,9314

318,5163

253,6618

56,5111

(N (W=

268,9477

321,0490

227,8137

353,2451

215,2647

351,0392

289,5589

60,9661

Membrana | 30.1326 [ 24.1207 | 42.6247 | 16.3575 | 45.0284 [ 16.1599 [ 29.0706 | 12.5881

i 0,9964 0,9719 0,9723 0,9988 0,9915 0,9934
b 14,7248] -51,1321 -39.954| 16,6531| -22,6012 7,8899
m(pg/hr) | 31,2099| 455733 32,4606| 41,8145 30,7744| 44,4064
Juglhrem®) | 49.0644| 71,6449 51,0306| 657357| 48,3798| 69,8103

FLUJO PROMEDIO J=59.2776 + 10.9241 (ug/hrcm?)

El intervalo de horas usado para la regresion lineal fue de 1-8

a8




PERMEACION PARA CAFEINA CON LAUREATO DE SACAROSA EN
TRANSCUTOL AL 5%

Q(Cantidad acumulada ) pg

T'{i’:‘s';" c-1 c-2 c-3 c-4 c-5 c-6 MEDIA |DESVEST

0.5 2,7516| 6,9673| 225948| 8,2908| 3,4706| 3,1895| 7,8775| 7,5534

19,3856 | 16,4837 | 31,5980| 12,7255| 9,8954| 11,8366 16,9875| 7,9305

53,1013 | 45,9673 | 61,9641 | 54,4804 | 41,0556| 258529 | 47,0703| 12,6545

89,1993 | 70,6732| 96,8366| 79,3431| 59,8203 | 50,0065| 74,3132| 17,7105

128,6732|103,6307 | 129,0294 | 111,4052| 83,2484 | 71,0686 |104,5093 | 23,6802

168,2222 | 136,8758 | 164,1765 | 144,8464 | 105,2679| 94,3791|135,6279| 30,2891

205,1895 |166,7778 | 187,5098 | 174,8431|131,4118 | 124,5817 [ 165,0523 | 31,5713

245,71567 [ 194,9739 | 211,9281 | 205,5327 | 162,8366 | 149,5556 | 195,0904 | 34,8402

D ND BN =

290,6111|230,3595 | 246,2843 | 238,1471 | 197,8954 | 180,7549 | 230,6754 | 38,6224

[Membrana | 6.3963 | 12.1267 | 8.7215 | 9.7663 | 13.1228 | 16.2736 | 11.0679 | 3.5062

r 09989 09989 09969 09986  0,9925|  0,9922
b -24,0504| -16,6245| 4,0342| -14.4678| -16,8764 -21,2086
'm (ug/hr) 38,6806| 30,5205| 30,4737| 315852| 257345 24,3807

(ug/hrcm?) 60,8089| 47.9807| 47,9071| 49,6544 40,4567 | 38,3284

FLUJO PROMEDIO J=47.5227 + 7.9485 (ug/hrcm?)

E! intervalo de horas usado para la regresion lineal fue de 1-8
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RESULTADOS DE LAS PERMEACIONES DE 5-FLUOROURACILO SIN
PROMOTOR.

Q (Cantidad acumulada ) pg

T;ﬁ'r';p" c-1 c-2 c-3 C-4 C-5 c-6 c-7 | MEDIA |DESVEST
05 | 12.4442] 7.0223 38.3884] 47.3063 153651 11,6045 133874 20,7883 15.4953
30,1187 26,7748 81.3286] 96.0822| 36.7728 245751 254178 458671 29.8491
457911 57.2129118,5852 145.1379] 58.4574 614057 43.3600] 75.7072 39.6749
62.6136] 93.1430|168.5325 169.5304] 858712 104.4889 86,2819 110,0659 42.1795
105,3986| 147.6237] 203,7688] 200,7079] 120,3864| 148,6856| 131.0203) 151.0845, 38,0526
127.1531] 194,4037| 241,6460] 229,3083 157,6582| 176,6714| 153.9584] 182.9713] 41,5499
166,6308| 232.9473] 282,076 261,2343 203.6653| 202,6065| 1984868, 221.0924] 39,9863
203.6045| 276.5811] 3151704 201.4442] 245 6105| 225,7059 218.1724] 253 7556 415284
246.1278] 321.1552| 358,769 322.4969| 287 8235| 245.6075| 240.7333| 288,9602| 46,6848

@~ || & W (]|

[Membrana [ 18.6906 | 15.0064 | 14.6409 | 12.5879 [ 13.2012 [ 16.2893 | 15.7034 | 15.1599 | 2.0323 |

r 0,9824 09969 09945 09793 09896 0,9845 0,9905
b -12,4021] -21,4084) 34,8724 585355 -11,0102] 1,2575 -7,1793
m (pg/hr) 30,4521 42,4531| 40,9430] 33,8748 35,9097 32,6036 32,2036
\J(pg/hrem?) | 47,8731 66,7397| 64,3657 53,2538 56,4528 51,2555 50,6267,

FLUJO PROMEDIO J =55.7953+ 7.1904 (ug/hrcm?)

