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RESUMEN  

El presente trabajo tiene como finalidad formular el ketorolaco trometamina en liposomas elásticos 

(LE) y evaluar su liberación transdérmica ex vivo e in vivo, además de evaluar in vivo el uso de la 

iontoforesis de manera conjunta con los LE con la finalidad de valorar si existía un efecto sinérgico.  

Esta investigación se dividió en tres partes: 

En la primera parte se optimizo la preparación de los liposomas elásticos (LE) por el método de 

hidratación de película, para lo cual se varió el tiempo de ultrasonicación y el número de 

extrusiones como variables críticas que afectan el tamaño de los LE,  obteniendo las condiciones a 

las que se prepararan los LE conteniendo el fármaco (10 minutos de ultrasonido y tres extrusiones a 

través de membranas de policarbonato con un tamaño de poro de 100 nm).  

En la segunda parte se prepararon y caracterizaron LE conteniendo el KT, usando como activador 

de superficie el Tween® 80 obteniéndose los siguientes resultados; (i) Los LE presentaron un 

tamaño promedio de vesícula de alrededor de 127 nm, un potencial zeta de -12 mV y una eficiencia 

de encapsulamiento del 73%. (ii) Se comprobó la forma esférica de las vesículas por microscopía 

electrónica de transmisión. (iii) Se evaluó su elasticidad  al hacerlas pasar por una membrana con un 

tamaño de poro de 50 nm. (iv) Los LE mostraron ser estables físicamente por dos meses al no haber 

cambio en el tamaño de las vesículas en este periodo de tiempo. (v) Se evaluó la liberación in vitro 

del fármaco a partir de los LE usando celdas de difusión tipo Franz y una membrana de diálisis con 

un peso molecular de corte de 8000 Da. Estos estudios mostraron un retardo en la liberación cuando 

el fármaco es incluido en los LE.  

Por último en la tercera parte se evaluó la permeación ex vivo e in vivo (esta última usando también 

iontoforesis) de KT en solución y formulado en LE. La permeación ex vivo se evaluó a través de 

piel de oreja de cerdo usando celdas de difusión tipo Franz y solución amortiguadora de fosfatos 

(pH 7.4) a 32°C. Obteniéndose un flujo de 0.278 μg/cm2.h y un tiempo de latencia cercano a 10 h lo 

cual puede indicar que el KT permanece en la piel (con la posibilidad de extender el efecto local). 

Los estudios de permeación in vivo se llevaron a cabo en voluntarios sanos usando la técnica del 

“tape stripping”. Se administró por difusión pasiva e iontoforesis (aplicando corriente eléctrica 

fisiológicamente aceptable). Demostrándose en los estudios de difusión pasiva una buena 

correlación entre la cantidad total permeada de fármaco (r2 de 0.8779)  con la pérdida de agua 

transepidérmica (TEWL) confirmando el mecanismo de transporte de estos acarreadores. Al aplicar 

iontoforesis se encontró que esta favorece la penetración del KT cuando este se encuentra en 

solución y no así cuando esta formulado en LE. El efecto de aplicar iontoforesis y LE sobre la 

barrera de permeabilidad de la piel se evaluó por medio de mediciones de TEWL. 
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ABSTRACT  

This work aims to formulate the ketorolac tromethamine (KT) in elastic liposomes (EL) and 

evaluate transdermal release ex vivo and in vivo, in addition to evaluating in vivo, the use of 

iontophoresis in conjunction with the LE in order to act synergistically. The present study was 

divided into three parts: 

In the first part was optimized the preparation of the EL by the hydration film method, for which 

ultrasound time and number of extrusions to which they are subjected EL to reduce its size was 

varied, obtaining the conditions to which the EL be prepared containing the drug (ten minutes 

ultrasonic and three extrusions through polycarbonate membranes with a pore size of 100 nm). 

In the second part, was prepared and characterized EL containing KT, using as surface activator 

Tween 80. The EL had a mean vesicle size around 127 nm, a zeta potential of -12 mV and 

encapsulation efficiency of 73%. By transmission electron microscopy the spherical shape of 

vesicles was demonstrated. And the elasticity of the vesicles to put them through a membrane with 

a pore size of 50 nm was evaluated. Also the EL were shown to be physically stable for two months 

in the absence of change in the size of the vesicles in this time period. In vitro release of drug from 

EL was evaluated using Franz diffusion cells, and a dialysis membrane with a molecular weight cut-

off of 8000 Da. These studies showed a delayed release when the drug is included in the EL 

compared to aqueous drug solution. 

Finally, in the third part, drug permeation ex vivo and in vivo was assessed (the latter also using 

iontophoresis). The ex vivo permeation was evaluated through pig ear skin using Franz diffusion 

cells and phosphate buffer solution (pH 7.4) at 32°C. Yielding a flow of 0.278 μg/cm2.h and latency 

time close to 10 h which may indicate that KT remains in the skin (with the possibility of extending 

the local effect). The in vivo permeation studies were performed in healthy volunteers using the 

technique of “tape stripping”. Was administered by passive diffusion and iontophoresis (applying 

electric current physiologically acceptable). Passive diffusion studies demonstrating a good 

correlation between the total amounts of drug permeated and penetration distance with 

transepidermal water loss (TEWL), confirming the mechanism of transport of these carriers. By 

applying iontophoresis was found that this favor the penetration of KT when it was in solution and 

not when it was formulated in EL. The effect of applying iontophoresis and EL on the permeability 

barrier of the skin was evaluated by measurements of TEWL. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La forma de administrar  sustancias con actividad terapéutica ha cambiado radicalmente en las 

últimas tres décadas. Las formas farmacéuticas convencionales han perdido funcionalidad debido a 

la inespecificidad del tratamiento, la constante intervención del paciente y los efectos adversos 

generados. Términos tales como sistemas de liberación controlada, prolongada, extendida, vectores 

farmacéuticos, sistemas terapéuticos, etc., engloban el creciente interés de los investigadores 

farmacéuticos en desarrollar nuevas formas de dosificación de activos capaces de optimizar la 

forma y rapidez de entrega del fármaco y el lugar de su liberación. 

La posibilidad de la administración de fármacos a través de la piel es cada vez más conocida y están 

apareciendo más productos en el mercado. La barrera de permeabilidad de la piel no es absoluta y 

hay la posibilidad de que ciertas sustancia penetren el tejido subyacente o incluso alcancen la 

circulación general, esto ha dado origen a numerosos estudios sobre la penetración de sustancias de 

diversa índole, se puede decir que estos estudios buscan fundamentalmente responder  a las 

siguientes interrogantes: ¿Cuál es el grado y rapidez de penetración de una sustancia?, ¿Cómo 

puede verse comprometida la barrera de permeabilidad? y ¿Qué estrategias existen para favorecer el 

paso de sustancias de interés a través de la piel? 

Las limitaciones de ésta vía de administración están principalmente asociadas con la función de 

barrera de la piel. La baja permeabilidad de la mayoría de las sustancias a través de la misma, ha 

guiado las investigaciones hacia la búsqueda de estrategias para favorecer el transporte, entre ellas 

podemos mencionar el uso de promotores de absorción ya sea químicos o físicos, así como el 

empleo de acarreadores de fármacos, con los cuales se pretende aumentar la permeabilidad del 

tejido. 

Actualmente se está evaluando el empleo conjunto de algún acarreador (liposomas, nanopartículas 

etc.) con uno o más promotores de absorción, con la finalidad de promover el transporte de 

fármacos a través de la piel. 

Existen muchas clases de fármacos que pueden producir beneficios cuando son administrados a 

través de la piel. La elevada acción analgésica (semejante al de la morfina) así como su peso 

molecular bajo hacen que el ketorolaco trometamina sea un buen candidato para la administración 

transdérmica. No obstante, debido a que presenta muy baja permeabilidad a través de la piel, en este 

trabajo  se propone combinar un acarreador (liposomas elásticos) y un promotor de absorción físico 

(iontoforesis) con la finalidad de aumentar su permeación transdérmica. 
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Ketorolaco trometamina 

 

El dolor es esencial para la supervivencia ya que previene contra lesiones posibles o reales de los 

tejidos. Por lo regular, los seres humanos no se adaptan al dolor. Esta es la causa de consulta médica 

más frecuente a nivel mundial, por lo que los analgésicos son los fármacos más usados, entre éstos, 

los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son los más comunes (Zavaleta et al., 2007).  Los 

AINES son un grupo heterogéneo de compuestos en cuya estructura química no existe un núcleo 

esteroideo. Existen seis categorías: salicilatos, fenamatos, derivados de las pirazolonas, índoles, 

ácidos fenilacéticos y los ácidos fenilalcanoicos  A pesar de la diversidad de sus estructuras 

químicas, estos fármacos comparten las mismas propiedades terapéuticas: actividad anti-

inflamatoria, analgésica y antipirética. Además, comparten en mayor o menor medida los mismos 

efectos adversos (Rainsford, 2007). 

El ketorolaco trometamina (KT, Figura 1), ácido 5-benzoil-2,3-dihidro-1 H-pirrólico-1-carboxil, 2-

amino-2 (hidroximetil)-1, 3-propanodiol, es un fármaco antiinflamatorio no esteroideo 

perteneciente al grupo de los ácidos fenilacéticos, es un fármaco quiral, cuya actividad biológica se 

asocia con el enantiómero S (Rokhade et al., 2006). Se produce como sal de trometamina para 

aumentar su solubilidad acuosa (Sturm et al., 1997, Mathew et al., 2007).  

 

 

El KT es ampliamente utilizado en México, por vía oral, intramuscular, intravenosa o tópica; está 

indicado en el tratamiento a corto plazo de la inflamación y dolor postoperatorio de moderado a 

grave, en el dolor agudo músculo-esquelético, dolor dental, incluyendo el dolor después de una 

cirugía bucal, y parece ser el AINE tópico de mayor efecto analgésico hasta la fecha (Orlandini et 

al., 2004, Devarajan et al., 2000). Se ha reportado que su efecto analgésico es comparable al de la 

morfina, sin producir los mismos efectos en el sistema nervioso central y sin provocar dependencia 

y efecto similar al de la meperidina por lo que se utiliza también para disminuir las dosis de 

opiáceos en el tratamiento del dolor severo. Así mismo, se ha reportado que su actividad 

antiinflamatoria es similar o comparable a la dexametasona, sin los efectos secundarios de los 

agentes esteroideos (Wang et al., 2001).  

Figura 1. Estructura química del ketorolaco trometamina 
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Con respecto a la aspirina (AINE más utilizado) algunos autores reportan que es 20 veces más 

potente que ésta (Sturm et al., 1997), y otros reportan que es 800 veces más potente (Devarajan et 

al., 2000). 

2.1.1 Farmacocinética del KT 

 

La dosis de KT inicial recomendada es de 30 mg por vía intramuscular, seguida por dosis 

adicionales de 10 mg cada 6 horas.  La biodisponibilidad oral del KT es de 90% con muy bajo 

metabolismo de primer paso hepático.  Cuando el KT es absorbido después de la ingestión oral o 

cuando se administra intravenosamente, se disocia rápidamente en su forma aniónica a pH neutro 

(Kim et al., 2005; Sturm et al, 1997; Tiwari y Udupa, 2003). Tras su administración oral se alcanza 

el pico plasmático máximo a los 35 minutos, 1-2 horas después de una administración intramuscular 

y 5.4 minutos si se administra intravenosamente (López-Alarcon et al., 1998). 

Como ya se mencionó, el KT es un fármaco quiral cuya actividad se relaciona con el enantiómero 

S; el tiempo de vida media del enantiómero S es de 2.4 horas aproximadamente y para el 

enantiómero R el tiempo de vida media es de 5 horas. El tiempo de vida media para la mezcla 

racémica es de 4 a 6 horas (Rokhade et al., 2006),  por lo que se requiere administrar de manera 

frecuente. 

El ketorolaco se une débilmente a proteínas plasmáticas en un 99%, el uso simultáneo de otro AINE 

desplaza al ketorolaco, incrementando la concentración plasmática de fármaco libre. El fármaco se 

metaboliza vía hepática derivando en metabolitos inactivos, la eliminación del KT es renal y es 

excretado como fármaco inalterado, metabolito conjugado con el ácido glucurónico o bien 

hidroxilado (Sturm et al., 1997; Zavaleta et al., 2007). 

 

2.1.2 Mecanismo de acción del KT 

 

Los receptores del dolor (nociceptores) pueden ser excitados por medios químicos y mecánicos. Las 

sustancias que producen la sensación dolorosa, como la histamina, estimulan directamente las 

terminaciones nerviosas, mientras que las prostaglandinas (PGs) reducen el umbral del dolor al 

aumentar la sensibilidad de los receptores al estímulo. Se sabe que las prostaglandinas PGE2 y 

PGF2 causan dolor local en los sitios de inyección, dolor vascular y cefalea. Por lo que disminuir la 

producción de PGs tendría un efecto analgésico. 

La inflamación es una respuesta tisular a la agresión mediada por múltiples sustancias responsables 

de los cambios producidos en el foco inflamatorio. A partir de los fosfolípidos de la membrana 

celular, por la acción hidrolítica de la fosfolipasa A2 y C, se produce ácido araquidónico que es 

metabolizado por la ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa originándose así las prostaglandinas, 

lipoxinas, leucotrienos y tromboxanos. 
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El principal mecanismo de acción de los AINES es la inhibición de la enzima COX, también 

llamada prostaglandina endoperóxido H sintasa, con lo que impiden la biosíntesis de eicosanoides a 

partir del ácido araquidónico (Figura 2). Las PGs constituyen una familia de ácidos carboxílicos de 

cadena recta (20 carbonos) con grados variables de insaturación. Hay 10 grupos designados como A 

J para indicar las diferencias en sus estructuras moleculares. Las PGs tienen diferentes funciones 

sobre el organismo. La eficiencia de los distintos AINES está en función de sus diferencias 

farmacocinéticas y de su mayor o menor  actividad anticiclooxigenasa.  

La COX cuenta con dos isoformas diferentes (COX-1 y COX-2). La enzima COX-1 forma parte 

constitutiva de muchas células del organismo y tiene como finalidad sintetizar PGs protectoras de la 

mucosa gástrica, de la homeostasis electrolítica, PGs involucradas en la vasodilatación y las 

facilitadoras de agregación plaquetaria. Por otro lado, la COX-2 además de ser constitutiva en 

menor cantidad, también es inducida por los procesos inflamatorios, ya que también produce 

prostaciclinas y tromboxanos responsables de la regulación vasoconstricción/vasodilatación, 

fibrinólisis y sensibilización de receptores nociceptivos periféricos (Vane et al., 1998; Zavaleta et 

al., 2007). 

Muchos datos indican que además de su acción primaria inhibiendo la síntesis de prostaglandinas, 

los AINES tienen actividad a nivel central. Sotgiu et al., (1998) sugieren que el Ketorolaco puede 

lograr su efecto analgésico a nivel central interfiriendo con la actividad de los receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA) en neuronas espinales involucradas en el procesamiento de señales nociceptivas.  

 

Figura 2. Biosíntesis de eicosanoides. 
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2.1.3 Efectos adversos del KT 

 

Se ha propuesto que la actividad terapéutica de un AINE no selectivo, es debida a la inhibición de 

las isoenzima COX-2, mientras que los efectos adversos ocasionados por estos se debe a la 

inhibición de la isoenzima COX-1. 

El ketorolaco no es selectivo para alguna de las isoformas de la COX, inhibe tanto la producción de 

PGs pro-inflamatorias y PGs en nociceptores periféricos (lo cual nos da la respuesta deseada),  así 

como PGs protectoras, lo cual explica la mayoría de los efectos adversos producidos por el 

consumo de ketorolaco; entre éstos los más frecuentes son los gastrointestinales: dolor abdominal, 

dispepsia, náusea, vómito, diarrea, constipación, estomatitis, gastritis, úlcera péptica, hemorragia y 

perforación.  

Estos daños al tracto gastrointestinal se pueden producir por dos mecanismos: irritación local 

directa y por la disminución de PGs citoprotectoras (PGI2 y PGE2) derivada de la inhibición de 

COX-1 en las células epiteliales gástricas. Estas PGs inhiben la secreción de ácido, mejoran el flujo 

sanguíneo de la mucosa y promueven la secreción de moco, eventos disminuidos durante el 

tratamiento con KT. 

Otros efectos adversos severos que se han reportado son los renales, el consumo de KT puede 

causar insuficiencia renal y síndrome nefrótico, así como edema, hipertensión, proteinuria, poliuria 

y hematuria. Puede también provocar falla hepática. 

El KT puede exacerbar la insuficiencia cardiaca congestiva, aumenta el riesgo de eventos 

trombóticos como infarto agudo al miocardio y enfermedad vascular cerebral (Petruzzelli et al., 

2007; Zavaleta et al., 2007). 

Como se ha observado una elevada incidencia de efectos adversos producidos por la administración 

de ketorolaco, la Administración de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de Norteamérica 

(FDA por sus siglas en inglés), ha determinado que la dosis y la duración máxima de su uso sea 

restringido a cinco días y en el año  2007 publicó una alerta en el que se indica que las formas de 

dosificación de ketorolaco deberán contener un instructivo; en España, la agencia española de 

medicamentos y productos sanitarios cambió la forma de uso de los medicamentos que contienen 

ketorolaco, indicando que estos medicamentos son exclusivamente de uso hospitalario. 

Como puede observarse la administración del ketorolaco conlleva muchos riesgos cuando se 

administra en una forma de dosificación convencional, por otra parte, la mayoría de las reacciones 

adversas están relacionadas a la dosis y es aconsejable no exceder la dosis límite. De aquí la 

necesidad de tener una alternativa para la administración de este fármaco. La tendencia en el 

desarrollo de formulaciones con AINES ha sido mejorar su eficacia terapéutica y reducir la 

severidad de los efectos adversos. Una de estas alternativas es la liberación transdérmica, la cual es 
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una ruta de administración atractiva para mantener los niveles plasmáticos de KT por periodos 

prolongados de tiempo.  

Cordero et al. (2001) propusieron y determinaron el índice de actividad tópica antiinflamatoria, 

concluyendo que el ketorolaco presenta una aceptable eficiencia y viabilidad para formularse en 

formas farmacéuticas tópicas.   

Las ventajas asociadas con la liberación transdérmica han sido bien documentadas, sin embargo, la 

liberación transdérmica de fármacos ofrece un gran desafío debido a las excelentes propiedades de 

barrera de la capa externa de la piel: el estrato córneo. Los fármacos utilizados para liberación 

transdérmica deben tener ciertas características como: peso molecular entre 200 y 500 daltons, una 

apropiada lipofilia y elevada potencia (Barry, 2004; Chiarello, 2004). . Aunque el ketorolaco tiene 

una actividad analgésica alta y un peso molecular pequeño, el valor de su log P se ha reportado de 

tan solo 0.9 – 1.04, por lo cual no es suficientemente lipofílico para pasar a través de la bicapa 

lipídica del estrato córneo. Se ha probado la liberación transdérmica de ketorolaco usando 

promotores químicos de absorción, diferentes vehículos e iontoforesis, no obstante los resultados no 

han sido  satisfactorios.  

Doh et al. (2003) sintetizaron y evaluaron  una serie de ésteres de alquilo de ketorolaco, los cuales 

presentaron elevada permeación a través de la piel y tiempos de retardo cortos, pero presentan una 

elevada inestabilidad química. Este mismo grupo preparó diferentes amidas derivadas del KT para 

mejorar su estabilidad; sin embargo, la permeación transdérmica de estos compuestos fue más baja 

que la del propio ketorolaco (Kim et al., 2005). 
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2.2 Liberación transdérmica de fármacos 

 

Uno de los objetivos de la investigación farmacéutica es el diseñar nuevas moléculas con actividad 

farmacológica que den respuesta a enfermedades aún por resolver como el cáncer, la infección por 

virus VIH, la enfermedad de Alzheimer, entre otras. Sin embargo, existen muchas moléculas con 

comprobada acción farmacológica para diversos padecimientos que presentan problemas de 

estabilidad, solubilidad, permeabilidad a través de las membranas, tiempos de vida media en plasma 

muy cortos, efectos adversos severos, etc., por lo que de manera simultánea se realizan 

investigaciones enfocadas a resolver dichos problemas, aplicando novedosas vías de administración 

que impliquen la administración no invasiva de fármacos. Una de estas vías es la administración 

transdérmica. 

La aplicación de fármacos sobre la piel puede tener dos objetivos: 

a) Liberación tópica o dérmica, la cual consiste en aplicar el fármaco de manera tópica para el 

tratamiento de enfermedades de la piel. Ésta tiene la ventaja de localizar altas concentraciones de 

fármaco en el sitio de acción, reduciendo los niveles sistémicos del fármaco y por lo tanto 

reduciendo los efectos adversos sistémicos. 

b) Liberación transdérmica: ésta utiliza la piel como una ruta alternativa para la liberación sistémica 

de fármacos. La liberación transdérmica puede dar una liberación de fármaco constante. La entrada 

controlada de fármaco disminuye las variaciones de los niveles plasmáticos de éste, lo cual reduce 

los efectos adversos, particularmente si el fármaco tiene una ventana terapéutica estrecha. 

El uso de la piel como sitio de liberación de fármacos se remonta a tiempos antiguos, en el papiro 

de Ebers se menciona el uso de la corteza de la planta de ricino embebida con agua colocada sobre 

la cabeza, para aliviar el dolor. Históricamente, los emplastos medicinales pueden ser vistos como 

los primeros sistemas de liberación transdérmicos. En la actualidad, el desarrollo de los sistemas de 

liberación transdérmica comenzó en los años setenta del siglo pasado y en 1979 la FDA aprobó el 

primer parche transdérmico conteniendo escopolamina (Ahad et al., 2010). 

La administración transdérmica de fármacos ofrece varias ventajas con respecto a otras vías de 

administración, las cuales se enlistan en la tabla 1 (Mills y Cross., 2006; Avinash et al., 2011). 

El éxito de los sistemas de liberación transdérmica en el mercado es evidente, existen más de 35 

productos aprobados en los Estados Unidos de Norteamérica, para una amplia variedad de 

patologías. En el 2005 el mercado fue de 12.5 billones de dólares y se espera que para el 2015 sea 

de 31.5 billones de dólares (Ahad et al., 2010). A pesar de las muchas ventajas que ofrece la piel 

como sitio de liberación de fármacos, actualmente algunos fármacos se encuentran en el mercado 

formulados como un sistema de liberación transdérmica entre ellos la escopolamina, también 

llamada hioscina, nitroglicerina, clonidina, estradiol, norestisterona, levonorgestrol, testosterona, 
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fentanil, nicotina, oxibutinina y lidocaína. Hay muchos fármacos (iónicos o macromoleculares) para 

los que sería deseable la liberación transdérmica, pero que actualmente es inviable debido a las 

deficiencias de esta vía de liberación, ocasionadas por las propiedades de barrera de la piel, la cual 

impide la penetración de este tipo de compuestos en cantidades suficientes para dar un efecto 

terapéutico (Barry et al., 2001). Para entender la liberación transdérmica de fármacos y como alterar 

las propiedades de barrera de la piel, es necesario conocer la anatomía, fisiología y composición 

química de este órgano. 

 

Tabla 1. Ventajas de la administración transdérmica de fármacos 

Se reducen los intervalos de dosificación 

Se disminuye el efecto de primer paso hepático 

Se evita el metabolismo pre-sistémico en el tracto gastrointestinal (TGI) 

Baja actividad proteolítica 

Fácil administración  

No invasiva 

Aceptabilidad por parte del paciente 

Área superficial grande y accesible 

Seguridad de empleo (es posible retirar el medicamento en caso de urgencia) 

La robustez de la piel facilita la utilización de promotores de absorción 

Poca variación del pH, con respecto al TGI 

Evita la liberación errática con respecto al TGI, debida a las interacciones con la 

comida 

Posibilidad de localizar con precisión un dispositivo de liberación 

Reducción de los efectos adversos 

Es útil en pacientes inconscientes 

 

2.2.1 Anatomía y fisiología de la piel 

 

La piel es un órgano complejo que cubre la superficie del cuerpo, cuya principal función es la de 

proteger al organismo. Es considerada como el órgano más grande, ya que representa el 10% de la 

masa corporal y tiene una superficie aproximada de 2 m2. Este órgano permite al organismo 

interactuar con el ambiente. Las funciones de la piel se consideran esenciales para la supervivencia 

de los seres humanos en relación al ambiente agresivo, proveyendo una interface multifuncional 

entre el cuerpo y el medio que lo rodea. Entre las funciones protectoras se encuentran las siguientes: 

 Barrera química en dos direcciones, controlando la pérdida de agua, electrolitos y otros 

constituyentes del cuerpo y evitando la entrada de compuestos dañinos o no deseados 

provenientes del ambiente. 

 Barrera microbiológica,  previene la penetración de microorganismos a través de la piel 

intacta. 
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 Barrera contra las radiaciones ultravioletas, como resultado de la producción de melanina 

por los melanocitos en la capa basal estimulados por la luz ultravioleta. 

 Regulación de la temperatura corporal, la piel es responsable de mantener la temperatura 

corporal aproximadamente en 37°C. 

Otras funciones importantes son las sensoriales y endocrinas (síntesis de vitamina D y feromonas), 

así como la excreción y absorción de sustancias (Menon, 2002; Villarino y Landoni, 2006). 

