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1 Justificacion

Los métodos de control de calidad actuales para las formas
farmacéuticas semisdlidas estdn basadas en especificaciones
organolépticas, especificaciones fisicoquimicas y de contenido,
sin embargo, no se han desarrollado especificaciones sobre la
cinética de liberacion que deben presentar ( como en el caso
de formas farmacéuticas solidas), lo anterior se ha debido
probablemente a que este tipo de medicamentos presentan
acciones de fipo local y solo en algunos casos muy especificos
de tipo sistémico.

En los Ultimos anos se ha encontrado que la liberacion de
farmacos de formas farmacéuticas semisdlidas se ha
incrementado, como también es una condicion primordial para
el efecto terapéutico, ademds de presentar diferencias
importantes de lote a lote y diferencias de biodisponibilidad mas
marcadas entre diferentes bases. Por lo anterior se empieza a
vislumbrar la necesidad de establecer técnicas que ofrezcan la
posibilidad de determinar la difusion del fdrmaco a partir de su
base, y asi ofrecer una repetibilidad adecuada para un tipo de
base especifico del proceso de manufactura a las variaciones
de los pardmetros fisicoquimicos del medicamento (como la
viscosidad);este tipo de determinaciones se deberd basar en dos
pardmetros importantes, el primero la difusion del farmaco para
ser liberado de la base donde se encuentren distribuidos, y la
permision que presente con las membranas, con las que se
encuenfre en contacto en el sitio de aplicacion. Existen
diferentes técnicas por las cuales se pueden estimar los
pardmetros antes mencionados, sin embargo, no existe un
acuerdo general sobre el tipo de técnica a emplear, dado que
los resultados obtenidos con diferentes técnicas pueden llegar a
conclusiones diferentes.
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2 Resumen

El acetdnido de fluocinolona es un adreno corticosteroide
no esteroidal empleado en enfermedades cutdneas. Las
presentaciones farmaceéuticas para fratamientos de la piel que
contienen acetéonido de fluocinolona, estdn indicadas para
aliviar la inflamacién y el prurito asociado a enfermedades que
responden a los corticosteroide.

La penetracion percutdnea a través del estrato cérneo se
hace en forma pasiva y la capacidad de penetracion del
corticosteroide estard determinada por el grosor de la capa
corneaq.

En el presente trabajo se empleo la celda de difusion de
Franz para determinar el porcentaje de difusion de fluocinolona
en tres diferentes membranas a) piel de humano zona de mama
(la piel de mama fue donada por el drea de Oncologia del
Hospital General del D.F., post operatorias y se utilizaba tan solo
un corte por muestra de piel), b) piel de cerdo y c) membrana
artificial, se tomaron muestras a diferentes tfiempos y se
analizaron utilizando una técnica de cromatografia liquida de
alta resolucion, utilizando detector de ultravioleta-visible. El
método analitico empleado se validd demostrando ser lineal en
un intervalo de concentracion de 0.048 - 2.0 ug/ mL, repetible
intfradia, reproducible entre diferentes analistas, concentracion
minima cuantificable de 0.048 ug/mL y concentracion minima de
tectable fue de 0.012 pg/mlL.

Los resultados obtenidos muestran diferencias en la difusion
entre las diferentes membranas encontrando ser de 98.61 % para
la piel de cerdo, 94.48 % para la membrana artificial y de 69.57 %
para la piel del humano.
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3 Generalidades
3.1 Estructura de la piel

La fisiologia de la piel como del estrato corneo se muestra
en la Fig. No. 1 y 2 respectivamente. El papel primario de la piel
es actuar como una barrera y esto se cumple bien por su
estructura. Es un epitelio de capas multiples de células
escamosas. La capa mas externa, el estrato cérneo, es crucial
para la impermeabilidad relativa de la piel a los agentes
quimicos vy fisicos. Esta capa se compone de células enucleadas
que provienen de los queratinocitos en la capa epidermal basal.
Cada coérneocito esta lleno de flamentos de a-queratina (una
proteina estructural) sumergidos en una matriz amorfa rica en
puentes disulfuro. Cada célula esta rodeada por una cubierta
espesa de involucrina, una proteina filamentosa, y los espacios
intercelulares confienen lipidos laminares fuertemente hidréfobos.
Esta estructura de “ladrillos” hidréfilos en una "mezcla” lipidica
hidrofoba, es una barrera eficaz para sustancias hidréfilas e
hidrofobas. La composicion de la piel de humano se muestra en
la tabla No. 1. La piel de cerdo tabla No. 2 se ha empleado
como modelo fisiologico por su parecido con la piel de humano.

Muchos estudios se han readlizado empleando modelos
animales, debido a los problemas relacionados con la piel
humana, la variabilidad de la respuesta de acuerdo al sitio y al
sujeto y a la dificultad para obtener la piel humana. Los
principales modelos animales son: ratones lampinos, cobayos,
ratas y conejos. Ademds de los modelos animales se han hecho
estudios utilizando la muda de la piel de serpiente. Esta presenta
similifudes con la estructura interna de la piel humana, la
composicion lipidica y la permeabilidad del agua. 27

La piel funciona como un reservorio para los fdrmacos y
como un lugar para su metabolismo también en si mismo, un
organo  inmunolégicamente activo  y la  manipulacion
farmacoldgica de la piel puede tener efectos profundos sobre
procesos sistemdticos, y por supuesto, de este modo puede
hacerse un control directo y confinuo de los efectos de los
fadrmacos, aun que no siempre en forma cuantitativa.
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La principal funcion de la piel es proteger el cuerpo de
agentes externos y la deshidratacion, esta es mds o menos
permeable a sustancias quimicas y los farmacos deben ser
absorbidos por esta via en condiciones definidas.

3.2 Las preparaciones topicas

En este caso se desea una accion local sobre el estrato
cdrneo, sin penetracion y absorcion del fdrmaco. Este fipo de
aplicacion se desarrolla en cosmetologia y en tferapéutica
especialmente en el caso de antibidticos y preparacion
antifungicos.

Preparaciones endodérmicas: la difusién de la sustancia es mds
importante, pero el fdrmaco no alcanza la circulacion sistémica.
El fdrmaco difundird desde el estrato corneo hacia la dermis. La
principal aplicaciéon de este fipo de preparados con las
formulaciones de  antinflamatorios, especialmente  de
corticosteroides. 2

Preparaciones transdérmicas: En este caso la piel es una
ruta de administracion y el fdrmaco difundird desde el estrato
corneo hasta la hipodermis y alcanzard la circulacion sistémica.
Los parches transdérmicos pueden ser definidos, con el objeto de
administrar un fdrmaco y alcanzar un efecto sistémico. Un
parche transdérmico es un sistema multicapas con las siguientes
vias dérmicas.

Sistema de reservorio: el fdrmaco se mantiene dentro de un
reservorio con una membrana de permeabilidad selectiva. La
membrana confrolard la liberacion del farmaco y la difusidon a
través de la piel. El estrato cérneo no es el factor limitante de la
penetracion, la membrana creara un sistema de liberacion
controlado con una liberacidon que sigue una cinética de orden
cero.

Sistemas matriciales: estos sistemas monoliticos estdn

constituidos por un disco polimérico de grosor y drea definidas,
en el cual el fdrmaco estd uniformemente dispersado. 2
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Figura No. 1 Fisiologia de la piel humana.

- Capa protectora externa
_Reservorio del farmaco (suspension, gel, film)

>Membrana para controlar la liberacion en el caso de sistemas de
reservorio.

<Capa adhesiva

X Capa protectora interna (para ser removida)

La determinacion de la biodisponibilidad de las formulas
topicas es un proceso complejo, debido a que multiples factores
estdn involucrados. En primer lugar, el principio activo debe ser
liberado desde la preparacion y este proceso puede involucrar
varias etapas, luego el fdrmaco debe alcanzar el tejido adiposo
blanco ya sea en algun lugar de la piel o lejos del sitio de
administracion sobre la superficie de la piel.'?Y 7
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FIGURA No. 2 Estrato Coérneo
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Figura No. 1 Fisiologia de la piel humana.
Derivado de que en nuestro estudio se decidid estudiar con piel
de cerdo ya es el modelo que al parecer presenta mayor
similitud en la composicion de lipido epidermal en relacion a la
piel humana, a continuacion se detalla la composicion de
ambos modelos:

Tabla No. 1 Composicion del modelo lipido epidermal Abdomen de Humano.

Componentes Mezcla en porcentaje %
Acidos grasos libres 19
Acido oleico 33.1
Acido linoleico 12.5
Acido Palmitoleico 3.6
Acido estedrico 9.9
Acido Muristico 3.8
Fosfatidiletanolamina 5
Colesterol 14
Sulfato de colesterol 2
Trioleina 25
Ester palmifil dcido oleico 6
Escualeno /
Ceramidas (tipo ll) 7
Pristona 4
Acido palmico 36.8

Tabla No. 2 Composicion del modelo lipido epidermal de Cerdo

Tipos de lipidos Enfermedad de | Células Estrato
Malpigi granulares corneo
Acidos grasos libres 6.7% 16.5% 26.0%
Triglicérido 7.5% 2.4% 2.6%
Fosfolipidos 65.6% 25.6% 0.0%
Colesterol 8.7% 21.3% 19.6%
Ester colesterol 0.9% 0.7% 0.7%
Ceramides 0.9% 15.6% 49.2%
Ceramide Glucocilo 7.3% 9.0% 0.0%
Hidrocarburo 2.4% 8.9% 0.0%
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Existen amplias pruebas de que el estrato cérneo es la
barrera primaria para la absorcion de los fdrmacos a través de la
piel. Los porcentajes de penetracion de sustancias quimicas a
través de la piel viva y muerta son casi iguales, lo mismo que
aquellos a fravés del estrato corneo y piel entera aislados. Si se
despoja a la piel de su estrato coérneo, se incrementa en forma
pronunciada la penetfracidn de agentes que de otro modo
estarian excluidos. * ¢

La calidad de la piel estd determinada por el grosor, el
grado de hidratacion, los cambios circulatorios; el metabolismo,
etc.t””® La impermeabilidad cutdnea general implica desventajas
y ventajas para la administracion de farmacos con el objeto de
alcanzar efectos sistémicos. La absorcion de fdrmacos aplicados
en forma topica en la piel es lenta e incompleta, se alcanzan
porcentajes mdaximos después de 12 a 24 horas, por ello es que
no pueden darse grandes cantidades de farmaco con rapidez.

El paso de una molécula a través de las diversas capas de
la piel presenta una gran oportunidad para la liberacién de
farmacos en sitios especificos. La piel es uno de los érganos mas
extensos (aproximadamente 18,000 m?) y mdads irregular del
cuerpo humano, funcionando como una barrera protectora,
sensitiva y regulatoria de funciones. Cudndo la piel se encuentra
infacta pueden penetrar un sin numero de plaguicidas por
ejemplo, los organofosforados, los disolventes orgdnicos como el
benceno y el tolueno, también resulta ser vulnerable a los
agentes irritantes, desecantes y queratoliticos. Cuando en una
aplicacion local, se presenta un exceso de absorcion
percutdnea de quimicos o fadrmacos pueden provocar irritacion,
sensibilizacion o efectos colaterales sistémicos.?

3.3 Principios de la absorcion percutanea

Algunos compuestos se absorben bien por via cutdnea a
pesar de su baja permeabilidad. Cuando un corticoide topico es
empleado debe, por lo tanto fundamentarse en las
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caracteristicas intrinsecas del corticosteroide, el vehiculo que
permite la liberacidon rdpida del corticosteroide en el estrato
corneo, en el cual el corticoide estd incorporado y la calidad de
la piel. El porcentaje de difusion de un fdrmaco a través de la
membrana epidérmica, estd determinada por la estructura
quimica, la constante de disociacion, el drea superficial de
aplicacién, la constante de difusion del fdrmaco en el estrato
corneo y el coeficiente de distribucion del farmaco entre el
estrato cérneo y el vehiculo. 1o 1474

Figura No. 3 Sistema de absorcion percutanea con 6 celdas de Franz

La difusion simple. Es el paso de pequenas moléculas la
cual va de una zona de mayor a menor concentfracion, puede
realizarse a través de la bicapa lipidicas o a fravés de canales
proteicos, difusion simple a través de la bicapa (Ver Fig. No. 2),
asi entran moléculas lipidicas como las hormonas esteroideas,
anestésicos como el éter y farmacos lipidicos.

La constante de difusion es una medida de la movilidad del
farmaco a través de la matriz de la barrera; el aumento del
tamano molecular o la alteracion del agente para mejorar su
interaccion con la barrera disminuyen la constante de difusion.
El aumento de la liposolubilidad del fdrmaco suele aumentar su
coeficiente de distribucidon entre la barrera y el vehiculo, y en
consecuencia su permeabilidad. ¢y
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La piel, puede funcionar como un reservorio de agentes
farmacoldgicos, en especial de farmacos lipofilicos. Por ejemplo,
la aplicacion de un cortficosteroide topico bajo oclusion durante
24 horas establece un reservorio que puede persistir durante 2
semanas. Por ofro lado los medicamentos en forma
farmacéutica semisdlidas, cremas que contienen hormonas,
vitaminas, o antitranspirantes, donde la absorcién se produce en
la piel, es necesario por su actividad, confirmar los beneficios de
los efectos de manera local.” 272

Por la complejidad de la piel y los multiples vehiculos que
son empleados en las formas farmacéuticas semisdlidas muchos
dermatdlogos no reconocen que los excipientes y la manera de
incorporarlos en la formulacion para uso tépico ejercen una
profunda influencia sobre la actividad terapéutica de
corticosteroides. En nuestro caso el “potente corticosteroide tal
como acetonido de fluocinolona es inactivo cuando éste es
preparado en una base de polietilenglicol”, de igual manera se
debe considerar el vehiculo a emplear para un corticosteroide
ya que fiene como propodsito contener la sustancia activa y
liberarla rdpidamente al ponerse en contacto con la capa
cérnea. En algunos casos (por ejemplo propilénglicol), 2 el
vehiculo por si mismo puede facilitar la penetracion percutdnea
del corticosteroide, ademds de liberarlo rdpidamente. También
ofros factores deben ser considerados en la absorcion
percutdnea como las propiedades fisicoquimicas y los aspectos
de la estructura molecular del fdrmaco. '
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Figura No. 4 Proceso de absorcion de un farmaco por via dérmica

3.4 Factores que intervienen en el mecanismo de absorcion en piel

Teniendo en consideracion las inferacciones entre el fdrmaco, la
piel y los excipientes, los mecanismos de absorcién percutdnea
pueden ser explicados simplemente utilizando el mecanismo de
difusion pasiva.
Las etapas limitadas son:

« Coeficiente de particion del fdrmaco entre el excipiente y la
piel

« Solubilidad del fdrmaco

« Difusion del fdrmaco desde el estrato corneo hacia la dermis.

- Difusion del farmaco desde la dermis hacia la circulacion

sistémica. (en el caso de Acetonido de fluocinolona anhidra no
sucede esta difusion.) 214 1816171866
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dQ/ dT=D*Kp /h*C

dQ/dt = velocidad de absorcion.
h = espesor del estrato cérneo

Kp =coeficiente de particion

D = coeficiente de difusion

C = concentraciéon en el vehiculo

Esta ecuacion permite determinar la constante de
permeabilidad P.

P=D*Kp/h
El flujo J puede ser definido mediante la Ecuacion:

J=§*P*dC
S= Area de aplicacién
dC= gradiente de concentracion

A pesar de que mucha bibliografia ha referido que acetéonido de
fluocinolona por vida tépica no ha tenido efectos adversos,
recientes investigaciones se indica que la dosis tépica en adultos
y ninos mayores de 12 anos sin aposito, se debe realizar
aplicando una capa fina de crema sobre la zona afectada vy
frotando suavemente. 7

Pardmetros capaces de modificar la difusion vy la
penetracion. Los excipientes actuaran mediante sus propiedades
fisicoquimicas y el estrato cérneo a través de su estructura y su
composicion. La epidermis viable y la dermis son geles acuosos y
no presentan una funcidén de barrera.

Como también la dosis tépica en adultos y ninos mayores de 12
anos con apdsito, se debe realizar aplicando una capa fina de
crema sobre la zona afectada y frotando suavemente. Ese
tratamiento no debe durar mds de dos meses. Asi como también
la dosis topica en ninos menores de 12 anos debe ser una
aplicacion al dia.”
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A partir de las consideraciones anteriores, puede ser
interesante emplear modelos in vitro para estudiar la liberacién
del farmaco desde la forma farmacéutica y la difusion del
farmaco a través de membranas, con el objeto de simular o de
correlacionar los resultados in vitro con el comportamiento in
vivo. Las correlaciones in vitro—in vivo son una de las principales
herramientas para el desarrollo de formas farmacéuticas vy
muchos investigadores estan trabajondo en este campo. Se
pueden llevar a cabo estudios de liberacion de fdrmacos in vitro
y estudios de difusion in vitro a través de la piel, con el objeto de
simular la difusidon y correlacionar esta Ultima con estudios in vivo.
Se han desarrollado métodos in vitro para la absorcion dérmica,
los cuales han sido crecientemente aplicados en estudios de
absorcion percutdnea de metabolizacidon y toxicidad. La
metodologia para establecer correlaciones in vitro-in vivo es
mMmas 0 menos compleja vy los resultfados mdas o menos predictivos
o discriminatorios, de acuerdo con el tipo de relacion
involucrada y al tipo de preparados dérmicos estudiados
(epidérmico o transdérmico) ' 2487375

El método de la celda (Farmacopea Europea: EP)

Una celda de extraccion es empleada con el aparato de
paleta, realizada con materiales Unicamente inertes, que consta
de un soporte, una cubierta y, si es necesario, una membrana. La
parte central del soporte forma una cavidad con una
profundidad de 2,6 mm. y un didmetro definido. La cubierta tiene
una abertura central con un didmetro seleccionado de acuerdo
con el soporte empleado o el tamano del parque a ser
examinado. Se puede insertar una membrana entre el soporte y
la cubierta y esta Ulfima se mantiene en su lugar mediante
nueces de laboratorio. La celda de extraccion se infroduce en el
fondo del vaso y durante la prueba se mantiene a una distancia
de 25 + 2 mm. entre la paleta y la superficie del disco. Este
método de celda puede ser empleado con todas, las
formulaciones cutdneas. En el caso de cremas, unglUentos o
geles, se emplea una membrana para aislar la forma
farmacéutica del medio. Debido al diseno del aparato
empleado una gran drea esta inmersa en un gran volumen. Las
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membranas usadas son membranas artificiales de porosidades
diferenfes 30, 31, 33, 64, 65.71, 73,75

3.5 Empleo de corticoesteroide topicos

El empleo de un corticoide topico, debe fundamentarse en
las caracteristicas intrinsecas del corticosteroide, el vehiculo vy la
calidad de la piel. En el campo de la terapia topica la aparicion
de los corticosteroide en 1952 ha sido uno de los grandes
avances en la terapéutica dermatoldogica y nos permite la
excelente oportunidad de administrar fdrmacos en el sitio de la
enfermedad, con posibilidades minimas de producir efectos
colaterales sistémicos. Asi, gran nUmero de dermatosis han sido
tratadas con corticosteroide, sin que en todas ellas exista una
indicacion clara de su uso. Por ofro lado, la faciidad de su
empleo, su gran aceptacion por los pacientes y su rapido efecto
terapéutico han hecho que los corticosteroides sean usados en
numerosos padecimientos en los que no estan indicados.