El intervalo de horas usado para la regresion lineal fue de 0.5-8
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PERMEACION DE 5-FLUOROURACILO CON LAUREATO DE SACAROSA AL
2%.

Q (Cantidad acumulada ) pg

Tzﬁ’r‘;"" c-1 C2 c-3 C-4 c-5 c6 MEDIA |[DESVEST
30,1034 37,6300 23,5314 250655 33.9341 14,7870 27.6602 8.1309
69,3408 72,0456 52,2596 78,4108 74,5071 26,7444 62,2181 19,5862
111,1247| 126,8945] 83,5254 130,7099 122.5101] 49,8742 104,1065 31,5585
1572596 181,2870| 125.4708 176,8569] 169,4422] 74,0081 147,3874] 41,1494
199,8986 205,9533 167,9118 210,9979 212,696 117,2008| 185,7764 37,3874
2452789 244.9442] 212,7657| 246,721 2549209 166,0375 228,4447 33,8559
292,9290 288.9158) 259.9290 282,9797| 290,5619 2162495 271,9275 29,8096
337.2809 352,5091| 301,1592 322,0408| 327,2434] 252,8458| 315,5132 35,0884
382,5335 421,1288 344,4919 361,5822 362,3641] 303,1460| 362,5411 39,2089

oouo:m-hwm--{_on

[Membrana | 21.7370 | 31.9359 | 14.9206 | 17.1616 | 24.7270 | 20.0347 | 21.7578 | 6.0494 |

I 09987 09891 09988 09851 09921 0,9840)
b 16,8417 216625  1,7894 338840 31,6679 -22,7585
m (pg/hr) 458678 47,5714 42,6011 419537 428265 39,0608
J(ug/hrem?) 721078 74,7860 66,9723 659545 67,3267] 61,4067

FLUJO PROMEDIO J =68.0924 + 4.7337 (ug/hrcm?)

El intervalo de horas usado para la regresién lineal fue de 0.5-8
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PERMEACION DE 5-FLUOROURACILO CON LAUREATO DE SACAROSAL
5%. f

Q (Cantidad acumulada ) pg

T;:l:;po c1 Cc-2 c-3 c-4 C-5 C-6 | MEDIA |DESVEST

05 33,1917] 28,1014 33,4807 57,8093 9,0091| 13,1562| 29,1247| 17,4299

67,5943 62,3489 68,0477 86,2211 30,0822 55,3357| 61,6049 18,5304

106,5913 100,6765 107,0112] 119,5862] 556613 102,8458 98,7287| 22,0953

147,0578 140,1329 1452748 141,4077| 83,3124 151,4300 134,7693| 25,5327

188,5375 175,4544] 185,1298 167,0446| 1092323 199,7373 170,8559 32,1983

231,1491| 229,8864] 218,3763 193,9807| 138,5538 251,8387| 210,6308 40,0554

272,1024] 2926126 2495842 228,4746] 170,9026{ 306,3651| 253,3403 49,2632

302,9483 336,1460) 277,2901| 268,1531| 201,7728 361,7129 291,3372] 56,3063

DN | B W|N |-

325,7738] 360,4686| 291,3499 292,8559 220,6095 401,7231| 3154635 62,7094

[Membrana | 18.3251 [ 12.4530 | 10.2161 | 8.07718 | 28.7742 | 26.4906 | 17.3894 [ 8.6702 |

r 0,9932 0,9939 0,9837 0,9944 0,9981 0,9985
b 26,3241 8,3456/ 346393 50,2938 -1,8231] -3,2007
m (pg/hr) 39,3981 45,2251 34,6244 30,2161 28,3711 51,3137
| J(ng/hrem?) 61,9369 71,0975 54,4323 47,5022 44,6016 80,6693

FLUJO PROMEDIO J =60.0399 +13.9887 (ug/hrcm?)