 

2.2.2 Estructura básica de la piel 

 

Anatómicamente, la piel está constituida de 3 capas superpuestas: epidermis que a su vez se puede 

dividir en epidermis viable y no viable (estrato córneo), dermis e hipodermis o tejido subcutáneo 

(figura 3). En adición a estas estructuras, la piel consta de varios anexos: folículos pilosos, 

glándulas sudoríparas, glándulas apócrinas y uñas. 

 

 

 

 

2.2.2.1 Tejido subcutáneo 

 

El tejido subcutáneo, la capa más interna de la piel, se caracteriza por su estructura fibrosa 

conectiva, la cual está compuesta principalmente por fibras elásticas y grasa. Esta capa actúa como 

aislante y amortiguador de impactos, reservorio de calorías y proveedor de nutrientes para las capas 

más superficiales de la piel. En esta capa se encuentra la base de los folículos pilosos, la porción 

secretoria de las glándulas sudoríparas, los nervios cutáneos, así como redes de vasos linfáticos y 

sanguíneos. 

 

 

 

1 Epidermis 
2 Dermis 
3 Subcutáneo 
4 Folículo piloso 
5 Glándula sebácea 
6 Glándula sudorípara 

Figura 3. Estructura de la piel humana. 

Tomada de: http://www.eucerin.es/skin/skincell_1.html (Consultada en mayo 2009) 

http://www.eucerin.es/skin/skincell_1.html
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2.2.2.2 Dermis 

 

La dermis es una capa fibrosa que soporta y fortalece a la epidermis. Su espesor varía de 2-3 mm. 

Consiste de una matriz de tejido conectivo laxo compuesto por colágeno y elastina, proteínas  

fibrosas embebidas en un gel de mucopolisacaridos (glicosaminoglicanos), iones y agua. Esta 

matriz ayuda a sostener las células y a permitir la difusión de oxígeno y nutrientes a la células de la 

epidermis.  La dermis está altamente vascularizada e incluye también a las unidades pilocebáceas y  

glándulas. Los principales tipos de células de la dermis son fibroblastos, macrofágos y células mast, 

además de leucocitos infiltrados (Menon, 2002). Los fibroblastos son los responsables de secretar 

colágeno, elastina y proteoglicanos, los cuales dan soporte y elasticidad a la piel. 

 
2.2.2.3 Epidermis 

 

La epidermis (figura 4) es la capa superficial de la piel y provee la principal barrera de protección 

contra la entrada de sustancias al organismo. La epidermis consiste de un epitelio escamoso 

estratificado con una membrana basal. La epidermis como ya se mencionó se puede dividir en 

epidermis viable y no viable, la epidermis viable consta de varias capas de células las cuales varían 

en su nivel de diferenciación. Cerca del 95% de la epidermis está constituida por queratinocitos y el 

resto son células de Langerhans,  Merkel (nociceptores) y melanocitos. Tiene un espesor 

aproximado de 100 – 150 m. 

 

 

 

 

El estrato basal  es una sola capa de células basales columnares, las cuales permanecen  unidas a la 

membrana basal por medio de hemidesmosomas. 

Figura 4. Estructura de la epidermis. 

Modificada de: http://www.uaz.edu.mx/histo/TortorAna/ch05/05_03.jpg (Consultada en 

Mayo 2014) 

 

http://www.uaz.edu.mx/histo/TortorAna/ch05/05_03.jpg
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Durante el proceso de diferenciación, las células de las capas de la epidermis (capa basal, espinosa, 

granulosa y lúcida) son convertidas en corneocitos (células ricas en queratina), para formar el 

estrato córneo.  Estos cambios incluyen el achatamiento y alargamiento de los queratinocitos, 

pérdida del núcleo e incremento en la cantidad de queratina. Además, los cuerpos lamelares, 

también llamados cuerpos de Odland, vierten su contenido al espacio intercelular, estos cuerpos de 

Odland están presentes desde la capa espinosa, haciéndose cada vez más abundantes conforme 

avanza la diferenciación celular. Dicho contenido incluye: glucosilceramidas, fosfolípidos, 

colesterol y enzimas como lipasas, esfingomielinasa, -glucosilcerebrosidasa y fosfodiesterasas. 

Además, existe evidencia de que una vez que el contenido lipídico de estos gránulos es secretado, 

éste es procesado por las enzimas co-excretadas, transformando los lípidos pro-barrera en los 

lípidos enriquecidos con ceramida que formarán la barrera lipídica. El proceso de diferenciación se 

ha estimado que dura 21 días (Menon, 2002; Walters, 2002). 

El estrato córneo (EC), la capa más externa de la epidermis, también llamado epidermis no viable, 

tiene un espesor aproximado de 10 – 40 m, que puede variar dependiendo del sitio de localización. 

En condiciones normales, tiene un contenido de agua del 20% p/p (Bouwstra et al., 2003).  

El EC consta de 15 -25 capas de corneocitos (resultado de la diferenciación celular), los cuales son 

células apiladas hexagonales, achatadas y cornificadas embebidas en lípidos intercelulares 

altamente organizados, provenientes de los cuerpos Odland.  

El EC es considerado como la principal barrera para el intercambio de sustancias entre el organismo 

y el ambiente y por lo tanto para la absorción transdérmica de fármacos. La matriz intercelular (en 

la que están embebidos los corneocitos) está formada por desmosomas y lípidos, que proveen 

cohesión a los corneocitos; entre los lípidos se puede mencionar que hay principalmente ceramidas 

(41%) de las cuales se han aislado nueve clases en el EC humano, ácidos grasos libres (9%), los 

cuales son principalmente ácidos de cadena larga saturados (con más de 20 átomos de carbono), 

colesterol (27%), ésteres de colesterol (10%), sulfato de colesterol (2%) y en menor proporción 

triglicéridos y glicoesfingolípidos. Los fosfolípidos que predominan en la capa basal de la 

epidermis, son convertidos a glucosilceramidas y posteriormente a ceramidas y ácidos grasos libres, 

por lo que están ausentes en las capas más externas del EC. Estos lípidos se orientan en bicapas 

multilamelares altamente ordenadas debido a los ácidos de cadena larga y se ha demostrado que son 

esenciales para las funciones de barrera de la piel normal (Bouwstra et al., 2003; Menon, 2002; 

Walters y Roberts, 2002). 

El EC ha sido descrito como una pared de ladrillos (figura 5), en la que los ladrillos son los 

corneocitos ricos en queratina y el cemento son los lípidos intercelulares. Este arreglo hace que el 

EC sea 1000 veces menos permeable al agua que otras membranas biológicas (Mills y Cross, 2006).  
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Debido a su organización y composición, el EC es considerado como la principal barrera para la 

absorción de fármacos a través de la piel. 

 

2.2.2.4 Apéndices de la piel 

 

Los apéndices de la piel representan el 1% de la superficie total de la misma e incluyen 

principalmente glándulas sudoríparas, folículos pilosos, glándulas sebáceas y uñas. 

Las glándulas sudoríparas (apocrinas y ecrinas) están presentes en gran cantidad en la piel humana, 

cerca de 400 glándulas/cm2. Las apocrinas emergen en los ductos foliculares y están localizadas en 

las axilas y en la región perineal en adultos. Las ecrinas son más pequeñas y están dispersas sobre 

todo el cuerpo (excepto en las mucosas) y excretan el sudor a través de los ductos sudoríparos en la 

superficie de la piel. 

El vello está distribuido sobre todo el cuerpo, excepto en las palmas de las manos y las plantas de 

los pies. Los folículos pilosos pueden ser un sitio importante para la penetración percutánea, aunque 

su área solo es del 0.1 – 1% del total de la superficie de la piel. 

Las glándulas sebáceas son halocrinas, se encuentran en todas las regiones del cuerpo con una 

densidad de 1-2 glándulas por folículo piloso. La actividad de estas glándulas varía según el sitio de 

localización y la edad.  Las glándulas sebáceas asociadas a los folículos pilosos se denominan 

unidad pilosebácea (Monteiro, 2006). 

 

2.2.3 Sistema circulatorio de la piel 

 

El sistema circulatorio de la piel es una extensa red vascular que no sólo provee de nutrientes a la 

piel, folículos pilosos y apéndices glandulares, así como al tejido graso subcutáneo, sino que 

 

 
Figura 5. Estructura del estrato córneo en el que se le compara a una pared de 

ladrillos. (1) Células córneas (corneocitos), (2) Lípidos epidérmicos  
Tomada de: http://www.eucerin.es/skin/skincell_3.html (Consultada en mayo, 

2009) 

http://www.eucerin.es/skin/skincell_3.html
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también participa en otras funciones biológicas, tales como el intercambio de calor, reparación y 

respuesta inmune.  

El suministro de sangre a la piel proviene de arterias importantes que se encuentran en el tejido 

conectivo subcutáneo. Las ramificaciones terminales de estas arterias dan lugar a tres plexos: el 

plexo subcutáneo, el cual se localiza justo debajo de la dermis y emite ramificaciones al plexo 

cutáneo, el cual lleva el suministro de sangre a la dermis alcanzando la dermis superior y 

posteriormente se ramifica para formar el plexo superficial subpapilar de asas capilares que lleva la 

sangre hasta la superficie de la epidermis. El transporte de nutrientes dentro de la epidermis o el 

intercambio de sustancias entre la epidermis y la dermis se consigue a través de la difusión pasiva. 

La epidermis por sí misma es avascular. Las venas dentro de la piel están organizadas a lo largo de 

la misma línea de las arterias (Lu y Flynn, 2009),  formando tres plexos: plexo subcutáneo, plexo 

cutáneo y plexo subpapilar. Cabe señalar que las arteriolas pertenecientes al plexo cutáneo y 

subpapilar presentan anastomosis arteriovenosa, los cuales son conexiones que unen las arteriolas 

directamente con las vénulas correspondientes. 

Se ha estimado que la superficie vascular disponible para el intercambio de sustancias (incluyendo 

fármacos) entre la sangre y el tejido local, es de la misma magnitud que la superficie de la piel. 

También se ha reportado que el flujo sanguíneo a través de la piel es de 0.01 a 1 mL por minuto por 

gramo de tejido, el cual depende del sitio del cuerpo y de la temperatura. Sangre suficiente a 150 

μm dentro de la superficie de la piel arrastra eficientemente sustancias (que han alcanzado esta 

profundidad) al interior del cuerpo. 

 

2.2.4 Penetración de fármacos a través de la piel 

 

El proceso por el cual un fármaco aplicado sobre la piel llega a circulación sistémica consta de 

varios pasos: a) la solubilización del principio activo y/o su liberación a partir de la formulación, b) 

partición desde la formulación hacia el EC, c) una vez alcanzado el EC, su difusión dentro del 

mismo a través de los lípidos intercelulares principalmente, d) la partición a partir del EC hacia la 

epidermis viable, e) difusión a través de la epidermis viable hacia la dermis y f) la captación por 

parte de los capilares locales y eventualmente la circulación sistémica (Kalia y Guy, 2001). 

La fisiología de la piel ilustra las tres rutas factibles por las cuales se puede dar el transporte pasivo 

de un fármaco a través de la piel; (i) difusión intercelular a través de los lípidos lamelares del EC. 

(ii) difusión transcelular a través de los corneocitos y lípidos intercelulares y (iii) difusión a través 

de los apéndices cutáneos: la unidad pilosebácea (transfolicular) y los conductos del sudor 

(transglandular). Estas rutas se ejemplifican en la figura 6 (Ahad, 2010). 
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La ruta más directa es la transcelular, pero el fármaco encuentra una resistencia significativa a 

permear porque tendría que cruzar tanto estructuras lipofílicas como hidrofílicas. La ruta más 

común es la ruta intercelular. Los anexos (unidad pilosebácea y conductos sudoríparos) contribuyen 

con el transporte de fármacos a través de la piel con tan solo el 0.1%, por lo que se considera que 

esta ruta es insignificante para tener un flujo de fármaco constante. Sin embargo, se ha observado 

que esta ruta puede ser importante para iones y para grandes moléculas polares (Barry,  2001; 

Schäfer-Korting et al., 2007; Trommer y Neubert, 2006). 

Está documentado que las moléculas polares permean principalmente a través de las rutas polares 

dentro del EC hidratado, mientras que las no polares lo hacen a través de la matriz lipídica del EC 

(Ahad et al.,  2010). 

 

 

Figura 6. Rutas de absorción transdérmica. Modificada de Trommer y Neubert, 2006 

 

Existen diversos factores que influyen sobre el grado de difusión de los compuestos a través del EC: 

 Características fisicoquímicas del fármaco como: peso molecular, estructura química, 

hidrofobicidad, etc. 

 Concentración del fármaco 

 Vehículo utilizado, el cual debe tener una elevada permeabilidad, ser bien tolerado por la 

piel, liberar con facilidad y rapidez el principio activo. 

 Difusividad del compuesto en el EC. 

En general, compuestos lipofílicos de bajo peso molecular pueden permear la piel mejor que 

compuestos hidrofílicos o de alto peso molecular, lo cual es debido al bajo contenido de agua y al 

alto contenido de lípidos en el EC. Sin embargo, si la piel se encuentra hidratada o se expone de 

manera prolongada al agua, sus propiedades de barrera se ven disminuidas (Salminen y Roberts, 

2000). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X07000403
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Por otra parte,  cualquiera de las dos rutas (intercelular o transfolicular) puede ser importante 

dependiendo de las propiedades fisicoquímicas del fármaco, así como también de las condiciones de 

la piel. Ya que la absorción percutánea es un proceso de difusión pasiva espontáneo, el fármaco 

tomará la ruta que ofrezca menos resistencia. 

La penetración de los fármacos a través del EC es un proceso lento, seguido de una difusión rápida 

a través de la epidermis viable y la dermis. Estos procesos se llevan a cabo por difusión pasiva. La 

velocidad y magnitud del transporte están gobernadas por la ley de Fick.  

Así, la permeabilidad del EC como un resistor de la penetración es proporcional a la movilidad 

difusiva de la molécula de fármaco dentro del EC (coeficiente de difusión, DSC), proporcional a la 

capacidad del EC para solubilizar al fármaco con respecto al vehículo (coeficiente de partición, 

KSC), pero inversamente proporcional al espesor del EC (hSC). Por lo anterior, en el estado estable y 

en condiciones sink o de drenado, la permeación del fármaco puede ser descrita por medio de la 

siguiente ecuación: 

𝐽𝑆𝐶 = 
𝐾𝑆𝐶𝐷𝑆𝐶𝐶

ℎ𝑆𝐶
 

Donde JSC (μg/cm2 h1) es el flujo de fármaco a través del EC en el estado estable y C es la 

concentración de fármaco en el sistema de liberación.  

 

2.2.5 Estrategias para promover la absorción de fármacos 

 

A pesar de las múltiples ventajas que representa la administración de fármacos a través de la piel 

(Tabla 1), el bajo flujo del mismo logrado hace difícil alcanzar los niveles terapéuticos deseados 

para la mayoría de los principios activos, por lo que la absorción adecuada de éstos continúa siendo 

uno de los desafíos más importantes en el desarrollo de sistemas de liberación transdérmicos. 

También se ha mencionado que el EC es el responsable de la baja permeabilidad de la piel. Para 

lograr una liberación transdérmica adecuada y aprovechando que la piel se regenera 

constantemente, se han desarrollado diferentes estrategias para vencer las propiedades de barrera de 

la misma. Entre éstas se encuentra el empleo de promotores de absorción, ya sea de tipo físico o 

químico, así como el uso de acarreadores, que faciliten la liberación del fármaco, estas estrategias 

usan energía mecánica, química o eléctrica para inducir una alteración estructural del EC o proveer 

fuerzas impulsoras adicionales a la difusión; o bien, modifican las características del fármaco para 

aumentar su permeabilidad a través de la piel. La figura 7 muestra las diversas estrategias utilizadas 

para aumentar la permeación de fármacos a través de la piel. 

La principal desventaja de los promotores de permeación químicos es que la mayoría de ellos 

induce irritación o sensibilización, causando daño y reduciendo las funciones de barrera de la piel 
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por periodos de tiempo prolongados, lo cual no es deseable en el proceso de liberación transdérmica 

de fármacos (Sheihet et al., 2008). 

 

 

Figura 7. Algunos métodos para optimizar la liberación transdérmica de fármacos (Modificada de 

Barry, 2001) 

 

El desarrollo de nuevos sistemas de liberación para fármacos ya existentes (como es el caso del KT) 

no sólo podría mejorar el desempeño del fármaco en términos de eficacia y seguridad sino que 

también mejoraría el cumplimiento del paciente y el beneficio terapéutico general. Por ello, la 

combinación de promotores de absorción puede considerarse como una alternativa en el desarrollo 

de las formulaciones.  

Se ha reportado que la combinación de dos o más promotores químicos de la penetración conduce a 

un sinergismo y se ha sugerido que se podría incrementar de manera importante la penetración de 

fármacos tras la aplicación epicutánea combinando métodos físicos y químicos de promoción. En el 

presente trabajo se evaluará el efecto de la aplicación simultánea de un promotor químico 

(liposomas elásticos) y promotor físico (iontoforesis) en la permeación transdérmica de KT. 
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2.2.6 Método de Tape Stripping para cuantificar fármacos a través de la piel 

 

Para estudiar la penetración in vivo del KT (formulado en liposomas elásticos o en solución) a 

través del estrato córneo de piel humana, se usó el método de  “tape stripping” (TS) el cual es un 

método básico para el estudio de la penetración de sustancias aplicadas tópicamente.  

La técnica de TS es una técnica común en estudios cutáneos ya que es mínimamente invasiva y 

permite evaluar (Löffler et al., 2004; Puglia et al., 2008; Dragicevic et al., 2010): 

 La penetración de fármacos dentro de la piel 

 La permeación de fármacos a través de la piel 

 La distribución de fármacos en el EC 

 La dermatofarmacocinética de productos de uso tópico (biodisponibilidad y 

bioequivalencia), avalada por la FDA (Food and Drug Administration) 

 Estudiar la fisiología del EC, investigando la cohesión de los corneocitos en el EC in vivo 

cuantificando la cantidad de EC removido 

Mediante este método se determina la concentración del fármaco en el EC. Este método consiste de 

manera general en la aplicación de la formulación a evaluar sobre la piel de animales o humanos y 

después del tiempo de aplicación, el EC es removido mediante la aplicación sucesiva de cintas 

adhesivas y remoción de las mismas (Figura 8). El fármaco se extrae de las cintas adhesivas, 

mediante el uso de disolventes para su posterior cuantificación mediante un método analítico.  

 

Figura 8. Representación esquemática de la técnica de “Tape Stripping”. (Modificada de Pailler-

Mattei et al., 2007) 

 

Se han propuesto varios métodos para medir la cantidad de EC removido por el stripping, 1) pesar 

las cintas antes y después del stripping, 2) análisis espectroscópico de las cintas y 3) extracción de 

proteínas de la cinta seguida de la cuantificación total de proteínas por el método modificado de 

Lowry (Löffler et al., 2004). 
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Generalmente la cantidad de SC removido por TS no es linealmente proporcional al número de 

cintas removidas, la técnica de tape stripping parece ser simple y fácil de realizar, sin embargo hay 

diferentes parámetros que pueden influir en la cantidad de SC removido con cada cinta, entre las 

que se pueden mencionar la hidratación de la piel, la cohesión entre los corneocitos (la cual 

incrementa con la profundidad del EC), el sitio del cuerpo  y las diferencias interindividuales. Por lo 

que, es esencial para la comparación de la penetración de diferentes formulaciones que la cantidad 

de fármaco detectada en cada cinta se relacione con la posición real estandarizada en el estrato 

córneo. 
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2.3 Sistemas vesiculares para la administración transdérmica de fármacos. 

 

Como ya se mencionó anteriormente la piel es una barrera a la penetración de sustancias hacia la 

circulación sistémica, por lo que se han investigado y desarrollado  diversas técnicas cuya función 

principal va  dirigida a perturbar y debilitar los lípidos intercelulares altamente organizados del 

estrato córneo o aumentar la fuerza impulsora en un intento de mejorar el transporte de fármacos a 

través de la piel intacta. Un buen sistema de liberación transdérmico no solo debe de proveer una 

adecuada liberación del fármaco a partir de la formulación, sino que también debe permitir que 

cantidades considerables de fármaco venzan la barrera de permeabilidad, asegurándose de no irritar 

la piel y de que el fármaco no se inactive sobre la superficie de la piel o durante el proceso de 

permeación (Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2005). Una de estas técnicas es el empleo de 

acarreadores coloidales, los cuales han recibido considerable interés en su aplicación en la 

liberación transdérmica de fármacos, ya que estos pueden cumplir requisitos importantes como: no 

toxicidad, suficiente capacidad de carga, posibilidad de liberar el fármaco de manera controlada, ya 

sea de manera temporal o espacial, y presentar buena estabilidad física y química. La principal 

característica que tienen en común estos sistemas es su tamaño submicrónico y pueden diferir en su 

composición, carga de fármaco y espectro de aplicación. Uno de estos sistemas acarreadores más 

estudiados son los liposomas.  No obstante, existe la controversia sobre su efectividad y modo de 

acción. 

Los liposomas fueron introducidos en 1965 por Bangham y colaboradores e inicialmente se usaron 

como modelos para estudiar la membrana celular.  

Los liposomas son partículas vesiculares coloidales en las cuales una o más bicapas lipídicas 

encierran un volumen acuoso. Están constituidos por moléculas anfifílicas. Estas moléculas que 

generalmente son fosfolípidos se pueden agregar espontáneamente en estructuras vesiculares 

después de la adición de un exceso agua (> 45%), lo cual es resultado de su carácter anfifílico 

debido a la presencia de una región polar o hidrofílica (cabeza) y una región no polar o lipofílica 

(cola). Las cabezas hidrofílicas se orientan hacia la fase acuosa y las colas lipídicas se orientan unas 

con otras en la presencia de agua, como se muestra en la figura 9 (Chen, 2011), pudiendo formar 

vesículas con una (vesículas unilamelares) o más (vesículas multilamelares) bicapas concéntricas, 

por lo que estas vesículas contienen uno o más compartimientos lipofílicos dentro de las  

membranas y uno o más compartimientos hidrofílicos entre las membranas. Esto hace posible que 

puedan ser  “entrampados” fármacos de naturaleza hidrofílica, lipofílica o anfifílica. Los fármacos 

hidrofílicos son entrampados en los compartimentos acuosos, mientras que los hidrofóbicos pueden 

ser entrampados  en las bicapas lipídicas y los anfifílicos particionarse entre las bicapas lipídicas y 

la fase acuosa.  
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Figura 9. Estructura básica de las vesículas lipídicas 

 

Los liposomas pueden ser clasificados de acuerdo al  tamaño de la vesícula como se muestra en la 

tabla 2. 

 

Tabla 2. Clasificación de los liposomas de acuerdo a su tamaño 

Liposoma Tamaño (nm) Abreviatura 

Vesículas unilamelares pequeñas 20 a 50 SUV, por sus siglas en inglés 

Vesículas unilamelares grandes 50 – 500 LUV, por sus siglas en inglés 

Vesículas multilamelares 500 – 10000 MLV, por sus siglas en inglés 

 

Dependiendo del método de preparación se pueden obtener diferentes tipos de liposomas: vesículas 

multivesiculares (MVV; contienen varias vesículas embebidas en una bicapa lipídica), 

multilamelares (MLV; constituidas por varias bicapas concéntricas), vesículas unilamelares grandes 

(LUV) y vesículas unilamelares pequeñas (SUV) las cuales están constituidas solo por una bicapa 

lipídica (Neubert, 2011). 

Las vesículas se pueden preparar a partir de una amplia variedad de lípidos y surfactantes, entre 

ellos, los más comunes son los fosfolípidos y surfactantes no iónicos. Aquellas vesículas preparadas 

con fosfolípidos se denominan liposomas y las preparadas con surfactantes no iónicos, niosomas 

(Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2005). 

Dada su versatilidad estructural, su carácter biodegradable y su biocompatibilidad, se empezó a 

estudiar el uso potencial como sistemas de liberación de fármacos. La versatilidad de los liposomas 

se refleja en primer lugar, en el hecho de que son capaces de incorporar a su estructura moléculas 

hidrofílicas, hidrofóbicas y también de carácter anfifílico. Además, sus propiedades físicas como la 

carga superficial, el tamaño, la permeabilidad/rigidez de la pared o su capacidad de carga pueden 

ser fácilmente modulables. Por último, utilizando lípidos funcionalizados, se pueden unir 

anticuerpos u otros ligandos a la superficie de estas vesículas, que se convierten en sistemas de 

transporte con capacidad para acceder por ejemplo, específicamente a un determinado tejido (site-
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specific targeting), de una forma bastante parecida a la que es de suponer había previsto Paul 

Ehrilch cuando introdujo el concepto de bala mágica (Strebhardt y Ullrich, 2008). 

El carácter mimético de los liposomas con relación a la organización estructural de los lípidos del 

estrato córneo provee una estrategia para lograr la vehicularización en la absorción percutánea de 

fármacos. Pero fue hasta 1980 que Mezei y Gulasekhram reportaron el incremento de la deposición 

en la epidermis y dermis de acetónido de triamcinolona formulado en liposomas. En 1988 se aprobó 

el primer producto liposomal de aplicación tópica, el cual era una preparación de econazol para la 

terapia tópica de la dermatomicosis (Egbaria y Weiner, 1990; El Maghraby et al., 2008). 