El primer corticosteroide topico usado fue la hidrocortisona
que sigue vigente, ya que aunque tiene actividad anti
inflamatoria  menor que otros corticosteroide descubiertos
posteriormente, sus efectos colaterales también son menores.
Durante algiun tiempo se pensdé que la terapéutica con
corticosteroide topicos no producia efectos colaterales
sistémicos, pero conforme se aumentd la potencia de los
corticosteroide se observaron mejores resultados en el
tratamiento, pero también un incremento importante en las
complicaciones tanto locales como sistémicas. ¥ 3237.73.74

Existe una relacidon estrecha entre la estructura quimica del
corficosteroide 'y su actividad clinica; Asi, algunos
corticosteroides, particularmente los fluorados, son mds activos
que oftros. La actividad del corticosteroide en |la piel depende de
su capacidad de penetrar a través de la capa cornea y de la
inferaccion con los lipidos cutdneos (accion lipofilica), al
disminuir los grupos polares (hidrofilos), aumenta la capacidad
de absorcion en la capa coérnea. La accion lipofilica aumenta
con la eliminacion de los grupos hidroxilos de los carbonos 16, 17
y 18. La naturaleza del vehiculo usado con el corticoide tiene
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una influencia importante en su potencia. El descubrimiento de
nuevos vehiculos que mejoran la accién de los corticoides ha
contribuido en forma importante con el aumento de la potencia
de éstos. La actividad terapéutica tépica es debida a ftres
acciones que son la liberacion del cortficosteroide por el
vehiculo, la penetracion de la capa cdérmea y la actividad
antiinflamatoria que a su vez son el resultado de la friada
corticoide — vehiculo - piel. 17208

3.6 Actividad de los corticoesteroides

El primer corticoide, descubierto por Sarat (1935 por Edwar
Calvin Kendall Tadeus Reichstein), fue la cortisona que no tenia
actividad al ser usada tépicamente ya que, aunque en la piel se
transforma en hidrocortisona, lo hacia en cantfidad insuficiente
como para tener efecto terapéutico.'®?

En 1952 Sulzberger ?' usd por primera vez la hidrocortisona
en forma tépica y observd que su efecto antiinflamatorio era
superior al de todos los farmacos que en ese eran usados
momento. Posteriormente se hicieron humerosas modificaciones
en la estructura del nicleo bdsico de la hidrocortisona (nUcleo
ciclo pentano perhidro fenantreno) y en sus radicales (doble
ligadura, sustitucidon de hidrégenos por hidroxilos, haldgenos,
etc.) y obtuvieron la prednisonaq, la prednisolona, triamcinolona,
dexametasona, betametasona y acetdnido de fluocinolona.
Todas estas modificaciones en la estructura quimica de la
hidrocortisona tenian como finalidad aumentar la actividad
antiinflamatoria y disminuir sus efectos colaterales.

Se han usado diversos métodos para medir la actividad y
capacidad de penetfracion de los corticosteroide en la piel.
Mckenzie y Stoughton en 1962, usaron la capacidad del
corticosteroide para producir vasoconstriccion como indicativa
de su actividad y eficacia clinica. Roberto y Macback, en 1982,
usaron como medida de la actividad del corficoide, la
capacidad de inhibir la mitosis celular, particularmente la de los
fioroblastos, han sido usados otfros métodos para medir la
actividad del corticosteroide como son la medida del poder
antiinflamatorio en los animales en los que se utilizan como
productores de la reaccién inflamatoria, la luz ultravioleta y el
aceite de Crofton. La aplicacion topica de corficosteroide
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marcados con radioactividad y su posterior aparicion en heces y
orina también han sido usados con resultados confiables. 25242

Actualmente la investigacion busca el corticoide ideal que
combine gran eficiencia, ausencia de taquifilaxia y fendmeno
de rebote, pocos o nulos efectos colaterales locales y sistémicos
y que no produzcan supresion del eje hipotaldmicohipdfisis-
suprarrenales.

3.7 Tipos de corticosteroides topicos

Los corticosteroides pueden ser clasificados en tres fipos de
acuverdo a la capacidad que tienen de producir
vasoconstriccion siguiendo la técnica descrita por Mckenzie vy
Stoughton. Estos tres tfipos son: de potencia bagja, infermedia y
alta. Entre los de baja potencia se encuentran la hidrocortisona
y el desinide.

Entre los de potencia infermedia tenemos la betametasona
y sus derivados, dexametasona y sus derivados, flurandrenaling,
halcinénido al 0.025 %, valerato de hidrocortisona, acetéonido de
triancinolona al 0.025 %, Acetonido de fluocinolona al 0.01 % y
sistema de ftriple corticoide integrado (STCI). Entre los de alta
potencia estan, dipropianato de betametasona,
desoximetasona, fluocinolona, la fluocinonida, halcindnido al
0.01 %, acetonido de friamcinolona al 0.5 % y acetonido de
fluocinolona al 0.025 %.24!

3.8 Estudios de liberacion in vitro

Los estudios de difusion in vitro se realizan con la finalidad
de evaluar y predecir el nivel de penetracion del farmaco a
través de la piel y la velocidad del proceso. Dichos estudios se
levan a cabo utilizando celdas de difusion ya sea con una
solucidon o suspension del farmaco para determinar la absorcion
que presentan. También pueden realizarse con otras formas
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farmacéuticas tal como geles, cremas y pomadas para estudiar
la influencia de los excipientes en la formulacion.

Han descrito en la literatura muchas celdas de difusion.
ldealmente, un sistema in vitro para un estudio de difusion
debiera disenar de manera tal que la velocidad intrinseca de
liberacién o permeacion pueda ser exactamente determinada.

Los diferentes sistemas, celdas horizontales o verticales,
constan de dos compartimentos, uno donante en el cual se
aplica la forma farmacéutica, y uno receptor en el cual se
cuantifica el farmaco. El sistema entero es homogéneo y es
mantenido a una temperatura artificial, animal, humana o
sintética. Ver Figura No. 8

El primer sistema fue propuesto por Chien y Valia. Este
sistema faz a faz esta compuesto de dos cdmaras horizontales
de 0.9 cm. de didmetro y 3.8 cm. de longitud. La entrada de las
muestras estd en la parte vertical de la cdmara. El drea de
intercambio es 0.64 cm?. y puede ser usada con membranas
bioloégicas. Cada cdmara es mantenida a una temperatura
definida y agitacion constante.

Entre los diferentes sistemas descritos, la celda de Franz ha
sido empleada en la mayoria de los frabajos publicados y puede
considerar como la celda de referencia. Ver Fig. No. 6 3234404143

Muchos pardmetros pueden influir en la difusion del
farmaco. El compartimiento receptor y especialmente su
temperatura y velocidad de agitacion. '

El medio receptor. Este es mds o menos complejo de
acuerdo con la membrana utilizada. Este medio debe permitir
mantener la vitalidad y la potencialidad celular. Debe también
ser un buen medio de disolucion para el farmaco. El tipo vy la
naturaleza de la membrana empleada.’

El objetivo es determinar la cantidad de farmaco liberado
desde el sistema, la cinética de liberacidon (modelo) y el
comportamiento biofarmacéutico in vifro del sistema. Es un
control de calidad que asegura la reproducibiidad vy la
conformidad de la forma farmacéutica.
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Las pruebas de disolucion descritas son las siguientes:
El método de montaje del disco o método de paleta sobre disco
USP y Farmacopea Europeq '¢ 23031y 41

Un disco de acero en la forma de una red disenada para
sostener el sistema transdérmico se emplea junto con el aparato
de paleta. Durante la prueba se mantiene una distancia de 25 +
2 mm. Entre la paleta y la superficie del disco. El disco mantiene
el sistema plano con la superficie de liberacién paralelo con el
fondo de la paleta. Este sistema sélo es apropiado para parches
que pueden ser cortados (sistemas matriciales) porque el parche
no debe sobrepasar los bordes del disco y en este caso deberd
cortarse un trozo de parche de dimensiones apropiadas. Debido
a la apertura de la malla de 125 ym (micrémetros), aun con el
uso de una membrana, este método no puede ser empleado
con las diferentes formulaciones cutdneas. ' Ver Fig. No. 5

Figura No. 5 Cilindro rotatorio —Aparato 6 propuesto por la US

En anos recientes, el interés en el desarrollo de formas
farmacéuticas transdérmicas se ha incrementado
exponencialmente.??  También existen pruebas para la
evaluacion final de la disolucion (Aparatos de la USP V, VI y Vi)
también existen para la evaluacion final de las formas
farmacéuticas transdérmicas,*” celdas de difusidn especializadas
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como la celda de Franz. Estas son muy importantes durante el
desarrollo del estudio de cinética in vitro. Y+

Estas celdas son evaluadas en varios tipos y volUmenes, y
empleando accesorios asociados  (Agifacidn magnética
especial, temperatura controlada por circulacion de agua
caliente y fubos etc). Tal trabajo de difusidon requiere
implementar y emplear nuevos equipos para investigaciones.

Actualmente se emplean diferentes tipos de membranas
asi como: piel escindida de animal, piel humana escindida,
trozos de piel humana o animal (aproximadamente 200 um
(micrometros de espesor), membranas artificiales y mas recientes
cultivos celulares.

De acuerdo con las recomendaciones de la FDA y la AAPS
publicadas después de una reunion de trabajo en 1987, debe de
emplearse piel humana en los estudios in vifro de absorcion
percutdnea. Se pueden exiraer secciones de piel de 500 um o
menos o secciones epidérmicas aisladas.

Muchos estudios se han realizado empleando modelos
animales, debido a los problemas relacionados con la piel
humana, la variabilidad de la respuesta de acuerdo con el sitio y
sujeto y dificultad para obtener piel humana. Los principales
modelos animales son: ratones lampinos, cobayos, ratas y
conejos. Ademas de los modelos animales se han hecho estudios
utilizando la muda de la piel de serpiente. Esta presenta similitud
con la estructura inferna de la piel humana, la composicion
lipidica y la permeabilidad al agua.

Una nueva aproximacion al estudio de permeacion in vitro
es el empleo de cultivos celulares como membrana de difusion,
Estos cultivos cutdneos generalmente son queratinocitos
humanos y después del cultivo, la arquitectura es muy similar al
estrato cérneo humano. Actualmente su produccidon esta bien
estandarizada a partir de tejidos bioldgicos.
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Con el objetivo de encontrar modelos experimentales
alternativos, se han empleado diferentes membranas sintéticas y
monocapa homogéneas para estudiar la absorcion cutdnea de
productos tépicos.

A partir de estudios de difusion, los resultados obtenidos
permiten que la difusion del fdrmaco sea cuantificada,
incluyendo la velocidad de transferencia, el tiempo de latencia y
la velocidad de flujo. Con el propdsito de determinar el efecto
de reservorio de la piel, se pueden emplear ftrazadores
radiactivos y la determinacién de la radiactividad en el

compartimento receptor y en las diferentes capas de la piel. >
69,70

En la USP XXIIl lao celda de difusion de Franz 2*%?% es un
meétodo reportado para realizar los estudios de difusion en formas
farmacéuticas transdérmica los cuales estdn teniendo una serie
de modificaciones para que se explique mejor el proceso
cinético. (Apéndice 1) 1225 26,32 4348

3.9 Variables de la celda de Franz

La Industria Van Kel, Inc. (Edison, NJ) desarrollo la Enhancer
Cell, una nueva alternativa para las pruebas de difusion de
transdérmicos in vitro. ¥4 Esta celda resultd tener un tiempo de
muestreo mds prolongado vy facill manejo durante los
experimentos no mostrando cambios aparentes, por otfro lado, se
puede implementar con el equipo de disolucion existente (USP
ApOrOTO ”) 28,29,33,73

Equipo Automuestreador con celdas de Difusion de Franz;
meétodo nuevo establecido en las pruebas de la USP.
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Figura No. 6 Equipo Automuestreador empleando celda de difusiéon de Franz.

En la actualidad, las celdas de difusion de Franz se han
complementado con un equipo muestreador automatico
establecido en las pruebas de la USP. La celda de difusion tiene
un sistema de flujo continuo y es similar a la empleada en las
pruebas de disolucion para formas farmacéuticas solidas. El
muestreo se desarrollo tomando alicuotas del fluido en
incremento de tiempos programables y llevandolas a un colector
de muestras apropiado para ser analizadas. Esta técnica tiene la
desventaja de que las concentraciones evaluadas en el andilisis
estan limitadas por la velocidad y el tiempo de exposicion en la
membrana. Ver Figura No. 7
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Figura No.7 Modificacion de la celda de difusion de Franz.

3.10 Celda de difusion lado por lado

En esta celda las alicuotas pueden ser tomadas
periddicamente por el analista, o se puede utilizar un sistema de
muestreo automatizado evaluando simultdneamente 2 muestras.

Figura No. 8 Celda tipica de difusion percutanea lado por lado.
(Cortesia de Crown Glass,Somerville,NJ).
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4 Propiedades Fisicoquimicas del Acetonido de Fluocinolona
Anhidra (A.F.A).

4.1 Nombre quimico

Pregna-1,4 dieno-3,20 dienaq,6,9difluro-11-21-dihidroxi-16,17((1-
metiletilideno)bis(oxo))-.(6 a,11 b,16 q)-.9,9-difluoro-11,16,17,21-
tretranydroxypregna-1,4dieno-3,20 dionme, cyclicolé,17-acetil
con acetona dieno.

4.2 Formula condensada

C24H30F206

4.3 Descripcion

Polvo cristalino blanco o blanguecino, olor caracteristico, es
estable en el aire.*

4.4 Formula desarrollada

Figura No. 9 Acetonido de Fluocinolona Anhidra, Adrenocorticoide esteroidal
(topico antiinflamatorio) sintético.
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4.5 Composicion porcentual.

Cé63.70 % H6.68 %, F2.40 %, O21.22 %.

4.6 Peso molecular

452.49

4.7 Sinonimos y acronimos

Cortiplastol; Dermalar, Fluocinil, Topicos Synalar, Sinamol,
Synandone Fluorar.

4.8 Punto de fusion

El A.F.A. funde con descomposicion aproximadamente a los 270
° Celsius .*

4.9 Absorcion ultravioleta

Longitud de Onda UV max. 238 NM

4.10 Coeficiente de extincion

(log.E %= 4.21)

Tcm

4.11 Solubilidad

El A.F.A. es muy soluble en tetrahidrofurano, soluble en
acetona y etanol, parcialmente soluble en acetato de etilo,
metanol, y diclorometano, medianamente soluble en
acetonitrilo, muy ligeramente soluble en tolueno y practicamente
insoluble en hexano y agua, poco soluble en éter y en
cloroformo. ¥
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Tabla No. 3 Solubilidad (mg/ml)

Solventes Acetonido de Fluocinolona
Anhidra

Tetrahidrofurano 310
Acetona 72
Etanol 38
Acetato de Etilo 25
Metanol 16
Diclorometano 11
Acetonitrilo 4
Tolueno 0.3
Hexano <0.1
Agua <0.1

4.12 Estabilidad de acetonido de fluocinolona anhidra

Estudios de estabilidad acelerada se realizaron exponiendo el
acetonido de fluocinolona anhidra a una temperatura de 60 °C
y ofra muestra fue expuesta a la luz fluorescente por un total de 6
Las muestras se analizaron inicialmente en intervalos
de 1,3, 6 semanas por cromatografia de capa fina, los datos de
las pruebas de estabilidad acelerada por cromatografia de
capa fina (CCF) se reportan en la Tabla No. 4 y no presentaron
Las cantidades cuantificadas por cromatografia de
capa fina (CCF) no presentan una degradacion significativa,

semandas.

cambios.

durante el estudio de estabilidad acelerada. 34

Tabla No. 4. Estabilidad Acelerada de Acetonido de Fluocinolona Anhidro en los disolventes del
sistema: 5% MeOH en CHCL;. 3

Mvuestras % de Pureza por TLC Temp (60°C)
Luz
Inicial 98.5 (q)
98.5 (q)
1 Semana 97.7 (q)
98.4 (q)
3 Semana 97.7 (s)
98.4 (s)
6 Semana 97.8 (9)
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4.13 Estabilidad en una forma farmacéutica

Estudios reportados en la literatura se menciona que la
degradacion de acetdonido de fluocinolona anhidra una forma
farmacéutica semisdlida (crema, aceite-agua), depende
directamente del pH y la temperatura, con respecto a la
temperatura los intervalo fueron de 23 °C a los 80 °C y una
formulacion con un pH enfre los limites de 3 a 6 reportando
acetoénido de fluocinolona anhidra una cinética de degradacion
de pseudo primer orden. Mostrando una menor degradacién en
la forma farmacéutica con un pH de 4.0; al parecer, esto
depende de la cantidad de fase acuosa de la crema.®

4.14 Formas comerciales

Crema al 0.01 %, 0.025 % y 0.2 %.
UngUento al 0.025 %.
Solucién tépica al 0.01 %.

la ACTH estimula principalmente la  produccion de
glucocorticoides ( el corfisol predomina en el hombre, cerdo vy
perro mientras que la cortisona predomina en rata, raton vy
conejo), y sélo cuando los niveles de ACTH son elevdos estimula la
produccion de mineralocorticoides, que son regulados
fundamentalmente por la angiotensina Il y por concentraciones
de K" e/c

Fig. No.10 Produccion de glucocorticoides
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Glucocorticoides sintéticos
Ciertas modificaciones quimicas en la estructura bdsica de los
cortficoesteroides llevan a la sintesis de los corticoesteroides artificiales.

4.15 Farmacologia de acetodnido de fluocinolona anhidra

Mecanismos de accidn de los corticosteroides 78

Fig. No. 11 Mecanismos de accioén de los corticosteroides

Modificaciones en el anillo A: El doble enlace entre C4y C5y el
grupo ceto en C3 son necesarios para la tipica actividad
adrenocorticoide.
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Los corticosteroides topicos son intrinsecamente activos y
Nno necesitan ser metabolizados en la piel para tener su forma
activa. Esto explicaria la rapidez con que se manifiesta su accion
terapéutica. La capacidad terapéutica de los corticosteroides
sobre las dermatosis depende de su actividad antiinflamatoria.

A pesar de la mayor accesibilidad que tiene la piel en
relacion a otros érganos del cuerpo, no se conoce realmente
coOmo actian los corticosteroides en el proceso inflamatorio,
aunque se han efectuado numerosos trabajos sobre este
mecanismo de accién.®® Se han hecho investigaciones sobre el
efecto de los corticosteroides en los mediadores de la
inflamacion como la histamina, prostaglandinas, quinina, etc., su
interferencia en la migracion de los polimorfos nucleares y en la
acumulacion de los macrofagos en el sitio de la inflamacion de
las membranas liposomales. Los corticoides también tienen
accion antimicotica, especialmente sobre los fibroblastos e
inhiben la produccidon de coldgeno. Estas acciones permiten
usar a los corticoides en padecimientos en los que existe
aceleracion de la queratopoyesis o formacion de tejido
conjuntivo, pero también son responsables de efectos
colaterales locales. En el mecanismo de accion de los
corficosteroides deben tomarse en cuenta otros factores que
influyen en su actfividad como son la concentracion del
corticoide en el vehiculo, su forma de aplicacién y el drea de la
piel donde se aplica. El buen éxito de un corticoide topico
depende de su estabilidad fisicogquimica, su aceptabilidad
cosmética, y su capacidad para que sus componentes activos
alcancen el sitio deseado.

Se cree que el mecanismo de accion de los
corticosteroides, como otras hormonas esteroidales, actlUa
controlando la velocidad de sintesis de proteinas.' Los
corticosteroides se difunden a través de las membranas celulares
y forman complejos con receptores citoplasmaticos especificos.
Estos complejos entran después en el nicleo celular, se unen al
DNA (cromatina, y estimulan la franscripcion del ARN mensajero
(ARNm) vy la posterior sintesis de varias enzimas que, se piensaq,
son responsables en Ultima instancia de los efectos
antiinflamatorios de los corticosteroides de aplicacion tépica. El
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vehiculo de las formulaciones que contienen corticosteroides
topicos también puede contribuir al efecto terapéutico
proporcionando una accidon emoliente o secante o aumentando
la absorcion franscutdnea del corticosteroide. El descubrimiento
de corticosteroides con mayor potencia antiinflamatoria y menos
efectos colaterales y el uso de nuevo vehiculos mds cosméticos
que mejoran la efectividad de los corticosteroides topicos ha
permitido alcanzar muy buenos resultados terapéuticos con las
limitantes debidas a sus efectos colaterales que son numerosos y
observados con mayor frecuencia cuando se usan técnicas
oclusivas. 4

4.16 Sistema nervioso central

Los corticosteroides afectan al sistema nervioso central
(SNC) en muchas formas indirectas: en particular mantienen
concentraciones plasmdticas normales de glucosa, una
circulacion adecuada vy el balance normal de electrolitos en el
cuerpo. Los esteroides pueden tener también efectos indirectos
pero estos aun no estdn bien definidos. Una influencia de los
corticosteroides puede observarse sobre el estado de dnimo, la
conducta, el electroencefalograma (EEG) y la excitabilidad
cerebral.