El intervalo de horas usado para la regresion lineal fue de 0.5-8
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PERMEACION IBUPROFENO SIN PROMOTOR

Q (Cantidad acumulada) pg

T";’,"‘:)“ c-1 c-2 c-3 c-4 c-5 C-6 | MEDIA | DESVEST
05 | 32171 0 0 0 0 0 05362 | 1,3134
1 7,3539 | 9,9039 0 4,5711 0 0 36382 | 4,3277
2 |165316 | 13,9974 | 64382 | 12,2329 | 4,5750 | 159237 | 11,6164 | 5,0031
3 | 357592 | 25,3618 | 18,0118 | 31,5474 | 12,4184 | 43,3776 | 27.7461 | 11,4750
4 | 855987 | 42,6316 | 35,7829 | 59,3447 | 23,6684 | 77,2974 | 54,0539 | 24,2936
5 127,9342(56,71578| 53,7513 | 87,5645 | 38,0605 |112,3263| 79,3921 | 35,7428
6 190,2947 | 80,2776 | 73,8316 | 121,3697 | 55,7605 | 156,7461113,0467 | 52,6109
7 |223,4882106,9224| 97,1724 | 150,8921 | 59,4395 [193,5316 | 138,5743| 62,2265
8 |271,9618]124,0658]123,1066 170,4789 | 78,5724 [219,8368164,6704 | 71,2428

| Membrana | 13.5842 [ 14.0142 | 18.9470 | 12.4784 | 26.1890 | 29.7449 | 19.1596 | 7.2623 |

I 09723 09674] 09739] 09835] 0,9769] 0.9896
b 61.9015| -19.7970| -29.3906| -35.5537| -17.8353| -47.7289
m (ug/hr) 40.3926| 17.1737| 17.8671| 256231 11,5327| 33,3575
J (ug/hrem?) 63.5004| 26,9984| 28,0887| 40,2815| 18,1303| 52,4407

FLUJO PROMEDIO J=38.2400+ 17.1914 (ug/hrcm?)

El intervalo de horas usadas para la regresién fue de 1-8
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PERMEACION DE IBUPROFENO CON LAUREATO DE SACAROSA AL 2%

Q (Cantidad acumulada) pg

TI?I‘?:;)O C-1 c:2 ca c-4 c-5 C6 | MEDIA |DESVEST
05 |12,8013 | 6,0197 | 38,8342 | 24,9039 | 14,4276 | 9.8368 | 17,8039 | 12,0950
1 41,3487 | 16,3105 | 72,6987 | 60,0908 | 35,4276 | 33,4342 | 43,2184 | 20,1877
2 85,6776 | 62,1711 | 126,3039 | 109,2829 | 74,2105 | 83,3211 | 90,1612 | 23,5657
3 [141,3632|111,5921 | 187,4408 [ 171,1500 | 113,8855 | 126,1105 | 141,9237 | 31,2489
4  1186,9711 139,6539 | 247,0579 | 230,0132 | 145,1329 | 162,1224 | 185,1586 | 44,8333
5  |248,1711197,3605 | 310,7408 | 288,5803 | 149,5539 | 210,6711 | 234,1796 | 60,1442
6  |313,0066 | 246,0158 | 371,7276 | 345,3237 | 200,7158 | 256,0816 | 288,8118 | 65,2958
7 |379,6421|305,7434 | 436,2039 | 403,8434 | 221,4118 | 295,4289 | 340,3789 | 80,1562
8 |446,9882 | 360,8487 | 496,7013 | 459,1658 | 269,8145 | 336,5092 | 395,0046 | 86,5125

Membrana | 6.8879 | 3.5125 | 57459 | 1.9225 | 9.4175 | 1.5395 | 4.8376 | 3.0703 |

e 0,9947 09944  0.9996 0,9997 0,9839]  0,9991

b -31,3234| -39,1776| 6.0703| -1,2517 9,7534| -5.9969

m (ug/hr) 58,1599| 48,6977| 61,1198 57,7073 31.4479| 43,1015

J ((ug/hrem?) 914319| 76,5567| 96,0852 90,7205/ 49,4387| 67,7590

FLUJO PROMEDIO J=78.6653 + 17.8289 (mg/hrcm?)