Las propiedades fisicoquímicas de las vesículas como tamaño, carga, lamelaridad y elasticidad 

dependen de su composición, y a su vez estas características pueden determinar su comportamiento 

y efectividad como sistemas de liberación transdérmicos (Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2008). 

Las vesículas se usan para la administración dérmica y transdérmica de fármacos porque estas 

pueden (Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2005): 

 Actuar como acarreadores de fármacos para liberar el fármaco encapsulado en o a través de 

la piel. 

 Actuar como promotores de permeación debido a la penetración de los componentes 

lipídicos de la vesícula y la alteración de los lípidos intercelulares en el estrato córneo. 

 Servir como un depósito para la liberación sostenida de fármacos.  

 Servir como una barrera limitante para la modulación de la absorción sistémica, 

proporcionando una liberación controlada del fármaco. 

 

Los liposomas han sido ampliamente investigados como sistemas de liberación de fármacos tanto 

para ser utilizados para la vía tópica, como para la vía transdérmica, así como para otras vías de 

administración como la oral y parenteral, debido a las ventajas que ofrece su uso (Tabla 3). 

Los estudios enfocados a la liberación transdérmica de fármacos incorporados en liposomas han 

arrojado resultados contradictorios. En muchos casos se demuestra que los liposomas tienen poco o 

nulo valor como acarreadores para la liberación transdérmica de fármacos, ya que estos no pueden 

penetrar a capas profundas de la piel y permanecen confinados en la capa superior del estrato 

córneo (Touitou et al., 2000). Algunos otros estudios han reportado que los liposomas sólo 

promueven la deposición de fármaco en la piel, sugiriendo que estos son útiles únicamente como 

sistemas de liberación tópicos. Otros, sin embargo, han sugerido que la aplicación de fármacos en 

liposomas puede conducir a concentraciones terapéuticas de fármaco en la circulación sistémica y 

por lo tanto son adecuados para la administración transdérmica (El Maghraby et al., 2006; 2008). 

Estos resultados inconsistentes pueden explicarse en parte al hecho de que los estudios se realizaron 
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con liposomas de diferente composición y por lo tanto con diferentes características fisicoquímicas. 

El reporte de resultados contradictorios sobre la utilidad de las liposomas ha seguido publicándose 

aumentando la controversia. 

Tabla 3. Ventajas de los liposomas cómo sistemas de liberación de fármacos (Avinash et al., 2011; 

Priyanka y Shipra, 2012). 

 

Ventajas 

Biocompatibilidad 

Ausencia de toxicidad 

Biodegradabilidad 

Capacidad de encapsular moléculas lipofílicas e hidrofílicas 

Capacidad de aumentar el tiempo de residencia en la circulación sistémica de fármacos 

Capacidad de dirigirse a órganos y tejidos 

Capacidad de reducir la toxicidad del fármaco y aumentar su biodisponibilidad 

 

2.3.1 Liposomas elásticos como sistemas de liberación transdérmica 

 

A partir del descubrimiento de los liposomas ha habido una intensa investigación sobre ellos, 

persiguiendo diferentes objetivos: mejorar algunos aspectos tecnológicos (métodos de preparación), 

mejorar sus características de  estabilidad (incorporando colesterol), aumentar el tiempo en la 

circulación sistémica (stealth liposomes), dirigirlos a un órgano en específico (drug targeting) o bien 

para que puedan actuar como acarreadores transdérmicos de fármacos. Con respecto a este último 

punto se busca diseñar nuevos sistemas vesiculares que tengan las ventajas de los liposomas (alta 

biocompatibilidad y baja toxicidad), pero que además puedan promover la permeación transdérmica 

de fármacos. Así en 1992, Cevc y Blume introdujeron liposomas deformables a los que 

denominaron como Transfersomas® (IDEA AG, Munich, Alemania). Estos liposomas deformables 

contienen un activador de superficie (generalmente un surfactante) para modificar la elasticidad de 

la bicapa e incrementar la deformabilidad. Debido a su elasticidad y deformabilidad, parecen ser 

acarreadores útiles para la liberación transdérmica de algunos fármacos (Elsayed et al., 2007). 

El término transfersoma significa cuerpo acarreador (“carrying body”) y se deriva de la palabra 

latina “transferre” que significa “llevar a través de” y de la palabra griega “soma” que significa 

“cuerpo” (Priyanka, 2012). En este trabajo nos referiremos a los transfersomas como liposomas 

elásticos (LE)  o deformables. En términos funcionales, los LE pueden ser descritos como gotas 

lipídicas cuya deformabilidad les permite pasar fácilmente a través de poros mucho más pequeños 

que su propio tamaño. Son agregados complejos altamente adaptables que responden al estrés 

adaptando su forma. Esta flexibilidad minimiza el riesgo de ruptura de la vesícula (Priyanka y 

Shipra, 2012). 



Antecedentes 

 

 
23 

Los LE son liposomas modificados los cuales están formados por compuestos naturales anfipáticos, 

suspendidos en una solución acuosa. Al igual que los liposomas, contienen una bicapa lipídica que 

rodea un núcleo acuoso. Debido a la incorporación de un agente activo de superficie en su 

membrana, los LE son altamente flexibles, propiedad que les facilita una rápida penetración a través 

de los espacios lipídicos intercelulares del estrato córneo (cuyo tamaño es apreciablemente menor al 

de las vesículas).  

Un activador de superficie es a menudo un surfactante de una sola cadena que desestabiliza la 

bicapa lipídica de la vesícula e incrementa la deformabilidad de la bicapa por disminución de la 

tensión interfacial (Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2005). Entre estos activadores se encuentran  

Colato de sodio, deoxicolato de sodio, Span® 80, Tween® 80 y glicirrizinato de dipotasio (Cevc, 

1996; El Maghraby et al., 1999, 2000; Trotta et al., 2004). 

La efectividad de los LE como sistemas de liberación dérmica y transdérmica de fármacos ha sido 

exitosamente demostrada usando moléculas con diferentes características como tamaño molecular y 

lipofilia, tales como: lidocaína, tetracaína, ciclosporina, hidrocortisona, dexametasona, acetónido de 

triamcinolona, diclofenaco, ibuprofeno, tamoxifeno, testosterona, etc. (Cevc, 1997).  

Diversos estudios han reportado que los liposomas deformables fueron capaces de mejorar la 

liberación in vitro a través de la piel de varios fármacos  (El Maghraby et al., 1999, 2001; Trotta et 

al., 2002, 2004; Boinpally et al., 2003) y de penetrar la piel intacta in vivo, transfiriendo cantidades 

terapéuticas de fármaco (Cevc y Blume, 2001, 2004), con eficacia comparable a la de una 

administración subcutánea (Cevc et al., 1995, 1998; Paul et al., 1995; Cevc, 2003). 

 

2.3.2 Mecanismo de promoción de la permeación transdérmica por los LE 

 

Se ha propuesto que hay varios mecanismos por los cuales los liposomas convencionales pueden 

aumentar la permeación transdérmica de fármacos: a) penetración de las vesículas intactas, 

actuando como acarreadores; b) actuando como promotores de permeación perturbando la 

organización de los lípidos del estrato córneo, incrementando así el transporte de fármacos a través 

de la piel y c) por adsorción/fusión de las vesículas con el SC (Fahr y Chen, 2010).  

El mecanismo por el cual los LE aumentan la penetración transdérmica de fármacos está 

relacionado con su forma de aplicación. Las vesículas pueden ser aplicadas oclusivamente 

(cubiertas con un parche para evitar la evaporación del agua) o no oclusivamente (expuestas al aire, 

promoviendo la evaporación del agua).  

Según los estudios realizados por Cevc et al., (1998) los LE cumplen con todos los requerimientos 

para penetrar eficientemente las barreras de permeabilidad, incluyendo la piel intacta de mamíferos, 

con una eficacia cercana al 100% y una eficiencia de la liberación mayor al 50%; dichos autores 
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sugieren que esto depende de la diferencia de presión osmótica transdérmica. Además, el paso de 

los LE a través de la piel es función de su flexibilidad, hidrofilia y capacidad de conservar su 

integridad mientras experimentan cambios drásticos de forma. Dichas propiedades contribuyen 

también a evitar la agregación y fusión de las vesículas (Cevc et al., 1998). 

Los LE pueden actuar como sistemas acarreadores de fármacos, por lo que las vesículas intactas 

entran en el estrato córneo transportando moléculas de fármaco dentro de la piel. Este mecanismo 

fue propuesto por Cevc et al., (1998) ellos proponen que la fuerza impulsora para que las vesículas 

penetren la piel es la xerofobia (tendencia a evitar alrededores secos). La principal diferencia entre 

los LE y los liposomas tradicionales es la elevada adaptabilidad dependiente del estrés de estas 

vesículas deformables, lo cual hace posible que éstas se estrujen entre las células del estrato córneo, 

a pesar del gran tamaño de las vesículas. Así pueden entrar de manera intacta y espontánea en la 

piel, bajo la influencia del gradiente de hidratación transcutáneo que se presenta de manera natural 

in vivo, sin desintegración de las vesículas (Figura 10). La oclusión podría eliminar este gradiente y 

por lo tanto tener un efecto perjudicial para la acción de las vesículas deformables (Cevc y Blume, 

1992; Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2005). Los liposomas elásticos pueden penetrar incluso si 

los poros son cinco veces más pequeños que su propio diámetro (Cevc et al., 2002; Hofer et al., 

2004). 

 

Figura 10. Mecanismo de penetración de los liposomas elásticos a través de la piel (Modificada de: 

Kumar et al., 2012) 

Este mecanismo de penetración de la piel por los liposomas deformables puede explicarse de la 

siguiente forma: 

Cuando se coloca una suspensión de liposomas deformables en la superficie de la piel, el agua se 

evapora y las vesículas comienzan a secarse. Los fosfolípidos son xerofóbicos, es decir, evitan los 
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alrededores secos. Por lo tanto, las vesículas se mueven a lo largo de la zona donde existe el 

gradiente osmótico, siendo atraídas hacia áreas con mayor contenido de agua en los espacios 

estrechos entre células adyacentes. Este fenómeno, junto con la gran capacidad de las vesículas para 

deformarse, origina una fuerza provocada por las vesículas que obliga al ensanchamiento de las 

uniones intercelulares en la piel y crea canales transcutáneos de 20 a 30 nm de amplitud. Estos 

nuevos canales intercelulares permiten el paso a las entidades lo suficientemente deformables para 

adaptarse a ellos. A lo largo de dichos canales en el estrato córneo, los liposomas deformables 

alcanzan regiones con alto contenido de agua en las capas profundas de la piel. Posteriormente, las 

vesículas se distribuyen entre las células. Debido a que son muy grandes para penetrar los vasos 

sanguíneos cutáneos, los liposomas deformables se desvían de ellos y llegan al tejido subcutáneo. 

Por último, las vesículas llegan a circulación sistémica vía el sistema linfático fenestrado, que tiene 

aperturas con amplitud suficiente (Cevc et al, 1995). Para que las vesículas permanezcan hinchadas, 

deben seguir el gradiente de hidratación local y penetrar dentro de las capas profundas de la piel, 

más hidratadas (epidermis y dermis) (Dhamecha et al., 2009). 

La alta deformabilidad de las vesículas permite que aún los agregados más grandes mantengan su 

tamaño después de atravesar los poros. Cevc y colaboradores encontraron que la composición 

química de las vesículas elásticas no cambia significativamente durante su pasaje a través de los 

poros estrechos (Cevc et al., 2002). Con base a la información obtenida hasta la fecha, se piensa que 

las vesículas elásticas conservan su estabilidad física, siendo transportadas a través de la piel en 

forma de entidades dinámicas intactas, pudiendo atravesar el estrato córneo independientemente de 

la concentración del fármaco (Cevc et al., 2008). 

Se considera que el componente elastomecánico juega un papel importante en el movimiento de los 

liposomas elásticos a través de poros pequeños. Cuando un LE alcanza un poro, este es capaz de 

cambiar la composición de su membrana de manera reversible como resultado de la auto-

optimización de su deformabilidad (Figura 11), para poder pasar a través de los poros, los 

componentes de los liposomas elásticos responsables de su deformabilidad comienzan a acumularse 

en los sitios de estrés, mientras que los componentes menos flexibles sufren una dilución, lo cual 

reduce significativamente la deformación de la membrana y permite que las vesículas altamente 

flexibles pasen a través de los poros. 

El paso de los liposomas elásticos a través de la piel y las barreras epiteliales es influenciado por la 

flexibilidad de su membrana, lo cual se puede lograr empleando proporciones adecuadas de 

activadores de superficie. La flexibilidad de la membrana de estos liposomas también reduce la 

posibilidad de que se rompan en la piel (Kumar et al., 2012). 
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Figura 11. Mecanismo elastomécanico de penetración de los liposomas elásticos a través de la piel  

(Modificada de: Kumar et al., 2012) 

 

Se ha propuesto otro mecanismo, y es que las vesículas pueden actuar como promotores de 

permeación, las vesículas al entrar en el estrato córneo, modifican las lamelas de los lípidos 

intercelulares, lo cual podría facilitar la permeación de moléculas de fármaco libres (Dhamecha et 

al., 2009).  

 

2.3.3. Método de preparación de LE 

 

Los liposomas elásticos están compuestos básicamente de una mezcla de fosfolípidos y un 

tensioactivo en una proporción óptima para dar elasticidad a la membrana y  se han investigado 

diferentes proporciones de fosfolípidos y tensioactivo, y la mejor proporción  es 85:15 

respectivamente. Se ha reportado que la eficiencia de entrampamiento disminuye cuando se 

incrementa la proporción de tensioactivo por arriba del 15% con respecto al fosfolípido y que por el 

contrario la elasticidad de las vesículas disminuye cuando la proporción del tensioactivo disminuye 

(El Maghraby et al., 2000; Jain et al., 2003; Mishra et al., 2006). La disminución de la eficiencia de 

encapsulamiento a mayores concentraciones de tensioactivo se debe a la conversión de vesículas 

lipídicas a micelas mixtas. Al mismo tiempo los activadores de superficie causan fluidización de la 

bicapa que es responsable del incremento de la elasticidad de la membrana de las vesículas. Estas 

micelas son mucho más pequeñas que las vesículas lipídicas (10 nm) y se ha reportado que son 

menos deformables y tienen menor habilidad para penetrar la piel en comparación con los 

liposomas elásticos (Ahad et al., 2012).   

Por esta razón la proporción de fosfolípido: tensioactivo se mantuvo constante   (85:15). En el 

presente trabajo se utilizó como fosfolípido la fosfatidilcolina de soya no hidrogenada y como 

activador de superficie el Monooleato de sorbitan polietoxilado (20)  (Tween® 80). 
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Cuando se habla de fosfolípidos de origen natural no se hace referencia a una sola sustancia. Por 

ejemplo, el término fosfatidilcolina incluye varias moléculas que tienen en común el grupo fosfato 

unido a colina. La composición de los ácidos grasos en la fosfatidilcolina es variable y depende de 

la fuente del fosfolípido. Mientras que sólo un 20% de los ácidos grasos presentes en la 

fosfatidilcolina de soya (SPC, por sus siglas en inglés) son saturados, en la fosfatidilcolina 

proveniente del huevo (EPC, por sus siglas en inglés) los ácidos grasos saturados llega hasta un 

50%. En la tabla 4 se muestra la proporción de ácidos grasos que contiene la SPC y la EPC. La 

abreviatura empleada es la convencional para ácidos grasos, el primer número indica el número de 

carbonos y el segundo el número de insaturaciones. 

Según la temperatura, las membranas de fosfolípidos pueden existir en diferentes fases, cuando la 

temperatura aumenta, la bicapa pasa de un estado altamente ordenado o gel sólido, a un estado 

desorganizado o cristal líquido, estado en el cual las moléculas de fosfolípidos pueden moverse con 

mayor libertad. A la temperatura a la que ocurre este fenómeno se le llama temperatura de 

transición de fases o Tm. El valor de Tm depende de la longitud de la cadena hidrocarbonada, del 

grado de insaturación y de la naturaleza de la cabeza polar. 

Las membranas obtenidas con fosfatidilcolina de soya, presentan transiciones entre -15°C y 7°C 

dependiendo de la composición lipídica por lo que están en estado cristal líquido a temperatura 

ambiente. Por el contrario las membranas obtenidas a partir de fosfatidilcolina hidrogenada poseen 

transiciones por encima de los 40°C, por lo que a temperatura ambiente se encuentran en un estado 

de gel sólido. Se ha reportado que las vesículas elásticas preparadas con fosfolípidos en estado 

cristal líquido a temperatura ambiente son más eficientes en el transporte de fármacos a través de la 

piel (van den Bergh et al., 1999). 

Tabla 4. Contenido de ácidos grasos de la fosfatidilcolina de soya (SPC) y de huevo (EPC) (New, 

1990). 

 

Ácido graso No. de carbonos:No. 

de insaturaciones 

Abundancia relativa  

(% p/p) 

  SPC EPC 

Ácido palmítico 16:0 17.2 35.3 

Ácido esteárico 18:0 3.8 13.5 

Ácido oleico 18:1 22.6 26.8 

Ácido linoléico 18:2 47.8 5.7 

Ácido α ó γ-linoléico 18:3 8.6 0.2 

Ácido araquidónico 20:4 - 1.3 

Ácido all cis-eicosapentaenoico 20:5 - 3.6 

Ácido all cis-docosapentaenoico 22:5 - 1.3 

Ácido all cis-docosahexaenoico 22:6 - 12.6 
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El Tween® 80 es un tensioactivo no iónico, los tensioactivos no iónicos son muy usados como 

adyuvantes en la industria farmacéutica por su baja toxicidad y sus múltiples funciones (Huang et 

al., 2006). El Tween® 80 ha mostrado ser tan efectivo como el colato de sodio como activador de 

superficie en la obtención de vesículas elásticas de fosfatidilcolina (El Maghraby et al., 2000). 

Los liposomas elásticos se pueden obtener a partir de los métodos descritos para la preparación de 

liposomas convencionales. El método más utilizado hasta el momento es el de hidratación de 

película propuesto por Cevc y Blume (1992). 

Como ya se mencionó, los liposomas se forman espontáneamente cuando los fosfolípidos se 

dispersan en un medio acuoso, como una forma de minimizar las interacciones de las cadenas 

hidrocarbonadas con el agua. El desafío de preparar liposomas radica en conseguir vesículas de un 

tamaño y estructura determinada, que incorporen fármacos que se mantengan encapsulados hasta 

llegar al sitio deseado.  

El método más sencillo y utilizado para la preparación de liposomas es el de hidratación de película, 

el cual consiste en disolver los fosfolípidos en un disolvente adecuado, generalmente se utiliza 

cloroformo o mezclas de cloroformo: metanol, y posteriormente evaporar el disolvente para obtener 

una película lipídica delgada y homogénea sobre un soporte sólido. A continuación se adiciona una 

solución acuosa con acción mecánica para hidratar la película y formar los liposomas. De esta 

manera se obtiene una mezcla de vesículas multilamelares (MLVs) con una distribución de tamaño 

heterogénea. El tamaño y el número de lamelas se pueden modificar mediante sonicación y 

extrusión. La sonicación consiste en impartir energía ultrasónica a la suspensión vesicular para 

reducir el tamaño de las vesículas. La extrusión de MLVs consiste en forzar el pasaje de la 

suspensión de MLVs a través de membranas de policarbonato de poros definidos, de esta manera 

los MLV pierden su estructura para dar lugar  a liposomas unilamerales, siendo posible obtener 

liposomas con diámetros medios entre 800 y 50 nm según el diámetro de poro empleado. El número 

de veces que se repita esta operación, y el tiempo que se someta a ultrasonido la suspensión 

liposomal determinará la lamelaridad y la dispersión del tamaño de la suspensión final. 

El fármaco a encapsular puede ser incorporado durante la formación de la película lipídica o bien en 

el medio acuoso usado para hidratar la película dependiendo de las propiedades fisicoquímicas del 

mismo. 

Como se muestra en la tabla 5, se han reportado diferentes condiciones para la preparación de los 

liposomas elásticos por el método de hidratación de película, incluyendo varios tiempos de 

sonicación (desde aquellos autores que no someten a ultrasonido hasta los que someten las 

dispersiones hasta sesenta minutos de ultrasonido, la mayoría no reporta la intensidad del 
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ultrasonido empleada) y número de extrusiones (algunos han reportado más de treinta extrusiones) a 

través de membranas con diferentes tamaños de poro.  

Tabla 5. Condiciones de preparación de los liposomas elásticos por diferentes autores 

 

Fármaco Tiempo de 

ultrasonido 

(min.)/potencia(W) 

No de 

extrusiones 

Tamaño de 

poro del filtro 

Referencia 

Oestradiol 30 10 Sándwich  

0.2/0.1 μm 

El Maghraby et 

al, 2000 

-- 30 Filtraciones 

secuenciales 

0.4, 0.2, 0.1, 

0.08 μm 

Cevc et al 2002 

Estradiol 30 10 Sándwich  

0.2/0.1 μm 

Essa et al, 2002 

Dexametasona 20 (40W) N/M Sándwich  

0.45/0.2 μm 

Jain et al, 2003 

Estradiol 

 

30 10 Sándwich  

0.2/0.1 μm 

Essa et al, 2004 

 

DNA 60 30 0.1 μm Kim et al, 2004 

Metotrexato 8 (32W) -- -- Trotta et al, 2004 

DNA 60 30 0.1 μm Lee et al, 2005 

Melatonina -- 10 Sándwich  

0.2/0.1 μm 

Dubey et al, 

2006 

Antígeno de 

superficie de 

Hepatitis B  

-- N/M* Sándwich 

0.45/0.22 μm 

Mishra et al, 

2006 

Clorhidrato de 

Propranolol 

20 (40W) N/M Sándwich  

0.2/0.1 μm 

Mishra et al, 

2007 

Rizatriptan 20 (40 W) N/M Sándwich  

0.2/0.1 μm 

Garg et al., 2008 

Salmon 

calcitonina 

5 Filtraciones 

secuenciales 

0.8, 0.45 y 0.2 

μm 

Chen et al., 2009 

Betametasona -- N/M 0.4/0.2 μm Gillet el al., 2009 

Sucrosa 45 (80W) 15 Sándwich  

0.2/0.1 μm 

Montanari et al., 

2009 

Diclofenaco 

sódico 

30 N/M Sándwich  

0.45/0.22 μm 

El Zaafarany et 

al., 2010 
*N/M: no mencionado; -- Parámetro no utilizado 
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2.3 Iontoforesis como  promotor de absorción de fármacos 

 

Aprovechando que la piel es un tejido robusto con un alto grado de recuperación. Uno de los 

promotores físicos más estudiados para aumentar el transporte de fármacos a través de ella es el 

empleo de una corriente eléctrica como fuerza impulsora para la penetración de fármacos ionizados, 

este método es conocido como iontoforesis. 

La idea de aplicar una corriente eléctrica sobre la superficie de los tejidos para incrementar la 

penetración de los fármacos ionizados no es nueva, fue propuesta en 1747 por Veratti, aunque esta 

no se puso en práctica hasta el siglo XX (1907) por Leduc (Phipps et al., 2002), y últimamente ha 

cobrado gran interés debido a los avances en el campo de la electrónica. 

La iontoforesis es un proceso que promueve la penetración de sustancias ionizadas dentro o a través 

de un tejido por la aplicación de un potencial eléctrico apropiado. Estudios in vitro e in vivo han 

demostrado la factibilidad de este método para promover la penetración de fármacos y la absorción 

dentro de la circulación sistémica (Bhatia y Singh, 1998; Green et al., 1996; Kari, 1986; Sage y 

Riviere, 1992). Esta técnica es capaz de aumentar el rango de compuestos que pueden ser 

administrados transdérmicamente. Las ventajas que ofrece la iontoforesis son las siguientes (Wang 

et al., 2005): 

1. Liberación de moléculas ionizadas y no ionizadas. 

2. Liberación continua o pulsátil de fármacos. 

3. Posibilidad de terminar fácilmente la liberación del fármaco. 

4. Ofrece un mejor control sobre la cantidad de fármaco liberado, ya que esta cantidad 

depende de la corriente aplicada, de la duración de la amplitud de corriente y área de 

exposición de la piel. 

5. Restauración de las propiedades de barrera de la piel sin producir irritación severa. 

6. Mejora la liberación de moléculas polares, así como de compuestos de alto peso molecular. 

7. Se puede utilizar tanto para liberación local o sistémica. 

8. Reducción considerable de la variación inter e intra individual, ya que el grado de 

liberación es más dependiente de la corriente aplicada que de las características del estrato 

córneo. 

 

2.4.1 Electroquímica de la iontoforesis 

 

La corriente eléctrica es aplicada a través de dos electrodos colocados en la piel del paciente. El 

primer electrodo o electrodo donador libera el agente terapéutico ionizado, mientras que el segundo 

electrodo o electrodo receptor sirve para cerrar el circuito. Cuando el electrodo donador es el cátodo 

y el electrodo receptor es el ánodo se denomina iontoforesis catódica y se utiliza para fármacos 
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cargados positivamente (ej., aminas o péptidos), el arreglo inverso se denomina iontoforesis anódica 

y es empleada para moléculas cargadas negativamente (ej., ácidos orgánicos). El sistema más 

utilizado en ambos tipos de iontoforesis es el formado por el electrodo de plata (ánodo) y el 

electrodo de cloruro de plata (cátodo) debido a que no afectan la solución del fármaco (ej., no 

modifican el pH de la solución). 