4.17 Accion sobre esteroides enddgenos

Se ha estudicdo también Ila afeccidon de los
corticosteroides administrados en forma topica, sobre las
hormonas enddgenas. En la actualidad se estd estudiando aun
mas esta relacion. Se ha encontfrado una indudable supresion
en el tratamiento sobre la produccion de esteroides enddgenos
después de un tratamiento largo. En estos estudios se ha hecho
uso de las pruebas de Radioinmunologia, donde se han
cuantificado la hormona cortisol, hormona adrenocotropica
(ACTH) y alfa-melanocito siendo ésta un estimulante hormonal,
prolongado la (a-MSH) antfes, durante y después de un
tratamiento largo y sobre una superficie considerada del cuerpo
de un corticosteroide tépico (30 gr. 6 0.025 % de unguento por 9
dias) Los cuales fueron aplicados a 8 pacientes enfermos, por
una dermatosis inflamatoria extensiva (7 casos de eczema, 1
caso de psoriasis). También se estudiaron los efectos sobre la
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réplica del ADN vy sintesis de proteinas de los queratinocitos de la
epidermis humana en los siguientes aspectos: Inhibicidon del ADN
alfa polimerasa apidicolin (y sus derivados apidicolin glician)
metanesulfon-m-anisidina), modificaciéon en la estructura de la
cromatina (butirato de sodio, 3-aminobenzamida, y quinasa),
inhibidor de la activaciéon de la calmodulina y la proteina kinsa,
clorpromazina  y  trifluoperazina):  fdrmacos  usados  en
dermatologia clinica (antralin, acetonido de fluocinolona,
ketoconazol e hidroxiurea). Cada compuesto se empled en las
dosis especificadas por la literatura y segun se sabe son efectivos
en su accion, 42464849

5 Aspectos farmacocinéticos

5.1 Absorcion

No se busca una absorciéon sistémica sino un efecto local.
La penetracion percutdnea a través del estrato cdrneo se hace
en forma pasiva y la capacidad de penetracion del
corticosteroide estd determinada por el grosor de la capa
coérnea,” y por otros factores que aumentan la solubilidad del
corticosteroide (propilenglicol),* la hidratacion,* el aumento de
la temperatura y las lesiones de la integridad anatdmica de la
piel. En realidad, un gran numero de factores influyen en la
velocidad con la que un corticoide penetra y atraviesa la capa
cornea. Lainteraccion es fan compleja que es frecuente que los
resultados de los estudios efectuados sobre la penetfracion
resultan inexplicables: 4430 3458 5¢

5.2 Distribucion

El resultado de la actividad terapéutica puede ser visto
como la suma de ftres acciones que son la liberacion, la
penetracion y la actividad antiinflamatoria. Estas tres acciones
son a su vez producto de la relacidon entre el corticoide, el
vehiculo y la piel. La liberacion es la separacion del corticoide
del vehiculo en el que se encuentra, para enfrar en contacto
con la capa coérnea. Existen reportes de la farmacocinética de
AFA en crema del 0.025 % la cual estd reportada que existen 8
ug/cm? por un método de cromatografia de liquidos de alta
resolucion, '# 315253
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5.3 Metabolismo

Los compuestos fluorados se metabolizan mds lentamente
en la piel por lo que tienden a absorberse sistémicamente en un
mayor grado.'®

5.4 Modelo farmacocinético

En recientes estudios se ha propuesto un modelo
farmacocinético para algunos compuestos que se emplean en
dosificacion de tfransdérmicos por ejemplo la nitroglicerina que
debe tener un efecto sistémico y por ejemplo los anestésicos
locales y donde nosotros solo esperamos un efecto local por
parte de AFA y que este nos refiere una accion terapéutica
adecuada. A continuacidon se lustra los  posibles
compartimientos en los que se puede ver involucrada la
penetracion de A.F.A. (Ver Fig. No. 1y 2)

5.5 Usos terapéuticos

El acetdonido de fluocinolona anhidra se emplea para el
trastorno de varios desordenes de la piel ¥ y/o enfermedades
cutdneas (fratamiento): Estdn indicadas para daliviar la
inflamacion 'y el prurito asociado a enfermedades que
responden a los corticosteroide, Entre las que se pueden citar las
siguientes: Picadura de insecto, quemaduras de poca
importancia, como son las quemaduras solares, dermatitis
atipicas, dermatitis por contacto envenenamiento por hiedraq,
roble o zumaque, dermatitis seborreica, dermatitis inflamatoria,
eczema leve o severo, granuloma anular, liquen plano, lupus
eritematoso discoide, neurodermatitis localizada, ofitis externa
alérgica, pénfigo, pitiriasis rosada, psoriasis, ***7 rash de los
pafnales y xerosis en fase inflamatoria. 5 %8 5960

Otros usos terapéuticos de AF son:

Edema macular

Edema macular quistico(EMQ).

Etiologia y fratamiento del edema macular
Edema macular diabético
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A pesar de los adelantos en la comprension de la
patofisiologia del Edema Macular Diabético EMD, el uUnico
tratamiento recomendado es la fotocoagulacion Idser
focalizada. AF estd indicada para evaluar el patron de las
pérdidas y excluir un componente significativo de isquemia
macular. Didxido de carbono total (TCO) La Explicacion del
método de andlisis del TCO 2 medido se calibra segun el método
de referencia TCO 2 1 de la International Federation of Clinical
Chemistry (IFCC); TCO constituye un método sensible para
detectar la tfraccion vitre macular (desaparicion de la adhesion
vitre-retiniana y la resolucion del edema).

Cuando no hay respuesta a la fotocoagulacion Iaser
puede recurrirse a tratamiento farmacoldgico. Seria l6gico utilizar
corticoides en este caso debido a las posibles complicaciones,
sin embargo, su utilizacion sigue en estudio. También, la
posibilidad de utilizar dispositivos de liberacion de triancinolona,
fluocinolona y dexametasona en ojos con edema macular
diabético, estd siendo investigada.

El factor de crecimiento endotelial es otro de los
potenciales tratamientos farmacoldgicos para combatir el EMD,
aunqgue su eficacia se encuentra ain en estudio. 2223242526y 27

5.6 Efectos colaterales principales de la fluocinolona son:

Ardor, prurito, eritema, xerosis, foliculitis, hipertricosis,
erupciones acneiformes, hipopigmentacion, dermatitis perioral,
dermatitis por contacto, maceracion infeccion agregada, atrofia

de la piel, estrias atroficas, dermatitis esquematosas y miliaria.
48,49,54,60,63

5.7 Tolerancia

Tiene una tolerancia de 8 ug/cm? segun reportes de la
literatura.®!
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5.8 Sensibilidad

En estudios realizados reportados en la literatura de
pacientes que presentan sensibilidad cuando los corticoides se
han administrado con etanol. *2

é Métodos Analiticos Reportados

6.1 Método por cromatografia de capa fina (CCF)

Esta prueba indica los niveles de degradacion del A.F.A. en
las muestras de estabilidad. Por lo tanto el método de CCF ha
sido evaluado por la especificidad en la cantidad de impurezas,
estabilidad, especificidad y limites de deteccidon. Fase movil:
Nitrometano-Diclorometano-metanol (50:50:1), placas de CCF: E.
Merck Silica Gel 60 F-254 (0.25 mm) o equivalente Cantidad de
muestra 100 ug, longitud de onda de 254 nm. 7477y 78

6.2 Método por cromatografia de liquidos de alta presion con detector UV

Tabla No. 5 Condiciones cromatogrdficas encontradas en la literatura.

Columna Shandon ODS Hypersil, 3 u,
4.5 mm X10.0 cm

Precolumna

Fase movil Agua, acetonitrilo,
tetrahidrofurano (10: 13: 77)

Temperatura de Columna 40 °C

Velocidad de flujo 1.4 mL/min.

Detector Detector 254 nm, 0.02 AUFS

Tiempo de retencion 7.4 minutos

Vol. De inyeccion 20 pl

Los fdrmacos de esta clase en nuestro caso como A.F.A.,
no deben administrarse por via infravenosa o intframuscular por
que se pierde la selectividad y aumenta la incidencia de efectos
adversos y toxicos. Aunado a esto no se contaba con un método
analitico especifico para la evaluacion de formas farmacéuticas
semisolidas, como también no se cuenta con estudios de A.F.A.
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que muestre la diferencia en la velocidad y grado de
permeabilidad en fres 3 diferentes membranas. 44750517677y 78.

7 Objetivos Generales

Determinar y comparar la cinética de difusion de acetdnido de
fluocinolona anhidra (A.F.A.) en tres modelos de absorcion.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Desarrollar y validar un método analitico para A.F.A. en un medio de

difusion.

2) Validar el método de la celda de difusidon de Franz.

3) Estudiar la cinética de difusion de A.F.A. en Membrana sintética vy
Membranas naturales.

8 Hipotesis

Se espera no obtener diferencia estadisticamente significativa en
la velocidad de penetrabilidad de A.F.A. en relacidon a las tfres
membranas.

Se espera que la membrana artificial pueda utilizarse en estudios
posteriores de difusidon trasmembrana remplazando a la piel
humana.

9 Parte Experimental

9.1 Reactivos

Reactivos

a) Tetrahidrofurano, grado HPLC
Fisher Scientific
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Lote NUm. 883875

b) Alcohol mefilico grado HPLC
Mallinckrodt
Lote NUm. 3041

c) Acetonitrilo grado HPLC
Mallinckrodt
Lote NUm. 2856

d) Etanol HPLC
Mallinckrfdt
Lote NUm. 1934

e) Alcohol etilico absoluto
J.T. Baker
Lote NUm. 9000-63

f) Acetonido de fluocinolona anhidra,
J.T. Baker
Syntex, S.A. de CV
Lote NUm. 2983
Potencia 99.9%

9.2 Material

9.2.1 Materiales para filtrar las soluciones empleadas en el cromatografo de
liquidos de alta presion

Membranas de filtracion Acuoso, Millipore.
Tipo HV de 0.45 um
Diametro 5 cm, aproximadamente
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- Membranas de filfracion para Solventes Organicos,

Millipore.
Tipo HA de 0.45
Diametro de 5 cm. Aproximadamente

9.2.2 Caracteristicas de la membrana sintética empleada en la celda de Franz

a) Membrana sintética
Membrana Gelman de nylon 25 mm.
Tipo: hidrofilica
Didmetro: 2.5 cm, tamano de poro 0.45 um”

9.3 Equipo
(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

®

(2

Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion

1. HPLC con detector UV/VIS, de longitud de onda
variable,

2. Modelo Gold System, Marca Beckman

Bombas Programables
1. Modulo 116
2. Modelo Gold System, Marca Beckman

Detector programable
1. Modulo 166
2. Marca Beckman

Inyector Beckman 507
1. Loop 100ul

Computadora IBM
1. Personal System/2,
2. Modelo 50 Z

Impresora Epson
1. Modelo Fx-850

Deionizador, Millipore
1. No. de serie 01395-C
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(h)

(i)

0

(k)

M

Ultrasonido.
1. Ultrasonic Cleaner
2. Mettler Electronic Corp.

Termo Circulador
1. Perkin Elmer
2. Modelo 0050405

Celda de difusion de Franz
1. Crown. Glass Co., Inc., Somerville, NJ

Bano de agua, con agitacion controlada
1. Lab-Line Instruments, Inc.
2. Modelo 3575

Dermotomo
1. Brown, modelo 901, Zimmer-USA, Warsaw, IN.

m) Cuchillas para microtomo de perfil bajo

1. Catalogo No. DMB-LP
2. Lote No. 920304
3. Marca, Triangle Biomedical Sciences (TBS)

10 Método analitico para la cuantificacion de A.F.A. por el método de

HPLC

10.1 Preparacion de soluciones

Solucidon A o curva de calibracidon

Solucién estdndar de A.F.A., para obtener las siguientes
concentraciones de 0.048, 0.120, 0.240, 0.480, 0.960 y 1.920 yg/mL. Se
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pesan 3.0 mg y se aforan a 25 mL con etanol grado HPLC obteniéndose
una concentracion de, 1) 120 ug/mL a partir de esta soluciéon se
prepararon las demds concentraciones diluyendo con agua grado
HPLC, de acuerdo a la Figura No. 12

Figura No.12 Preparacion de soluciones de A.F.A.

Nota importante: en la figura se presenta 1/2 esto indica que: 1 es igual a la alicuota tomada en mL y se aforo a 2 mL con
agua grado HPLC como se describe a continuacion.

10.2 Preparacion de soluciones de A.F.A. para la valoracion de la curva de
calibracion para el método HPLC

Para cuantificar A.F.A. se trabajo una curva de calibraciéon
en donde se emplearon las siguientes concentraciones en
solucion 1) 120 pyg/mL se tomd una alicuota de la solucidn 1y se
aforé a un volumen de 25 ml con agua HPLC obteniéndose una
concentracion de 2) 4.8 yg/mL, se tomd una alicuota de 2 ml y
se aforé a 10 mL con agua HPLC y se obtuvo una concentracion
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de 3) 0.96 ug/mL, de la solucion a2 se tomo una alicuota de 2 ml
y se afor6 a 5 ml con agua HPLC obteniéndose una
concentracion de 4) 1.92 uyg/mL; de la solucion a2 se tomd una
alicuota de 1 mL para aforar a 10 mL con agua HPLC se obtiene
una concentracion de 5) 0.48 ug/mL. Se tomd una alicuota de 1
mL de la solucion 5 la cual se afordé al0 mL con agua HPLC se
obtuvo una concentraciéon de 6) 0.048 pyg/mL, se tomd una
adlicuota de 1T mL de la solucion 5 y se aforé a 2 mL con agua
HPLC obtuvo una concentracion de 7) 0.240 ug/ml de la solucion
7 se tomo una alicuota de 1 mL y se afor6 a 2 mL con agua
HPLC, se obtiene una concentracion de 8) 0.120 ug/mL, de la
solucidon 6) se tomd una alicuotas de 0.5 mL y se aforé a 2 mL
obteniéndose una concentracion de 9) 0.012 ug/mlL.

10.3 Solucion B

La Fase colocada dentro de la celda de Franz, siendo esta una
solucion de Etanol-Agua 50% grado HPLC. El etanol grado HPLC
se filtra, a fravés de membranas millipore y el agua previamente
a sido desionizada y posterior mente filtra. Se mezclan las
proporciones de 50:50 de agua- etanol y se coloca en el
ultrasonido en un tiempo de 30 segundos.

10.4 Solucion C.

Solucion de Fase movil para el sistema cromatografico; se
emplean los siguientes disolventes Metanol (MetoH) Acetonitrilo
(CH3CN), Tetrahidrofurano (THF) y (H20O) Agua. Los cuales
deberdn ser filtrados y deaireados antes de ser utilizados, lo
mismo que el agua deberd ser previomente deionizada vy
deaireada.

El orden de la mezcla es: Primeramente se colocan 65.7 mL
de agua, adicionando 19.1 mL de acetonitrilo agitando con
suavidad, posteriormente se adiciona el metanol 9.5 mL vy
finalmente el tetrahidrofurano 5.7 mL, se agita suavemente y se
coloca en el ultrasonido durante un tiempo de 30 segundos.
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11 Descripcion del método para el perfil de difusion de A.F.A. en
diferentes membranas.

11.1 Método analitico

Para determinar la especificidad del método en las
membranas naturales, se requirieron 3 cortes de piel
tanto de cerdo como de humano y membrana artifi--
cial. Su andlisis se propuso de una manera aleatoria
como se describe en la Tabla No. 8

Tabla No. 8 Muestras aleatorias de las 3 membranas para la determinacion del
porcentaje de difusion de AFA.

No. De Membranas

Humano Cerdo Artificial

No. Aleatorios

7 2 1

11.2 Condiciones cromatograficas para A.F.A.

Tabla No.6 Condiciones cromatograficas de A.F.A. en el método experimental.

Columna: Ultrasphere XL dp 3 um, 4.6 mm X 7.0 cm Marca
Beckman

52
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Precolumna: Ultrasphere dp 5um de 4.6 mm X 4.5 mm Marca

Beckman

Fase movil: Agua, acetonitrilo, metanol y Tetrahidrofurano
a una proporcion de 65.7:19.1.:9.5:5.7,
respectivamente

Velocidad de flujo: 1 mL/min

Sensibilidad: Auf 0.1

Longitud de onda: 240 nm

Tiempo de andlisis: 15 min

Vol. de inyeccion: 100 uL

11.3 Aparato empleado Celda de Franz

Se utlliza una celda de Franz con las siguientes
caracteristicas:

Celda de Franz. (Crown Glass Co., Inc., Semerville,
NJ).Dimensiones:

Orificio con un didmetro interno de 15 mm (drea de 1.767
cm?), didmetro exterior de 25 mm, volumen total del receptor
de 7mL La celda de difusion que tiene una capacidad de 7 mL
aproximadamente, se reguld la temperatura a 37 °C se coloca
la membrana (humano, artificial o cerdo) en la parte media de
la celda de Franz como lo muestra la Fig. 11, y se tomaron
alicuotas de un volumen de 200 L. %4
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Figura No. 13. Celda de Franz

11.4 Condiciones de la celda de Franz

Temperatura 37 °C

Solucion B conun pH 5.6

Fase de la celda etanol-agua 50 %

Volumen de muestra tomada 200 uL

Volumen total del sol. B en la celda 7 mL

Tiempos de muestreo de: 0,0.3,0.5,0.8, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20,
25, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180,210, 240, 270, 300 min.

12 Membranas de difusion.

12.1 Membrana de piel de cerdo

Los cortes se obtuvieron del abdomen de los cerdos
gracias a la donacidén del rastro local, las cuales se trasladaron
en solucion isoténica, y posteriormente se realizaron los cortes
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con el dermotomo Brown modelo 901, Zimmer-USA, Warsaw, IN.,
y fueron colocadas en cajas petri, conteniendo solucion
isotonica, se almacenaron y se mantuvieron en congelacion
para ser analizadas el dia siguiente. Los cortes realizados
presentaron un grosor aproximado de 27 micrometros (um) y un
didmetro aproximado de 2.5 cm, con el objeto de poder cubrir el
didmetro de la celda de Franz.

12.2 Membrana de piel humana

Los cortes se obtuvieron de la piel humana en especifico
de seno de pacientes del Hospital General del Area de
Oncologia que habian sido sometidas a cirugia por cdncer de
mama, se frasladaron en solucion isotonica, y posteriormente se
realizaron los cortes con el dermotomo Brown modelo 901,
Zimmer-USA, Warsaw, IN., fueron colocadas en unas cajas petri
conteniendo solucidn isotdnica se almacenaron y @ se
mantfuvieron en congelacion para ser analizadas el dia siguiente,

Los cortes realizados presentaron un grosor aproximado de
27 microémetros (um) y un didmetro como minimo de 2.5 cm, con
el objeto de poder cubrir el didmetro de la celda de Franz.

12.3 Membrana artificial

Membrana sintética

Membrana Gelman de nylon 25 mm

Tipo: hidrofilica

Didmetro: 2.5 cm, tamano de poro 0.45 um
Marca: 3 M

13 Método analitico

Se optimizd el método analitico para la determinacion de
AF.A. por HPLC. Obteniéndose una proporcion de Hy0,
Acetaldehido, MetoH, THF de: 65.7: 19.1: 9.5: 5.7 respectivamente
y una velocidad de flujo de 1 mL/min. Se valido el método en las
siguientes condiciones. Ver Tabla No. 7
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Tabla No. 7. Condiciones Cromatograficas para la deteccion de AFA.