El intervalo de horas usadas para la regresion fue de 1-8
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PERMEACION DE IBUPROFENO CON LAUREATO DE SACAROSA AL 5%

Q (Cantidad acumulada) pg

T"{E::fo c-1 c-2 c-3 c-4 C5 C-6 | MEDIA | DESVEST
05 | 25776 | 7.7684 0 0 56566 | 11.0921 | 45158 | 44648
1 6.1145 | 132276 | 0 75276 | 9.0276 | 140526 | 8.3250 | 51413
2 | 25.1447 | 21.4539 | 5.7987 | 13.8592 | 15,3592 | 25.6855 | 17,8836 | 7.6806
3 | 586342 | 518684 | 22.5632 | 54.3553 | 55.8553 | 57.1105 | 50.0645 | 13,6719
4 | 94,0855 | 73.7211 | 50,2105 | 84,3592 | 85.2434 | 782921 | 77.6519 | 151101
5 [127.2355] 90.9711 | 71.3684 | 109.9342 | 11,2132 | 109.1132 | 103,3059 | 19.4163
6 | 163.5355 | 1205724 | 102,3553 | 142,5513 | 140,2974 | 141.7579 | 135.1783 | 21,0650
7 2054329 | 145.8395 | 134.6487 | 173.6921 | 176.1355 | 178.8118 | 169.0934 | 253493
8 |2505000 | 177.8684 | 169.2000 | 208.3579 | 218.4908 | 210.9789 | 205.8993 | 29 3673

Membrana [ 31187 [ 0 | 0o [ 04444 | 0 [ 01048 [ 0.06113 | 1.2404

P 0.0919] 09894 09719] 09915] 09875 0.9879

b 42.2357| 20.0834| -424025| -343386] -351233| -28.1432

m (ng/hr) 352380 23.7830| 24.8712| 29.7040| 30.3502| 28,9152

[ J(pg/hrem?) 553968| 37.3888| 39,0996 46,6971| 47.7129| 454570

FLUJO PROMEDIO J=45.2921 + 6.4928 (ug/hrcm?)

El intervalo de horas usadas para la regresion fue de 1-8
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COMPARACION ESTADISTICA DE LA CANTIDAD DE P.A ACUMULADO EN
EL COMPARTIMENTO RECEPTOR A LAS 8 HORAS DE PERMEACION DE

LOS ACTIVOS SIN PROMOTOR, CON PROMOTOR AL 2 Y 5%.

CAFEINA (ng)

SIN PROMOTOR C/PROM 2% C/IPROM 5% SUMA
567,3627 268,9477 290,6111 1126,9216
487,3595 321,0490 230,3595 1038,7679
497,7026 2278137 246,2843 971,8006
577,0229 353,2451 238,1471 1168,4150
455,9902 215,2647 197,8954 869,1503
487,1536 351,0392 180,7549 1018,9477
482,0327 482,0327
SUMA 3554.6242 1737,3595 1384,0523 6676,0359
Ri'2 12635363 3018417,95 1915600,73 44569456
ANOVA

FV SC GL CM Fcal. F de tablas |
COLUMNAS | 281626,048 2 140813,024 58,2526 3,63 |
ERROR 38676,5235 16 2417,28272
TOTAL 320302,571 18
Ho: No hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo

acumulado en el compartimento receptor a las 8 horas, durante las permeaciones

sin promotor, con promotor al 2 y 5%.

Hi: Hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumulado

en el compartimento receptor a las 8 horas, durante las permeaciones sin

promotor, con promotor al 2 y 5%.

No e rechaza Ho si Fcal < F de tablas.

RESULTADO: Dado que 58.2526 >3.63, se rechaza Ho y se acepta que existe

diferencia significativa entre las cantidades acumuladas.
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PRUEBA DE DUNCAN

CAFEINA

PARAMETRO | SIN PROMOTOR | CON PROMOTOR | CON PROMOTOR
2% | 5%
MEDIA 507,8035 289,5599 230,6754
DESVEST 45,8872 60,9661 38,6224
Sp 49,1659
df 16
Para muestras de I 2 a 3
Rango de significancia 3.0 3.15
Rango minimo significativo 147.4976 154.8725
LSIT 5% LSIT 2% S/PROM
230.6754 289.5599 507.8035

S/IPROM - LS/T 5% 277,1281 > 154,8725  diferencia significativa
S/IPROM -LS/T 2% 2182436 > 1474976  diferencia significativa
LS/T 2% - LS/T 5% 58,8845 < 1474976  diferencia no significativa
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5-FLUOROURACILO (ug).