Un sistema iontoforético consta de los siguientes elementos: Un dispositivo generador de la 

corriente eléctrica, dos electrodos (ánodo y cátodo) y las cámaras anódicas y catódicas. El electrodo 

y cámara activa son aquellos en los que se produce el paso de los fármacos, el electrodo activo está 

en contacto con la cámara activa en la que se encuentra el fármaco, el electrodo no activo está en 

contacto con un vehículo auxiliar que contiene los iones necesarios para el paso de la corriente y las 

reacciones electroquímicas de los electrodos (figura 12). 

Una vez que la corriente se aplica, el campo eléctrico impone la direccionalidad sobre el 

movimiento de los iones presentes: los iones positivos en el ánodo se mueven hacia el cátodo 

mientras que los aniones se mueven en la dirección opuesta.  

La electroquímica ocurrida en el ánodo (Ag) requiere iones cloruro (Cl-) en el compartimiento 

anódico, lo cual conduce usualmente a la disminución en la eficiencia de la liberación del fármaco 

ya que el NaCl comúnmente usado para proveer los iones Cl- también genera concentraciones 

significativas de iones Na+ los cuales compiten con el fármaco. Cuando los iones Cl- llegan a la 

solución cercana al otro electrodo reaccionan con la plata metálica para formar cloruro de plata y 

debido a su bajo producto de solubilidad se deposita en la superficie del electrodo, liberando 

simultáneamente un electrón. Para mantener la electroneutralidad en el compartimento anódico, 

cualquier catión debe moverse fuera de este y hacia la piel o un anión debe dejar la piel y moverse 

hacia el ánodo. En el compartimento catódico, el AgCl es reducido por la llegada de los electrones 

provenientes de la fuente de poder y se genera plata metálica junto con iones Cl-, los cuales pasan a 

la solución, para mantener la electroneutralidad, la carga negativa debe ser compensada por la 

llegada al cátodo de un catión proveniente de la piel o por la pérdida de aniones. Como el circuito 

eléctrico es completado por los iones inorgánicos endógenos que están presentes en la piel, 

principalmente los iones Na+ y Cl-, estos pueden afectar la eficiencia del transporte de fármacos 

(Kalia et al., 2004). 
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                 Figura 12. Esquema de un sistema iontoforético 

 

2.4.2 Mecanismos de transporte iontoforéticos 

 

El flujo iontoforético observado en el estado estable para una especie cargada X, puede ser 

considerado como la suma de dos mecanismos separados de transporte: electromigración (JX
EM) y 

electroósmosis (JX
EO), asumiendo que la permeación pasiva es despreciable. 

 

𝐽𝑋
𝑇 = 𝐽𝑋

𝐸𝑀 + 𝐽𝑋
𝐸𝑂 

 

2.4.2.1 Electromigración 

 

Los compuestos iónicos en solución se disocian, asumiendo una carga positiva o negativa 

dependiendo de si el átomo pierde o gana un electrón. Mientras están cargados, cada ion puede ser 

influenciado por un campo eléctrico, los iones cargados en forma positiva (cationes) serán atraídos 

hacia el polo negativo (cátodo) y repelidos del polo positivo (ánodo). Iones cargados en forma 

negativa (aniones) serán atraídos al ánodo y repelidos del cátodo. La repulsión electrostática de 

cargas similares es la fuerza impulsora para la iontoforesis. La identificación de la polaridad del 

fármaco impone la polaridad del electrodo usado para llevar al ion a los tejidos subyacentes. Los 

fármacos positivos son colocados bajo el ánodo y los fármacos negativos son colocados bajo el 

cátodo. 

Bajo la influencia del campo eléctrico los iones positivos serán repelidos por el electrodo positivo y 

atraídos hacia el negativo, análogamente los iones negativos serán repelidos por el electrodo 

negativo y atraídos por el electrodo positivo. Las mismas atracciones y repulsiones serán 

experimentadas por los fármacos si estos tienen carácter iónico. A consecuencia de esta 

electrorepulsión, las sustancias iónicas serán transportadas a través de la membrana. 
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La electromigración se refiere al movimiento ordenado de los iones en la presencia de un campo 

eléctrico aplicado. El flujo electromigratorio de un ion X está relacionado con el componente flujo 

de corriente ix debido a su transporte por la constante de Faraday, F.  

 

𝐽𝑋
𝐸𝑀 = 

1

𝑧𝑥𝐴𝐹
∗ 𝑖𝑥 

 

donde, A representa el área de la sección transversal para el transporte a través de la piel y zx es la 

carga. El flujo de corriente iónica debido a el movimiento de X puede ser relacionado a la corriente 

aplicada, I, por una constante de proporcionalidad, tx, el número de transporte de X (0  tx  1) 

describe la fracción de corriente transferida por X. 

 

𝐽𝑋
𝐸𝑀 = 

1

𝑧𝑥𝐴𝐹
∗ 𝑡𝑥𝐼 

 

El número de transporte de X depende de las propiedades fisicoquímicas de X y de cómo se 

comparan las propiedades correspondientes de otros iones presentes en el sistema: 

 

𝐽𝑋
𝐸𝑀 = (

1

𝑧𝑥𝐹
) 

𝑧𝑥 𝑢𝑥 𝑐𝑥 

∑ 𝑧𝑖𝑢𝑖𝑐𝑖
𝑖
𝑛=0

∗ 𝐼𝐷 

 

donde ID es la densidad de corriente aplicada (=I/A), y zx, ux y cx se refieren a la carga, movilidad y 

concentración del fármaco en la membrana respectivamente; el denominador es la suma de los 

productos de estos parámetros para  cada ion que contribuye a la transferencia de carga a través de 

la membrana.  Esta última ecuación explica porque la presencia de iones competitivos puede reducir 

el flujo de fármaco y por lo tanto reducir la eficiencia de la liberación.  

 

2.4.2.2 Electroósmosis 

 

Si la membrana posee una carga eléctrica neta y en consecuencia una mayor permeabilidad a 

cationes (si está cargada negativamente) o a aniones (si está cargada positivamente), se produce un 

flujo convectivo de solvente (electroósmosis). Este flujo de solvente tiene lugar en la dirección 

ánodo-cátodo o en la dirección cátodo-ánodo según la membrana sea más permeable a cationes o a 

aniones. Este flujo convectivo de solvente transporta sustancias neutras a través de la membrana y 

además aumenta o contrarresta el transporte por electrorepulsión de los compuestos iónicos. 

Para explicarlo se ha utilizado la aplicación de la diferencia de presión y la diferencia de potencial a 

través de la membrana para la generación corriente y un flujo de volumen.  

La electroósmosis puede ser explicada como el flujo de volumen inducido por el flujo de corriente, 

es decir el movimiento de carga a través de la membrana. A nivel molecular, la electroósmosis 
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puede ser vista como el resultado del hecho de que la piel tiene un punto isoeléctrico entre 4 y 4.5, 

arriba del cual los grupos carboxilatos presentes en la membrana están ionizados. La aplicación de 

un campo eléctrico a través de la membrana cargada favorece el movimiento de contra iones que 

tratan de neutralizar la membrana. La electroósmosis puede ser definida como un proceso de flujo 

que es flujo de volumen por unidad de área y tiempo (ej., μl cm-2 h-1) o como una velocidad de 

solvente, v, que es equivalente al coeficiente de permeabilidad (ej., cm h-1). La existencia de este 

flujo de solvente en dirección del ánodo al cátodo significa que: a) las moléculas neutras pueden ser 

liberadas por iontoforesis anódica y b) los cationes se verán beneficiados por una segunda fuerza 

impulsora en adición a la electromigración. 

 

2.4.2.3 Cambios en la permeabilidad de la membrana 

 

Además de la electromigración y electroósmosis la aplicación de una corriente eléctrica sobre la 

piel puede afectar la barrera de permeabilidad de la misma, pudiendo contribuir al transporte de la 

sustancia activa. Este aumento corresponde a un aumento del transporte del fármaco por difusión 

pasiva a través de la membrana. La permeabilidad de la piel puede alterarse temporalmente durante 

la iontoforesis por: 1) expansión de los canales existentes en la piel o creación de poros nuevos; 2) 

fluidización de la matriz lipídica en el espacio intercelular; o 3) El re-arreglo de proteínas en el EC 

(Fang et al, 2000). 

Por tanto, por efecto combinado de los tres mecanismos citados se podrán transportar a través de la 

piel por iontoforesis sustancias activas iónicas y no iónicas. 

 

2.4.3 Factores que afectan a la iontoforesis 

 

A pesar de las ventajas que representa el uso de la iontoforesis para la administración transdérmica 

y que ya han sido mencionadas, la iontoforesis es afectada por los siguientes factores (Patel et al., 

2010): 

a) Concentración del fármaco 

Se ha reportado que se incrementa la penetración del fármaco durante la iontoforesis 

cuando se incrementa la concentración del mismo. Esto es generalmente cierto hasta que se 

alcanza una meseta en la que al aumentar la concentración de fármaco en la piel no hay un 

incremento en el flujo. 

b) Forma de la sal del fármaco 

Se ha reportado que diferentes formas de sales presentan conductividades específicas. Por 

lo que el tipo de sal debe ser considerado. 
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c) pH del microambiente 

De acuerdo con la ecuación de Henderson-Hasselbalch, el pH de la solución determinará el 

grado de ionización del fármaco,  para un óptimo proceso de iontoforesis, se desea que una 

gran cantidad de fármaco esté ionizado. Sin embargo, el pH debe ser tal que sea tolerable y 

seguro para el paciente. 

d) Intensidad de corriente y duración de la corriente 

A partir de la ley de Faraday, se sabe que la cantidad de fármaco transportada 

iontoforéticamente depende de la intensidad de la corriente y de la duración de la misma. 

Así, esta ley sugiere que se transporta el mismo número de iones a diferentes intensidades 

de corriente, si el tiempo se relaciona inversamente con la intensidad. Sin embargo, en 

algunos casos, densidades altas por corto tiempo liberan más fármaco que densidades bajas 

con tiempos prolongados, debido posiblemente a cambios en la permeabilidad de la piel por 

el empleo de intensidades de corriente elevadas, resultando por lo tanto en un mayor flujo. 

e) Competencia por iones presentes en los electrodos 

La corriente eléctrica es llevada por iones positivos y negativos en la solución. No hay 

mayor diferencia entre iones de la misma carga, aunque sean de compuestos diferentes. Se 

sabe que la presencia de excipientes en las formas de dosificación (conservadores, 

soluciones amortiguadoras) altera la cantidad de fármaco liberado. 

f) Estabilidad del fármaco durante el proceso iontoforético 

El fármaco debe ser estable bajo la influencia de un campo eléctrico. La oxidación o 

reducción del fármaco no solo decrece la cantidad total de fármaco disponible, sino que los 

productos de degradación podrían tener la misma carga que el fármaco ionizado y podría 

competir con él, reduciendo la cantidad de fármaco transportada, además de que los 

productos de degradación pudieran ser tóxicos. 

g) Tipo de matriz que contiene al fármaco 

La migración del fármaco bajo la influencia de una corriente eléctrica pudiera ser afectada 

por la matriz o formulación en la que se encuentra. Lo cual puede estar relacionado con 

diferencias en viscosidades, porosidades, grado de liberación a partir de la forma de 

dosificación etc. 

h) Densidad de corriente 

La densidad de corriente es la cantidad de corriente liberada por unidad de área. Se deben 

de considerar los siguientes aspectos: 1) La corriente debe ser lo suficientemente alta para 

promover la permeación del fármaco; 2) No debe de producir daño a la piel; 3) Debe haber 
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una  relación cuantitativa entre el flujo y la corriente aplicada; y 4) Debe haber estabilidad 

electroquímica del fármaco.  

i) Factores anatómicos del paciente 

Entre los factores anatómicos por parte del paciente que influyen en la profundidad de 

penetración del fármaco figuran los siguientes: espesor de la piel en el sitio de aplicación, 

presencia de tejido subcutáneo adiposo, presencia de inflamación (puede influir debido al 

incremento de la temperatura) y el nivel elevado de flujo sanguíneo presente.  

 

Actualmente se está evaluando el uso conjunto de algún acarreador (liposomas, nanopartículas, etc.) 

con uno o más promotores de absorción, con la finalidad de mejorar el transporte a través de la piel 

de diversas moléculas y tener un efecto sinérgico para lograr que el fármaco llegue a circulación 

sistémica. 

 

El efecto aditivo del uso de dos o más promotores, o de un acarreador y un promotor de absorción, 

no puede ser asumido, ya que se ha observado que en algunos casos no ocurre; por ejemplo: la 

combinación de electroporación y liposomas disminuye la liberación transdérmica del fármaco 

comparado con la electroporación y una solución de fármaco no liposomal. La reducción de la 

permeación del fármaco puede no obstante ser debido a la reparación de la piel electroporada por 

los fosfolípidos de los liposomas (Essa, 2003).  

Con respecto al uso conjunto de iontoforesis y liposomas se han encontrado resultados 

contradictorios, algunos autores han reportado que esta combinación reduce la permeación del 

fármaco (Vutla, 1995; Fang 1999), otros sin embargo, mencionan que esta combinación incrementa 

la permeación (Kulkarni et al., 1996; Badkar et al., 1999; Fang et al., 1999; Li et al., 2001; Essa et 

al., 2002, 2004) y otros no han observado una diferencia significativa (Vutla et al., 1995). 

La variedad de efectos de la combinación de liposomas/iontoforesis se ha relacionado con 

diferentes mecanismos los cuales pueden operar simultáneamente. El incremento de la permeación 

de fármacos puede ser atribuida a: i) la fusión de los fosfolípidos liposomales con el estrato córneo, 

lo cual incrementa la permeabilidad (Fang et al., 1999; Essa et al., 2002); ii) disminución de la 

resistencia por parte de las vesículas elásticas (Li et al., 2001); iii) incremento de la deformabilidad 

de los liposomas elásticos por la electricidad, conduciendo a una mayor penetración a través de la 

piel (Essa et al., 2002). .  

Entre los mecanismos de retardo que ocasiona el uso conjunto de los liposomas y la iontoforesis se 

encuentran el incremento de la estabilidad de los liposomas por el campo eléctrico conduciendo a la 

reducción de la liberación y permeación (Fang et al., 1999) y la protección del fármaco entrampado 
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del metabolismo en la piel, lo cual conduce a una permeación más lenta de moléculas grandes 

intactas (Vutla et al., 1995). 
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III. JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS 

 

Los fármacos antiinflamatorios no esteroideos son usados para el tratamiento del dolor músculo 

esquelético, no obstante, la principal desventaja de la administración oral de estos fármacos son los 

severos efectos adversos gástricos que presentan, entre ellos sangrado gástrico, perforación y 

ulceración péptica (Cordero et al., 2001); además, algunos de estos fármacos tienen tiempos de vida 

media relativamente cortos (4 – 6 horas), por lo que se requieren dosis frecuentes para aliviar el 

dolor.  

Uno de estos fármacos es el KT, el cual es un potente analgésico y antiinflamatorio. Su 

biodisponibilidad oral reportada es del 90%, con un tiempo de vida media de 4 a 6 horas, por lo que 

se requiere una administración frecuente para mantener niveles terapéuticos. El uso prolongado de 

KT puede resultar en ulceración gastrointestinal y falla renal aguda. Debido a esto, en el 2007 la 

FDA publicó una alerta en el que se restringía el uso de ketorolaco a hospitales, por lo que se hace 

necesaria una alternativa para la administración de este fármaco. Para evitar un sistema de 

liberación invasivo (inyección intramuscular) y eliminar los regímenes de dosificación frecuentes, 

es necesario un modo no invasivo de liberación.  

La liberación transdérmica parece ser una ruta atractiva de administración no invasiva  que 

permitiría mantener los niveles sanguíneos de fármaco por largos periodos de tiempo. Existen 

diversos reportes para la administración transdérmica de fármacos antiinflamatorios no esteroideos, 

usando promotores de absorción químicos, seleccionando los vehículos apropiados etc., pero con 

problemas en modular el grado de liberación y el tiempo de retardo. La mayoría de los fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos son ácidos débiles, por lo que se encuentran ionizados a pH 

fisiológico, por lo que el empleo de la iontoforesis podría ayudar a promover su permeación a través 

de la piel. 

Se ha reportado el empleo de promotores de absorción ya sea de carácter químico o físico para 

mejorar la penetración de fármacos a través de la piel.  

Una de estas herramientas es el uso de nanoacarreadores.  En particular, los liposomas elásticos son 

acarreadores potenciales para la administración transdérmica de fármacos. El paso de los liposomas 

elásticos a través de la piel es función de su flexibilidad, hidrofilia y capacidad para conservar su 

integridad, mientras experimentan cambios drásticos de forma. Otra posible herramienta es el 

empleo de la iontoforesis, la cual permite mejorar la absorción de fármacos iónicos. Actualmente se 

está evaluando la posibilidad de utilizar de manera conjunta algún acarreador y un promotor físico 

con la finalidad de que actúen de manera sinérgica. 

Existen muchos reportes sobre el uso separado de iontoforesis y liposomas, sin embargo, se han 

publicado pocos estudios sobre la liberación iontoforética de fármacos formulados en liposomas. El 
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uso combinado de iontoforesis y liposomas aumenta la permeación de colchicina de dos a tres veces 

(Kulkarni et al., 1996). También existen pocos reportes sobre el efecto del uso combinado de 

iontoforesis y liposomas elásticos en la liberación transdérmica de fármacos (Essa et al., 2002),  sin 

que  existan hasta el momento reportes sobre la integridad y estabilidad de los liposomas elásticos al 

aplicarles una corriente eléctrica.  

 

HIPÓTESIS 

 

Si los LE penetran libremente a través de la piel, entonces éstos favorecerán la permeación 

transdérmica del KT encapsulado. Además, si la iontoforesis favorece el paso de sustancias 

cargadas a través de la piel, entonces es posible que el uso de este promotor físico aumente la 

permeación del KT y de LE cargados negativamente. 
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IV. OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la liberación transdérmica  pasiva e iontoforética de ketorolaco trometamina formulado en 

liposomas elásticos. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Optimizar el método de hidratación de película para la preparación de los liposomas 

elásticos, modificando el tiempo de sonicación y número de extrusiones a través de 

membranas de policarbonato. 

 Preparar los liposomas elásticos que incluyan el principio activo por el método de 

hidratación de película optimizado. 

 Caracterizarlos liposomas elásticos obtenidos en función de: tamaño, potencial zeta, 

morfología, eficiencia de encapsulamiento, elasticidad y estabilidad física. 

 Evaluar la liberación in vitro del fármaco a partir de los liposomas elásticos, por los 

métodos de diálisis y de difusión a través de una membrana artificial en celdas verticales 

tipo Franz. 

 Llevar a cabo la permeación pasiva a través de la piel in vitro, comparando los liposomas 

elásticos con respecto a una solución de fármaco. 

 Realizar estudios de penetración in vivo, en voluntarios sanos, para comparar la liberación 

iontoforética y pasiva del fármaco a través de la piel. 

 Verificar la integridad de los liposomas elásticos, al someterlos a la corriente eléctrica 

utilizada en los estudios de permeación in vivo. 

 Determinar cómo se altera la barrera de permeabilidad de la piel al aplicar la corriente 

eléctrica utilizada en los estudios de permeación in vivo, por medio de la medida de la 

pérdida de agua transepidermal. 

 Desarrollar los métodos analíticos para la cuantificación del ketorolaco trometamina, en los 

diferentes experimentos realizados. 
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V. PARTE EXPERIMENTAL 

 

5.1 Reactivos 

 

Ketorolaco trometamina (donado por Globe Chemicals S.A de C.V, México). 

Fosfatidilcolina de frijol de soya (Epikuron® 200), pureza = 95.9% (Lucas Meyer, Hamburg, FRG; 

Alemania). 

Monooleato de polioxietilen sorbitán (Tween® 80) (ICI Surfactants, Wilmington, DE). 

Acetato de etilo (reactivo analítico, Aldrich; EE. UU). 

Ácido acético glacial (reactivo analítico, Merck; México). 

Alcohol etílico (reactivo analítico, Fermont; México). 

Metanol (reactivo analítico, Fermont; México). 

Fosfato monobásico de potasio (Productos Químicos Monterrey, S.A; México). 

Biftalato de potasio (J.T. Baker, México). 

Hidróxido de sodio (J.T.Baker, México). 

SPI-Chem™ Formvar® Resina para Microscopía Electrónica (SPI Supplies, EE.UU) 

Ácido fosfotúngstico (J.T. Baker, México). 

Agua provista por el sistema de purificación Milli-Q (Millipore® Corp., Bedford, MA; EE.UU). 

 

5.2 Material 

 

Celdas verticales tipo Franz de vidrio con un área de exposición promedio de 0.8244  cm2 y un 

volumen receptor de 1.8 ml.  

Cámara cromatográfica de fondo plano (CAMAG, Suiza) 

Placas de sílica gel, fase normal con indicador de fluorescencia (Machery-Nagel; Germany).  

Bolsas de diálisis con un peso molecular de corte de 8000 (Spectra/Por®, Spectrum Laboratories, 

EE. UU.) 

Cinta adhesiva Scotch® No. 142-SP (3M, EE. UU.) 

Parches para iontoforesis: Ionto Plus HP electrodes, (Richmar Corporation, EE.UU) 

Portafiltros (11 mm de diámetro) y membranas de policarbonato con un tamaño de poro de 100 y 50 

nm (Millipore Corp., Bedford, MA; EE.UU). 

Jeringas de 3 mL 

Cristalería en general 

 

5.3 Equipos e Instrumentos 

 

Balanza analítica BBC32 (Boeco; Alemania). 

Coulter® N4 Plus Submicron Particle Sizer (Coulter Corp., Miami; FL; EE. UU). 
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Zetasizer (Zetasizer 3000, Malvern, UK, software from Malvern Instruments Dispersion 

Technology and Light Scattering Systems, versión 1.32).  

Microcentrifuga EBA 12/12R (Hettich, Alemania). 

pH metro (Corning 430, UK). 

Aplicador automático para Cromatografía de Capa Fina de Alta Resolución, Automatic TLC 

Sampler III Versión 2.12 (CAMAG, Suiza).  

Scanner 3 y software CATS Versión 4.06 para Cromatografía de Capa Fina de alta resolución 

(CAMAG, Suiza). 

Espectrofotómetro UV-VIS, (Varian, Modelo Cary IE 95031003, Australia). 

Sonicador Bransonic® Ultrasonic Cleaner 5210, (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT; 

EE.UU). 

Rotavapor Laborota 4000 (Heidolph, Alemania). 

Vórtex (Mixer M 16715, EE. UU). 

Parrilla eléctrica con agitación (Cimarec®, Thermoline, EE. UU) 

Agitador magnético Magnestir® (Lab-Line instruments, EE. UU) 

Recirculador de líquidos con termostato (VWR Scientific, EE. UU) 

Agitador magnético multiplaza 509C (Barnstead International, EE. UU) 

Microscopio Electrónico de Transmisión (JEOL JEM-100CX II., Japón) 

Dermatoma eléctrico Zimmer, (Varsovia, Polonia) 

Equipo de iontoforesis: Dual Channel Iontophoresis System, (Chattanooga iontoTM, EE.UU) 

Tewameter TM® 210, Courage-Khazaka (Colonia, Alemania) 

 

5.4 Material biológico 

 

A) Estudios de permeación in vitro 

Piel de oreja de cerdo, obtenida de animales recién sacrificados en el rastro local. 

B) Estudios de permeación in vivo 

Los estudios de permeación in vivo se realizaron en adultos voluntarios sanos que aceptaron 

participar y que firmaron la carta de consentimiento informado.  

Los estudios de permeación realizados fueron de dos tipos: estudios de permeación pasiva y 

estudios de permeación empleando como promotor de absorción la iontoforesis, ambos 

procedimientos se realizaron en seis voluntarios sanos cada uno. 

Previo a la realización del estudio se dio una explicación detallada del procedimiento y 

requerimientos por parte del voluntario a fin de aclarar todas sus dudas durante el estudio, al 

finalizar la explicación se le solicitó el consentimiento informado (Anexo 1). 
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Para la selección de los voluntarios se siguieron los siguientes criterios: 

i) Criterios de inclusión 

Mujeres y hombres mayores de 18 años. 

Mujeres y hombres sin enfermedad alguna, ni antecedentes de alergias, patologías e 

hipersensibilidad en la piel. 

Mujeres no embarazadas. 

ii) Criterios de exclusión 

Mujeres y hombres menores de 18 años. 

Mujeres y hombres que hayan utilizado algún producto cosmético y/o farmacéutico en la parte 

interna de ambos brazos el día del estudio. 

Mujeres y hombres con alguna enfermedad, con antecedentes de alergias, patologías e 

hipersensibilidad en la piel. 

Mujeres embarazadas. 

Mujeres y hombres que no deseen participar. 

Voluntarios que presenten hipersensibilidad a las formulaciones. 