Columna Ulira esfera XL dp 3 um, 4.6 mm X7.0 cm

Precolumna Ultra esfera dp 5 yum de 4.6 mm X4.5 mm
Fase movil Agua, acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano
en Vol. (69,20,10,6)
Velocidad de flujo 1 mil/min.
Detector UV detector a 245 nm, 0.01AUFS
Tiempo de 7.4 min.
retencion

Volumen de inyeccién 100 pl

Al establecer las condiciones cromatogrdficas también de
forma aleatoria se realizo el andlisis de las diferentes muestras,
empleando la piel de humano, de cerdo y membrana artificial.
Ver Tabla No. 8

14 Validacion del método
14.1 Linealidad

Se prepararon 3 curvas independientes por 3 dias
diferentes de 0.012, 0.048, 0.120, 0.240, 0.480, 0.960, 1.920 ug/mL
de A.F.A, dichas concentraciones fueron preparadas con agua
grado HPLC vy se determind la pendiente, intercepto vy
coeficiente de correlacion.(Ver Figura No.15y Tabla No.10)

14.2 Repetibilidad intradias

Para determinar la repetibilidad del método se prepararon
soluciones de A.F.A. de 0.012, 0.048, 0.120, 0.240, 0.480, 0.960,
1.920 ug/mL dichas concentraciones fueron preparadas con
agua grado HPLC y se analizaron tres muestras de todas y cada
uno de los niveles de concentracion por 3 dias diferentes,
aplicando la prueba estadistica de ANOVA tomando las lecturas
de concentraciéon VS altura de pico.(Ver Figura No. 16 y Tabla
No. 11y 12).

14.3 Reproducibilidad interdias

Se prepararon 3 curvas independiente en 1 dias de 0.012,
0.048, 0.120, 0.240, 0.480, 0.960, 1.920 ug/mL de AFA, dichas
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concentraciones fueron preparadas con agua grado HPLC, y se
aplico la prueba de T exp.= 0.925 tT(alfa 0.05)= 2.447 no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
prueba de t.

La primera curva fue analizada por el Quimico Manuel M.H.
(Ver Figura No. 17 y Tabla No. 13)

Se prepard la solucidn A por triplicado de manera
independiente en un dia y se analizardn con analistas diferentes.

14.4 Especificidad del método

Para evaluar la especificidad del A.F.A. en la celda de
Franz empleando las condiciones indicadas en el punto 10.3,
colocdndose Unica y exclusivamente las membranas
correspondientes artificial, piel de cerdo y piel humanag, sin
muestra, de esta manera se obtuvieron las soluciones blanco de
las diferentes membranas (Ver Figuras 20,21 y 22). Se analizo la
solucidon empleadas en la celda de difusion, para verificd la
presencia de posible interferencia en el método analitico.

En la celda de difusion de Franz se colocd la solucidon B que
se manfuvo a temperatura de 37 °C con agitacion continua. Se
colocd la membrana artificial, y de cerdo y humana con un
grosor de 27 micras y un didmetro de 2.5 cm. Aproximadamente,
en la zona abierta superior de la celda, fijdndola con la tapa de
la misma celda sin muestra, posteriormente se muestreo al
tiempo de 15 minutos en los 3 casos, fomando alicuotas de 200
ul. Los resultados de las diferentes membranas artificial de cerdo
y humana, se observan en las Figuras No. 23, 24 y 25.

14.5 Estabilidad de AFA

Se prepard la solucion A, de la cual se almacend a -15°C y
a temperatura ambiente se analizaron alas o, 12, y 24 hrs, Fig. 18
y 19, Tabla 14y 15.
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14.6 Concentracion minima cuantificable

Es la concentracidn minima encontrada en la curva

validada sobre la linealidad del método (0.048 microgramos/mil).
76,77y 78.

14.7 Cantidad minima detectable

Es la respuesta en altura encontrada con 5 veces mds alto
el tamafo del ruido que se detecte en el Cromatograma 7477778

14.8 Toma de muestra de AFA

En la celda de difusidon de Franz se coloco la solucion B se
hace pasar el agua a reflujo por camisa de agua hasta alcanzar
una temperatura regulada a 37 °C y se activd la barra
magnética con agitacion constante. Se colocd la membrana
humana, artificial, o de cerdo en la zona abierta superior de la
celda (Fig No.13), fijdndola con la tapa de la misma, se colocd la
muestra que pesa aproximadamente 1.120 g de AFA en crema
(concentracion del 0.1 %). Esta se coloco sobre la membrana ya
fija sobre la celda de difusion y posteriormente se procede a la
toma de muestra en el intervalo de tempo de: 0, 0.3, 0.5, ,0.8, 1,
2,3,4,5,10, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270,
300 min., en los 3 casos se tomd un volumen de 200 uL, para
cada tiempo y a la misma altura del cuello de la celda de Franz.

15 Validacion de la Celda de Franz

15.1 Validacion

Se analizaron factores que se consideraron necesarios para
la validacion de la celda: nivelacion, temperatura, velocidad de
agitacion, volumen de la celda, presencia de burbujas.

15.2 Nivelacion
El cual se realizd con un nivel de tipo burbuja

15.3 Temperatura
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Se tomaron 5 lecturas de temperatura con intervalos de 3
minutos cada uno, en 3 diferentes niveles de la celda, y por
ultimo una lectura a los 30 min., para asegurar la homogeneidad
de la temperatura en la celda, manteniendo la agitacion
regulada

15.4 Velocidad de agitacion

Se mantuvo a una agitacion de 8.5 rom aproximadamente,
ya que el agitador magnético contaba con un regulador
electronico de velocidad, por lo que se fijaron las revoluciones
antes mencionadas de forma manual durante 12 hrs continuas.

15.5 Volumen de la celda

Se mantuvo el volumen total de la celda de Franz a 7.5 ml,
ya que el volumen extraido de 100 yL para su andlisis fue la
misma que se adiciono de la solucidon B a la celda. 3434464

15.6 Presencia de burbujas

Para evitar este problema la solucidon se elimino el aire, con
la ayuda de un ultrasonido por 15 segundos.

Variables en el medio de difusion (Burbujas); Se prepard 50
mL de una solucion al 50% de etanol-agua la cual se colocd en
el ultrasonido por 30 segundos para evitar la formacion de
burbujas en el medio.

16 Resultados

16.1 Validacion y optimizacion del método

16.1.1 Condiciones Cromatograficas

Se realizaron varias mezclas de la fase movil para obtener la que nos
pudiera servir para el andlisis de AFA
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16.1.2 Pruebas realizadas para obtener la fase movil adecuada

Tabla No. 9 Diferente condiciones cromatograficas para el analisis de A.F.A.

Fase movil (mL) Vel. flujo Tiempo de
(mL/min) Retencidén
(min)
THF  Acetonitrilo Agua Metanol V.F. T.R.
1" 15 74 - 1.4 8.30
10 13 77 - 1.4 7.9
5 10 85 - 1.4 15
8 11 77 5 1.4 10.50
8 13 74 5 1.0 6.15
6 13.5 74 7 1.4 4.50
é 14 71 10 1.4 2.42
6 14 71 10 1.0 9.39
é 17 71 10 1.0 10.70
6 20 69 10 1.0 8.10
5 19 67 2 1.0 7.93
5 19 67 2 1.4 6.13
6 20 69 10 1.0 7.4

Después de haber realizado varios experimentos para optimizar
la respuesta de AFA lo que se obtuvo fue: (Ver Tabla No. 7)

Tabla No.7. Condiciones Cromatograficas empleadas para el analisis de AFA.

Columna Ultra esfera XL dp 3u, 4.6mm X7.0cm

Precolumna Ultra esfera dp 5u de 4.6mm X4.5mm

Fase movil Aguaq, acetonitrilo, metanol y
tetrahidrofurano en Vol. (69,20,10,6)

Velocidad de flujo TmL/min.

Detector UV detector a 245nm, 0.01AUFS
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Tiempo de retencion 7.4min.

Volumen de inyeccion 100l

Figura No. 14 Cromatograma de AFA en las condiciones de fase movil: H20-CH3-
CH2-CN:CH3-OH:THF (65.7:19.1:9.5:5.7, tiempo de retencion de 7.4 minutos, con
un detector UV a una longitud de onda de 245 NM, con inyector manual, Velocidad
de flujo de 1 mL/min

16.2 Linealidad del método.

Se obtuvieron los resultados de linealidad del sistema reportado en la Tabla No.10 en las
concentraciones de 0.048 pg/mL a 1.92 pg/mL con sus respectivos coeficientes de variacion
(ver Fig. No.13).
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Tabla No. 10 Linealidad del método

Conc. DIA1 DIA X DS 7.CV
2
pg/ml AP AP AP AP AP AP AP AP AP

0.048 28 30 30 31 26 27 26716 53645 0.201

0.120 &9 65 71 69 50 42 56.15 11.553 0.1953
0.240 133 127 144 148 924 842 12143 12791 0.4082
0.480 256 240 242 267 226 166 236.07 240.161 0.1701
0.960 450 471 526 537 418 354 410.10 1264.1 1.3179
1.920 1072 1100 1084 1126 970 728 1013.3 149.62 0.1476

Figura No. 15 Linealidad del método para A.F.A.

16.3 Repetibilidad del método (Intradias).

Los resultados de repetibilidad se muestran en la Tabla No. 11 y 12, Figura
No. 16
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Tabla No. 11 Repetibilidad del método en el cromatdgrafo modelo Gold System

Conc. Promedio de 3 Altura del Altura del %C.V.1 %C.V.2 %C.V.3

Mg/mL curvas Altura pico (HP) pico dia Dia Dia
del pico 2da curva 3er.
lera curva
0.048 30.8 28.2 24.8 1.62 1.70 1.68
0.120 68.8 58.2 50.7 1.60 1.40 1.30
0.240 148 129.7 90.2 1.50 1.20 1.38
0.480 286.6 287 256 1.70 1.50 1.61
0.960 537 482 419.8 0.53 1.50 .50
1.920 1126 996 997 0.58 0.55 0.54

Se aplicd una prueba de ANOVA, encontrando que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre dias, dado que la Fexp.= 0.625, vy
Ft(0.05) = 3.153 por lo que Fexp < Ft(0.05).

Tabla No.12 Repetibilidad del método.

CONC mcg/mL Altura del pico (HP) HP x 10 + 15
Datos graficados

0.0120 9.78 x 10-5 9.78
0.049 3.08 x 10-4 30.8
0.120 6.88 x 10-4 68.8
0.240 1.48 x 10-3 1480
0.490 2.87 x 10-3 2870
0.960 5.37 x 10-3 5370
1.900 0.01126 11260

r=0.999

A=1.295x10-5

B =15.866 x 10-3
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Figura No. 16 Repetibilidad del método.

16.4 Reproducibilidad

Reproducibilidad obtenida de un valor de t exp. =0.925 menor al
tT(alfa 0.05)=2.447. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la prueba de t. La primera
curva fue analizado por el Quimico Manuel M.H. se muestra en
la Tabla No. 13y Figura No. 15

Tabla No. 13 Reproducibilidad del método

Conc. ug/ml Curval Curva 2 Curva 3
Altura del Altura del Altura del
Pico pico Pico

0.048 28 17.4 33.3

0.120 59 43.10 55.6

0.240 100 87.10 100

0.480 300 200 200

0.960 500 400 400

1.920 1100 800 800
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Altura de pico

Conc. pg/mil

Figura No. 17 Reproducibilidad del método AFA.

16.5 Cantidad minima cuantificable

Uno de los puntos caracteristicos de la recta de calibracion es la senal para
la concentracion cero, que puede tener diferente significado si corresponde
a la medida realizada sobre los reactivos sin la muestra, prueba en blanco
de los reactivos. O bien se realiza sobre la muestra sin alguno de los reactivos
esenciales, prueba en blanco de la matriz de la muestra.

En el método de cromatografia de liquidos empleado para la
determinacion de AFA en las membranas naturales y artificiales, se puede
cuantificar una concentracién minima de 0.048 ug/ml, ya que cumple con
los requerimientos de validacion para el andlisis cromatogrdfico.
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16.6 Cantidad minima detectable
Fue de 0.0112 pg/ml tomando como referencia el ruido de la linea base,

siendo la concentracion minima detectable tres veces mayor al ruido de la
linea base.

16.7 Estabilidad de la muestra a -15°C y a Temperatura ambiente

Tabla No. 14 Estabilidad de muestras a-15°C Acetonido de Fluocinolona Porciento

de AFA no degradada.
Dia Conc. Conc. Conc. Conc. Comc. Conc. Conc
0.062 0.082 0.135 0.227 0.421 0.798 1.93
1 100 100 100 100 100 100 100
2 91.22 98.53 99.03 97.18 100 100 80.45
3 89.11 81.03 70.26 67.39 44.82 47.28 51.13

Figura No. 18 Estabilidad de muestras a una temperatura de -15°C Porciento de
A.F.A. no degradada.
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Tabla No. 15 Estabilidad de muestras a temperatura ambiente Acetonido de
Fluocinolona anhidra Porciento de A.F.A. no degradada.

Dia Conc. Conc. Conc. Conc. Comc. Conc. Conc.
0.062 0.082 0.135 0.227 0.421 0.798 1.93

1 100 100 100 100 100 100 100
2 9658 97.13 90.525 96.41 98.84 96.42 83.34
3 9982 91.88 89.811 74.81 59.78 67.91 70.54

Figura No. 19 Estabilidad de muestras a temperatura ambiente Acetonido de
Fluocinolona Porciento de AFA no degradada

17 Especificidad
17.1 Especificidad del método del blanco.
Se muestran las Figuras No 20, 21 y 22 donde se observa el paso de la solucion

blanco sin AFA. a tfravés de cada una de las membranas.
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Figura No. 20 Especificidad utilizando la celda de Franz, Fase movil con paso a
través de membrana artificial ( Blanco)

Figura No. 21 Especificidad utilizando la celda de Franz, ase movil con paso a través
de membrana de piel de cerdo ( blanco)

Figura No.22 Especificidad utilizando la celda de Franz, ase movil con paso a través
de membrana de piel humana (blanco)
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17.2 Especificidad del método A.F.A. en crema.

Resulto ser especifico el método empleando la crema de
acetonido de fluocinolona anhidra con paso a través de membrana
artificial, piel de cerdo y de piel humana, mostrada en las Figuras. 23,
24y 25.

Figura No.23 Especificidad utilizando la celda de Franz, crema de A.F.A. con paso a
través de membrana artificial.

Figura No.24 Especificidad utilizando la celda de Franz, crema de A.F.A. con paso a
través de piel de cerdo.

Figura No.25 Especificidad utilizando la celda de Franz, crema de A.F.A. con paso a
través de piel de humano.
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18 Difusion de A.F.A.

El estudio de la difusion de AFA se ha aplicado en las membranas de
diferente especie. 747’78

Piel humana pacientes de Ontologia de Centro
Médico siglo XXI
Naturales <
\ Piel de cerdo de la zona de abdomen.

Artificial < Membrana sintética
Membrana Gelman de nylon 25 mm.
Tipo: hidrofilica
Didmetro: 2.5 cm, tamano de poro 0.45 um.
Marca 3M

TABLA No. 16 Resultados del porcentaje difundido de AFA en los diferentes
intervalos de tiempo con la membrana artificial (n = 6) en la celda de Franz, Temp.

37°C + 0.5°C.
TIEMPO (h) | Al A2 A3 A4 A5 Aéb
0 0 0 0 0 0 0
0.017 5.7 6.3 6 58 6.7 53
0.033 6.1 6.5 6.2 6.96 7.3 5.9
0.05 7.7 7.8 7.2 8.21 7.8 6.61
0.066 9.8 8.5 9.8 10 8.5 7.8
0.0833 13.9 9.1 10.3 11.12 9.1 8.5
0.166 24.5 11.2 14.5 23.11 11.2 9.1
0.333 27.2 24.69 24.9 26.25 24.69 11.2
0.5 35.7 25.2 26 29.81 25.2 20.37
1 36.4 28 28 38.7 28 25.2
1.5 42.9 34.4 38 44 34.4 28
2 44.1 62 38.3 54.06 62 34.4
2.5 55.2 63.39 44.3 57.9 63.39 62
3 58.9 73.27 46.8 62.8 73.27 63.39
3.5 60.6 83.78 57.4 65.8 83.78 73.27
4 68.2 921.512 67 71.2 85.17 83.78
4.5 76.7 93.82 63.2 75.3 86.978 85.17
5 78.9 94.02 69.2 88.5 87.04 86.978
5.5 81.3 94.48 71.8 21 90.61 21.25
r 0.9591 0.9759 0.9701 0.9697 0.9689 0.9861
r’ 0.9793 0.9879 0.9849 0.9847 0.9843 0.9930
Ft(0.05,18) 3.55 3.55 3.55
Fcal 0.182 0.720 0.176
P 0.672 0.402 0.681
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Figura No. 26 Resultados del porcentaje difundido de AFA n los diferentes intervalos
de tiempo con la membrana artificial (n = 6) en celda de Franz, Temp. 37°C = 0.5°C.
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TABLA No. 17 Cantidad acumulada de AFA en los diferentes Intervalos de tiempo
con la Membrana Artificial (n = 6) en celda de Franz, Temp. 37°C + 0.5°C

Figura No. 27 Cantidad acumulada de AFA en los diferentes Intervalos de
tiempo con la Membrana Atrtificial (n = 6) en celda de Franz, Temp. 37°C  0.5°C.
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TABLA No. 18 Resultados del Porciento de difusion de AFA en los diferentes

Intervalos de tiempo con la Piel de Cerdo (n = 6) en celda de Franz, Temp.. 37°C *

0.5°C

Tiempo (h) | Mc2 MdC2 MC2 Mdc3 MDC3 MAc2
0 0 0 0 0 0 0

0.017 0.11923 0.998 0.12947 0.10371 0.232 0.068177
0.033 0.43928 0.41916 0.48421 0.43559 0.40358 0.36817
0.05 1.02709 0.8982 1.06 1.03713 0.80033 0.59233
0.066 1.75086 1.57989 1.82737 1.74238 0.89258 0.94567
0.0833 2.59492 2.56088 2.70105 2.55134 8.446 1.5015
0.333 3.63874 4.36826 3.89263 3.51172 8.69983 2.78733
0.5 5.58833 6.95709 5.95579 5.38798 16.41483 5.4915
0.666 8.08807 11.13074 8.20632 8.08027 16.88467 8.67067

1 12.29369 16.93613 12.38526 12.41444 25.0065 14.4165
1.5 17.6174 23.37226 17.65895 17.7878 27.04467 20.78733
2 23.75693 30.73952 23.74316 24.98548 38.97567 29.794
2.5 31.45487 38.74651 31.21684 32.71209 42.20333 36.68733
3 39.91633 47.29641 39.70105 41.13358 55.08733 48.21067
3.5 49.92679 56.07585 50.00211 50.06638 58.96092 56.01233
4 60.3598 65.06687 60.62947 59.31757 72.92317 68.07733
4.5 70.93609 75.25649 71.41368 69.8548 78.25592 75.529

5 81.52181 87.23253 82.66737 80.60983 82.65817 87.97733
5.5 92.29683 98.61178 94.30316 91.46857 98.23175 95.964

r 0.99364 0.99491 0.99169 0.99278 0.98583 0.99388
r’ 0.9968 0.9974 0.9958 0.9964 0.9929 0.9969
Ft (0.05,18) 3.55 3.53 3.55

Fcal 0.00251 0.03477 0.02497

p 0.96031 0.85314 0.87531

Figura No. 28 Resultados del Porciento de difusién de AFA en los diferentes
Intervalos de tiempo con la Piel de Cerdo (n = 6) en celda de Franz, Temp.. 37°C *

0.5°C
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TABLA No. 19 Cantidad acumulada de AFA en los diferentes Intervalos de

tiempo en Piel de Cerdo (n = é) en celda de Franz, Temp.. 37°C % 0.5°C

Tiempo (h) Mc2 MdC2 MC2 Mdc3 MDc3 MAc2
0 0 0 0 0 0 0
0.17 11.4 10 12.3 10.0 27.84 8.18
0.033 42.0 42.0 46.0 42 48.43 44.18
0.05 98.2 90.0 100.7 100.0 96.04 71.08
0.066 167.4 158.3 173.6 168.0 107.23 113.48
0.0833 248.1 256.6 256.6 246.0 1013.52 180.18
0.333 347.9 437.7 369.8 338.6 1043.98 334.48
0.5 534.3 697.1 565.8 519.5 1969.78 658.98
0.666 773.3 11158.5 779.6 779.1 2026.16 1040.48
1 1175.4 1697 1176.6 1197.1 3000.78 1729.98
1.5 1684.4 2341.9 1677.6 1715.1 3245.36 2494.48
2 2271.4 3080.1 2255.6 2409.1 4673.08 3575.28
2.5 3007.4 3882.4 2965.6 3154.1 5064.46 4402.48
3 3816.4 4739.1 3771.6 3966.1 6610.48 5785.28
3.5 4773.5 5618.8 4750.2 4827 .4 7075.31 6721.48
4 5771.0 6519.7 5759.8 5719.4 8750.78 8169.28
4.5 6782.2 7540.7 6784.3 6735.4 9390.71 90963.48
5 7794.3 8740.7 7853.4 7772.4 11118.98 10557.28
5.5 8824.5 9880.9 8958.8 8819.4 11787.81 11515.68
r 0.9922 0.9972 0.991 0.994 0.993 0.993
r’ 0.9961 0.9986 0.9954 0.9969 0.9964 0.9964
Ft (0.05,18) 3.55 3.55 3.55
Fcal 0.03942 0.33837 1.2583
P 084358 0.5389 0.2683

Figura No. 29 Cantidad acumulada de AFA en los diferentes Intervalos de

tiempo en Piel de Cerdo (n = é) en celda de Franz, Temp.. 37°C % 0.5°C
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TABLA No. 20 Resultados del porcentaje difundido de AFA en los diferentes
intervalos de tiempo en Piel Humana (n = é) en la celda de Franz, Temp. 37° C £ 0.5°
C.