SIN PROMOTOR C/PROM 2% C/PROM 5% SUMA
246,1278 382,5335 325,7738 954,4351
321,1552 421,1288 360,4686 1102,7525
358,7769 3444919 291,3498 994,6187
322,4969 361,5822 292,8559 976,9351
287,8235 362,3641 220,6095 870,7972
245,6075 303,1460 401,7231 950,4767
240,7333 240,7333
SUMA 2022,7211 2175,2465 1892,7809 6090,7485
R'2 4091400,63 4731697,12 3582619,66 37097217
ANOVA

FV SC GL CM Fcal. F de tablas
COLUMNAS 17720,1607 2 8860,0803 3,5067 3,63
ERROR 40425,8324 16 2526,6145
TOTAL 58145,9931 18

Ho: No hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo

acumulado en el compartimento receptor a las 8 horas, durante las permeaciones

sin promotor, con promotor al 2y 5%.

Hi: Hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumulado

en el compartimento receptor a las 8 horas, durante las permeaciones sin

promotor, con promotor al 2 y 5%.

No se rechaza Ho si Fcal < F de tablas.

RESULTADO: Dado que 3.5067< 3.63,

existe diferencia significativa entre las cantidades acumuladas.

no se rechaza Ho y se acepta que no
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IBUPROFENO (ng).

SIN PROMOTOR C/PROM 2% C/PROM 5% SUMA
271.6066 446 6329 250.1447 968.3842
123,7500 360,4934 1775132 661,7566
122.8303 496,3461 168,9237 788.1000
170,1632 458,8105 208,0421 837,0158
78,2961 269,4592 218.1355 557,2579
219,5605 336,1539 210,6237 766,3382
SUMA 986.2066 2367,8961 1224,7500 4578,8526
Ri'2 972603.416 5606931,72 1500012,56 20965891 4
ANOVA

Fv SC GL CM Fcal. F de tablas |
COLUMNAS | 181819,537 2 90909,7684 20,3720 3,68
ERROR 66937,2072 15 4462 4805
TOTAL 248756,744 17

Ho: No hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo

acumulado en el compartimento receptor a las 8 horas, durante las permeaciones

sin promotor, con promotor al 2 y 5%.

Hi: Hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo acumulado

en el compartimento receptor a las 8 horas, durante las permeaciones sin

promotor, con promotor al 2 y 5%.

No se rechaza Ho si Fcal < F de tablas.

RESULTADO: Dado que 20,372026 >3.68, se rechaza Ho y se acepta que existe

diferencia significativa entre las cantidades acumuladas.
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PRUEBA DE DUNCAN

IBUPROFENO

| PARAMETRO | SIN PROMOTOR |CON PROMOTOR |CON PROMOTOR |
' 2% = 5% ’
MEDIA 164.3678 | 3946493 | 2055638
DESVEST 71.2229 . 86.5125 | 29,3482
Sp 66,8791
df 15
Para muestras de 2 3
Rango de significancia 3.01 3.16
Rango minimo significativo 201.3060 211.3379
SIPROM LSIT 5% LSIT 2%
164.3678 205.5838 394.6493

LS/T 2% — S/IPROM 230,2816 = 211,0937 diferencia significativa
LS/T 2% - LS/T 5% 189,0855 = 201,0734  diferencia no significativa

LS/T 5% — S/IPROM 41,1961 = 201,0734  diferencia no significativa
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CANTIDAD DE PRINCIPIO ACTIVO RETENIDO EN LA MEMBRANA DURANTE
LAS PERMEACIONES DE LOS 3 PRINCIPIOS ACTIVOS , SIN PROMOTOR,
CON PROMOTOR AL 2 Y 5%, Y EXTRAIDOS A LAS 48 HORAS.

CAFEINA (ug)

SIN PROMOTOR C/PROM 2% C/PROM 5% SUMA
21,4058 30,1326 6,3963 57,9347
23,1787 24,1207 12,1267 59,4261
27,1605 42,6247 8,7215 78,5067

3,5324 16,3575 9,7663 29,6562
8,1124 45,0284 13,1228 66,2636
14,9851 16,1599 16,2736 47,4186
13,9186 13,9186
SUMA  112,2936 174,4239 66,40711 353,1246
R*2 12609,8532 30423,6943 4409,9042 124696,987
ANOVA
FV SC GL €M |Fcal  |Fdetablas
COLUMNAS | 1044.0081 2 522.0040 6,5144 3,63
ERROR 1282.0899 16 80.1306
TOTAL 2326.0979 18

Ho: No hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo
retenidas en la membrana durante las permeaciones sin promotor, con promotor

al2y5%.