 

5.5 Métodos 

 

5.5.1 Preparación de los liposomas elásticos. 

 

Los liposomas elásticos se prepararon por el método de hidratación de película descrito por Cevc y 

Blume (1992), el cual consiste en los siguientes pasos: 

1) Pesar en un vaso de precipitados la cantidad requerida de fosfatidilcolina (PC) y agente 

tensoactivo (Tween® 80), de tal forma que se encuentren en la siguiente proporción: 86% de PC y 

14% de Tween® 80. 

2) Disolver los componentes anteriores en etanol. 

3) Transferir la solución obtenida en el punto anterior a un matraz balón, enjuagando 3 veces el 

vaso con etanol. 

4) Evaporar el disolvente en un rotavapor a presión reducida. 

5) Secar a vacío la película formada en el punto anterior durante 12 horas en un desecador. 

6) Suspender la película en solución de etanol al 7% (v/v), agitando con vórtex durante 15 minutos. 

La cantidad de etanol al 7% deberá ser tal, que la concentración final de fosfatidilcolina sea del 5% 

(p/v). 

7) Dejar hidratar la suspensión formada en el punto anterior durante dos horas. 

8) Someter la suspensión a ultrasonido (40 kHz). 
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9) Extruir la suspensión a través de una membrana de policarbonato con tamaño de poro de 100 nm 

y 11 mm de diámetro. 

El método se ejemplifica en la figura 13.  

Se evaluó la influencia del medio de hidratación, para lo cual se prepararon 6 lotes con el método 

descrito anteriormente. Tres de ellos se hidrataron con agua y los otros tres con etanol al 7%. 

Midiendo el tamaño de las vesículas obtenidas. 

 

Para optimizar el método de preparación de los liposomas elásticos, se varió el tiempo de 

ultrasonido y el número de extrusiones a través de la membrana de policarbonato, el diseño factorial 

fue 5 X 4 (Número de extrusiones X Tiempo de sonicación), como se muestra en la tabla 6. Para 

cada punto se prepararon tres lotes de liposomas elásticos por el método descrito anteriormente.  

Los liposomas elásticos se caracterizaron por tamaño y potencial zeta con el fin de determinar las 

condiciones óptimas de preparación, obteniéndose tres lecturas de cada uno de los lotes preparados. 

 

Tabla 6. Influencia del tiempo de ultrasonido y número de extrusiones a través de membranas de 

policarbonato de 100 nm. 

 Tiempo  de ultrasonido (minutos) 

No. de 

extrusiones 

0 10 20 30 

1     

2     

3     

4     

5     

 

5.5.2 Preparación de los liposomas elásticos conteniendo el fármaco. 

 

Los liposomas elásticos conteniendo ketorolaco trometamina se prepararon por el método de 

hidratación de película previamente optimizado. De manera general se pesaron y disolvieron los 

componentes (fosfatidilcolina, Tween® 80 y el fármaco) en etanol, se evaporó el disolvente a 

presión reducida, se dejó secar la película formada a vacío durante doce horas, se suspendió la 

película con etanol al 7%, con agitación durante 15 minutos, se dejó hidratar la suspensión obtenida 

durante dos horas, posteriormente se sometió a 10 minutos de ultrasonido y finalmente la 

suspensión se extruyó tres veces a través de una membrana de policarbonato con tamaño de poro de 

100 nm. En la figura 13 se ejemplifica el método de preparación de los liposomas elásticos. 
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Figura 13. Representación esquemática para preparar liposomas elásticos, por medio del método de 

hidratación de película 

 

5.5.3 Caracterización de los liposomas elásticos. 

 

Los liposomas elásticos obtenidos, se caracterizaron evaluando su tamaño, potencial zeta, 

morfología, eficiencia de encapsulamiento, estabilidad física y elasticidad. 

 

5.5.3.1 Determinación del tamaño de vesícula  

 

La determinación del tamaño promedio de los liposomas elásticos, la distribución del tamaño 

(índice de polidispersidad, IP) y la desviación estándar se determinaron por espectroscopía de 

correlación de fotones usando un Zetasizer (Malvern systems ZEN 3600, EE. UU.). Para esta 

prueba con todos los lotes de liposomas elásticos se utilizó como medio de dispersión agua 

destilada, realizándose las lecturas a 25 °C, con un ángulo de incidencia del rayo láser de 90°. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado. 

 

5.5.3.2 Determinación del potencial zeta 

 

El potencial zeta se determinó con ayuda de un Zetasizer (Malvern systems ZEN 3600, EE. UU.), a 

la viscosidad y constante dieléctrica del agua, 150 volts de corriente eléctrica, a una temperatura de 

25 °C utilizando una celda de capilar doblado. El medio de dispersión fue agua destilada. Cada 

determinación se realizó por triplicado. 

Disolución: 

Fosfatidilcolina 

Surfactante 

Principio activo 

Eliminación del 

Disolvente 

Resuspensión 

e Hidratación 

Secado de la película 

12 horas 

Ultrasonido Extrusión 

Membranas 100 nm 

Caracterización 
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5.5.3.3 Morfología de los liposomas elásticos 

 

La morfología de las liposomas elásticos fue observada por microscopía electrónica de transmisión 

(MET). La preparación de la muestra consistió en lo siguiente: se colocó una gota de la dispersión 

de las vesículas sobre una rejilla de cobre malla 200, previamente cubierta con una película de 

Formvar® (resina de poli(vinil formal) y se dejaron en contacto durante dos minutos para formar 

una película delgada. Antes de que la muestra se secara sobre la rejilla, se adicionó una gota de 

ácido fosfotúngstico  al 1% (p/v) sobre la muestra, el exceso de ácido se retiró con papel filtro y se 

dejó secar al aire a temperatura ambiente. Las muestras así preparadas se observaron en un 

microscopio electrónico de transmisión JEM-CX100  (JEOL, Japón). 

 

5.5.3.4 Eficiencia de encapsulamiento 

 

Para determinar la eficiencia de encapsulamiento, el fármaco libre, el cual no está en el interior de 

las vesículas, se separó de las mismas por cromatografía de permeación en gel, en columnas de 

Sephadex® G-10, usando el método de centrifugación en minicolumna. De manera general, el 

Sephadex® G-10 se hidrató y se dejó hinchar en agua destilada a temperatura ambiente, con 

agitación ocasional, durante al menos seis horas. El gel obtenido se almacenó a 4˚C. 

Las minicolumnas se prepararon colocando un papel filtro en la base de jeringas de 3 mL, 

posteriormente se llenaron con el gel. El exceso de agua se removió por centrifugación a 1500 rpm 

durante tres minutos. Se aplicaron 200 L de la suspensión de vesículas en las minicolumnas de 

Sephadex® y se centrifugaron a 1500 rpm durante tres minutos; entonces, se adicionó 400 L de 

agua y se volvió a centrifugar con la misma velocidad y tiempo para eluir las vesículas. Es 

importante mencionar que hasta esta etapa, el fármaco libre permanece en la columna y el volumen 

colectado contiene las vesículas con el fármaco en su interior y no fármaco libre, lo cual se probó 

previamente al aplicar en lugar de la suspensión de vesículas, una solución saturada de KT, 

realizando el mismo procedimiento. Bajo estas condiciones el fármaco no es eluído, su elución 

ocurre hasta el tercer ciclo de centrifugación.  

Una vez que el fármaco libre fue separado de los liposomas elásticos, estos se disolvieron en etanol, 

se llevaron al volumen deseado (25 mL, matraz volumétrico) y se cuantificó el fármaco liberado por 

cromatografía en capa fina de alta resolución (HPTLC por sus siglas en inglés). 

 

5.5.3.5 Elasticidad de las vesículas 

 

Se prepararon tres lotes de LE con y sin fármaco, así como también tres lotes de liposomas. La 

elasticidad de las vesículas fue determinada midiendo el tamaño de las mismas antes y después de 
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ser extruidas manualmente a través de membranas de policarbonato con un tamaño de poro de 50 

nm. El experimento fue llevado a cabo por triplicado. 

 

5.5.3.6 Estabilidad física de los liposomas elásticos 

 

Tres lotes de suspensión de liposomas elásticos se almacenaron a 4˚C, a diferentes intervalos de 

tiempo, la dispersión fue sometida a observación macroscópica, para observar si hubiese evidencias 

de sedimentación y/o agregación. Al mismo tiempo, se midió el tamaño de partícula, el índice de 

polidispersión y el potencial zeta. También se determinó la habilidad de las vesículas de retener el 

fármaco encapsulado, por el método descrito para eficiencia de encapsulamiento. 

  

5.5.4 Solubilidad del ketorolaco trometamina en regulador de fosfatos pH 7.4 

 
La prueba se realizó por quintuplicado, colocando en viales 3 mL de regulador de fosfatos pH 7.4 

(USP 24), a los que se les adicionó un exceso de fármaco. Se dejaron en agitación constante durante 

24 horas; transcurrido este tiempo, las suspensiones se centrifugaron a 6000 rpm durante 30 

minutos y del sobrenadante se tomó una alícuota de 100 μL, la cual se filtró y se diluyó a 100 mL. 

La cantidad de KT disuelto se cuantificó por medio de HPTLC.  

 

5.5.5 Estudio de liberación in vitro 

 

La liberación del fármaco a partir de los liposomas elásticos se evaluó por dos métodos: 

 

a) Diálisis 

3 mL de la suspensión de vesículas elásticas o 3 mL de una solución de fármaco, se colocaron en 

bolsas de diálisis con un peso molecular de corte de 8000 (previamente hidratadas durante al menos 

doce horas en solución reguladora de fosfatos pH 7.4), y colocados en 60 mL de regulador de 

fosfatos pH 7.4, con agitación suave a 37˚C. A intervalos de tiempo predeterminados, se tomaron 

muestras de 4 mL del medio de liberación, reemplazándose con medio fresco. Para determinar la 

cantidad de fármaco liberada las muestras obtenidas se analizaron por HPTLC. 

 

b) Celdas de Franz 

La liberación del fármaco a través de una membrana artificial fue evaluada usando celdas verticales 

de difusión tipo Franz. Una membrana de celofán de diálisis con un peso molecular de corte de 

8000, se hidrató con el medio receptor (solución reguladora de biftalato  de potasio pH 5.5) por al 

menos 12 horas. La membrana hidratada se montó entre los compartimentos donador y receptor de 

la celda de Franz. El medio donador consistió de 1.5 mL de solución acuosa del fármaco (2 mg/mL) 

o 1.5 mL de la suspensión de los liposomas elásticos. El medio receptor consistió de 20 mL de 



Parte Experimental 
 

 
48 

regulador de biftalato de potasio pH 5.5 con agitación magnética. El área disponible para la difusión 

fue de 5 cm2. La temperatura se controló a 32˚C, para imitar la piel humana. Se tomaron muestras 

de 4 mL a diferentes intervalos de tiempo reemplazando de manera inmediata el volumen tomado 

con medio fresco. Todas las muestras se analizaron espectrofotométricamente a 323 nm, para 

cuantificar el fármaco difundido. No se encontró interferencia con otros componentes. El 

experimento se realizó por triplicado. 

El uso de las celdas de Franz provee un método preciso y fiable para evaluar la liberación de 

compuestos activos a partir de formulaciones tópicas (Montenegro et al, 1996).  La temperatura fue 

controlada a 32°C y el pH del medio aceptor fue 5.5, simulando las condiciones de la piel in vivo. 

 

5.5.6 Estudios de permeación in vitro 

 

5.5.6.1 Obtención de la piel 

 

La piel empleada para los estudios de difusión transdérmica es de orejas de cerdo, obtenida del 

rastro local, antes de que los cerdos sean pasados por agua caliente o vapor. La piel se aisló del 

cartílago y se cortó empleando un dermatoma a un grosor de 600-700 μm. La piel una vez obtenida 

se congeló a -20˚C hasta su uso en las permeaciones. 

 

5.5.6.2 Experimentos de difusión pasiva 

 

La piel se descongeló e hidrató a una temperatura de 37˚C con solución salina isotónica y se montó 

en celdas de difusión verticales tipo Franz modificadas (Figura 14), situando el estrato córneo hacia 

la solución donadora. 

 

Figura 14. Celda de difusión tipo Franz 
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El medio donador consistió de 250 L de la formulación a evaluar (solución de KT o suspensión  de 

liposomas elásticos). El medio receptor consistió de 2 mL de regulador de fosfatos pH 7.4 con 

agitación constante para evitar que se forme una zona de estancamiento.  El área disponible para la 

difusión fue de 0.567 cm2, las celdas se mantuvieron a 37˚C.  Se tomaron muestras de 1 mL, las 

cuales se empezaron a tomar después de 12 horas de estar montadas las celdas, se comenzó después 

de 12 horas ya que en determinaciones previas se encontró que durante las primeras 12 horas no hay 

fármaco en el compartimiento receptor. Las muestras se analizaron por HPTLC a 323 nm, para lo 

cual de cada muestra se tomaron 500 L, se evaporó el agua y se reconstituyó con  500 l de 

metanol, esto se realizó con la finalidad de poder aplicar un volumen mayor (50 µL), sin botar la 

sílica de la placa. 

 

5.5.6.3 Determinación del fármaco retenido en la piel 

 

Una vez terminada la permeación, la piel se lavó dos veces con agua para eliminar la formulación 

de la superficie y se cortó en fragmentos pequeños; éstos se colocaron en recipientes conteniendo 

20 mL de metanol, el recipiente se tapó y se agitó durante 24 horas. Las soluciones se filtraron, se 

tomó una muestra de cada una y se analizaron por HPTLC. 

 

5.5.7 Estudios de difusión in vivo 

 

Los estudios de difusión pasiva in vivo, se realizaron por la técnica de tape stripping. Participaron 

12 voluntarios sanos, a los que se les pidió que el día de la prueba no utilizaran ningún producto 

cosmético o farmacéutico. Sobre la parte interna del brazo se les colocó una celda de perfusión 

circular con un área de 9.62 cm2. En esta celda se agregó un volumen de los liposomas elásticos y/o 

la solución de fármaco (1.5 mL) para cubrir toda el área. Después de 1.0 hora, se retiró la celda, se 

lavó con agua y se realizó el stripping, con cintas adhesivas (3M) previamente pesadas, realizando 

16 strippings sucesivos aplicando la misma presión en cada uno de ellos. Las cintas obtenidas se 

cortaron, se colocaron en recipientes con 6 ml de metanol y se agitaron durante 4 horas, 

posteriormente la cantidad de KT se cuantificó por HPTLC. 

En la figura 15 se ejemplifica de manera general la técnica de tape stripping empleada para los 

estudios de permeación in vivo. 
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Figura 15. Esquema general de los estudios de permeación in vivo mediante la técnica de Tape 

stripping. 

 

5.5.8 Estudios de difusión in vivo utilizando como promotor de absorción la iontoforesis 

 

Estos estudios de difusión in vivo, se realizaron por la técnica de tape stripping. Participaron seis 

voluntarios sanos, a los que se les pidió que el día de la prueba no utilizaran ningún producto 

cosmético o farmacéutico.  

Sobre la parte interna del brazo se fijaron los parches para iontoforesis. En el cátodo se colocó la 

solución del fármaco o la suspensión de vesículas, ambas con un contenido de 2 mg/mL de KT.  El 
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área del parche es de 7.5625 cm2, se aplicaron 0.25 mA/cm2 durante 20 minutos, el parche se 

mantuvo hasta completar una hora. 

Posteriormente se retiró el parche, se limpió el área tratada y se realizó el stripping, utilizando una 

cinta adhesiva 3M (No. De ref. 142-SP 3M) previamente pesada. Se  realizaron un total de 16 

strippings sucesivos. Las cintas obtenidas se cortaron, se colocaron en recipientes con 6 ml de 

metanol y se agitaron durante 4 horas,  el contenido de fármaco permeado se cuantificó por HPTLC.  

 

5.5.9 Determinación de la pérdida de agua transepidermal 

 

Para evaluar el efecto de la iontoforesis sobre la función de barrera de permeabilidad de la piel se 

determinó la pérdida de agua transepidermal antes y después de aplicar una corriente eléctrica (0.25 

mA/cm2) con la solución de fármaco o la suspensión de las vesículas durante 20 minutos. Las 

determinaciones se realizaron colocando el dispositivo del Tewameter® en los sitios de aplicación 

de las formulaciones. Todas las mediciones se efectuaron en una habitación ventilada a temperatura 

ambiente en seis voluntarios sanos. 

 

5.5.10 Estabilidad de las vesículas al aplicarles una corriente eléctrica 

 

A una suspensión de liposomas elásticos se aplicó una corriente eléctrica de 0.25 mA/cm2 durante 

20 minutos. Se midió el tamaño y la eficiencia de encapsulamiento antes y después de aplicar la 

corriente. 

 

5.6 Métodos de cuantificación para el KT 

 

5.6.1 Método utilizado para cuantificar el KT en las pruebas de: solubilidad y eficiencia de 

encapsulamiento 

 

Las muestras obtenidas de los estudios de solubilidad, estabilidad y eficiencia de encapsulamiento,  

se evaluaron mediante HPTLC. Se utilizaron placas de sílica gel G60, y la fase móvil fue acetato de 

etilo: cloroformo: ácido acético (8:3:0.1). 

 Las muestras, una vez llevadas al volumen deseado, se colocaron en el aplicador del cromatógrafo 

(Automatic TLC Sampler III, CAMAG Suiza), se aplicaron 3000 nL en banda de 5 mm sobre la 

placa de sílica gel G60, con una distancia de 10 mm entre cada aplicación. La placa se colocó en la 

cámara de elución la cual contenía 10 mL de la fase móvil y se dejó correr a una altura de 4.5 cm. 

Una vez seca la placa, se leyó a 323 nm en el scanner 3 (CAMAG Suiza), evaluándose con el 

Software CATS 4 (CAMAG Suiza), el área bajo la curva (ABC) del pico correspondiente al KT. Se 
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validó el método evaluando los siguientes parámetros: linealidad, precisión del sistema y precisión 

del método, exactitud, límite de detección y cuantificación (Anexo 2.1).  

5.6.2 Método utilizado  para cuantificar el KT en los estudios de liberación 

El contenido de fármaco en las muestras obtenidas en los estudios de liberación in vitro se 

determinó espectrofotométricamente. Para lo cual se realizó una curva de calibración en solución 

amortiguadora de fosfatos pH 5.5 (Anexo 2. 2). 

 

5.6.3 Método utilizado para cuantificar el KT en los estudios de permeación pasiva in vitro 

 

El contenido de fármaco en las muestras obtenidas en los estudios de difusión pasiva in vitro se 

determinó por HPTLC, empleando la misma fase móvil y placas que en el método anteriormente 

descrito. El método se realizó usando como disolvente, solución reguladora de fosfatos pH 7.4, en 

contacto con piel de oreja de cerdo. 

Esto se llevó a cabo de la siguiente manera: 

Se aisló piel de oreja de cerdo y se colocó en solución reguladora de fosfatos  pH 7.4 con agitación 

constante durante 24 horas a 37°C. La solución obtenida se filtró. Esta solución se utilizó como 

medio de disolución (Anexo 2.3).  

 

5.6.4 Método utilizado para cuantificar el KT retenido en piel. 

 

Determinación de las condiciones para la extracción del principio activo de la piel 

Una vez que la permeación ha terminado, se determina la cantidad de fármaco que no ha pasado a la 

fase receptora pero que se encuentra retenido en la piel. Para lo cual es necesario determinar las 

condiciones óptimas de extracción del fármaco a partir de la piel. 

Se colocaron 100 L de una solución etanólica de KT de concentración conocida en la superficie de 

pequeñas porciones de piel (diámetro de la celda) y se dejó evaporar el etanol a temperatura 

ambiente. Posteriormente se cortaron cada una de las porciones y se colocaron en matraces 

pequeños con 20 mL de etanol o metanol. Los matraces se mantuvieron a diferentes condiciones: a) 

temperatura ambiente y agitación por 24 horas y b) a 37˚C en baño de agua por 48 horas en 

agitación constante. Las soluciones se filtraron y se cuantificó el contenido de fármaco por HPTLC. 

Las pruebas se realizaron por sextuplicado. 

Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción, se realizó una curva de calibración del 

KT en metanol, para cuantificar el principio activo retenido en la piel de oreja de cerdo. La solución 

que se utilizó como disolvente fue metanol en contacto con la piel de oreja de cerdo, durante 24 h a 

temperatura ambiente (Anexo 2.4). 
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5.6.5 Método utilizado para cuantificar el ketorolaco trometamina en los estudios in vivo. 

 

Siguiendo la metodología anterior se realizó una curva de calibración del ketorolaco trometamina 

en metanol, para cuantificar el principio activo extraído en las cintas de Tape stripping. La solución 

que se utilizó como disolvente fue metanol en contacto y en agitación con las cintas provenientes de 

un voluntario al cual se le realizó tape stripping sin ningún tipo de tratamiento, el tiempo de 

contacto fue de 4 horas a temperatura ambiente (Anexo 2.5). 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1 Optimización del método de preparación de los liposomas elásticos 

 

Los LE se prepararon por el método de hidratación de película explicado previamente, como 

fosfolípido se utilizó fosfatidilcolina de soya no hidrogenada y como activador de superficie el 

monooleato de sorbitan polietoxilado (20) (Tween® 80),  en una proporción 85:15 respectivamente. 

Para optimizar el método de preparación se evaluó la influencia del tiempo de ultrasonido y el 

número de extrusiones a través de membranas de policarbonato de 100 nm sobre el tamaño, índice 

de polidispersión (IPD) y potencial zeta. 

En la figura 16 y 17, así como en la tabla 7 se presentan los resultados de tamaño de partícula e 

índice de polidispersión obtenidos con los diferentes factores estudiados: tiempo de ultrasonido y 

número de extrusiones a través de membranas de policarbonato con un tamaño de poro de 100 nm. 

La figura 16 muestra que, como se esperaba, el tamaño de las vesículas disminuye con el número de 

extrusiones, encontrándose diferencias significativas (P < 0.05) al realizarse un análisis de varianza 

bifactorial, es decir, estos factores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre el tamaño de 

las vesículas con un 95.0% de nivel de confianza.  La prueba de rangos múltiples mostró que no 

existen diferencias estadísticamente significativas entre 3, 4 y 5 extrusiones. Pero si hay evidencia 

estadística que indica diferencias entre 1 y 2 extrusiones comparadas con 3, 4 y 5 extrusiones. De 

acuerdo al tiempo de ultrasonido, el tamaño de las vesículas se redujo cuando se incrementó el 

tiempo de ultrasonido, pero no se encontraron diferencias significativas, por lo que no es necesario 

someter las vesículas a tiempos de ultrasonido elevados o numerosas extrusiones (Anexo 3). En la 

figura 17 se muestra la tendencia del índice de polidispersión (IPD), el IPD es la proporción de la 

desviación estándar para el tamaño medio de partícula y da información sobre la uniformidad del 

tamaño de partícula dentro de la formulación (Gupta et al., 2012).  Se puede observar que conforme 

aumenta el número de extrusiones disminuye el IPD, esto concuerda con la literatura, que menciona 

que el objetivo de las extrusiones es, además de disminuir el tamaño de las vesículas, aumentar la 

homogeneidad de la dispersión, lo cual se ve reflejado en el valor del IPD.  
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Figura 16. Influencia del tiempo de ultrasonido y número de extrusiones sobre el tamaño de las 

vesículas (n=9). 

 

 

Figura 17. Influencia del tiempo de ultrasonido y número de extrusiones sobre el IPD (n=9). 
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Tabla 7. Tamaños promedio e IPD al variar el tiempo de ultrasonido y el número de extrusiones 

(n=9) 

 

Tiempo de ultrasonido 

(minutos) 

0 

 

10 

 

Número de extrusiones Tamaño promedio 

(nm) 

IPD Tamaño promedio 

(nm) 

IPD 

0 1079.4 ± 233.1 0.436 ± 0.356 1485 ± 484.05 0.448 ± 0.145 

1 149.78 ± 3.87 0.121 ± 0.059 152.62  ± 1.44  0.125 ± 0.025 

2 141.38 ± 3.62 0.104 ± 0.038 141.46 ± 2.77 0.108 ± 0.034 

3 138.38 ± 3.71 0.102 ± 0.060 136.40 ± 1.69 0.087 ± 0.036 

4 136.59 ± 4.55 0.091 ± 0.063 132.44 ± 1.51 0.084 ± 0.054 

5 134.46 ± 3.50 0.099 ± 0.046 131.22 ± 2.39 0.099 ± 0.064 

Tiempo de ultrasonido 

(minutos) 

20 

 
30 

 

Número de extrusiones Tamaño promedio 

(nm) 

IPD Tamaño promedio 

(nm) 

IPD 

0 1476 ± 500.8 0.381 ± 0.246 1781.1 ± 549.9 0.309 ± 0.168 

1 147.48 ± 1.76 0.145 ± 0.043 148.01 ± 17.59 0.153 ± 0.067 

2 140.84 ± 3.73 0.095 ± 0.039 140.20 ± 16.50 0.115 ± 0.074 

3 133.62 ± 1.71 0.088 ± 0.066 132.89 ± 2.82 0.063 ± 0.035 

4 131.68 ± 1.01 0.103 ± 0.052 128.04 ± 1.52 0.090 ± 0.051 

5 129.66 ± 1.69 0.084 ± 0.049 125.03 ± 1.11 0.089 ± 0.041 

 

El potencial zeta (PZ) expresa la movilidad electroforética de las vesículas dispersas en un líquido, 

el PZ puede ser definido como un valor electrocinético asociado a una magnitud objetiva de la carga 

superficial de las partículas (Honary y Zahir, 2013). El método de medición se basa en la aplicación 

de un campo eléctrico que produce la migración de las vesículas coloidales debida al potencial y a 

la carga. La figura 18 muestra el cambio de potencial zeta con respecto al tiempo de ultrasonido y al 

número de extrusiones, se puede observar que el potencial zeta cambia de valores negativos grandes 

a valores negativos más pequeños con el aumento en el tiempo de ultrasonido y el número de 

extrusiones, observándose una dependencia del tamaño de los liposomas elásticos con el potencial 

zeta. 
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Figura 18. Influencia del tiempo de sonicación y número de extrusiones sobre el potencial zeta 

 

También se evaluó la influencia del medio de dispersión sobre el tamaño de los liposomas elásticos 

obtenidos. Para lo cual se prepararon seis lotes de liposomas elásticos con el método optimizado, 

pero tres de ellos se hidrataron con una solución alcohólica al 7% y los otros tres con agua, 

midiéndose el tamaño de las vesículas. En la figura 19 se observa que los liposomas elásticos 

hidratados con una solución de etanol al 7% presentan un tamaño menor (125.2 ± 3.07 nm) que 

cuando se hidratan con agua (132.22 ± 4.6 nm), encontrándose diferencia significativa entre las 

medias (P < 0.05, anexo 3.4). Con ambos medios de hidratación se obtuvieron IPD menores a 0.15. 