Tiempo DH2 Me2 DH3 PH3 Me3 PH2
(h)

0 0 0 0 0 0 0
0.17 04833 0.1967 0.4927 0.2917 0.385 0.182
0.033 1.12 0.3992 1.013 06418 0.784 0.3695
0.05 1.935 0.6142 1.613 1.125 1.526 0.5753
0.066 2.768 0.8467 2.26 1.65175 2.32075 0.8078

0.0833 3.752 1.1758 2.92 2.482 3.123 1.056
0.333 5.003 1.763 3.607 3.335 4.083 1.592
0.5 6.453 2.903 4.73 4.424 5.21 2.72
0.666 8.03 4.389 5.996 5.955 6.746 4.203
1 10.03 7.178 8.011 8.775 9.275 6.934
1.5 12.869 11.01 11.329 12.194 12.863 10.79
2 16.439 15.467 16.0389 17.214 17.1825 15.138
2.5 20.713 20.839 21.712 22.613 22.268 20.512
3 25.548 26.683 28.305 28.282 27.959 26.267
3.5 30.573 32.804 35.786 34.395 33.837 32.32
4 36141 39.728 43.508 41.155 40.385 39.23
4.5 41.92 46.848 52.106 48.543 47.021 46.2
5 47.91 54.268 60.794 55.995 53.696 53.45
5.5 54.01 61.813 69.567 63.538 60.543 60.645
r 0.9936 0.9917 0.9858 0.9928 0.9939 0.9918
r2 0.9968 0.9958 0.9929 0.9969 0.9969 0.9959
Ft (0.05,18) 3.55 3.55 3.55
Fcal 0.03478 0.03478 0.025
P 0853 0.8531 0.8752

Figura No. 30 Resultados del porcentaje difundido de AFA en los diferentes
intervalos de tiempo en Piel Humana (n = é) en la celda de Franz, Temp. 37° C £ 0.5°
C.
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TABLA No. 21 Cantidad acumulada de AFA en los diferentes intervalos de tiempo

en Piel Humana (n = 6) EN Celda de Franz, TEMP 37° C £ 0.5° C

Tiempo DH2 Me2 DH3 PH3 Me3 PH2
(h)
0 0 0 0 0 0 0
0.17 21.84 58 23.6 35.0 59.6 46.2
0.033 44.34 134.2 47.9 77.01 121.6 94.1
0.05 69.04 232.2 73.7 135.01 193.9 182.6
0.066 96.94 332.2 101.6 158.21 271.2 278.49
0.0833 126.73 450.2 141.1 297.81 350.7 374.75
0.333 191.04 600.4 211.6 400.21 432.82 489.95
0.5 326.43 774.4 348.1 530.91 568.02 625.2
0.666 504.39 963.3 526.7 714.61 719.62 809.5
1 832.06 1203.7 861.3 1052.95 961.35 1113.0
1.5 1295.03 1544.2 1321.1 1463.22 1359.55 1543.6
2 1816.67 1972.3 1856.0 2065.72 1924.65 2061.9
2.5 2416.43 2485.3 2500.7 2713.62 2605.44 2672.1
3 3152.1 3065.7 3201.9 3393.82 3396.66 3355.1
3.5 3878.08 3668.8 3936.5 4127 .4 4294.36 4060.1
4 4707.85 4336.9 4767 .34 4938.6 5220.99 4846.1
4.5 5544.1 5030.54 5621.74 5824.95 6252.79 5642.5
5 6414.3 5749.14 6512.24 6719.42 7295.29 6443.5
5.5 7277.40 6480.64 7417.54 7624.76 8348.09 7265.1
r 0.99184 0.99362 0.99169 0.9928 0.98583 0.99388
r2
Ft (0.05,18) 3.55 3.55 3.55
Fcal 0.03478 0.03478 0.025
P 0853 0.8531 0.8752

Figura No. 31 Cantidad acumulada de AFA en los diferentes intervalos de

tiempo en Piel Humana (n = é) en Celda de Franz, TEMP 37°C £ 0.5°C
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TABLA No. 22 Logaritmo del porciento difundido de AFA en membrana artificial
contra tiempo en horas en Celda de Franz.

Tiempo Al A2 A3 A4 A5 Ab
(h)
0 0 0 0 0 0 0
0.17 0.756 0.799 0.778 0.763 0.826 0.724
0.033 0.785 -0.813 0.792 0.843 0.863 0.771
0.05 0.887 -0.892 0.857 0.914 0.892 0.820
0.066 0.991 0.929 0.991 1 0.929 0.892
0.0833 1.143 0.959 1.012 1.046 0.959 0.929
0.333 1.389 1.049 1.161 1.364 1.049 0.959
0.5 1.434 1.393 1.396 1.419 1.393 1.049
0.666 1.553 1.401 1.415 1.474 1.401 1.309
1 1.561 1.447 1.447 1.588 1.447 1.401
1.5 1.633 1.537 1.580 1.643 1.537 1.447
2 1.645 1.792 1.583 1.733 1.792 1.537
2.5 1.742 1.802 1.646 1.763 1.802 1.792
3 1.770 1.865 1.670 1.798 1.864 1.802
3.5 1.783 1.923 1.759 1.818 1.923 1.865
4 1.834 1.961 1.826 1.852 1.930 1.923
4.5 1.885 1.972 1.801 1.877 1.939 1.930
5 1.897 1.973 1.840 1.947 1.940 1.939
5.5 1.910 1.975 1.856 1.959 1.957 1.960

Figura No. 32 Logaritmo del porciento difundido de AFA en membrana artificial
contra tiempo en horas en Celda de Franz.
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TABLA No. 23 Logaritmo del porciento difundido de AFA en membrana de cerdo
contra tiempo en horas en Celda de Franz.

Tiempo Mc2 MdC2 MC2 Mdc3 MDc3 MAc2
(h)
0 0 0 0 0 0 0
0.17 -0.924 -1.001 -0.888 -0.985 -0.635 -1.167
0.033 0.357 -0.378 -0.315 -0.361 -0.394 -0.434
0.05 0.012 -0.047 0.025 0.016 0.097 -0.227
0.066 0.243 0.199 0.262 0.241 0.049% -0.0243
0.0833 0.414 0.408 0.432 0.407 0.927 0.177
0.333 0.561 0.640 0.590 0.546 0.939 0.445
0.5 0.747 0.842 0.775 0.731 1.215 0.740
0.666 0.908 1.047 0.914 0.907 1.228 0.938
1 1.090 1.229 1.093 1.094 1.398 1.159
1.5 1.246 1.369 1.247 1.250 1.432 1.318
2 1.376 1.1488 1.376 1.398 1.591 1.474
2.5 1.498 1.588 1.495 1.515 1.625 1.564
3 1.601 1.675 1.599 1.614 1.741 1.683
3.5 1.698 1.749 1.699 1.700 1.771 1.748
4 1.781 1.813 1.782 1.773 1.863 1.833
4.5 1.851 1.877 1.854 1.844 1.894 1.878
5 1.911 1.941 1.917 1.906 1.967 1.944
5.5 1.965 1.994 1.975 1.962 1.992 1.982

Figura No. 33 Logaritmo del porciento difundido de AFA en membrana de cerdo
contra tiempo en horas en Celda de Franz.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 78



TABLA No. 24 Logaritmo del porciento difundido de AFA en membrana de humano
contra tiempo en horas en Celda de Franz.

Tiempo DH2 Me2 DH3 PH3 Me3 PH2
(h) B C D E F G
0 0 0 0 0 0 0
0.17 -0.316 -0.706 -0.304 -0.535 -0.415 -0.740
0.033 0.049 -0.399 0.006 -0193 -0.106 -0.432
0.05 0.287 -0.212 1.208 0.051 0.184 -0.240
0.066 0.442 -0.072 0.354 0.218 0.366 -0.093
0.0833 0.574 0.070 0.465 0.395 0.495 0.024
0.333 0.699 0.246 0.557 0.523 0.611 0.202
0.5 0.809 0.463 0.675 0.646 0.717 0.435
0.666 0.905 1.642 0.778 0.775 0.829 0.624
1 1.001 0.826 0.904 0.943 0.967 0.841
1.5 1.109 1.042 1.054 1.086 1.109 1.033
2 1.216 1.189 1.205 1.236 1.235 1.180
2.5 1.316 1.319 1.337 1.354 1.348 1.312
3 1.407 1.426 1.452 1.452 1.447 1.419
3.5 1.485 1.516 1.554 1.537 1.529 1.509
4 1.558 1599 1.639 1.612 1.606 1.594
4.5 1.622 1.671 1.717 1.686 1.673 1.665
5 1.6804 1.734 1.784 1.748 1.730 1.728
5.5 1.733 1.791 1.842 1.803 1.782 1.783

Figura No. 34 Logaritmo del porciento difundido de AFA en membrana de humano
contra tiempo en horas en Celda de Franz.
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Los resultados obtenidos muestran que la membrana de piel de
cerdo presente el mayor porcentaje de difusion, siendo de un 98.61%
en la membrana artificial fue en una 94.48% siendo la mds baja la
membrana de piel de humano con 69.57. En la prueba de ANOVA
comparando el porcentaje mdaximo de difusion entre las diferentes
membranas; se obfuvo en la membrana de cerdo y humano un valor
de Fcal=2.431 siendo el valor de Ft(0.05,18)=3.55 por lo que no
presente diferencias estadisticamente significativas entre ellas. De
igual manera, se realizé una prueba de ANOVA entre las 3 diferentes
membranas dando un valor de Ftotal = 2.76 por lo que no presente
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 20).

La prueba de ANOVA presenta diferencias estadisticamente
significativas entre la membrana humana y la membrana artificial con
un valor de F = 5.828 con un valorde p = 1.21 (Tabla 14, 15y 21).

TABLA No. 25 Promedios del porcentaje de difusion en piel de humano, cerdo y

membrana artificial, como también el andlisis de varianza presenta diferencias
estadisticamente significativas entre membrana artificial y la piel de cerdo.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 80



Figura No. 35 Promedios del porcertanje de difusion en piel humana, piel de
cerdo y membrana artificial.

TABLA No. 26 El andlisis de varianza presenta diferencias estadisticamente
significativas entre membrana artificial y la piel humana.
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Tabla No. 27 Resultados de la prueba de ANOVA para las tres membranas
empleadas, aplicada a los resultados obtenidos en el promedio del
porcentaje de difusidon de las muestras.

Prueba de ANOVA F cal. Ftab. (a=0.05y Gl
Para el % difundido = 18)

A-B 2.431 3.55

B-C 0.674 3.55

C-A 5.828 3.55

En donde A = Membrana de Piel de Humano
B = Membrana de Piel de Cerdo
C = Membrana Artificial

2.431 <3.55
0.674 < 3.55
5.828 >3.55

Tabla No. 28 Maximos y minimos del por ciento de difusiéon de A.F.A. en las
diferentes membranas.

Tipos de % Minimo % Maximo
Membrana Difundido Difundido

Piel de Humano 5401 69.57
Piel de Cerdo 91.47 98.61
Artificial 71.80 94.48

50 AiF [
a0 fTfusionm = 2o NMimirnmo
=0 Difundido
=20 m <o NE<inmo
10 Difundido
o

Fiel de Artificial

Hurnmamo

Mipo de
memm bramas

Figura No. 36 Maximos y minimos del porcentaje de difusion de A.F.A. en las
diferentes membranas.
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TIEMPO (h)

Logaritmo
A

0
0.017
0.033

0.05
0.066
0.0833
0.166
0.333
0.5

1.5

2.5

3.5

4.5

5.5

0.77573178

0.8124677

0.87813865
0.95744765
1.01438051
1.19317099
1.36464479
1.43211375
1.48737408
1.56761444
1.69146461
1.76115072
1.79983431
1.84985942
1.89103728
1.90414549

1.9248287
1.93821942

Logaritmo
H

Logaritmo C

0.56051283

0.37161277
0.04454637
0.16329806
0.53053458
0.65157697
0.88267174
1.00761081
1.19243977
1.31620949
1.45736397
1.55027111
1.65537117
1.72841382
1.80885688
1.86652951
1.92312916

1.9783906

diferentes membranas.
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Tabla No. 29 Resultados del Logaritmo promedio del porcentaje de difusion
en piel humanaq, de cerdo y membrana artificial.

Figura No. 37 Logaritmo promedios del porcentaje de difusién en las
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Figura No. 38 Valorde “vy “

Se puede observar el valor de*y” para la membrana arfificial que fue

de 0.0771x+ 0.726, siendo un valor mucho menor que el valor de “Y * para
piel de cerdo fue de y =0.1477x-0.3625 y para piel humana fue y = 0.1276x -
3053, de cerdo y membrana artificial.

19 Cinética de las membranas.

La membrana artificial presento una cinética de primer orden y
la piel humana y de piel de cerdo, presentaron una cinética de orden
cero. Figuras 40, 41 y 42.

Como se puede observar en las Figuras No. 38, 23, 24, en donde
la membrana artificial se ajusta a la cinética de primer orden, sin
embargo los datos de la piel humana y piel de cerdo, no se ajustaron
a la cinética de primer orden.
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Membrana 13.1 2.27 0.293

Cerdo 0.99 0.152 0.143

Humano 0.08 35.9

Tabla No.30
Valor de K12, K13. K23. en las diferentes muestras, artificial
y naturales

N
=
w

~
[N
N

~
N
w
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Figura 39 Representa las posibles
interfases que penetra AFA, en las diferentes
muestra artificial y naturales

19.1 Cinética de la membrana artificial

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

Evaluacioén in

Tabla No.31 Muestra el analisis estadistico Nom Mem para poder estimar si los
datos experimentales se ajustan a la cinética de ler orden.

C3k31 C2k23  C2k21
k31 K23 k21 K31 k23 K21
002 0.1 001 0011 75 024
Cl1 C2 C3 d31 dC2d23 d21
TIEMPO A1l
(h)
0 1000 0 0 1275 41
0.017 5.96
41 8684 1275 00 1107 35
0.033 6.49 76 7542 2382 0.0 90.5 2.9
0.05 155 106 6608 3287 0.1 84.2 2.7
0.066 9.06 133 5738 4128 0.1 68.9 2.2
0.0833 10.33 156 5028 4816 0.1 65.2 2.1
0.166 15.6 178 4354 5468 05 2701 8.6
0.333 23.15 269 1567 8163 15 196.3 63
0.5 27.04 347000 10111 1.9 0.0 0.0
1 30.71 366 00 10093 5.6 0.0 0.0
L5 36.95 42.1 0.0 10037 55 0.0 0.0
2 49.14 476 00 9982 55 0.0 0.0
2.5 52.69 531 00 9927 55 00 00
3 63.07 586 00 9873 5.4 0.0 0.0
35 70.77 640 00 9818 5.4 0.0 0.0
4 77.81 694 00 9764 5.4 0.0 0.0
4.5 80.19 748 00 9711 53 0.0 0.0
5 84.1
80.1 0.0 9657 53 0.0 0.0
5.5 86.74 oc A Nnn nen A cn Nnn nn
Cinetica de 1er orden, en membrana artificial
100
S0
= o¢o [ 8 = =
£ 7o @ o
::_"' B0 3 '@l = Series
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=2 40 o Series
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Figura No. 40 Cinética de membrana artificial.
El modelo que refleja una cinética de ler orden se ajusta a los datos
obtenidos en la membrana artificial.

19.2 Cinética de la membrana de cerdo

Tabla No. 32. Muestra el analisis estadistico Nom Mem, para poder estimar si los
datos experimentales se ajustan al la cinética de ler orden

C3k31 C2k23 C2k21
k31 k23 k21 k31 k23 k21

0.02 0.1 0.01 0.011 7.5 0.24
C1 C2 c3 d31  dc2d23 d21
TIEMPO Al
0.0170 (M 0 1000 0 0 1275 4.1
0.0170 0017 0.12 4.1 868.4 127.5 0.0 110.7 3.5
0.0160 0.033 0.42 7.6 754.2  238.2 0.0 90.5 2.9
0.0170 0.05 0.9 10.6 660.8 328.7 0.1 84.2 2.7
0.0160 0.066 1.45 13.3 573.8 412.8 0.1 68.9 2.2
0.0173 00833 3.39 15.6 502.8 481.6 0.1 65.2 2.1
0.0827 0.166 4.48 17.8 435.4 546.8 0.5 270.1 8.6
0.1670 0333 7.63 26.9 156.7 816.3 1.5 196.3 6.3
0.1670 05 10.17 34.7 0.0 1011.1 1.9 0.0 0.0
0.5 ! 15.57 36.6 0.0 1009.3 5.6 0.0 0.0
0.5 L3 21.87 42.1 0.0 1003.7 5.5 0.0 0.0
0.5 2 27.91 47.6 0.0 998.2 5.5 0.0 0.0
0.5 25 38.5 53.1 0.0 992.7 5.5 0.0 0.0
0.5 3 45.22 58.6 0.0 987.3 5.4 0.0 0.0
0.5 33 535 64.0 0.0 981.8 5.4 0.0 0.0
0.5 4 64.39 69.4 0.0 976.4 5.4 0.0 0.0
0.5 45 73.54 74.8 0.0 971.1 5.3 0.0 0.0
5 85.44
0.5 80.1 0.0 965.7 5.3 0.0 0.0
05 55 95.14 {5 A nn QAN 4 (e} nn nn
Cinética de 1er orden, promedio de membrana de cerdo
1 E
_ 8o S 8 =
£ 70 o 8
£ &0 L o Series
= 50 O T
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Figura No. 41 Cinética de piel de Cerdo
El modelo que refleja una cinética de 1er orden, no se ajusta a los datos
obtenidos en la piel de cerdo.

19.3 Cinética de la membrana de humano
Tabla No. 33. Muestra el analisis estadistico Nom Mem, para poder estimar si los
datos experimentales se ajustan a la cinética de ler orden.