Hi: Hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en

la membrana durante las permeaciones sin promotor, con promotor al 2 y 5%.

No se rechaza Ho si Fcal < F de tablas.

RESULTADO: Como 6.5144 > 3.63, se rechaza Ho y se acepta que existe

diferencia significativa entre las cantidades de activo retenidas.



PRUEBA DE DUNCAN

CAFEINA

| PARAMETRO | SIN PROMOTOR | CON PROMOTOR | CON PROMOTOR
2% 5%
MEDIA [ 16,0376 29,0723 11,0678
DESVEST | 8,4448 12,5861 3,5062
Sp 8.9492
df 16
Para muestras de 2 3
Rango de significancia 3.0 3.15
Rango minimo significativo 26.8476 28.1899
LS/ 5% ; S/IPROM LSIT 2%
11.0678 i 16.0376 29.0723
LS/M2% — LS/T 5% 18,0045 < 28,1899 diferencia no significativa
LS/T 2% — S/IPROM 13,0346 < 26,8476 diferencia no significativa

S/PROM - LSIT 5% 4,9698 < 26,8476 diferencia no significativa



5-FLUOROURACILO (ug).

SIN PROMOTOR C/IPROM 2% C/PROM 5% SUMA
18,6906 21,7370 18,3251 58,7527
15,0064 31,9359 12,4530 59,3954
14,6409 14,9206 10,2161 39,7776
12,5879 17,1919 8,0772 37,8570
13,2012 24,7270 28,7742 66,7024
16,2893 20,0347 26,4906 62,8146
15,7030 15,7030
SUMA 106,1194 130,5472 104,3362 341,0028
RA2 11261,3296 17042,5679 10886,043 116282,91
ANOVA

FV GL CM Fcal. F de tablas
COLUMNAS| 1433767 2 71,6883 1,9653 3,63
ERROR 583,6179 16 36,4761
' TOTAL 726,9947 18

Ho: No hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo

retenidas en la membrana durante las permeaciones sin promotor, con promotor

al 2y 5%.

Hi: Hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en

la membrana durante las permeaciones sin promotor, con promotor al 2 y 5%.

No se rechaza Ho si Fcal < F de tablas.

RESULTADO: Como 1.9653 < 3.63, no se rechaza Ho y se acepta que no existe

diferencia significativa entre las cantidades de activo retenidas.




IBUPROFENO (ug).

SIN PROMOTOR C/PROM 2% C/PROM 5% SUMA
13,5842 6,8879 3,187 23,5907
14,0142 3,56126 0 17,5268
18,9470 5,7459 0 24,6929
12,4784 1,9225 0,4445 14,8454
26,1890 9,4175 0 35,6065
29,7449 1,5395 0,1048 31,3892

SUMA 114.9578 29.0258 3.6679 147.6517
Ri'2 13215.2826 842.4991 13.4541 21800.9917
ANOVA

FV SC GL CM Fexp F de tablas
COLUMNAS | 1134,0409 2 567,0205 26,7013 3,68
ERROR 318,5348 15 21,2357
TOTAL 1452,5757 17

Ho: No hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo
retenidas en la membrana durante las permeaciones sin promotor, con promotor
al 2y 5%.

Hi: Hay diferencia significativa entre las cantidades de principio activo retenidas en

la membrana durante las permeaciones sin promotor, con promotor al 2 y 5%.

No se rechaza Ho si Fcal < F de tablas.

RESULTADO: Como 26.7013 >3.68, se rechaza Ho y se acepta que existe

diferencia significativa entre las cantidades de activo retenidas

1



PRUEBA DE DUNCAN

IBUPROFENO
PARAMETRO SIN PROMOTOR CON PROMOTOR | CON PROMOTOR
2% 5%
MEDIA 19,1596 4,8376 0,6113
DESVEST 7,2623 3,0703 1,2404
Sp 4.6082
df 15
Para muestras de 2 3
Rango de significancia 3.01 3.16
Rango minimo significativo 13.8707 14.5619
LSIT 5% LSIT 2% S/IPROM
0.6113 4.8376 19.1596
S/PROM — LS/T 5% 18,5483 = 14,5619 diferencia significativa
S/PROM - LS/T 2% 14,3219 > 13,8707 diferencia significativa

LS/T 2% — LSIT 5% 4,2263 < 13,8707 diferencia no significativa
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