 

Figura 19. Influencia del medio de hidratación sobre el tamaño de los LE 

De acuerdo a los resultados obtenidos se determinó que las condiciones óptimas de preparación de 

los LE fueron: 10 minutos de ultrasonido, 3 extrusiones a través de membranas de policarbonato de 

100 nm y como medio de hidratación, etanol al 7%. 
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6.2 Caracterización de los liposomas conteniendo el fármaco 

 

Los LE obtenidos se caracterizaron por tamaño de las vesículas, potencial zeta, morfología, 

eficiencia de encapsulamiento, elasticidad, estabilidad y liberación in vitro. 

 

6.2.1 Tamaño de los liposomas elásticos 

 

El tamaño de las vesículas es un factor clave en el rendimiento esperado de ellas, sobre todo si van 

dirigidas a la administración transdérmica. La disminución del tamaño es deseable para la 

penetración de las vesículas a través de la piel. 

El análisis del tamaño de las vesículas (Figura 20) indica que el valor promedio fue de 123.3 ± 1.2 

nm, con una distribución unimodal y un índice de polidispersión muy bajo, menor a 0.1, indicando 

una distribución estrecha del tamaño de vesícula y consecuentemente una distribución homogénea. 

Por el mismo método se prepararon liposomas rígidos (sin tensioactivo) obteniendo vesículas con 

un tamaño promedio de 153 ± 3.5 nm.   

 

Figura 20. Tamaño de liposomas convencionales (LC), liposomas elásticos sin fármaco (LE s/f) y 

Liposomas elásticos con fármaco (LE c/f) 

 

Como se puede observar los LE fueron más pequeños que los liposomas convencionales preparados 

ambos con el mismo método. Esta diferencia puede explicarse por el uso del Tween® 80 en la 

preparación de los liposomas elásticos, el cual puede interactuar con las bicapas lipídicas, 

modulando la rigidez de la membrana, incrementando la flexibilidad de las vesículas, lo que les 

permite pasar más fácilmente a través de los poros de la membrana de policarbonato durante la 

extrusión de las vesículas (Huang et al., 2006; Ahad et al., 2012).  
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Algunos autores han reportado que no hay diferencia significativa en el tamaño de los LE 

conteniendo diferentes tensioactivos, debido a que el método de preparación  incluye la 

homogenización por extrusión a través de membranas de policarbonato (Jain et al., 2003).  

El Zaafarany et al. (2010) reportan que el uso de tensioactivos con elevado HLB da como resultado 

vesículas de mayor tamaño. En su trabajo, al utilizar colato de sodio para la preparación de los 

liposomas elásticos obtuvieron vesículas de mayor tamaño debido a su elevada hidrofilia, que 

cuando usaron un tensioactivo hidrofóbico. Sin embargo, Liu et al. (2013) obtuvieron vesículas más 

pequeñas al emplear Tween® 80 que al emplear Span® 20 a pesar de su elevado HLB (15 y 8.6 

respectivamente) atribuyéndolo al aumento de la de la superficie de los liposomas elásticos 

producido por las cadenas de polioxietileno. Además se ha reportado que los tensioactivos no 

iónicos pueden proveer estabilización suficiente al sistema coloidal y reducir su tamaño. 

 

6.2.2 Potencial zeta 

 

En la figura 21 se muestra el potencial zeta de los liposomas obtenidos. Los liposomas 

convencionales presentaron un potencial zeta de - 8.42 ± 2.66 mV, mientras que los liposomas 

elásticos sin contener el fármaco de - 10.99 ± 4.89 mV y los liposomas elásticos con fármaco de - 

11.59 ± 2.79 mV. Puede observarse que la incorporación del fármaco no modificó  el potencial zeta 

de los liposomas elásticos. 

 

Figura 21. Potencial zeta de liposomas convencionales (LC), liposomas elásticos sin fármaco (LE 

s/f) y Liposomas elásticos con fármaco (LE c/f) 

 

El potencial Z de los liposomas formados solo de fosfatidilcolina sin contener ningún fármaco 
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cabezas polares de la fosfatidilcolina (Lanio et al., 2009). El potencial zeta que se obtuvo en los 

liposomas elásticos (~ - 12 mV) es consistente con los reportados cuando se utiliza Tween® 80 

como activador de superficie. (Lee et al., 2005). Las vesículas preparadas con tensioactivos no 

iónicos tienden a presentar potenciales zeta negativos relativamente bajos comparados con los 

tensioactivos aniónicos. La incorporación de Tween® 80 dentro de la bicapa lipídica de los 

liposomas puede afectar el potencial zeta debido a la región polar del Tween® (CH2-CH2-O)n, que 

puede producir una barrera estérica (Tasi et al., 2003). 

 

6.2.3 Morfología 

 

El método de hidratación de película usado en la preparación de los liposomas elásticos conduce a 

la formación de vesículas multilamelares, pero después de someter las vesículas a ultrasonido y a 

extrusión, estas vesículas se convierten en vesículas unilamelares. Una de las técnicas más 

utilizadas para observar la morfología de los liposomas es la microscopía electrónica de transmisión 

con tinción negativa. Por medio de esta técnica se pueden observar los liposomas como manchas 

oscuras. En la figura 22, se observa la forma de una vesícula esférica elástica con un núcleo 

delimitado por un contorno.  

 

Figura 22. Imagen de Microscopía electrónica de transmisión (TEM por sus siglas en inglés) de 

liposomas elásticos cargados de KT (X 50, 000). 

 

6.2.4 Eficiencia de encapsulamiento 

 

La eficiencia de entrampamiento (también llamada eficiencia de encapsulamiento) es la fracción de 

fármaco (KT) incorporado dentro de los liposomas elásticos con respecto a la cantidad total 

adicionada de fármaco. Los resultados muestran que la cantidad encapsulada de KT en los 

liposomas elásticos no se incrementa al adicionar cantidades crecientes de fármaco (de 2 mg a 5 

mg, Figura 23) encontrándose diferencias significativas (P < 0.05, anexo 3.5) al realizar la prueba t. 

El Zaafarany et al., (2010) encontró algo similar al encapsular diclofenaco sódico en liposomas 
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elásticos, el incremento en la concentración de diclofenaco condujo a una disminución significativa 

en la eficiencia de encapsulamiento. El fármaco puede quedar atrapado tanto en las bicapas lipídicas 

como en los compartimentos acuosos de las vesículas (Lopes et al., 2004). Por lo que la capacidad 

de encapsulamiento de las vesículas es limitada al saturarse los compartimientos acuosos y lipídicos 

con el fármaco, por lo tanto los LE son capaces de encapsular fármaco sólo en un grado óptimo, 

después de lo cual, cualquier incremento adicional en la concentración del fármaco no da lugar a un 

mayor encapsulamiento. 

La máxima cantidad de KT incorporado dentro de las vesículas fue de 18.6 g/mg de fosfolípido 

(correspondiendo a una eficiencia de entrampamiento del 73.13 ± 11.13 %).  Esta eficiencia de 

entrampamiento es comparable con la obtenida para otros fármacos hidrofílicos, como el fumarato 

de ketotifeno formulado en vesículas elásticas (74.51 ± 0.86 %), usando Tween® 80 como activador 

de superficie (Elsayed et al., 2006).  

 

 

Figura 23. Efecto de la concentración de fármaco sobre la eficiencia de encapsulamiento (n=18) 

 

Esta eficiencia de encapsulamiento es alta para un fármaco hidrofílico y probablemente es debida al 

tensioactivo utilizado como activador de superficie. Se ha reportado que se obtienen mayores 

eficiencias de encapsulamiento al emplear Tween® 80 que con Span® y colato de sodio. Las 

moléculas del tensioactivo se pueden intercalar dentro de la bicapa lipídica, alterando el 

empaquetamiento de la misma y la permeabilidad de la vesícula hacia los fármacos entrampados. 

La afinidad del Tween® 80 hacia los lípidos es relativamente baja, debido a que presenta un HLB 

de 15, el HLB refleja la proporción relativa de las regiones hidrofílicas y lipofílicas de la molécula. 

La región lipofílica del Tween® 80 es más corta que la región hidrofílica (cadena de 

polioxietileno), por lo que el grado en el que el Tween® 80 se inserta dentro de las bicapas no es 
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muy profunda, lo cual contribuye a incrementar la densidad de empaquetamiento de la interfase 

polar-no polar de la bicapa, obteniéndose una elevada eficiencia de encapsulamiento.  (Liu et al., 

2013). 

6.2.5 Elasticidad de las vesículas 

 

El grado de deformabilidad es un parámetro crucial y único de los LE, a diferencia de otras 

vesículas lipídicas. La naturaleza elástica de los LE les permite pasar a través de los poros de la piel 

los cuales son mucho más pequeños en tamaño que el diámetro de las vesículas. Esta 

deformabilidad es lograda por la combinación de al menos dos componentes (lipofílico/anfifílico), 

con características diferentes de empaquetamiento dentro de una sola bicapa.  En consecuencia, 

estas vesículas penetran en forma espontánea a través de membranas biológicas, experimentando 

cambios de forma, siempre que las deformaciones sean impuestas por el estrés o por espacios 

confinados, minimizando el riesgo de la ruptura de las vesículas al pasar por los poros de la piel (El 

Zaafarany et al., 2010; Aggarwal y Goindi, 2012). El porcentaje de deformabilidad fue calculado 

usando la siguiente formula: 

 

% 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =  
𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝐿𝐸 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑢𝑠𝑖ó𝑛 − 𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝐿𝐸 𝑑𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑢𝑠𝑖ó𝑛

𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝐿𝐸 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑢𝑠𝑖ó𝑛
𝑋 100 

 

La tabla 8, muestra el tamaño promedio obtenido antes y después de pasarlos a través de una 

membrana con tamaño de poro de 50 nm, así como el porcentaje de deformabilidad. El tamaño de 

los liposomas elásticos incluyendo al Tween® 80 cambia ligeramente después de pasarlos a través 

de una membrana con un tamaño de poro de 50 nm (~ 15% de deformabilidad), mientras que los 

liposomas rígidos permanecen en la superficie de la membrana, y no fue posible extruirlos 

manualmente.  

Estos resultados evidencian la habilidad de estas vesículas para deformarse, debido a la presencia 

del Tween® 80, el cual permite que los liposomas cambien su forma cuando son sometidos a estrés 

sin ruptura de la vesícula. Este efecto puede ser atribuido a la propensión del Tween® 80 para 

formar estructuras altamente curveadas (e.g., micelas), disminuyendo así la energía requerida para 

la deformación de la vesícula. Es de esperarse que las vesículas rígidas se rompan y alcancen un 

tamaño cercano al de los poros de la membrana (en este caso 50 nm), sin embargo, en el caso de los 

liposomas convencionales, como se explicó antes, no pudieron pasar a través de la membrana 

cuando se aplicó presión manual.  

Se ha observado que la deformabilidad de los liposomas elásticos es afectada por el tipo de 

activador de superficie usado, lo cual puede ser interpretado por las diferencias en sus estructuras 

químicas. El Zaafarany et al., (2010) encontraron que los liposomas preparados con Tween® 80 
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presentaban mayor deformabilidad, debido probablemente a su elevada flexibilidad y a sus cadenas 

hidrocarbonadas no voluminosas (anexo 4). 

 

Tabla 8. Tamaño promedio (nm) de los liposomas elásticos y liposomas convencionales antes y 

después de la extrusión manual a través de una membrana de policarbonato con un tamaño de poro 

de 50 nm (n=9) 

Formulación Antes Después Deformabilidad (%) 

Liposomas elásticos sin 

KT 

130.12 ± 2.917 110.07 ± 2.903 15.41 ± 1.60 

 

Liposomas elásticos con 

KT (Encapsulado y 

libre) 

127.88 ± 3.435 109.57 ± 2.641 14.29 ± 1.92 

Liposomas rígidos sin 

KT 

152.7 ± 1.749 No pasaron a 

través de la 

membrana 

No aplica 

 

6.2.6 Estabilidad de los liposomas elásticos 

 

La estabilidad física de una suspensión de liposomas se determina por su comportamiento coloidal y 

su capacidad para retener las moléculas encapsuladas por largos períodos de tiempo, bajo diferentes 

condiciones de almacenamiento. Idealmente, los liposomas deben mantener su integridad a través 

del tiempo. Durante el almacenamiento de las dispersiones liposomales  el control sobre el tamaño 

de vesícula es una variable importante en términos de estabilidad física. Las dispersiones de 

liposomas tienen una elevada energía superficial asociada a la enorme superficie que presentan. 

Desde el punto de vista termodinámico son inestables y tienden de forma natural a agregarse o 

fusionarse, para así disminuir su energía libre superficial y su área. Los liposomas pequeños son 

propensos a la fusión debido a la elevada curvatura de su membrana. En los liposomas grandes 

eléctricamente neutros, ocurre la agregación a través de las fuerzas de van der Waals debido a la 

gran área de contacto de la membrana (New, 1990). El fenómeno de coalición y agregación puede 

conducir al incremento del tamaño de los liposomas, por lo que el monitoreo del tamaño de vesícula 

es un parámetro útil para medir la estabilidad de estos sistemas. En la figura 24 se observa el 

cambio del tamaño de los LE almacenados a 4°C con respecto al tiempo. No se encontraron 

diferencias significativas (p > 0.05) en el tamaño durante las primeras siete semanas, sin embargo, 

después un año de almacenamiento a 4°C, el incremento del tamaño fue de aproximadamente 4.5 

%. Encontrándose  que este aumento si es estadísticamente significativo al realizarse un análisis de 

varianza y comparaciones múltiples (P  0.05) con respecto al tamaño inicial (Anexo 5).  
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Figura 24. Tamaño de los liposomas elásticos en función del tiempo 

 

Como se mostró en la figura 24 el tamaño promedio de las vesículas no se modificó de manera 

importante a lo largo de un año, sin embargo otro factor que se debe tomar en cuenta es el índice de 

polidispersión, el cual refleja la homogeneidad en el tamaño de las vesículas. En la figura 25 se 

muestra el cambio en el índice de polidispersión a través del tiempo, puede observarse que este no 

cambia significativamente (p > 0.05), manteniéndose por debajo de 0.1 indicando que se mantiene 

una distribución de tamaño homogénea. El aumento en el índice de polidispersión habría 

significado que aunque se mantuviese el tamaño promedio, se tendría un aumento en la diversidad 

de los tamaños, indicando la ruptura y/o fusión de los liposomas. 

 

Figura 25. Cambio en el índice de polidispersión a través del tiempo 

 

El potencial Z es un parámetro muy útil para monitorear la estabilidad de las vesículas liposomales 

y para verificar la reproducibilidad de diferentes lotes de una misma preparación ya que este es muy 

sensible a las transiciones de fase de los lípidos y a las modificaciones de la superficie de la 
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vesícula. La figura 26 muestra el cambio de potencial zeta respecto al tiempo. Como se puede 

observar, el almacenamiento a 4°C no afectó el potencial zeta de los LE durante 7 semanas. Este 

resultado no concuerda con lo encontrado por Lee et al (2005), quienes reportaron que el valor del 

potencial zeta cambia dramáticamente en 28 días a 4°C independientemente del activador de 

superficie empleado. Previamente, Olbrich y Muller (1999) reportaron que el colato de sodio usado 

como tensioactivo de recubrimiento de nanopartículas lipídicas sólidas aceleró la degradación de las 

mismas, mientras que el Tween® 80 causó un retraso en la degradación debido a la estabilización 

estérica. Una de las principales diferencias entre los liposomas rígidos y los liposomas elásticos es 

la elevada hidrofilia de estos últimos, lo cual permite a la membrana hincharse más que los 

liposomas convencionales. La hidrofilia y flexibilidad de los liposomas elásticos evitan la 

agregación y fusión observadas normalmente cuando los liposomas rígidos sufren estrés osmótico. 

 

 

Figura 26. Cambio del Potencial Z de los liposomas elásticos en función del tiempo 

 

El potencial zeta y el tamaño de partícula son parámetros importantes útiles para determinar la 

estabilidad de un sistema disperso. Valores elevados de potencial zeta, ya sean positivos o 

negativos, conducen a sistemas más estables debido a su fuerte repulsión electrostática. Aunque en 

este estudio los liposomas elásticos presentan un potencial zeta moderado (-12mV), mostraron ser 

estables por un año, lo cual puede ser atribuido a la estabilización estérica dada por el Tween® 80. 

Se ha mencionado que las cadenas alquílicas están presentes sobre la superficie de las vesículas, por 

lo que se espera una estabilización estérica en la proximidad de cada vesícula debido al 

ordenamiento de la cadena y a la disminución de la entropía. 

También se evaluó la capacidad de los liposomas elásticos de retener en su interior al fármaco, 

manteniendo los liposomas elásticos a 4°C a las 1, 2, 3, 4 y 11 semanas. Como se muestra en la 

figura 27, el contenido de fármaco decrece aproximadamente 52 % después de 11 semanas de 
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almacenamiento con respecto al contenido inicial, no hubo diferencias significativas durante las tres 

primeras semanas (prueba de Duncan). Aunque las vesículas no experimentaron cambios en el 

tamaño, ni en el índice de polidispersión, ni en el potencial zeta bajo las condiciones de prueba 

ensayadas, los LE sólo mostraron ser capaces de retener el fármaco encapsulado durante tres 

semanas, lo cual puede indicar que la liberación del KT del sistema liposomal no fue resultado de 

procesos de agregación y fusión de las vesículas, sino debido a la permeabilidad de las bicapas 

lipídicas incrementada por la presencia del tensioactivo  y a la  naturaleza hidrofílica del fármaco. 

 

 

Figura 27. Cambio en la cantidad de fármaco encapsulado a través del tiempo 

 

6.3 Liberación in vitro 

 

Los aspectos importantes que se requiere investigar de un sistema de liberación transdérmico son: 

1) las características de liberación del fármaco a partir del vehículo y 2) evaluar cuantitativamente 

el transporte del fármaco a través del estrato córneo. Los estudios de liberación se centran en la 

realización de experimentos de difusión utilizando una membrana no limitante para la velocidad de 

difusión (Fitzpatrick y Corish, 2005). En este trabajo, para verificar que la membrana de diálisis no 

afectaba el paso del fármaco, se realizó un estudio de difusión de la solución del fármaco en una 

bolsa de diálisis, como puede verse en la figura 28, más del 90% del KT se liberó en 2 horas, por lo 

que podemos decir que la membrana de diálisis no limita la difusión del fármaco. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 1 2 3 4 11

F
á
rm

a
co

 r
es

id
u

a
l 

(%
)

Tiempo (Semanas)



Resultados y Discusión 
 

 
67 

 
Figura 28. Prueba de difusión del KT en una bolsa de diálisis 

 

 Las condiciones de prueba fueron seleccionadas para respetar las condiciones sink en el 

compartimento receptor. Es importante señalar que las cinéticas de liberación son muy sensibles al 

mantenimiento de las condiciones sink pues cualquier factor capaz de perturbar estas condiciones 

alterarán el perfil de liberación. La solubilidad del KT en el medio receptor fue de 570.7 mg/mL 

que es mucho mayor a 10 veces la máxima concentración de KT que puede ser encontrada en el 

medio receptor.  

Como se sabe, el grado de difusión y el coeficiente de permeabilidad (P) de un soluto a través de 

una membrana semipermeable es gobernada por el gradiente de concentración entre el donador y el 

sitio receptor. El grado de difusión del fármaco en la fase receptora puede ser descrito por la 

cinética de primer orden (bajo condiciones sink), pero la difusión del fármaco a partir del sistema 

disperso está gobernada por la transferencia de la molécula a partir de los LE hacia la fase externa 

acuosa y luego por la difusión de la molécula a través de la membrana de diálisis hacia la solución 

receptora. Solo las moléculas presentes en la fase acuosa externa son capaces de permear a través de 

la membrana (Trotta et al., 2004; Larsen et al., 2006; Larsen et al., 2007).  

La figura 29 muestra el perfil de liberación in vitro del KT a partir de los liposomas elásticos y de 

una solución acuosa con el mismo contenido de fármaco, usando regulador de biftalato de potasio 

pH 5.5 como solución receptora. Los perfiles de liberación exhiben un efecto meseta después de 4 

horas de difusión para la solución y 8 horas para los LE. Esta meseta es debida a la depleción de la 

fase donadora, lo cual ocurre cuando la proporción del fármaco que ha difundido es grande en 

relación a la cantidad aplicada (dosis finita).  
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Figura 29. Perfiles de liberación del KT a partir de una solución y de liposomas elásticos. 

 

Se puede observar que la liberación del KT a partir de los liposomas elásticos es más lenta, 

comparándola con la solución, estos resultados concuerdan con la conclusión general de que la 

encapsulación de fármacos en liposomas produce una liberación sostenida del mismo. 

Se observó que el KT difundió rápidamente a partir de la solución. De hecho 85.3 % del activo 

estaba presente en el medio receptor a las 4 horas, a diferencia de la liberación a partir de los 

liposomas, en donde a las 4 horas se había liberado el 62.6 %. Al calcular el factor de similitud (f2 = 

35), se puede concluir que ambos perfiles son diferentes (Anexo 6).  

En la solución se liberó el 97% en 8.5 horas, mientras que los LE liberaron esa misma cantidad a las 

12.5 horas.  En la tabla 9 se resume lo anteriormente expuesto. 

Zhao et al. (2013) encontraron resultados similares, la solución de curcumina dio una liberación 

más alta y más rápida al no presentar encapsulación e interacción con los liposomas. Por el 

contrario los liposomas elásticos mantuvieron un crecimiento relativamente estable en el 

comportamiento de liberación del fármaco. 

Tabla 9. Porcentajes de liberación de KT a diferentes tiempos 

Tiempo (horas) % liberado de fármaco 

Solución Liposomas elásticos 

2 67.25 ± 3.72 39.33 ± 1.09 

4 85.34 ± 2.96 62.66 ± 1.15 

6 88.82 ± 2.82 76.04 ± 1.54 

8.5 96.08 ± 1.57 86.24 ± 1.94 
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Se ha demostrado que la liberación de fármacos a partir de LE es altamente dependiente de su 

afinidad por la fase lipofílica. Se ha reportado que la liberación de diclofenaco sódico a partir de LE 

siguió el orden: Tween® 80 > colato de sodio (Liu et al., 2013), mientras que la liberación de 

dexametasona a partir de LE siguió el siguiente orden: Span® 80 > deoxicolato de sodio > Tween® 

80 (Jain et al., 2003). Indicando que una diferencia en la naturaleza del fármaco puede afectar su 

dinámica de liberación. En este caso, aunque la inclusión del KT en los liposomas elásticos retarda 

su liberación, siendo más lenta que la difusión del fármaco en solución acuosa, la naturaleza 

hidrofílica del KT provoca una rápida liberación de este. 

Los estudios de cinética de liberación fueron ajustados en varios modelos cinéticos: orden, primer 

orden y modelo de Higuchi. En la tabla 10 se muestran los coeficientes de correlación para los 

modelos propuestos. 

Tabla 10. Coeficientes de correlación de los diferentes modelos ajustados 

Modelo R2 

Orden cero 0.8845 ± 0.0017 

Primer orden 0.9955 ± 0.0004 

Higuchi 0.9975 ± 0.0004 

Como puede verse la liberación se ajusta mejor al modelo de Higuchi. Esto indica que el 

mecanismo de liberación a partir de los LE fue debido a la difusión. Resultados similares se 

encontraron para la liberación de sertralina a partir de liposomas deformables cuyo perfil se ajustó 

al modelo de Higuchi (Gupta el tal., 2012), y para la liberación de diclofenaco sódico a partir de 

diferentes formulaciones de liposomas elásticos (El Zaafarany et al., 2010). 

 

6.4 Permeación in vitro y deposición en la piel del KT 

 

Debido a su baja absorción percutánea, no hay formulaciones tópicas de KT en el mercado, por lo 

que es comúnmente administrado por vía oral o parenteral. 