C3k31 C2k23 C2k21

k31 k23 k21 k31 k23 k21
0.02 0.1 0.01 0.011 7.5 0.24
C1 C2 C3 d31  dc2d23 d21
TIEMPO A1l
0.0170 (h) 0 1000 0 0 127.5 4.1
0.0170 0.017 0.33 4.1 868.4 127.5 0.0 110.7 3.5
0.0160 0.033 0.7 7.6 754.2 238.2 0.0 90.5 2.9
0.0170 0.05 1.23 10.6 660.8 328.7 0.1 84.2 2.7
0.0160 0.066 1.77 13.3 573.8 412.8 0.1 68.9 2.2
0.0173 0.0833 2.9 15.6 502.8 481.6 0.1 65.2 2.1
0 3.23
0.0827 .166 17.8 435.4 546.8 0.5 270.1 8.6
0.1670 0.333 4.4 26.9 156.7 816.3 1.5 196.3 6.3
0.1670 0.5 5.88 34.7 0.0 1011.1 1.9 0.0 0.0
05 1 8.36 36.6 0.0 1009.3 5.6 0.0 0.0
0.5 1.5 11.84 421 0.0 1003.7 5.5 0.0 0.0
0.5 2 16.24 476 0.0 998.2 5.5 0.0 0.0
0.5 2.5 21.44 531 0.0 992.7 5.5 0.0 0.0
0.5 3 27.17 586 0.0 987.3 5.4 0.0 0.0
0.5 3.5 33.28  64.0 0.0 981.8 5.4 0.0 0.0
0.5 4 40.02 694 0.0 976.4 5.4 0.0 0.0
0.5 4.5 47.1 74.8 0.0 971.1 5.3 0.0 0.0
0.5 3 54.35  80.1 0.0 965.7 5.3 0.0 0.0
0.5 5.5 61.68 g54 0.0 960.4 5.3 0.0 0.0
Cinética de 1er orden, promedio de membrana humana
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Figura No. 42 Cinética de piel humana
El modelo estadistico que refleja una cinética de ler orden, no se
ajusta a los datos obtenidos en la piel humana.

20 Discusion de Resultados

20.1 Validacion de métodos analiticos para la cuantificacion de A.F.A.

Condiciones cromatografias.

Las condiciones cromatografias establecidas se adaptar al
tipo de equipo que se contaba en la Facultad de Quimica ya
que una de nuestros problemas iniciales fue la camisa térmica ya
que en el método propuesto en la literatura proponia 40 ° C para
la columna por lo que se recurrid a el cambio de fase movil ya
que esta es ofra alternativa para la solucion de nuestro
problema.

20.2 Validacion de métodos analiticos para la cuantificacion de A.F.A.

Condiciones cromatografias.

Las condiciones cromatografias establecidas se adaptar al
tipo de equipo que se contaba en la Facultad de Quimica ya
que una de nuestros problemas iniciales fue la camisa térmica ya
que en el método propuesto en la literatura proponia 40 °C para
la columna por o que se recurrido a el cambio de fase movil ya
que esta es ofra alternativa para la soluciobn de nuestro
problema.

20.3 Simplex

En un inicio se habia planeado realizar por el método
Simplex nuestra mezcla de la fase movil pero por falta de
solventes y disponibilidad del equipo se obtuvo por realizar
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nuestra mezcla de fase movil por ensayo y error, la cual se logro
establecer en 3 dias (ver Tabla No. 9).

20.4 Linealidad

En el andlisis de muestras por cromatografia de liquidos se
muestra que se presentd una linealidad satisfactoria en el
infervalo de concentfracion de 0.048 a 1.920 pg/ml con un
coeficiente de correlacion de 0.999 (ver Fig. No 15y tabla No.10).

20.5 Repetibilidad

Con el propdsito de determinar la repetibilidad del método
en intradia, se calcula el coeficiente de variacion (%) para cada

concenfracion en el método (tabla No. 11y 12) en las cuales se
obtuvo un valor mdximo de 1.68% y un minimo de 0.50%,
respectivamente.

20.6 Especificidad del método.

Resulto ser especifico el método del blanco con paso a
través de membrana de piel de humano, piel de cerdo vy
membrana artificial.

De acuerdo a los cromatogramas obtenidos en el método
de cromatografia de liquidos. (Figura No. 23, 24 y 25 ) se puede
observar que no se registran senales de componentes de las
membranas de humano, cerdo vy artificial que interfieran en la
determinacion de acetdénido de fluocinolona.

Presentando concentraciones mayores de difusion la
membranas de piel de cerdo y la membrana sintética en
comparacion a la membrana de piel de humano.

20.7 Concentracion minima detectable

En el método de cromatografia de liquidos utilizado par ala
determinacion de Acetdnido de fluocinolona en las membranas
naturales y artificiales, se puede detectar una concentracion
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minima de 0.012 pyg/ml tomando como referencia el ruido de la
linea base, siendo la concentracion minima detectable ftres
veces mayor a el ruido de la linea base.

20.8 Concentracion minima cuantificable

En el método de cromatografia de liquidos utilizado para la
determinacion de Acetdnido de fluocinolona en las membranas
naturales y artificial, se puede cuantificar una concentracion
minima de 0.048 ug/ml tomando como referencia el ruido de la
linea base, siendo la concentracion minima detectable fres
veces mayor a el ruido de la linea base.

20.9 Estabilidad

Presenta un porcentaje de no degradacién a los dos dias
del 98.84 hasta un 56.41 en las concentraciones empleadas por
lo que se considerd conveniente preparar una curva de
calibracion cada dia que se cuantificara acetdnido de
fluocinolona.

20.10 Difusion de AFA

Tabla No. 27 resultados de la prueba de ANOVA para las fres
membranas empleadas, aplicada a los resultados obtenidos en el por
ciento de difusion de las muestras.

Prueba de ANOVA el % | Fcal F oo ( alfo=0.05y GL=18)
difundido

A-B 2.431 3.55

B-C 0.674 3.55

C-A 5.828 3.55

En donde A= Piel Humana
B= Piel de Cerdo
C= Membrana Artificial
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2.431 <3.55
0.674 <3.55
5.828 > 3.55

20.11 Maximos y minimos en porcentaje de difusion de AFA.

Tabla No. 28 Mdaximos y minimos del por ciento de difusiéon de A.F.A. en
las diferentes membranas.

TIPO DE MEMBRANA PORCIENTO MINIMO | PORCIENTO MAXIMO
DIFUNDIDO DIFUNDIDO

Piel de humano 5401 69.57

Piel de cerdo 91.47 98.61

Membrana Arfificial 71.80 94 .48

En donde A= Membrana de Piel de Humano
B= Membrana de Piel de Cerdo
C= Membrana Artificial

La membrana de piel de cerdo presente el mayor
porcentaje de difusion, siendo de un 98.61%, en la membrana
artificial fue de un 94.48% siendo la mds baja de membrana de
piel de humano con 69.57. En la prueba de ANOVA
comparando el porcentaje mdaximo de difusion entre las
diferentes membranas, se obtuvo en la membrana de cerdo vy
humano un valor de Fcal=2.431 siendo el valor de Ft (0.05,18)=
3.55, por lo que no presente diferencias estadisticamente
significativas entre ellas; en la prueba de ANOVA entre la
membrana de cerdo y artificial se obtuvo el valor de 0.674 por lo
que no se enconfraron diferencias  estadisticamente
significativas.

La prueba de ANOVA presenta diferencias estadisticamente
significativas entre la membrana humana y la membrana
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artificial con un valor de F = 5.828 con un valor de p = 0.21 ver
tabla No. 27.

Tabla No. 30 Valor de K12, K13 y K 23 en las diferentes muestras.
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Tabla No. 23

K12 K13 K23

Membrana 13.1 2.27 0.293

Cerdo 0.99 0.152 0.143

Humano 0.08 35.9

Tabla No. 30 Valor de K

21 Cinética de difusion de las membranas naturales y artificiales.

Por lo que se llega a la conclusion que la Cinética de difusion de la
membrana artificial presentan una cinética de primer orden y
la membrana de piel humana y la membrana de piel de cerdo
no presentan una cinética de primer orden.
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22 Conclusiones.

El método resulto ser lineal, repetible, reproducible, especifico.

La concentracidon minima detectable por el método desarrollado es de
0.012 pyg/ml en comparacioén a valores de la literatura 1, 2, 3. de 32 ug/ml.

El método resulto ser lineal en un intervalo de 0.048-2.0 ug/ml con un
coeficiente de correlacion de 0.9998 con una pendiente de 0.00042 e
infercepto de -6.2 E-05. Asi como repetible con un valor de Fexp. = 0.625
y una FT= 3.15 (alfa 0.05), su reproducibilidad entre diferentes analistas, se
obtuvo un valor de T1=2.447 (alfa 0.05)> a la Texp= 0.925

La estabilidad del A.F.A. a temperatura de -15°C y a T.A. y el recobro fue
de 85-65%.

La prueba de ANOVA presenta diferencias estadisticamente
significativas entre la piel humana confra la membrana artificial con un
valor de F=5.828, conun valorde p =0.21

Las membranas de piel humana y piel de cerdo, presentan una cinética
de primer orden y la membrana artificial presentan una cinética de
primer orden.
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Exhorto al gremio que se interese en el control de calidad de las Formas
farmacéuticas semisdlidas y se realicen mds estudios relacionados a este
tema.

23 BIBLIOGRAFIA

l.- Laboratorio de Biofarmacia Facultad de Farmacia, Universidad
de Auvergne, Clermont- Ferrand, Francia.
2.- Evaluacion biofarmacéutica de la via cutdnea. Laboratorio de

biofarmacia Beyssac E. y BregniC, Universidad de Auvergne, Clermont-
Ferrand, Francia.

3.- V.P. Shah, J. Elkins, J. Hanus, C. Noorizadeh and J.P. Shelly, Pharm.
Res, Vol. 8 pp 55-59, (1991).

4.- Skin permecanility in vivo :comparisorabbit, pig and man methodius
J. Bartek, john A Labudde 1 and Howard | MaibachDEPArtment of
pathology and toxicology, mead Jhonson research center, evansville,
indiana, 4772. Department of dermatology, university of california schoo
of medicine, san Francisco, Califronia 94122.

5.- Wepierre, J., and Marty J.P. Perecutaneous absorption of drugs.
Trends Pharmacol. Sci., Vol. 1 pp 23-26, 1979

6.- RM Barr, F Lawlor, MR Judge, et al Platelet activating factor, Lyso-
platelet activating factor and arachidonic acid release in normal human
skin and the influence of Topical Steroid Treatment. British Jorunal of
Clinical Pharmacology, Vol. 35 (Jun) 6. pp 637-641, 1993.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 96



/.- Katz, M. Poulsen. B. J. Absorption of drugs through the skin. In
Handbook of experimental Pharmacology. Vol. XXVII/1, ed. B.B: Brodie, J.
Gollette, Berlin: Springer, pp 103-74, 1971.

8.- Flynn, G. L. Topical drug absorption and topical pharmaceutical
systems. In Modern Pharmaceutics, ed. G. S. Banaker, C. T. Rhodes. New
York: Dekker, 1979.

9.- Calnan. C.D. 1970. The significance of assay methods for the
dermatologist. Br. J. Dermatol, Vol. 82: Suppl. 6, pp. 43-44.

10.- MDC Claramonte, AP Vialard, FG Vilchez. An Application of
regular solution theory in the study of the solubility of Naproxen en some
solvents used in topical preparations. International  Journal of
Pharmaceutics Vol. 94 (Jun) 21 pp 1, 2, 3 1993.

11.- ldson, B. Vehicle effects in percutaeous absorption. Drug Metab.
Rev., Vol. 14, pp 207-222,1983.

12.- Kenneth H. Burdick, MD, Boyd Poulsen, PHD, and Cols.
Extermporaneus formulation of corticosteroids for topical usage, JAMA,
Vol. 211, No. 3, (Ene) 19 pp 462-466 (1970).

13.- Poulsen BJ. Diffusion of drug topical vehicles: An anaysis of
vehicle effects. En drug editor. E.J. Ariens, Academic Press. New York, p.
495, 1973.

14.- Kligman, A.M. Skin permeability: dermatologic aspects of
transdermal drug delivery. Am. Heart J., Vol. 108, pp 200-206, 1984.

15.- Poulsen BJ. Young E. Effect of topical vehicle composition on the
in vitro release of fluocinolone acetonide and its acetate ester. J Pharm
Sci. Vol. 51, p 928, 1968.

16.- Ostrenga, J.: Steinmets, C,: and Cols. Significance of vehicle
composition. |. Relation ship between topical vehicle composition, skin
penetrability, and clinical efficacy. Jurnal of Pharmaceutical Science
(USA), V 60, (Aug), pp 1175-1179 (1971).

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 97



17.- Katz, M., Pulsen, B.J.. Absortion of drugs trough the skin. En brodie,
B. Guillette, J.: Handbook of experimetnal pharmacology. Spinger-Verlag.
Berlin, p. 104, 1971.

18.- Polano, M.: Topical skin therapeutics. Curcill Livingstone. Londres,
p 101, 1984.
19.- Storrs, F.: Use and abuse of systemic corticosteroid therapy J. Am.

Acad. Dermatol, Vol. 1, p 95, 1979.

20.- Hasia, Si, Hoo, Yu-Lee.: Transformacidn of cortisona to cortisol in
human skin. Steroid. Vol. 10, p 489, 1967.

21 .- Sulzberger, M.B., witten, B. H.: The effect of topically applied
compound F in selected dermatoses J. Invest. Dermatol, Vol. 19, pp 101
1952.

22.- Franz, T.J. Kinefics of cutaneous drug penetration. Int. J.
Drematol, Vol. 22, pp 499-505, 1983.

23.- TSO MOM pathology of cystoid macular edema. Ophthalmology
1982;89:902-915

Rothova A., suttorp- van schulten MS, FritsTreffers W, Kijlstra A. Causes and
frequency of blindness in patients whith intraocular inflammatory disease
.Br. J. Ophthalmol 1996;80:332-336.

24 - Tranos PG, Wickremasinghe SS, Estangos NT, Topowuzis F,
Tsinopoulos I,Pavesio CE. Macular edema. Surv.Ophathalmol 2004;49:470-
490.

25.- Taylor HR. LXIIl Eduard Jackson memorial lecture: eye care: dollars
and sense. Am J. Ophthalmol 2007; 143:1-8

26.- Catier A, tadayoni R, Paques M, Et al characterization of macular
edema from various etiologies bay ophtical coherence tomographiy. Am
J Ophthamol 2005; 140:200 -

27 .- Saishin Y, Takashashi K, Melia M, Vinores Sa, Campochiaro PA.
Inhibition of protein kinase C decreases prostaglandin-induced breakdwn
f the blood-retinal barrier. J Cell physioll 2003;195:210-219.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 98



28.- Journal of ocular Pharmacology and Therapeutics Volume 13,
number 1, 1997 Mary Ann Liebert, Inc. Penefratio into the anterior
chamber via the Conjuntival/ Scleral Pathway Ronald D. Schoenwald, 1
GANESH S. DESHPANDE, 1

29 .- General tests and Assays. “The United States Pharmacopeia XXII.
The National Formulary XVIL” Supplement 5. The United States
Pharmacopeia. Convention, Inc., Rockville, Maryland, Mack Publishing
Company, Eastosn, Pennsylvania, pp 2711-2715, 1991.

30.- W.A. Hanson, “Handbook of Dissolution Testing, * 2" Edition, Aster
Publishing corporation, Eugene, Oregon, pp. 59-66.1991.

31.- D.R. Friend, J. Conftrolled Rel., Vol. 18, pp 235-248, 1992 Art. 49.

32.- Pradeepkumar P. Sanghvi and Charles C. Collons. Comparison of

diffusion studies of hydrocortisone between the frans cell and the
enhancer cell. Drug development and industrial pharmacy, Vol. 19 (13),
pp 1573-1585 (1993).

33.- W. A. Hanson, “Handbook of dissolution testing,” 2" Edition, Aster
Publishing Corporation, Eugene, Oregon, p 56, (1991).

34.- V.P. Shah, N.W. Tymex, W. Mernt and J.P. Skelly, Pharm. Forum,
Vol. 14, p 3458, 1988

35.- Analytical Research, Syntex research 3401 Hillview Avenue, Palo
Alto, California 94304.

36.- USP XIX United States Pharmacopeiaq, p. 1457.

37.- Saul, A.: Aplicacion topica de corticosteroids en dermatologia:
uso y abuso. Rev. Med. Hosp. Gral. Mexico S. S., 1 (Supl), pp 22, 41, 1985.

38.- Ostrenga, J, Haleblian, J.: Vehicle desing for a new topical
steroid, fluocinonide. J. Invest. Dermatol, pp 36-392,1971.

39.- W.Y. Higuchi, in transdermal Delivery of drugs, “proceeding of the
Workshop on Current Status and Future Directions, * W.I. Higuchi and D.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 99



Sharma, eds., U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication NO. 91-3075, Bethesda, Maryland, p 1, 1990.

40.- MF Hughes, SP Shrivastava, HL Fisher, LL Hall. Comparative Invitro
Percutaneous Absortion of p-substituted phenols through rat skin using
static and flow-trough diffusion systems. Toxicology in vitro, Vol. 7, (May)
3. pp 221-227,1993

4] - Poulsen, B. J., Chowhan, Z. T.: The use of mixtures of topical
corticosteroids as a mechanism for improving to tal drug bioavailability: A
preliminary report. Curr Probl. Dermatol. Vol. 7, p 107, 1978.

472 - Callen, J.: Intralesional corticosteroids. J. Am. Acad. Dermatol.
Vol. 4, p 149, 1981.

43.- PP Sanghvi, CC Collins. Comparison of diffusion studies of
Hidrocortisone between the Franz Cell and Enhancer Cell.  Drug
Development and Industrial Pharmacy, Vol. 19, No. 13. pp 1573-1585,
1993.

44 - Katfz, M., Polsen, BJ.: Cortcoid, vehicle, An skin Interation interation
in percutaneus absortion. J. Soc. Cosmet. Chem. Vol. 23, p 565, 1972.

45.- Lee mo; Sukumar L; Powell M. F. Syntex Research, Palo Alto,
California 94304 Temperatur and pH dependence of fluocinolone
acetonido degradation in a topical cream formulation. Pharm-Res, Vol 4
(Aug) 4 pp 342-7, 1987.

46.- Mansbridge J; Hanawalt P, Comparative effects of grouth
inhibitor on DNA replication, DNA repair, and Protein Syntesis in human
epidermal Keratinocytes. Cancer-Rex; Vol. 46 (Jun) 6 pp 2929-2935, 1986.

47 .- Smeenk, G., Rijnbeek, A.M. The watwer-binding rpopertios of the
watwer-binding properties of the water-soluble substances in the horny
layer Acta Derm. Venerol. Vol. 49, p 476, 1969.

48.- Parish LC, Witkowski JA,: The topical steroid saga. Int. J. Dermatol.
Vol. 24, p 435, 1985.

49 - Evaluation of efficacy and tolerability of K-FA fluocinolone
acetonide tape. Int-J. Clin-Pharmacol-Res; Vol. 7, No. 4, pp 279-282-1987.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 100



50.- Broggini M; Benvenuti C; Botta V, Broccali G. Medical
Department, Filippo del Ponte Hospital, Varese. Pharmacokinetcs of
fluocinolone acetonide in partch versus cream formulations. Int.-J-Clin-
Pharmacol-Res, Vol. 11, No. 1, pp 17-21, 1991.

51.- Jurnal of Pharmacokinetics and Biofpharmaceutics, Vol. 14, No. 2,
pp 131, 175, 381, 1986.

52.- Penetration, distribution and kinetics of 2, 3, 7, 8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin in human skin in vitro. Archtoxicol, Vol. 65 No.
5, pp 421, 428, 1991.

53.- Influence of topical corticosteroids on hormones in urine and
plasma. Arzneimittelforschung, Vol. 36, (Jun) 6, pp 993-996, 1986.

54 .- Garden, JM, Freinkel, R. Systemic absortion of topical steroid.
Arch. Dermatol. Vol. 122, p 1007, 1986.

55.- Syntex.: Monografia del sistema de triple corticoide integrado.
México, p 15, 1986.

56.- Robertson D., Howard, [.M.: Topical corticosteroids. Int. J.
Dermatol. Vol. 24, p 59, 1982.

57 .- Management of psoriasis vulgaris with a hydrocolloid o celusive
dressing. Arch-Dermatol, Vol. 123 (Aug) 8, pp 1046-52, 1987.

58.- Lee, S.: Topical Steroids. Int. J. Dermatol. Vol. 20, p 632 1981.

59.- Poulsen, B.: Design of topical drug products biopharmaceutics.
En drug design. Editor E. J. Ariens, Academic Press. New York, p. 149,
1973.

60.- Fry, L, Fenella T.. lllustrated encyclopaedia of dermatology.
Editorial. University Park press Saunders, p 443, 1981.