La permeación a través de la piel in vitro fue llevada a cabo en celdas verticales tipo Franz, la figura 

30 muestra la permeación in vitro del KT formulado en liposomas elásticos y en solución acuosa. 

Contrario a lo que se esperaba, tanto los LE como la solución acuosa muestra el mismo perfil, 

permeando cantidades muy similares de KT a través de la piel. Esto significa que al menos in vitro, 

los liposomas elásticos no promueven la permeación del KT con respecto a la solución acuosa. Es 

importante enfatizar que el KT fue detectado en la solución receptora 12 horas después de iniciado 

el experimento, mostrando un tiempo de latencia muy largo. La cantidad residual de KT en la piel al 

final de la permeación fue mayor para la solución de fármaco (70.15 ± 24.25 g) que para el KT 
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encapsulado en los liposomas elásticos (12.61 ± 2.19 g).

 

Figura 30. Permeación transdérmica de KT ( liposomas elásticos,  solución). 

 

Una de las estrategias propuestas para mejorar la liberación transdérmica de fármacos es el uso de 

sistemas vesiculares, entre ellos, las vesículas elásticas aparecen como una muy interesante opción.  

Reportes previos han analizado la influencia del tamaño de las vesículas sobre su habilidad de 

penetrar dentro y a través de la piel; vesículas menores  a 300 nm son capaces de liberar su 

contenido en capas profundas de la piel (Verma et al., 2003). Por lo que liposomas de menor 

tamaño son considerados potencialmente útiles para la liberación de fármacos a través de la piel. En 

nuestro estudio, vesículas significativamente más pequeñas fueron obtenidas, con un tamaño 

promedio de 123 nm, por lo que se hubiese esperado un aumento en la capacidad de estas vesículas 

de penetrar a través de la piel. 

Una posible explicación de la baja acumulación de KT en la piel después de la aplicación de LE se 

puede relacionar con las condiciones experimentales seguidas en el estudio.  Dado que las vesículas 

permanecen bajo condiciones no oclusivas por un periodo de tiempo prolongado, a 32 °C, se 

promovió una excesiva deshidratación, y se formó una película sobre la superficie de la piel. De 

acuerdo con esto, nuestras vesículas no siguen el gradiente de hidratación sugerido como el 

mecanismo promotor, en su lugar, se fusionaron formando una película la cual retarda la 

penetración del fármaco. 

Los resultados de flexibilidad pueden sugerir elasticidad de las vesículas, pero no demuestran la 

permeación a través de la piel. 
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Otra explicación es que estas vesículas elásticas no penetran a través de la piel, y que la penetración 

del fármaco ocurre una vez que éste es liberado a partir del sistema de liberación. Considerando que 

el KT es de naturaleza hidrofílica y que su absorción a través de la piel es muy pobre, una liberación 

rápida a partir del sistema no favorecería la partición del KT dentro del estrato córneo y por lo tanto 

la permeación del fármaco. Finalmente, es muy probable que el modelo in vitro utilizado en este 

trabajo (celdas de Franz) no es el mejor modelo para estudiar el transporte de los liposomas 

elásticos, debido a la falta de un gradiente de hidratación similar al que se encuentra en condiciones 

in vivo (Jacobi et al., 2005). 

Nuestros resultados están de acuerdo con los reportados por Elsayed y colaboradores, quienes 

evaluaron la permeación in vitro de ketotifen formulado en liposomas deformables (DL) a través de 

piel del pabellón de la oreja de conejo, usando Tween® 80 como activador. Evaluaron tres 

formulaciones: DL con fármaco libre y encapsulado (DL-in/out), DL solo con fármaco encapsulado 

(DL-in) y DL solo con fármaco libre (DL-out: solución de fármaco adicionado a las vesículas). 

Encontrando que solo los sistemas que contenían fármaco libre mejoraron significativamente la 

permeación del fármaco y la deposición del fármaco en la piel después de 24 horas. Esto sugiere 

que, fármacos hidrófilos pueden no ser encapsulados para lograr efectos óptimos, por el contrario, 

la encapsulación de fármacos hidrofílicos pueden resultar en una lenta liberación en la superficie de 

la piel, donde los fosfolípidos pueden formar una barrera lipídica (Elsayed et al., 2006). En nuestro 

caso, se observó una película lipídica sobre la piel una vez que la formulación se deshidrató. Otros 

estudios han también demostrado que la formulación de fármacos hidrofílicos en liposomas 

elásticos tienen poco o nulo efecto sobre la permeación percutánea (El Maghraby et al., 2001; 

Trotta et al., 2002). Por otra parte, Bahia y colaboradores encontraron que las vesículas elásticas 

formadas por fosfatidilcolina y colato de sodio reducen el flujo transdérmico de calceina y que la 

permeación de la calceina es principalmente controlada por su liberación a partir de las vesículas. 

Los autores determinaron que la calceina es capaz de permear si está únicamente en forma no 

encapsulada (Bahia et al., 2010). Cevc y colaboradores determinaron que el secado de la 

formulación (vesículas elásticas conteniendo ketoprofeno) en la superficie de la piel, podría 

incrementar la asociación del fármaco con el acarreador, resultando en una disminución del fármaco 

libre y consecuentemente en su permeación a través de la piel (Cevc et al., 2008). 

 

6.5 Estudios de permeación in vivo 

 

6.5.1 Estudios de permeación pasiva in vivo 

 

Al aplicar liposomas sobre la piel estos quedan confinados en el estrato córneo y no penetran 

profundamente, pero promueven la penetración de fármacos hidrofílicos y particularmente de 
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fármacos hidrofóbicos.  Se han sugerido varias hipótesis del efecto promotor de los liposomas, una 

de ellas es la fluidización de los lípidos intercelulares, por lo que la promoción de la penetración 

que se ha observado cuando el fármaco es encapsulado en vesículas puede ser debido a 

modificaciones estructurales del EC y no a un mecanismo de vehiculización donde los liposomas 

pudieran penetrar en capas profundas de la piel. 

En este trabajo se aplicaron los liposomas elásticos o una solución de fármaco sobre la piel y se 

determinó la cantidad de KT recuperada de cada cinta o grupo de cintas. Se calculó la cantidad total 

de KT en el EC (de la cinta 2 a la 16, la primer cinta fue eliminada) para determinar la capacidad 

reservorio de esta capa de la piel. Debido a razones analíticas, las cintas adhesivas se colectaron en 

viales de acuerdo al siguiente esquema: del vial 1 al 6 solo una cinta y del 7 al 16 dos cintas. Vial 1 

= primer strip, vial 2 = Segundo strip….. vial 7 = 7-8 strips, vial 8 = 9-10 strips, vial 9 = 11-12 

strips, vial 10 = 13-14 strips, vial 11 = 15-16 strips. 

La cantidad acumulada de KT permeado en función del número de cinta se observa en la figura 31, 

se muestran los resultados de los seis voluntarios. Como puede observarse existe una elevada 

variabilidad entre los sujetos. Se puede observar que en algunos sujetos el KT formulado en 

liposomas elásticos permeó en mayor cantidad que cuando se aplicó en solución (voluntarios 2, 4 y 

6; estadísticamente significativa excepto para el voluntario 4, anexo análisis estadístico), mientras 

que en los voluntarios 1 y 3 se observó una mayor penetración del KT cuando este se encontraba en 

solución (estadísticamente significativo, anexo 7) y para el voluntario 5 la cantidad permeada de KT 

fue prácticamente la misma para ambas formulaciones. Esto es debido en parte a la variación 

inherente entre la piel de los seis individuos, pero también se puede atribuir al hecho de que no se 

remueven cantidades reproducibles de estrato córneo como se mencionó previamente. 

En la figura 32, se presentan los valores medios obtenidos de los seis voluntarios y los valores de 

las desviaciones estándar en la cantidad de KT en el EC son también similares para ambas 

formulaciones (liposomas elásticos y solución). La forma de las curvas obtenidas indica una 

relación logarítmica entre la cantidad acumulada de KT y las diferentes cintas.  Se realizó el análisis 

de regresión logarítmico, y en la tabla 11 se muestran los parámetros a, m y el coeficiente de 

determinación R2. 

 

Tabla 11. Parámetros matemáticos de la ecuación y coeficientes de determinación para los gráficos 

de la figura 3 

Formulación m a R2 

Liposomas elásticos 7.6402 5.419 0.9899 

Solución 6.7315 4.533 0.9966 
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Figura 31. Perfil de permeación pasiva in vivo del KT formulado en vesículas elásticas y en 

solución (V = voluntario, LE = liposomas elásticos y S = solución) 

 

 

Figura 32. Valores medios del perfil de permeación pasiva in vivo del KT formulado en vesículas 

elásticas y en solución. 

 

Se puede ver que ambas formulaciones se ajustan a la línea recta teniendo elevados coeficientes de 

correlación. La pendiente representa la tasa de penetración en el interior del estrato córneo, esta es 

ligeramente mayor para los liposomas elásticos, aunque esta diferencia no es significativamente 

diferente. Por lo que se puede concluir que el grado de penetración del KT en la piel es similar 

independientemente del vehículo.  
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El peso de las capas de EC se usó para calcular el espesor del EC y así obtener el perfil de 

profundidad de la concentración de fármaco. El espesor del EC se puede calcular mediante la 

siguiente ecuación (Dragicevic et al., 2010): 

𝑇 = 
𝑑

𝑎 ∗  𝜌
 

Donde T es el espesor de EC removido (μm), d es la diferencia  en el peso de las cintas antes y 

después de realizar el “stripping” (μg), a es el área de stripping (μm2) y  es la densidad del EC (10-

6 μg/cm3). Usando esta ecuación se puede estimar el espesor acumulativo del EC. La figura 34 

muestra la cantidad de KT en el EC como función de la profundidad en la piel. Se muestra de 

manera individual ya que debido a las diferencias en la cohesividad del EC en cada voluntario 

resulta en diferentes cantidades removidas de EC con cada cinta. El perfil de penetración del 

fármaco muestra una gran variabilidad inter-individual, lo cual puede ser atribuido al tipo y a las 

propiedades de barrera de la piel de cada persona. Se midió la perdida de agua transepidermal 

(TEWL) a cada voluntario antes del tratamiento como se muestra en la figura 33, Los valores de 

TEWL varían de 8.8 a 15.95 g/m2h,  por lo que no es sorprendente encontrar la variabilidad 

interindividual, tomando en cuenta el mecanismo de penetración de las vesículas elásticas y su 

relación con el gradiente de hidratación. La figura 34 muestra el perfil promedio (n = 6) de 

concentración del KT a través del EC humano. Puede verse que no hay diferencia significativa al 

aplicar el KT en liposomas elásticos o en solución. La cantidad de KT permeada en cada cinta o 

stripping en los voluntarios tratados con ambas formulaciones (liposomas elásticos y solución) es 

significativamente diferente (P  0.05), sin embargo no hay diferencia significativa entre las 

formulaciones (P  0.05), (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Análisis de Varianza para μg - Suma de Cuadrados Tipo III (pasiva) 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-

F 

Valor-

P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A: No. De cinta 78.7752 10 7.87752 4.07 0.0001 

 B: Formulación 0.543851 1 0.543851 0.28 0.5971 

RESIDUOS 232.395 120 1.93663   

TOTAL 

(CORREGIDO) 

311.714 131    
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TEWL = 12.41 ± 0.72 

 

TEWL = 15.95 ± 1.41 

 

TEWL = 11.0  ±  1.02 

 

TEWL =  8.80 ± 1.38 

 

TEWL = 10.89  ±  0.88 

 

TEWL =  12.78 ± 1.79 

 

Figura 33. Cantidad de KT vs profundidad de EC después de una hora de tratamiento para los 

voluntarios, 1, 2, 3, 4, 5 y 6. ( = LE;  = S). Medida del TEWL (g/m2h) antes del tratamiento. 
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Figura 34. Perfil de penetración a través de EC humano in vivo de  KT formulado en liposomas 

elásticos () y en solución (), n = 6 

 

 

La cantidad total permeada de fármaco al aplicar los liposomas elásticos (figura 35) y la distancia 

de penetración (figura 36) contra los valores de TEWL individuales revelan una buena correlación. 

A pesar de la  variabilidad asociada a los experimentos de permeación in vivo, la regresión lineal de 

los datos resultan en un valor de r2 de 0.8779 para la cantidad permeada  en relación con el TEWL y 

un promedio de r2 de 0.5266 para la distancia de penetración del KT dentro del estrato córneo en 

relación con el TEWL, la dependencia de la absorción transdérmica del fármaco (tanto para 

fármacos lipofílicos como hidrofílicos) con la hidratación de la piel ha sido previamente demostrada 

(se obtiene una relación lineal entre la penetración transdérmica de fármacos  y el TEWL en el sitio 

de absorción (Rougier et al., 1989)), el trabajo presente confirma que el mecanismo de penetración 

de los liposomas elásticos está relacionado con el gradiente de hidratación transcutáneo. 

Las diferencias encontradas entre los estudios ex vivo e in vivo se relacionan con las condiciones de 

la prueba, la viabilidad del tejido y las características inter-especies. Después de una hora de 

contacto, la cantidad total permeada de KT in vivo al aplicarlo en liposomas elásticos fue de 15.93 ± 

6.42 μg. Aunque las condiciones de las pruebas ex vivo e in vivo son diferentes y hacen que una 

comparación sea difícil, se puede estimar un flujo de 1.65 ± 0.66 μg/cm2 h para la permeación in 

vivo. Este valor es seis veces más grande que el flujo obtenido ex vivo (a través de piel de oreja de 

cerdo) el cual fue de 0.278 ± 0.1 μg/cm2 h después de doce horas de contacto.  Lodén et al (2004) 

reportaron resultados similares al evaluar la permeación in vitro e in vivo  de ketoprofeno formulado 

en un gel. 
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Figura 35. Correlación entre la perdida de agua transepidermica de los voluntarios y la cantidad 

total permeada del KT 

 

 
Figura 36. Correlación entre la perdida de agua transepidérmica de los voluntarios y la distancia de 

penetración 

 
 

6.5.2 Estudios de permeación in vivo utilizando como promotor de absorción la iontoforesis 

 

Los promotores de permeación son a menudo usados en combinación, especialmente si sus 

mecanismos de acción son diferentes ya que se espera que actúen sinérgicamente y que por lo tanto 

la promoción de la liberación transdérmica sea superior en comparación con la utilización de cada 

promotor de manera individual. Además se piensa que se puede mejorar la seguridad sobre el uso 
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de los promotores, pues si ocurre sinergismo entonces se podrían usar con protocolos menos 

severos (ej. iontoforesis: menor corriente aplicada o concentraciones más bajas en el caso de los 

promotores químicos). En este trabajo se estudió el efecto que tiene el uso conjunto de liposomas 

elásticos e iontoforesis sobre la permeación transdérmica de KT. 

La combinación de ambos sistemas puede proporcionar una tasa constante de entrada de fármaco 

sin las restricciones de los dispositivos transdérmicos tradicionales basados en la difusión, tales 

como el tamaño molecular y la lipofilia (Fang et al., 1999).  

La cantidad acumulada de KT permeado en función del número de cinta se observa en la figura 37 

para la solución y en la figura 38 para los liposomas elásticos. 

 
Figura 37. Perfil de permeación iontoforética in vivo del KT formulado en solución (V = 

voluntario). 

 
Figura 38. Perfil de permeación iontoforética in vivo del KT formulado en liposomas elásticos (V = 

voluntario). 
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En las figuras 39 y 40 se observa que la aplicación de la iontoforesis disminuyó la variación 

interindividual con respecto a la cantidad acumulada de fármaco en relación a la permeación pasiva. 

En la figura 41 se muestran los valores medios de los seis voluntarios y los valores de las 

desviaciones estándar en la cantidad de KT en el EC. Al aplicar la iontoforesis el fármaco penetró 

en mayor proporción cuando se administró en solución que en los liposomas elásticos (diferencias 

estadísticamente significativas). A diferencia de la permeación pasiva, la forma de la curva obtenida 

indica una relación lineal entre la cantidad acumulada de fármaco y las diferentes cintas (R2 para la 

solución de 0.9811 y para los liposomas elásticos de 0.9654). 

 

Figura 39. Valores medios del perfil de permeación iontoforética in vivo del KT formulado en 

vesículas elásticas y en solución. 

 

La figura 41 muestra los valores individuales de la cantidad de KT en el EC como función de la 

profundidad en la piel cuando se aplica en solución o en liposomas elásticos por medio de la 

iontoforesis. El perfil de penetración del fármaco mostró una gran variabilidad inter-individual, lo 

cual puede ser atribuido al tipo y a las propiedades de barrera de la piel de cada persona. El análisis 

de varianza (tipo III) mostró  que existía diferencia significativa entre aplicar la solución de fármaco 

o liposomas elásticos por cada voluntario, encontrándose diferencias significativas (P  0.05, anexo 

8). Ello indica que el KT administrado iontoforéticamente en solución permeó en mayor cantidad 

que cuando se administró en LE. 

La figura 42 muestra el perfil promedio (n = 5) de concentración del KT a través del EC humano al 

aplicar iontoforesis. Puede verse que hay diferencia significativa al aplicar el KT en liposomas 

elásticos o en solución. La cantidad de KT permeada en cada cinta o stripping en los voluntarios 
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tratados con ambas formulaciones (liposomas elásticos y solución) es significativamente diferente 

(P  0.05), también hay diferencia significativa entre las formulaciones (P  0.05), (Tabla 13). 

 

 

 

  

  

 

Figura 40. Cantidad de KT vs profundidad de EC después de aplicar 20 minutos de iontoforesis 

(0.25 mA/cm2) seguida de 40 minutos de difusión pasiva para los voluntarios, 1, 2, 3, 4 y 5 ( = 

LE;  = S). Nota. Para el voluntario 6 no se pudieron obtener las distancias de penetración. 
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Figura 41. Perfil promedio de penetración a través de EC humano in vivo de  KT formulado en 

liposomas elásticos () y en solución () aplicando iontoforesis, n = 5 

 

 

Tabla 13. Análisis de Varianza para μg - Suma de Cuadrados Tipo III para la cantidad permeada 

iontoforéticamente en los voluntarios tratados con liposomas elásticos y solución 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:No. Cinta 61,2977 10 6,12977 3,45 0,0007 

 B:Formulación 109,454 1 109,454 61,57 0,0000 

RESIDUOS 174,212 98 1,77768   

TOTAL (CORREGIDO) 344,964 109    

 

La figura 42 muestra la cantidad total permeada de KT de las dos formulaciones (LE y solución) 

siguiendo la administración pasiva o iontoforética del fármaco in vivo. Los experimentos in vivo 

muestran que cuando se administra iontoforeticamente el KT en solución penetra en mayor cantidad 

(32.13 ± 6.15 μg)  que cuando se administra en liposomas elásticos ( 10.18 ± 5.70 μg). La 

administración de la solución de KT iontoforeticamente también es superior a la administración 

pasiva del fármaco en solución (14.29 ± 5.89 μg)  y en liposomas elásticos (15.87 ± 6.48 μg). La 

comparación estadística (ANOVA de un factor) seguida de la prueba de Tukey para estos datos 

sustenta los resultados encontrados: Se encontró diferencia significativa entre la aplicación del 

fármaco en solución por iontoforesis y la difusión pasiva de la solución del fármaco; así como entre  

la administración del fármaco en liposomas elásticos por difusión pasiva o por iontoforesis. Con 

respecto a la distancia de penetración acumulada (Figura 43) no se encontraron diferencias 
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significativas (p > 0.05) entre los cuatro estudios realizados: difusión pasiva (solución y liposomas 

elásticos) e iontoforesis (solución y liposomas elásticos). 

 

 

Figura 42. Cantidad total permeada de KT a través de piel humana (in vivo) en solución (S) o LE 

por difusión pasiva e iontoforesis 

 

Figura 43. Distancia de penetración del KT en piel humana (in vivo) al administrarlo en solución (S) 

o LE por difusión pasiva e iontoforesis 

 

En la tabla 14 se mencionan algunos estudios en los que se ha observado un efecto sinérgico con el 

uso conjunto de iontoforesis y liposomas. Sin embargo hay algunos reportes en los que no se 

observa este mismo efecto. Vutla et al. (1995) evaluaron el transporte iontoforético in vitro de una 
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formulación liposomal de [Leu5]encefalina a través de piel humana, utilizando una intensidad de 

corriente de 0.5 mA/cm2, encontrando que la permeación fue la misma o menor (liposomas 

catiónicos y aniónicos, respectivamente) que la permeación del fármaco en solución. Fang et al.  

(1999) demostraron que la inclusión de fosfolípidos con carga en los liposomas alteró el 

comportamiento transdérmico de enoxicam bajo iontoforesis anódica. La permeación de enoxicam 

se redujo al incorporar estearilamina en los liposomas (liposomas cargados positivamente). En otro 

trabajo se encontró que la combinación de electroporación y liposomas disminuía la liberación 

transdérmica del fármaco (estradiol) comparado con la electroporación y una solución de fármaco 

no liposomal. La reducción de la permeación del fármaco puede no obstante ser debido a la 

reparación de la piel electroporada por los fosfolípidos de los liposomas (Essa et al., 2003). Es por 

ello, que el sinergismo, o efecto aditivo del uso de dos o más promotores, o de un acarreador y un 

promotor de absorción, no puede ser asumido.  

La variedad de efectos de la combinación liposomas/iontoforesis se ha relacionado con diferentes 

mecanismos los cuales pueden operar simultáneamente. El incremento de la permeación de 

fármacos al usar de manera conjunta iontoforesis y liposomas puede ser atribuido a: 1) la fusión de 

los fosfolípidos liposomales con el estrato córneo, lo cual incrementa la permeabilidad (Fang et al., 

1999; Essa et al., 2002); 2) disminución de la resistencia de la piel por las vesículas elásticas (Li et 

al., 2001); 3) incremento de la deformabilidad de los liposomas ultradeformables por la electricidad 

conduciendo a una mayor penetración a través de la piel (Essa et al., 2002) y 4) la influencia de la 

carga del fármaco y el liposoma sobre su movimiento electroforético (Essa et al., 2002; Fang et al., 

1996). 

Tabla 14. Estudios del empleo conjunto de iontoforesis y vesículas 

Molécula Tipo de 

vesículas 

Intensidad de 

corriente y duración 

Modelo Referencia 

Enoxicam Liposomas 

aniónicos 

0.3 mA/cm2,  Rata, in vitro Fang et al., 1999 

Apomorfina Vesículas 

elásticas 

0.5 mA/cm2, 9 horas Piel humana, 

in vitro 

Li et al., 2001 

Adriamicina Liposomas 

catiónicos 

0.2 a 0.4 mA/cm2, 20 

a 30 minutos. 

Rata, in vitro Han et al., 2004 

Ciclosporina 

A 

Vesículas de 

lecitina 

0.57 mA/cm2, 5 horas Piel humana, 

in vitro 

Boinpally et al., 

2004 

Insulina Liposomas 

catiónicos 

0.45 mA/cm2, 1 hora Rata, in vivo Kajimoto et al., 

2011 

Superóxido 

dismutasa 

Liposomas 

catiónicos 

No especificado Rata, in vivo Kigasawa et al., 

2012 

Finasteride Invasomas, 

carga negativa 

0.5 mA/cm2 Conejo, in 

vivo 

Prasanthi y 

Lakshmi, 2013 
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Entre los factores que ocasionan una disminución de la permeación del fármaco al aplicar de 

manera simultánea iontoforesis y liposomas se encuentran : 1) La carga del fármaco y los 

liposomas, ya que pueden influir en su movimiento electroforético; 2) el incremento de la 

estabilidad de los liposomas por el campo eléctrico conduciendo a la reducción de la liberación y 

permeación (Fang et al., 1996) y 3) la protección del fármaco entrampado contra el metabolismo en 

la piel, lo cual conduce una permeación más lenta de moléculas grandes intactas (Vutla et al., 

1995). 

Existen pocos estudios sobre el efecto de la aplicación simultánea de iontoforesis y liposomas 

elásticos. Essa et al. (2002) encontraron un incremento en la penetración in vitro de estradiol 

colocado en el catódo y lo atribuyeron a la reducción de las propiedades de barrera durante la 

iontoforesis, apoyando la hipótesis de que el campo eléctrico puede perturbar el orden de los lípidos 

lamelares intercelulares en el EC, dando lugar a una membrana más permeable. También 

encontraron que el uso conjunto de la iontoforesis y de los liposomas aumentó la permeación in 

vitro de estradiol, la cual fue dependiente de la intensidad de corriente aplicada; es decir a mayor 

densidad de corriente mayor permeación del fármaco, las intensidades de corriente que utilizaron 

fueron 0.2, 0.5 y 0.8 mA/cm2 durante seis horas. Tal promoción en el flujo fue atribuida a la fuerza 

de repulsión electrostática entre los liposomas cargados negativamente y el cátodo, venciendo la 

permselectividad catiónica de la piel. La fuerza de repulsión entre la corriente aplicada y los 

liposomas elásticos cargados negativamente (potencial zeta de -29 mV)  mueve los liposomas hacia 

y dentro de la piel, además los fosfolípidos de los liposomas se pueden adherir y fundir con el EC, 

alterando las propiedades de barrera y produciendo una estructura más permeable. La promoción de 

la penetración también puede ser debida a la elevada deformabilidad de las vesículas, esta 

elasticidad vesicular podría permitir que algunas vesículas penetren a través de la piel bajo el estrés 

impartido por la corriente eléctrica aplicada (Essa et al., 2004). 