61.- Czerniecki B; Witz G; Reilly C; Gad S. C. The development of

contact hypersensitivity in mouse skin is suppressed by tumor promoters.
J-appl-toxicol, Vol. 8, (Feb)- 1, pp 1-8, 1988.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 101



62.- F Yamashita, T Yoshioka, Y Koyama, H Okamoto, H Sezaki, M
Hashida. Analysis of Skin Penetration enhancement Based on a 2-Layer
Skin  Corneum-Dose-Dependent Effect of 1 Geranylazacycloheptan-2-
one on drugs with different lipophilicities. Biological & Pharmaceutical
Bulletin vol. 16, (Jul) 7, pp 690-697, 1993

63.- Broto, A., Miranda, M.: Empleode corticoide topico oclusivo
aplicacion unica diaria, en dermatosis eczematosas. An. Bras. Dermatol,
Vol. 59 p 41, 1984.

64 .- Microette, automated sampler used with steady-state diffusion
cells, Hanson Research Corp., Charsworth, CA. (1990).

65.- Waters Division, Millipore Corporation, 712D Dissolution Power-Line
System, Milford, MA. (1990).

66.- ? Barret, C.W. et al: The effect of particle size and vehicle on the
percurtaneous absorption of fluocinolone acetonide. Brit J. Dermatol.
Vol. 77, p 576, 1965.

67 .- Weston W. Topical corticosteroids in dermatologic dosorders.
Hospital Practice. Vol. 1, 159, 1984,

68.- Official journal of the American Association of Pharmaceutical
Scientists, Pharmaceutical research, Plenum Press New York and London.
Vol. 8, No. 10, p S-23.

69 .- Steven T. Wu, Gerald K. Shiu, John E. Simmons and Cols. In vitro
release of nitroglycerin from topical products by use of artificial
membranes. Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 81, No. 12, Dic., pp
1153-1156 (1192).

70.- Pharmacopeial Forum The United States Pharmaceopeial
Convention, Inc. Vol. 19, No. 2. pp 5048, 5052, 5053, 5059.

/1.- JH Kou, SD Roy, J Fujiki. Effect of receiver fluid pH on invitro Skin

Flux of weakly ionisable drugs. Pharmaceutical Research Vol. 10 (Jul) 7,
pp 986-990. 1993.

Evaluacion in vitro de la difusion de aceténido de fluocinolona anhidra en crema utilizando diferentes membranas 102



72.- Journal of conftrolled release ISSN 0168-3659, CODEN JCREEC.
SOURCE7 SOURCE 1994, VOL. 30 n-1, pp.1-15 (72 ref). INIST- CNRS, COTE
INIST : 20704, 35400004629797.0010

73.- Shah, V. y collaborator, “In vitro release of hydrocortisone from
topical preparations and Automated Procedure,” Pharm Res. Vol. 8 No. 1,
(1991).

74.- Percutaneous absorption of drugs used in atopic eczema:

pimecrolimus permeates less frough skin than corficosteroids and
tacrolimus. International Journal of Pharmaceutics volume 269, issue 1,9
January 2004,pag. 29-35.

75.- Departamento de Tecnologia Farmaceutica, Facultad de
Farmacia y Biogquimica, Universidad de Buenos Aires , Argentina.

76.- Clinica Universidad de Navarra, Pamplona Espana, Servicio de
Farmacia Hospitalaria, ultima revision 30 de septfiembre de 2010.
Tel.948255400.

77.- In Vitro Release of Nitroglicerin from Topical Products by Use of
Artificial Membranes. Steven T. Wu, Generald K. Shiu, John E. Simmons,
Robert L. Bronaugh, and Jerome P. Skelly. Journal of Pharmaceutical
Science/ Vol. 81, No. 12, December 1992, p. 1153.

78.- Universidad Complutense de Madrid, Facultad de Veterinariq,
departamentos de Toxicologia y Farmacologia, Estudios comparativos de
diferentes técnicas cromatograficas en el andlisis de residuos de
corticoesteroides en muestras biologicas. Olga Huetos Hidalgo, Manuel
Ignacio de San Andrés Larrea, José Juan Sanchez Sdez, Madrid, 2004. pp.
25-90

24 APENDICE A GLOSARIO

ACTH Hormona adrenocotropica
AFA Acetonido de fluocinolona anhidra
a- MSH Alfa- melanocita

ANOVA El andlisis de la varianza (o Anova: Analysis of variance) es un método
para comparar dos o mdas medias. Es necesario porque cuando se quiere
comparar mas de dos medias es incorrecto utilizar repetidamente el contraste
basado en la t de Student.
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En resumen, el andlisis de varianza sirve para comparar si los valores de un
conjunto de datos numeéricos son significativamente distintos a los valores de otro
o0 mds conjuntos de datos. El método para comparar estos valores estd basado
en la varianza global observada en los grupos de datos numéricos a comparar.
Tipicamente, el andlisis de varianza se utiliza para asociar una probabilidad a la
conclusion de que la media de un grupo de puntuaciones es distinta de la media
de ofro grupo de puntuaciones.

Atrofia de la piel
Estrias atréficas Son lesiones en forma de bandas lineales, visibles en la superficie
de la piel, que se produce como resultado de una rotura infradérmica limitada,
por estiramiento.

Capa epidermal basal. Es una monocapa de células cilindricas, siendo esta la
capa germinativa.

CH3CN Acetonitrilo

Células granulares Células responsables del desarrollo del gameto femenino en el
ovario. Derivan de las células epiteliales celdmicas de la cresta gonadal. Las
células _granulosas forman una capa simple alrededor de los ovocitos en el
foliculo ovdrico primordial e inician la formacidén de un disco proligero de
multiples capas rodeando el ovulo en el foliculo de Graaf. Las principales
funciones de las células granulosas son la produccion de esteroides y receptores

de hl.

CCF cromatografia de capa fina

Complejo penfijo Este complejo, es conocido hace milenios. En términos de
prevalencia, se incluye dentfro de él, el pénfigo folidceo (PF/ enfermedad de
Cazenave), o pénfigo eritematoso (PE/ Enfermedad de Senear — Usher) y pénfigo
vulgaris (PV), dentro de las formas mds frecuentes. Ademds de estas, hay formas
de pénfigo pustular panepidérmico, pénfigo secundario a drogas y un pénfigo
paraneoplasico, mucho menos frecuentes. Los pénfigos folidceo y eritematoso
fueron por mucho tiempo, clasificados como escenciales o superficiales frente al
vulgaris denominado como pénfigo profundo.

Coérneocito Células cutdneas muertas en la capa cornea que se encuentran
conectadas firmemente al fondo.
a-queratina (una proteina estructural)

Dermatopatias autoinmunes: Las patologias autoinmunes pueden ser definidas de
una forma simple como aquellas enfermedades en que el sistema inmune del
paciente se dirige de forma errénea o insdlita contra si mismo 27. Esto puede ser
mediados a través de anticuerpos dirigidos a un antigeno de un extracto proteico
cutdneo determinado (complejo pénfigo, penfigoide), de autoanticuerpos que
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se unen a los antigenos desencadenando el depdsito de complejos antigenos-
anticuerpos en una zona de la membrana basal (lupus eritematoso)

DNA Acido desoxirribonucleico

Enfermedad de Malpigi Lo amebiasis 0 amebosis es una enfermedad
contagiosa, cuyo agente patdgeno es una ameba pardsita (por ello el nombre
de la enfermedad), del phylum Protozooarios, del Orden Sarcodino, denominada
cientificamente, Malpighamoeba mellificae (Prell 1927) que parasita los tubos de
Mdalpighi. Maassen en Alemania fue el primero en observar el pardsito en 1916,
Prell en 1926 describid y clasifico el protozoo, flagelado

Dermatitis perioral Se refiere a la zona alrededor de la boca, y la dermatitis
incluye enrojecimiento y pequenos granitos rojos (pdpulas) y/o granitos con pus
(pUstulas). Puede acompanarse también de una leve descamacion asi como
sensacion de picor o quemazon.

Dermatitis por contacto Se trata de un padecimiento reaccional agudo,
subagudo o crénico de la piel, desencadenado por el contacto con alguna
sustancia.

Eritema (gr. éo06nua (erythema) "rojez", "inflamacién™ ) es un término médico
dermatologico para un enrojecimiento de la piel condicionado por una
inflamaciéon debida a un exceso de riego sanguineo mediante vasodilatacion. El
eritema es un sinfoma de distintas enfermedades infecciosas y de la piel. Con
estos Ultimos, figura en (dentro de) las eflorescencias primarias.

Eritema originado por la enfermedad de Lyme.

Estrato cérneo Lo capa mds superficial de la epidermis. Estd formada por un
conjunto de estrato (20 a 30) de células que constituyen las tres cuartas partes de
la epidermis

EEG electroencefalograma

F.A. fluocinolona anhidra
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Foliculitis La Foliculitis es la inflamacion de uno o mas foliculos pilosos. La afeccidn
se puede dar en cualquier lugar de la piel.

Hipertricosis También se le conoce como el Sindrome del Hombre Lobo. Es
una enfermedad muy rara, un problema de exceso de cabello, en la que las
personas que la padecen estdn cubiertas completamente, a excepcion de las
palmas de las manos y de los pies, por un vello lanugo largo, que puede llegar
hasta los 25 centimetros. Sélo se han documentado 50 casos.

Hipo pigmentacién Albinismo oculocutdneo
mcm micrémetro

Lupus Miliaria disseminatus faciei es una dermatosis inflamatoria cronica que
predomina en adultos jévenes. Se distingue por lesiones de aspecto papular.

Lupus eritematoso discoide (LED) Es un frastorno créonico de la piel. El LED
localizado (la forma mdscomun) afecta la piel de la cara, cuero cabelludo,
orejas y cuello. El LED generalizado afecta la piel de los brazos y pecho. El LED es
diferente del lupus eritematoso sistémico, él cual afecta muchos érganosinternos.
El LED puede afectar a todas las edades y a ambos sexos. Generalmente ocurre
en las mujeresde 30 a 40 anos.

MetoH Metanol

M=microgramos

Neurodermatitis localizada Enfermedad eczematosa de la Piel, exiremadamente
variable, que se presume que es una respuesta a acciones vigorosas de rascado,
frotacion o pinchado para aliviar el Prurito intfenso. La misma varia en intensidad,
severidad, curso y expresion morfoldégica en diferentes individuos. Algunos creen
que la neurodermitis es psicogénica. La forma circunscrita o localizada se le
conoce a menudo como liquen simple cronico.
Sinbnimos: Liquen Simple Crénico, Neurodermatitis Circunscrita, Neurodermatitis
Localizada

Oftitis externa alérgica La definicion de oftitis externa seria como su propio nombre
indica la inflamacién de

las porciones mads externas del aparato auditivo, esto es principalmente
conducto auditivoexterno, y por extension a las diferentes zonas del pabelldon
auricular.

Pendifoide Es un trastorno cutdneo, también llamado vesicular, caracterizado
por la formacién de ampollas grandes.
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Preparacion tépica: es una accion local sobre el estrato corneo.

Preparaciéon endodérmica: la difusion de la sustancia es mds importante, pero el
fadrmaco no alcanza la circulacion sistémica.

Preparaciones transdermicas: en este caso la piel es una ruta real de
administracion y el farmaco difundird desde el estrato cdérneo hasta la
hipodermis y alcanzara la circulacion sistémica

Pénfigo Introducciéon. Es un padecimiento auto inmune de la piel y mucosas de
origen desconocido en el que se forman ampollas fldcidas debido a un defecto
en la cohesion celular ...

Pitiriasis rosada Es un fipo comun de erupcidn cutdnea que se observa en los
adultos jovenes

Psoriasis La psoriasis (del griego ywpa, sarna) es una enfermedad inflamatoria
cronica de la piel, no es conftagiosa, que produce lesiones escamosas,
engrosadas e inflamadas, con una amplia variabilidad clinica y evolutiva.
Psoriasis es una enfermedad inflamatoria cronica y recurrente de la piel
caracterizada por placas eritematosas, descamativas (plateadas), secas, bien
delimitadas y simétricas. Es una enfermedad no contagiosa que sufre el 2-3% de
la poblacion.

Proteina transmembranal
De Wikipedia, la enciclopedia libre
Saltar a navegacion, busqueda

Una proteina fransmembranal es aquella proteina integral de membrana que
atraviesa la bicapa lipidica una vez (unipaso) o varias (multipaso). Se pueden
distinguir fres dominios. En primer lugar una zona que pasa a través de la
membrana, de caracteristicas hidrofébicas (que repele el agua) para interactuar
con los lipidos de la bicapa lipidica (membrana celular). Ademads, un dominio
citosdlico y ofro extracitosdlico en contacto con el interior y exterior de la célula
respectivamente, de cardc

ter hidrofilicos ("les gusta el agua"). El resultado es una proteina anfipdtica.

Como proteina integral que es, sélo se puede aislar de la bicapa mediante la
aplicacion de detergentes, como SDS. Las principales funciones son servir como
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canales tfransportadores de iones o moléculas, como por ejemplo las acuaporinas
que transportan agua a través de la membrana; recepcion de senales celulares,
anclaje al citoesqueleto o a la matriz extracelular, etc.

24.1 Contenido

[ocultar]

e 1 Tipos de proteinas transmembranales seglin su estructura
o 1.1 Transmembranal unipaso
o 1.2 Transmembranal multipaso

e 2 Referencias
e 3 Véase también

24.2 ' Tipos de proteinas transmembranales segUn su estructura

Distintos tipos de proteinas transmembrana: 1.- unipaso 2.-
multipaso en a-hélice 3.- multipaso en R-ldmina

24.2.1 Transmembranal unipaso

Atraviesa la bicapa una sola vez. El extremo N-terminal de la proteina queda a un
lado de la membranag, y el extremo C-terminal al otro. De este tipo son los
Receptores-PTK (con actividad Proteintirosin kinasa), enzimas del Aparato de Golgi,
etc. Un ejemplo muy estudiado es la glucoforina de la membrana del eritrocito. Los
dominios de estas proteinas se caracterizan por:

Dominio fransmembrana

Presenta una estructura secundaria en a-hélice, con una longitud de unos 20
a 30 aminodcidos. Los residuos laterales han de ser en su mayoria
hidrofébicos, como alanina, leucing, isoleucing, etc. para poder
interaccionar con el interior de la bicapa por fuerzas hidrofébicas y de Van.
der Waals. Es importante senalar que el interior de la hélice estd ocupado, y
no sirve como canal. En los extremos de la hélice, pueden estar residuos con
carga, que interaccionan con la cabeza polar de los fosfolipidos de la
bicapa.

Dominios no fransmembrana

Son generalmente hidrofilicos y globulares, de longitud variable, que se
mantienen mediante enlaces de hidrogeno vy fuerzas electrostaticas. En el
dominio extracitosdlico pueden presentarse enlaces disulfuro -S-S- y cadenas
de oligosacdridos, cosa que no ocurre en el dominio citosdlico.
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24.2.2 Transmembranal multipaso

Vista lateral de Acuaporina 1, proteina multipaso en a-
hélice, cuyo interior forma un canal que permite el paso
de agua. La conformacion tridimensional de estas hélices
sélo permite que pasen moléculas de agua a través del
canal, de una en una.

Atraviesan la bicapa lipidica en dos o0 mds ocasiones, normalmente mediante
varias a-hélice, aunque hay casos de inserciones a través de pB-Idmina. Hay
muchos ejemplos: receptores asociados a proteinas G friméricas, canales idnicos,
porinas en bacterias, y de nuevo en el eritrocito la proteina Banda 3, proteina
transmembranal multipaso que atraviesa la membrana con 12 a-hélices, y con sus
extremos hacia el citosol.

a)Multipaso en a-hélice

Estas proteinas tienen tantas a-hélices como veces atraviesan la membrana.
Estas hélices se unen mediante bucles en sus dominios citosdlico y
extracitosodlico. Las a-hélices pueden servir Unicamente como mero medio
de anclaje a la bicapa, o pueden formar un canal por el que puedan pasar
diversas sustancias. En este Ultimo caso, las hélices tienen residuos
hidrofébicos que dan por fuera del canal, para interaccionar con la bicapa;
mientras que los residuos que dan hacia el canal interno son hidrofilicos. De
esta forma, muchas sustancias polares que en ausencia de proteinas no
podian cruzar la membrana, ahora si pueden hacerlo. Para poder formar un
canal iénico, se necesita un minimo de 5 a-hélices.

Las a-hélice pueden desplazarse, resbalando unas sobre otras, para producir
un cambio conformacional. Esto sirve para regular la abertura de canales,
transportar compuestos por permeasas y para la fransduccién de senales
b)Multipaso en B-ldmina

Mucho menos frecuentes son los casos de proteinas transmemlbrana
multipaso en R-ldmina. Ejemplos se dan en cloroplastos, mitocondrias y
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bacterias. La B-Ildmina sélo requiere unos 10 aminodcidos para atravesar la
bicapa. Existen proteinas con un nimero de B-Ildmina desde 8 a 22.
Normalmente forman canales por los cuales atraviesan diferentes solutos. Es
el caso de los poros de porina, una proteina presente en la membrana de
algunas bacterias, asi como en mitocondrias y cloroplastos, por los que
pasan sustancias con un peso molecular inferior a 800 Da por simple difusion.
La porina cruza la membrana con 16 B-ldmina antiparalelas, que simulan las
duelas de un barril. Estas [dminas alternan aminodcidos polares y apolares,
los polares estan orientados a la luz del canal, y los apolares contactan con
la parte hidrofoba de la bicapa lipidica. Esto es una diferencia respecto a las
a-hélice. Los bucles entre las B-ldmina se proyectan hacia el lumen del
canal, lo que les confiere especificidad. Ademds de porina, ofros ejemplos
son los poros también en forma de barril de maltoporina, para maltosa, y
poro de proteina FepA, para iones de hierro, ambos en bacterias.

No obstante, no todas las proteinas multipaso en p-ldmina actian como
canales. Existen enzimas en B-ldmina, como la lipasa OMPLA, y algunos
receptores de membrana. En estos casos, los residuos polares de las B-ldmina
obstruyen el canal, imposibilitando esta funcidn. La Unica funcién del barril es
el anclaje a la membrana.

A diferencia de las a-hélice, las B-ldmina se unen entre si de una forma mads
rigida, impidiendo los cambios conformacionales, limitdndose asi su
versatilidad.

24.3 Referencias
e Alberts et al (2004). Biologia molecular de la célula. Barcelona: Omega. ISBN 54-282-1351-8.

*  Lodish et al. (2005). Biologia celular y molecular. Buenos Aires: Médica Panamericana. ISBN 950-06-1974-3.
24.4 Véase también

e Acuaporina
e Proteina G

Prurito es un hormigueo peculiar o irritacion incémoda de la piel que conlleva un
deseo de rascar la parte en cuestion. Comunmente se llama picazén o comezon.

Queratinocitos Son las celulas predominantes 80 % de la epidermis es la capa
mas superficial, Son celulas muertas que se desprenden continuamente

q = Cuantificado por TLC (Syntex Research method 10,138
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Rash Exantema, Erupcidon Enrojecimiento o prominencias de la piel o ambas
cosas a la vez que pueden aparecer ante una sustancia (intoxicacion, alergia).
Pueden producirse con o sin fiebre.

RNA Acido Ribonucleico

RNAm ARN mensajero. El ARN mensajero (ARNm o RNAmM) lleva la informacién
sobre la secuencia de aminodcidos de la proteina desde el ADN, lugar en que
estd inscrita, hasta el ribosoma, lugar en que se sintetizan las proteinas de la
célula. Es, por tanto, una molécula intermediaria entre el ADN vy la proteina y el
apelativo de "mensajero” es del todo descriptivo. En eucariotas, el ARNm se
sintetiza en el nucleoplasma del nucleo celular y de alli accede al citosol, donde
se hallan los ribosomas, a través de los poros de la envoltura nuclear.

rom Revolucion por minuto.
S= Semicuantificado (Syntex Research Method 10,172)
SNC Sistema Nervioso Central

Sistema de reservorio: el fGrmaco se mantiene dentro de un reservorio con una
membrana de permeabilidad selectiva. La membrana controlard la liberacion
del fdrmaco vy la difusion a través de la piel. El estrato cérneo no es el factor
limitante de la penetracién, la membrana creara un sistema de liberaciéon
controlado con una liberacion de orden cero.

Sistemas matriciales: estos sistemas monoliticos estdn constituidos por un disco
polimérico de grosor y area definidas, en el cual estd uniformemente dispersado
el fdrmaco.

THF Tetrahidrofurano
UV Ulira violeta
Maceracion infeccion agregada

Xerosis en fase inflamatoria

Xerosis En semiologia clinica, se denomina xerosis a la sequedad de la piel' o de
la conjuntiva y ofras membranas mucosas.? Las principales causas son la
desnutricion y la dermatitis atépica. La xerosis es un signo muy frecuente en ninos
escolares con el Sindrome de Down.? El dlivio de la xerosis suele incluir
humectantes y en casos de eccema muy pronunciado, esteroides. El tratamiento
de la patologia de base elimina la sinfomatologia

ANATOMIA DE LA PIEL
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ANATOMIA DE LA PIEL
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Desmosoma

Hemidesmosoma

1 1
Lamina lacida

Lamina densa

Lamina fibroreticular

Fibrillas de anclaje

Molécula de adhesion

Proteinas de anclaje

Fibras de colageno

La capa basal esta formada por tres laminas: la lamina Itcida (asi llamada por aparecer transparente en las

Disulfuro.

Involucrinag,

el diagnédstico de un carcinoma epidermoide.
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Microfibrillas

Fibras elasticas

Es una proteinaproteina expresada por los queratinocitos
maduros y puede ser empleado como marcador de diferencias. Este anticuerpo
es de utilidad para demostrar la presencia de diferenciaciéon escamosa.En

\ tumores epidermico indiferenciados la positividad para incolucrina orienta hacia
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25 Estructura y patologia de la piel
La piel es el organo mds extenso del cuerpo, tiene una superficie media de 1,6

m2 vy un peso de aproximadamente 4 Kg. Estd constituida por 3 niveles: |a

epidermis, la dermis_(tejido conectivo) y el tejido graso (adiposo o subcutdneo).

La piel tiene multiples funciones (tabla 1) que son desarrolladas por las diferentes
estructuras, células y anejos que la componen. Entre las funciones destaca la

funcidn inmunoldgica v la funcidn barrera. La funcidén inmune se realiza por la

inmunidad natural v la adaptada. La funcidn barrera impide la _entrada de

sustancias U organismos del exterior y la pérdida desde el interiorasi como

también ejerce la funcidn de filiro de la radiacidn ultravioleta. Entre otras

funciones destacan la funcidn reparadora de heridas, ulceras vy del dano celular
producido por la radiacidon ultravioleta, las funciones vasculares nutritivas vy

requladoras de temperatura, las funciones sensitivas, de comunicacidn v las

funciones de relacidn o atencion.

Epidermis:

La epidermis es la parte mds externa y estd constituida por un epitelio escamoso
que tiene un grosor de entre 0,03 mm (pdrpado superior) a 1,5 mm (palmas), con
un grosor medio de 0,4 mm. Estd formada por 4 capas y en ella podemos
encontrar 4 tfipos celulares: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans vy
células de Merkel.

1. Queratinocito: Es la célula mds presente en la epidermis (representa el 80%
de las células epidérmicas). Los queratinocitos son las células que producen
queratina y ademds producen citocinas que son moléculas solubles con
funciones de regulacion de las células epiteliales y células dérmicas. Los
querdatinocitos forman las 4 capas de la epidermis: capa basal, estrato
espinoso, estrato granuloso y capa coérnea. El paso desde las células de la
capa basal hasta la queratina tiene una duracién de unos 15 dias.

a. La capa basal es la mds profunda y estd constituida por una sola
capa de células cuboidales que se disponen por encima de la uniéon
dermo-epidérmica. En la capa basal, los queratinocitos expresan las
queratinas K5 y K14.

b. El estrato espinoso o de Malphigio estd constituido por multiples hileras
de queratinocitos que expresan las queratinas K1/K10, de citoplasma
eosindfilo, aplanados y unidos entre si por los desmosomas

c. La capa granulosa estd por encima y estd constituida por una o varias
hileras de células que contfienen los gradnulos de queratina (queratinas
K2/11)

d. Por encima de la capa granulosa se encuentra la capa cérnea en la
que las células han perdido el nucleo y conforman la gueratina
blanda. En ciertas localizaciones (palmas y plantas) existe una capa
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visible, amorfa, enfre la capa granulosa y la capa cérnea que se
denomina estrato lUcido.

2. Melanocito: El melanocito es una célula dendritica que deriva de la cresta
neural y que migra hacia la epidermis y el foliculo piloso durante la
embriogénesis. Su principal funcién es la produccion de melanina que tiene
importancia cosmética y de proteccion solar. En situaciones normales los
melanocitos se disponen a nivel de la capa basal epidérmica y contactan
con los queratinocitos por medio de sus dendritas, existiendo un melanocito
por cada 36-40 queratinocitos (unidad meldnica epidérmica) o un
melanocito por cada 9 células basales. La densidad de los melanocitos es
variable dependiendo de la region anatdmica (es mds alta en la region
genital), pero es muy constante entre los individuos de las diferentes razas. El
color de la piel va a depender de la actividad de los melanocitos que estd
determinada por las caracteristicas de los melanosomas y de la actividad
de las enzimas que participan en la sintesis de melanina asi como de la
capacidad de los melanocitos de transferir el pigmento a los queratinocitos.
La melanina puede tener bdsicamente dos formas, la eumelanina (color
marrén parduzco) y la feomelanina (pigmento rojo amarillento), su sintesis
estd regulada por diversas enzimas entfre las que destaca la tirosinasa que
metaboliza el aminodcido firosina para formar dihidroxifenilalanina (DOPA),
la actividad de la enzima estd estimulada por la unidn de la MSH
(melanocite stimulating hormone) a un receptor en la membrana de los
melanocitos. Este receptor MCR (melanocortin receptor) presenta hasta 5
variantes y dependiendo de la variante presente se va a determinar la
repuesta en la produccién de un tipo u ofro de melanina (eumelanina o
feomelanina) lo que va a determinar la respuesta del individuo a la luz solar.

3. Célula de Merkel: Es una célula que se localiza a nivel de la capa basal y
tiene una funcidon mecano-receptora, estando localizada en lugares con
sensibilidad tactil muy intensa como son los pulpejos, mucosa vy foliculo
piloso. A nivel epidérmico se asocia con las terminaciones nerviosas
infraepidérmicas. La queratina 20 es el marcador mas eficaz de la célula de
Merkel.

4. Célula de Langerhans: fueron descritas en 1868 por el estudiante de
medicina Paul Langerhans. Derivan de la médula dsea vy tienen la funcidon de
presentacion antigénica y estdn involucradas en una gran variedad de
respuestas inmunes por medio de la activacion de las células T. Las células
de Langerhans tienen una distribucidn muy constante en toda la piel vy
pueden detectarse por medio de la localizacién de diversos antigenos
como la ATPasa, CDI1, CD4, S100, HLA-DR, y en el citoplasma las células
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contienen un grdnulo caracteristico que se observa en microscopia
electronica y que tiene forma de gusano o raqueta conocido como
grdnulo de Birbeck . La célula de Langerhans es el principal efector de las
reacciones inmunes epidérmicas [siendo un_ejemplo las dermatitis de

contacto alérgicas) . El contacto antigénico con la epidermis da lugar a una
alteracion de la homeostasis de las células de Langerhans, que se
manifiesta por cambios fenotipicos y funcionales. Los antigenos captados
por las células de Langerhans, se procesan en compartimentos
especializados y un fragmento de los cuales se une a complejos de
histocompatiblidad mayor. Tras unas horas las células de Langerhans
-procesadoras de antigenos- _aumentan_de tamano, abandonan la

epidermis, migran a través de la dermis y enfran en los vasos linfaticos
dérmicos y migran hacia las areas paracorticales de los ganglios linfaticos de
drenaje, en donde presentan el antigeno a las células T dando lugar a una
respuesta especifica y productiva en estas células. Para llevar a término su
funcion, las células T deben acumularse en las zonas cutdneas que
acumulan el antigeno. Tras estimulos antigénicos repetidos de las células de
Langerhans, las células T sensibilizadas sufren una expansion clonal dando
lugar a células o moléculas efectoras que eliminan el patégeno.

Unidén intercelular y unién dermo-epidérmica

Las células epidérmicas estdn unidas entre si por medio de los puentes de
unidn intercelular y estan unidas a la dermis por medio de la membrana basal.

Los puentes de unidn intercelular o desmosomas estdn constituidos por varias
proteinas que se agrupan en 3: l)flamentos de queratina, 2)plaguinas vy
3)desmogleinas. Existe un grupo de enfermedades autoinmunes -los pénfigos-, que
se caracterizan por el desarrollo de anticuerpos dirigidos contra las proteinas que
constituyen los desmosomas alterando su funcion y dando lugar a la acantolisis.

La epidermis estd separada de la dermis por la capa basal, constituyendo la
union dermo-epidérmica. La membrana basal que se identifica con facilidad
como una membrana homogénea, eosinofilica, PAS+, es una estructura compleja
formada por 4 espacios (Figura 1): 1) la membrana de las células basales, 2)la
I&dmina lucida (LL), 3)la Idmina basal (LB) y 4)la zona fibrosa o subldmina densa. A
nivel de las células basales se pueden observar los hemidesmosomas (HD) que
unen la epidermis a la ldmina densa a través de los filamentos de anclaje,
constituidos principalmente por las proteinas laminina 5 y BP180. La Idmina densa
estd compuesta predominantemente por coldgeno tipo IV y estd unida a la dermis
subyacente por medio de las fibras de anclaje constituidas por coladgeno tipo VII.

Existen wvarios grupos de enfermedades autoinmunes (penfigoide,
epidermolisis ampollosa adquirida) y congénitas (Epidermolisis ampollosas), que se
caracterizan por la alteracion de la funcidon de las proteinas que conforman la
unidon dermo-epidermica produciéndose la formacion de ampollas a nivel de la
membrana basal.
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Unién dermo-epidermica (hemidesmosomas)

Union intercelular (desmosomas)

La epidermis no es un sistema estable, existen en patologia muchos procesos que
cursan con alteraciones de la cinética celular epidérmica y en estas situaciones
podemos observar alteraciones en el grosor de la epidermis (Acantosis, Queratosis,
Paraqueratosis, Hipergranulosis), en la cohesion de las células epidérmicas |
Acantolisis, Balonizaciéon, Espongiosis, Vesiculacion, Ampollas) y en la
diferenciacion de estas células (Disqueratosis)

Dermis:

La dermis representa un tejido fibro-eldstico, formado por una red de
coldgeno vy fibras elasticas. En la dermis podemos encontrar fibras (coldgena,
eldsticas y reficular), células (fibroblastos, mastocitos, dendrocitos dérmcos y
macrofagos), elementos vasculares, neurales y anejos (pelos, glandulas ecrinas,
apocrinas y sebdceas). La dermis se puede dividir en dos partes: 1)Una zona fina
que pasa por debajo de la epidermis (dermis papilar) y alrededor de los anejos
(dermis perianexial) y 2) una zona gruesa que va desde la dermis papilar y el tejido
subcutaneo (dermis reficular). La combinacion de la dermis papilar y la dermis
perianixial se ha denominado dermis adventicial. La dermis papilar localizada por
debajo de las papilas dérmicas y a la regién subpapilar tiene muchos vasos y fibras
de reficulina. La dermis reticular es mas rica en coladgeno vy fibras eldsticas. El
fioroblasto es la célula mds presente y tiene como mision la fabricacion de los
elementos fibrosos de la dermis, especialmente coldgena. El coldgeno es una
proteina sintetizada por el fibroblasto pudiendo ser producida por otfras células
como miofibroblasto, osteoclasto, etc. El coldgeno no es homogéneo en todo el
organismo, existiendo 13 fipos en relacion con la morfologia, composicion de
aminodcidos y propiedades fisicas. La dermis contienen principalmente coldgeno
tipo | (85-90%), tipo lll (8-11%) y tipo V (2-4%). Las fibras eldsticas son esenciales para
las propiedades retractiles de la piel y solo representan un 2-4% de los
constituyentes de la dermis.
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Estructuras anexiales:

Las estructuras anexiales de la piel incluyen los pelos, las unas, las glandulas
sebdceas, las gldndulas sudoriparas ecrinas y las gldndulas sudoriparas apocrings.

Los pelos cubren toda la superficie corporal excepto palmas, plantas y mucosas.
Morfoldégicamente existen 3 tipos de pelo: el lanugo o vello fetal, el pelo velloso vy el
pelo ferminal. Los pelos se forman a nivel del foliculo piloso, estando constituidos
por queratina dura, tienen 3 fases de crecimiento que se producen de forma
ciclica: la fase andgena o fase de crecimiento, la fase catdgena o fase
infermedia que dura unas semanas y la fase teldgena o fase de descanso que
puede durar enfre 2 y 4 meses tras lo cual el cabello cae y vuelve a iniciarse un
nuevo ciclo de crecimiento. La duracion de la fase andgena es variable en las
diferentes zonas del cuerpo cuerpo y determina la longitud del cabello. En el
cuero cabelludo un 90% de los cabellos estan en fase andgena, un 1% en fase
catdgena y un 9% en fase teldgena. El crecimiento medio del cabello es de entre
0.3y 0,5 mm por dia, . El crecimiento del cabello esta regulado en zonas por las
hormonas, especialmente los androgenos, las zonas donde tiene mdas influencia la
actividad androgénica son la barba, en torso, drea genital y el cuero cabelludo.
El color del cabello estd determinado por la presencia de los melanocitos
foliculares localizados en la zona matricial del cabello, la intensidad del color esta
en relacion con la cantidad de melanina vy el tipo (eumelanina en el pelo castano
y negro y feomelanina en pelo rubio y pelirojo).

Las unas también estan formadas por queratina dura y estdn formadas por diversas
partes que incluyen la matriz, la cuticula, la lUnula, la Idmina ungueal y el
hiponiquium.

Ciclo de crecimiento del pelo : A: Matriz
1. Andagena. fase de crecimiento B: Cuticula
2. Catagena: fase intermedia C: Lunula
3. Telogena: fase de reposo y caida D: Lamina ungueal
E: Hiponiquio

F: Pliegue ungueal lateral
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Glandulas sebdceas: son gldndulas holocrinas que drenan directamente al foliculo
piloso excepto en determinadas dareas como areola, pezdn (en esta localizacion
se denominan fubérculos de Montgomery) labios (manchas de fordyce), labios
menores y glande (gldndulas de Tyson) y pdrpados (glandulas de meibonian), en
que no se relacionan con el foliculo y drenan directamente a la superficie
cutdnea. Estas gldndulas aumentan su actividad en la pubertad y su niumero vy
actividad son muy variables entre las diferentes personas. Las mds numerosas estan
en el cuero cabelludo y la cara y estdn ausentes en las palmas y plantas. Las
gldndulas sebdceas producen los lipidos que estdn compuestos principalmente de
triglicéridos.

Glandulas sudorales ecrinas: producen el sudor, que estd compuesto
mayoritariamente de agua. Las gladndulas ecrinas tienen una porcidn secretora
(porcion intraepidermica o acrosiringio y porcién dérmica o ducto dermico)y una
porcidon excretora que drena directamente a la superficie cutdnea. La funcion mas
importante es producir sudor para regular la temperatura y responden a estimulos
tales como el calor, ciertos alimentos, situaciones de estrés, y estimulos simpdticos y
para simpdaticos.

Glandulas sudorales apocrinas: no tiene una presencia marcada en la piel del
hombre. Se localizan mayoritariamente en la axila, drea anogenital, periumbilical,
pdrpados (gldndulas de Moll), areola y pezdn. Son gldndulas profundas
localizadas a nivel de dermis profunda o tejido graso subcutdneo y que drenan
directamente al foliculo piloso. El mecanismo de secrecidn gpocrind o por
decapitacion, no estd bien establecido, su produccidon se incrementa por
estimulos adrenérgicos. El olor de su produccion se debe a la degradaciéon de la
secrecion por la flora bacteriana.
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Vasos: La piel recibe el riego
sanguineo de los VASOs
perforantes del ftejido graso
subcutdneo y musculo,
formdndose 2 plexos vasculares
intercomunicados entre si. Un
plexo vascular profundo
localizado a nivel de la unidn
dermo-hipodérmica y un plexo
vascular superficial localizado en
la porcidn alta de la dermis
reficular desde el cual salen las
asas capilares que se distribuyen
en la dermis papilar. El flujo
sanguineo cutdneo es de gran
importancia en la
termoregulacion.

Nervios: A nivel cutdneo existen multiples terminaciones nerviosas que reciben los
estimulos externos. Existe un sistema eferente que es responsable del
funcionamiento del sistema vascular y anexial, derivado del sistema nervioso
auténomo simpdtico y un sistema aferente responsable de la sensibilidad cutdnea.
El sistema aferente esta constituido por terminaciones nerviosas libres (responsables
de la sensibiidad a la temperatura, picor y dolor), terminaciones nerviosas
relacionadas con el foliculo piloso (funcion mecanoreceptora) y terminaciones
capsuladas, entre las que destacan los corpusculos de Meissner y de Pacini. Los
corpusculos de Pacini se localizan a nivel de las palmas y plantas y son
responsables de la sensibilidad a la presidon y vibraciéon. Los corpusculos de Meisner
se localizan a nivel de la dermis papilar de manos, pies y labios y son responsables
de la sensibilidad tactil.

Tejido graso subcutdneo: El tejido subcutdneo estd compuesto por lobulillos de
células grasas separados por septos fibrosos y tienen como misidén la conservacion
de la temperatura y de energia.

Biopsia cutdnea:

La biopsia cutdnea es una técnica sencilla, pero que
requiere una seleccion cuidadosa de la zona a biopsiar.
Hay diferentes técnicas para realizar una biopsia que
incluye la biopsia simple, la biopsia extirpacion, la biopsia
por rebanado (shave biopsy), la biopsia en sacabocados
(punch biopsy). El conocimiento de la patologia que se
quiere confirmar mediante la realizacion de una biopsia
nos hard decidir por un método u otro. Para el estudio
dermatopatoldgico, las biopsias deben ser fijadas en
formol al 10%. También son Utiles en dermatologia las
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Técnicas de inmunofluorescencia
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Técnicas de inmunofluorescencia. Estas técnicas nos permitirdn demostrar la
presencia de anticuerpos fijados a antigenos epidérmicos. Son especialmente
Utiles en el diagnostico de enfermedades autoinmunes, especialmente las
ampollosas. Las técnicas pueden ser realizadas en biopsias congeladas en
nitrdgeno liquido y conservadas en este medio hasta su procesamiento. Para
establecer el diagndstico diferencial de las enfermedades ampollosas, se realizan
3 técnicas de inmunofluorescencia: directa, indirecta e indirecta en piel
separada.
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“ENNOBLECE AL HOMBRE RECONOCER SUS ERORES”

Lo envilece perseverar en ello.
Nos hemos habituado a la injusticia.
Nos hemos acostumbrado al desorden.

Y vuelto insensibles a la pena ajena, nos hemos hecho adictos a la violencia
Nos hemos conformado a que las cosas se hagan y no hacerlas.

Se han acomodado unos cuantos como verdugos.

Otfros como pasivos espectadores y por lo mismo complices y los demas
como victimas de los acontecimiento.

Nadie se propone la injusticia como fin, pero se da.
Porque no basta las intenciones aunque sean buenas.
De ellas se habla y se dice, estd empedrado el infierno, jNo!

iBasta Ya!

Salgamos del circulo dantesco de atavismos y rencores, de egoismos
venganzas.

Salgamos de todo este mundo efimero y material. Deja el salvajismo de la
violencia y , mira, mira a lo largo de tu camino cuanto y cuanto puedes
lograr con tan solo un objetivo, de vivir, de crecer, como un integro “Ser
Humano”, con todo tu “ser”, todo lo que a causa de ser, pudo y podra vivir
en paz con el creador del universo, y consigo mismo.

Adios, espero que aproveches cada instante del tiempo que tienes en tus
manos, desde este instante hasta que Dios lo disponga.

Gonzdlez M. G.

0804983
8:00PM
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