La medida del potencial zeta confirmó la carga negativa de los LE obtenidos, por lo que el tipo de 

iontoforesis que se usó fue la catódica.  

Se observa que la iontoforesis promovió el transporte del KT en solución pero no así cuando se 

encuentra formulado en liposomas elásticos, lo cual puede ser debido al hecho de que en una 

solución acuosa simple, las moléculas del fármaco son más susceptibles a la corriente. Para obtener 

el efecto máximo de los liposomas elásticos se recomienda aplicarlos de manera no oclusiva con la 

finalidad de no eliminar el gradiente de hidratación transdérmico, el cual es la principal fuerza 

impulsora para la penetración de las vesículas en la piel (Cevc et al., 1993). Sin embargo, la 

aplicación in vivo de la iontoforesis requiere el uso de parches en los cuales se pueda colocar la 
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formulación (estos pueden ser de gasa, esponja de celulosa u otro material absorbente), los cuales 

modifican el gradiente de hidratación de la piel. 

La limitada permeación del KT formulado en LE (cargados negativamente) y aplicando iontoforesis 

también puede ser atribuido a la permeabilidad selectiva de la piel, debido a su carga negativa a pH 

fisiológico, lo cual dificultaría la penetración del fármaco a partir de las vesículas cargadas 

negativamente. En los estudios en los que se ha encontrado un aumento en la permeación con 

iontoforesis catódica aplican densidades de corriente elevadas (0.8 mA/cm2) y por tiempos 

prolongados de 5 a 8 horas en animales de laboratorio, además los liposomas elásticos contenían 

como activador de superficie colato de sodio, confiriendo a las vesículas una carga negativa grande 

de alrededor de -29 mV (Essa et al., 2003; 2004). En el presente trabajo se aplicó una densidad de 

corriente menor (0.25 mA/cm2 (intensidades de corriente más grandes no fueron toleradas por los 

voluntarios) durante un tiempo muy corto (20 minutos) y los LE presentaban una carga negativa 

moderada (~ -13mV), lo cual concuerda con lo reportado por Essa et al. (2004), quienes 

encontraron que la mayor penetración iontoforética de estradiol a partir de las vesículas 

ultradeformables se obtiene cuando los LE presentan  un  potencial zeta elevado.  

Otro factor que puede influir para que no se dé el efecto sinérgico entre los liposomas y la 

iontoforesis, es la forma de aplicación de los mismos. Por ejemplo, la iontoforesis catódica de las 

vesículas de lecitina conteniendo ciclosporina  resultó en una menor permeación a través de la 

epidermis, a pesar de que las vesículas presentaban carga negativa. La baja permeación fue 

atribuida a la presencia de colato de sodio (activador de superficie con carga negativa). En cambio, 

la permeación de ciclosporina formulada en vesículas de lecitina aumento cuando se aplicó 

iontoforesis anódica, debido al flujo electroosmótico (se ha reportado que este flujo domina el 

mecanismo por el cual se promueve el flujo de moléculas grandes). Aparte de la electroósmosis, la 

flexibilidad de las vesículas debida al colato de sodio facilita la permeación durante la iontoforesis 

(Boinpally et al., 2004). Se ha encontrado que los liposomas que mostraron pobres resultados 

durante la permeación iontoforética son aquellos que presentan propiedades aniónicas (Han et al., 

2004). 

 

6.5.3 Determinaciones de pérdida de agua transepidermal 

 

En general, la iontoforesis transdérmica es considerada como un procedimiento seguro, asociada 

con eritema moderado y sensación de hormigueo. Sin embargo, asegurar que la barrera de la piel 

mantiene su integridad durante la iontoforesis es un factor esencial para incrementar su 

aplicabilidad clínica (Kumar y Lin, 2008). 
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La iontoforesis puede producir picazón y eritema en la piel cuando se administran algunas 

sustancias como histamina (Ikoma et al., 2005) o solución salina (Singh et al., 2000). El eritema 

observado inmediatamente después de la iontoforesis puede ser debido al efecto directo de la 

corriente eléctrica sobre los vasos sanguíneos cutáneos y/o a que la corriente induce la liberación de 

histamina, prostaglandinas u otros neurotransmisores conduciendo a la vasodilatación local en el 

área afectada. También se ha sugerido que la corriente eléctrica estimula clases específicas de 

nociceptores, causando la liberación de vasodilatadores potentes, como la substancia P y el péptido 

relacionado con el gen de la calcitonina (Anigbogu et al., 2000).  

En este estudio se observó un ligero eritema y picazón en la zona de aplicación cuando se 

administró KT en solución acuosa, que disminuyó o desapareció cuando se administró el fármaco 

iontoforéticamente formulado en liposomas elásticos. Conjeevaram et al. (2003) encontraron que la 

aplicación conjunta in vivo de iontoforesis (0.1 mA/cm2 aplicada durante dos horas a través de un 

parche reservorio) y liposomas conteniendo propranolol reducía la irritación en la piel de rata. 

La piel puede restablecer sus funciones de barrera en poco tiempo después de terminada la 

aplicación de la corriente y no se dañará permanentemente. Una de las formas de evaluar la función 

de barrera de la piel es midiendo la pérdida de agua transepidérmica. 

La epidermis sirve como una barrera de permeabilidad que regula el movimiento transcutáneo de 

agua y el transporte de electrolitos. La TEWL es una medida de la cantidad de agua que pasa a 

través del EC a la atmósfera circundante a través de procesos  de difusión y evaporación. La medida 

de la TEWL es una técnica no invasiva para evaluar la integridad del EC y es utilizada como una 

medida indirecta de las funciones de barrera de la piel. La TEWL generalmente se expresa en 

g/m2h. En piel normal sana la barrera de la piel es completamente efectiva y hay una baja tasa de 

pérdida de agua dando valores de TEWL bajos. La función de barrera comprometida debido a un 

incremento en la hidratación y el daño físico del EC se relacionan directamente con valores 

elevados de TEWL. Debido a lo anterior la medida de la TEWL es un método de rutina en 

dermatología para evaluar la integridad de la barrera de la piel in vivo. Cuando la piel está dañada, 

su función de barrera se deteriora dando como resultado una mayor pérdida de agua (Netzlaff et al., 

2006).  

En la figura 44 se muestran los resultados obtenidos de la TEWL para cada voluntario. La medida 

de TEWL se realizó dos minutos después de la remoción del parche iontoforético para permitir la 

redistribución del agua dentro del SC. En las gráficas se observa que, independientemente de la 

formulación aplicada, al aplicar la iontoforesis incrementó la TEWL con el tiempo, y con excepción 

del voluntario 4, los valores de TEWL se mantuvieron más elevados cuando se aplicó la solución y 

la iontoforesis que cuando se aplicó los LE y la iontoforesis. 
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En la figura 45 y en la tabla 15, se muestran el valor relativo de la TEWL (el valor de TEWL 

obtenido después de cada tratamiento entre el valor basal. Este último corresponde al valor de 

TEWL antes del tratamiento) en función de los voluntarios que participaron en el estudio. Debido a 

que se observa que los valores de TEWL comienzan a descender, estos se dividieron en dos grupos: 

los obtenidos a los tres minutos y los obtenidos hasta los 4.5 minutos. Esto se hizo con la finalidad 

de evidenciar más el efecto de la aplicación de las formulaciones y la iontoforesis. 

 

 

 

 
Figura 44. Valores de TEWL in vivo, obtenidos después de aplicar de manera conjunta una solución 

de fármaco (+) o liposomas elásticos (*) conteniendo KT e iontoforesis. TEWL a tiempo cero 

representa el valor basal (pre-tratamiento) 
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Continuación figura 44. Valores de TEWL in vivo, obtenidos después de aplicar de manera conjunta 

una solución de fármaco (+) o liposomas elásticos (*) conteniendo KT e iontoforesis. TEWL a 

tiempo cero representa el valor basal (pre-tratamiento) 
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Tabla 15. Valores relativos de TEWL. Seguido de la aplicación simultanea de iontoforesis con 

solución de fármaco o liposomas elásticos. Se reportan los valores obtenidos a los 3 min y a los 4.5 

min. 
 

Voluntario TEWL relativo 

(S, 3 min) 

TEWL relativo 

(S, 4.5 min) 

TEWL relativo 

(LE, 3 min) 

TEWL relativo 

(LE, 4.5 min) 

1 4.74 ± 0.7 3.97 ± 0.23  4.69 ± 0.93 3.12 ± 0.36 

2 2.76 ± 0.5 1.50  ± 0.59  3.17 ± 0.85 2.11 ± 0.35 

3 3.79 ± 0.51 2.89 ± 0.23 3.19 ± 0.81 1.75 ± 0.27 

4 2.99 ± 0.49 2.28 ± 0.22 2.89 ± 0.54 2.12 ± 0.15 

5 3.34 ± 0.61 2.44 ± 0.54 2.92 ± 0.71 1.90 ± 0.31 

 

 

 

Figura 45. Valores relativos de TEWL después de aplicar KT formulado en solución o LE y 

aplicando iontoforesis. Se reportan los valores obtenidos a los 3 min y a los 4.5 min. 

 

Como se puede apreciar (con excepción del voluntario 2), el retorno a valores más bajos de TEWL 

ocurre más rápido cuando se aplica LE y la iontoforesis, que cuando se aplica la solución de 

fármaco y la iontoforesis. Al realizar un análisis de varianza seguida de la prueba de Tukey se 

encontró que hay diferencias significativas en el TEWL relativo al aplicar una solución de fármaco 

o los LE (P  0.05), también se encontraron diferencias significativas (P  0.05, anexo 9) en el 

TEWL relativo para ambos tiempos.    

Algunos autores atribuyen el aumento de la TEWL después de la aplicación de la iontoforesis a la 

oclusión del parche lo cual incrementa la hidratación de la piel y al calentamiento local asociado 

con la aplicación de la iontoforesis (Anigbogu et al., 2000). Se ha reportado que la TEWL aumenta 

dependiendo de la intensidad y duración de la corriente aplicada (Brand et al., 1997). La 

iontoforesis de bajo o moderado voltaje induce la formación de poros de manera reversible con un 
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tamaño semejante a los pre-existentes en la epidermis humana. La aplicación de corrientes grandes 

en la piel de conejo puede causar la formación de poros transitorios, dando como resultado el 

incremento del transporte de agua en la piel (Anigbogu et al., 2000).  

La iontoforesis (0.25 mA/cm2, durante 3 horas) en combinación con el pretratamiento con un 

surfactante incrementa significativamente los valores de TEWL, pero no causan un daño 

permanente en la piel (Li et al., 2005). 

El que se recobrasen con mayor rapidez los valores de TEWL cuando se aplicó iontoforesis y LE, 

sugiere un proceso de reparación de la barrera por parte de los fosfolípidos de los liposomas. Este 

proceso de reparación ya ha sido reportado por otros autores. Essa et al. (2003) obtuvieron medidas 

bajas de TEWL después de un tratamiento conjunto de liposomas y electroporación  y Dahlan et al. 

(2009) también obtuvieron valores de TEWL más bajos al aplicar de manera conjunta liposomas y 

ultrasonido, sugiriendo la reparación de los daños inducidos por estos tratamientos por los 

fosfolípidos de los liposomas. El mecanismo de esta reparación puede ser por la adsorción y fusión 

de los liposomas con la superficie de la piel, penetrando los fosfolípidos y bloqueando las regiones 

dañadas. También se observó que en el caso del ultrasonido los liposomas que fueron más eficientes 

en la reparación del daño fueron los de menor tamaño vesicular atribuido a que estos pueden 

penetrar de manera más eficiente en la piel y es posible que algunos liposomas penetren de manera 

intacta, incrementando el contenido lipídico de la piel y las propiedades de barrera contra el 

movimiento de vapor de agua en la misma, facilitando el retorno de la TEWL a los valores basales 

en menor tiempo. Aunque la reparación, fue dependiente del grado del daño ocasionado a la piel. 

Cabe señalar que después de 30 minutos de aplicadas las formulaciones y la iontoforesis, todos los 

voluntarios regresaron a valores de TEWL basales, lo cual sugiere que si la función de barrera de la 

piel es ligeramente alterada después de la iontoforesis, la recuperación de la misma es rápida. 

 

6.5.4 Estabilidad de los LE al aplicarles una corriente eléctrica 

 

Para evaluar si la aplicación de una corriente eléctrica afectaba a los LE, se aplicó a una suspensión 

de liposomas una corriente de 0.5 mA/minuto durante 20 minutos (tiempo que se aplicó para los 

estudios de permeación aplicando iontoforesis) y posteriormente se midió el tamaño promedio de 

las vesículas y la eficiencia de encapsulamiento. En la figura 46 se muestra el cambio en el tamaño 

promedio que sufrieron los LE después de aplicarles la corriente eléctrica. Se puede observar una 

disminución en el tamaño (de 127.14 ± 2.08 a 121.92 ± 3.08), el cual es significativo (P  0.05). 

Cabe señalar que no hay diferencia significativa en el IPD (P > 0.05), este se mantiene alrededor de 

0.07 (Anexo 10). 
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La disminución en el tamaño puede atribuirse a la pérdida de material lipídico de los LE. El campo 

eléctrico puede causar movimiento de los electrolitos presentes así como de los lípidos. Por otra 

parte, el movimiento inducido por el campo eléctrico puede tener un efecto similar sobre el tamaño 

de las vesículas que el que tiene la aplicación de ultrasonido, liposomas grandes sometidos a 

ultrasonido reducen su tamaño y forman liposomas pequeños.  

Essa et al., (2003) evaluaron la estabilidad de liposomas elásticos al aplicarles impulsos eléctricos 

encontrando una tendencia a disminuir el tamaño de las vesículas después de aplicar el campo 

eléctrico (de 119 ± 4.2 nm a 113 ± 7.3 nm), indicando algún tipo de interacción entre los liposomas 

y el campo eléctrico, aunque esta reducción no fue significativa.   

 

 

Figura 46. Tamaño promedio de los LE antes y después de aplicar una corriente eléctrica (C.E: 

corriente eléctrica) 

También se evaluó si se promovía la liberación del fármaco a partir de los LE al aplicarles la 

corriente eléctrica. En la figura 47, se muestra el porcentaje de fármaco que se mantiene 

encapsulado después de aplicarles una corriente eléctrica de 0.5 mA/min, durante 20 minutos y 

puede observarse que no hay un cambio significativo (p > 0.05) en el porcentaje de fármaco que se 

mantiene encapsulado. Se esperaría que el porcentaje de fármaco encapsulado disminuyera después 

de aplicar la corriente eléctrica ya que se sabe que la aplicación de pulsos eléctricos puede inducir la 

ampliación o apertura de poros en las bicapas de fosfolípidos, dando como resultado la ruptura 

irreversible de los liposomas y la salida del fármaco. Sin embargo, en el presente estudio, el 

porcentaje de encapsulación del KT fue similar antes y después de aplicar la corriente eléctrica. Lo 

cual concuerda con lo reportado por Fang et al. (1999), quienes encontraron que después de aplicar 
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durante 6 h una corriente eléctrica de 0.5 mA, los porcentajes de encapsulación de enoxicam en 

liposomas aumentaron ligeramente, atribuyéndolo a que la aplicación de un campo eléctrico puede 

estabilizar e inhibir la apertura de los poros de las bicapas bajo ciertas condiciones. Y que para que 

ocurra el ensanchamiento de los poros y la ruptura de los liposomas se necesitan densidades de 

corriente mayores a la utilizada en este estudio.  

  

Figura 47. Porcentaje de KT encapsulado en LE antes y después de aplicar una corriente eléctrica 

(C.E: corriente eléctrica) 
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VII. CONCLUSIONES 

 

La combinación del método convencional de hidratación de película con el de extrusión, junto con 

el establecimiento de las condiciones óptimas de preparación como: tiempo de exposición al 

ultrasonido (sonicación) y número de extrusiones a través de membranas de policarbonato, permitió 

obtener liposomas elásticos con excelente eficiencia de encapsulamiento de cerca de 73%. Los 

liposomas elásticos cargados con ketorolaco trometamina presentan un tamaño adecuado (123.3 ± 

1.2 nm) y distribución estrecha (índice de polidispersión menor a 0.2). La reducción del tamaño de 

los liposomas elásticos con respecto a los liposomas convencionales preparados por el mismo 

método, se puede atribuir a la incorporación del Tween® 80 en la formulación. Además, los 

liposomas elásticos son estables a 4°C durante al menos dos meses (sin cambios en el tamaño y 

potencial zeta) y tienen características de flexibilidad. 

 

Los estudios de liberación muestran que los liposomas elásticos retardan la liberación del 

ketorolaco trometamina. Sin embargo, no se encontró diferencia en los perfiles de permeación a 

través de piel de oreja de cerdo in vitro para los liposomas elásticos y la solución del fármaco. 

 

Los experimentos de difusión pasiva in vivo demostraron una correlación entre la capacidad de 

permeación de los liposomas elásticos y la pérdida de agua transepidermal de los voluntarios: En 

los voluntarios que presentaron valores elevados de pérdida de agua transepidermal se obtuvo una 

mejor penetración (mayor cantidad de fármaco permeada y mayores distancias de penetración). Lo 

cual confirma que la penetración de los LE está relacionada con el gradiente de hidratación natural 

de la piel. 

 

La iontoforesis aumentó la cantidad permeada in vivo de fármaco en solución, sin embargo, no hubo 

un efecto sinérgico al aplicar iontoforesis (a dosis fisiológicamente tolerables y cortos periodos de 

tiempo) y el fármaco incluido en los liposomas elásticos. Aunado a esto el daño a la barrera de 

permeabilidad de la piel medido por la TEWL ocasionado por la iontoforesis fue solo transitorio 

recuperándose rápidamente.   

 

Se demostró la estabilidad de las vesículas obtenidas al aplicarles una corriente eléctrica: No hubo 

cambio en la cantidad encapsulada del fármaco y no se encontró diferencia en el tamaño de 

vesícula. 
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IX ANEXOS 

Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

Protocolo: Liberación iontoforética transdérmica de ketorolaco trometamina a partir de vesículas 

lipídicas ultraflexibles. 

Por medio de la presente yo: _________________________________________________________ 

he sido informado (a) en forma clara que el objetivo del estudio es evaluar el efecto del uso 

conjunto de la iontoforesis como promotor de absorción y de los liposomas elásticos como 

acarreador del ketorolaco trometamina sobre la permeación transdérmica del mismo. Por lo que se 

me propone participar en dicho proyecto de investigación que se realizara en el Laboratorio L-323 

de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán Campo 1. 

Es de mi conocimiento que los responsables de esta investigación son: Dra. Adriana Ganem 

Rondero y M en C. María Guadalupe Nava Arzaluz y cualquier duda o pregunta podrá ser 

contestada por ellas. 

Se me ha informado que mi participación consistirá en permitir que se me aplique el fármaco en 

solución o formulado en liposomas elásticos durante una hora (cuando el estudio sea permeación 

pasiva) o 20 minutos de una corriente eléctrica de 0.25mA. Al concluir el tiempo, se limpiara la 

zona en que se me haya colocado la formulación y se procederá a la toma de 16 strippings con cinta 

adhesiva. 

Toda la información que se obtenga del estudio será confidencial. No seré identificado (a) en 

ninguna publicación o presentación del estudio. Mi participación en el estudio es voluntaria. Puedo 

negarme a participar o puedo suspender mi participación en cualquier momento, si así lo decido. 

He leído la información anterior y comprendo los propósitos del trabajo de investigación; también 

se que no habrá riesgos directos o potenciales por mi participación en el estudio. He tenido la 

oportunidad de que se me respondan las preguntas y aclaren las dudas, por tanto, DOY MI LIBRE 

CONSENTIMIENTO para ser participante en este estudio. 

 Nombre y firma del voluntario 

 

 Fecha  

 Nombre y firma de testigo 

 

 Fecha  

 Nombre y firma de testigo  Fecha  
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Anexo 2. Métodos analíticos 

 

La cuantificación del KT para la evaluación de la eficiencia de encapsulamiento, la cantidad de 

fármaco permeada, la cantidad de fármaco retenida en la piel y la cantidad de fármaco en las cintas 

de tape stripping se realizó por cromatografía en capa fina de alta resolución (HPTLC).  

Para la cuantificación del fármaco liberado a partir de los liposomas elásticos se empleó un método 

espectrofotométrico. 

Métodos cromatográficos 

Condiciones generales  

Las muestras se aplicaron en placas de Sílica gel 60F254 

Fase móvil: cloroformo-acetato de etilo-ácido acético (3:8:0.1 v:v:v) 

Longitud de onda de máxima absorción  

La longitud de onda óptima fue de 323 nm en diferentes medios, como se muestra en la figura 1, sin 

haber interferencias por parte de las matrices en las cuales el fármaco está contenido. 

 

Figura 1. Espectro de absorción del fármaco  

 

Determinación del factor de retención (Rf)  

La posición de cualquier mancha de soluto en una placa de cromatografía se caracteriza por su 

factor de retención Rf. Este es un valor cualitativo fundamental y se expresa como: 

𝑅𝑓 = 
𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜 (𝑋)

𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑒𝑙𝑢𝑦𝑒𝑛𝑡𝑒 (𝑌)
 

Valores de Rf de 1.0 indican que el analito migró con el frente de solvente y valores de 0.0 indican 

que el analito quedó retenido en el punto de aplicación (Variyar et al., 2011). 

El valor de Rf obtenido fue de 0.56.  
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Anexo 2.1 Método analítico para la evaluación de la solubilidad y eficiencia de 

encapsulamiento 

 

Se evaluaron los siguientes parámetros de validación: linealidad, exactitud, precisión (repetibilidad 

e inter-día), límite de detección y cuantificación. 

Linealidad 

En la tabla 1 se muestran las ABC obtenidas para cada nivel de cantidad aplicada del KT empleados 

para construir la curva de calibración. En la figura 2 se representa gráficamente la recta de calibrado 

resultante, mientras que en la tabla 2 se muestran los parámetros de regresión, los valores de F del 

análisis de varianza para evaluar la linealidad y los valores de t para la prueba de la ordenada al 

origen. 

 

Tabla 1. Valores individuales de las respuestas cromatográficas obtenidas con cantidades crecientes  

de KT 

Cantidad 

(ng) 

Respuesta analítica  

ABC 

200.8 7355.4 7226 7199.4 

301.2 9013.5 9257.8 9034 

401.6 10169 10415.2 10539.8 

502 11566.6 11719.5 11688.4 

602.4 12655.6 12690.1 12726.4 

702.8 14201.1 14046.8 13840.2 

 

 

Figura 2. Curva de calibración de KT de 200 a 700 ng en agua:etanol (80:20) 
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Figura 3. Gráfico de residuales 

Tabla 2. Parámetros estadísticos calculados para la linealidad del sistema 

Parámetros estadísticos de la regresión  

Coeficiente de correlación (r) 0.9952 

Coeficiente de determinación (r2) 0.9903 

Intercepto (b) 4951.6 

Pendiente (m) 13.0608 

Intervalo de confianza de la pendiente 13.061 ± 0.684 

tcalculado 31.7489 

tcrítica (=0.05) 1,740 

Fcalculada 1637.72 

Fcrítica (=0.01) 8.53 

Coeficiente de variación (C.V., %) 1.12 

 

En la tabla 2 se observa a partir del análisis estadístico de regresión, que existe una relación lineal 

entre las cantidades que se aplicaron del KT y su respectiva ABC, teniendo así que 99.03% de la 

variación del ABC está explicada por los cambios en la cantidad de KT. Los valores de F del 

análisis de varianza para evaluar la linealidad indican que hay evidencia estadística significativa con 

un nivel de significancia del 0.01 de que la variación del ABC se explica por una variación en la 

cantidad aplicada de KT (Fcalculada  Fcrítica). Mientras que la prueba t nos indica que la ordenada al 

origen es diferente de cero. La gráfica 3 muestra que el modelo de regresión lineal simple es 

adecuado para ajustar los datos. De la tabla 2 y 3 se puede decir que el método analítico es lineal, 

exacto y preciso. 

 

Tabla 3. Resultados de la validación para cuantificar el KT encapsulado 

Parámetro  

Exactitud 101.5 %; C.V.:2.38% 

Precisión 

Repetibilidad 

Inter-día 

 

1.61 % 

1.65 % 

Límite de detección (ng) 24.2  

Límite de cuantificación (ng) 73.32 

-600

-400

-200

0

200

400

600

100 200 300 400 500 600 700 800R
es

id
u

o
s

Fármaco (ng)



Anexos 

 
109 

Los límites de detección (LD) y cuantificación (LC) se determinaron matemáticamente mediante las 

siguientes ecuaciones: 

𝐿𝐶 =  
10 𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑜𝑟𝑑𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎 𝑎𝑙 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛

𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛
 

 

𝐿𝐷 =  
3.3 𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑜𝑟𝑑𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎 𝑎𝑙 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛

𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛
 

 

Anexo 2.2 Método utilizado para cuantificar el KT en los estudios de liberación 

Para los estudios de liberación del KT a partir de los liposomas elásticos se preparó una curva de 

calibración obteniéndose los siguientes resultados: 

En la tabla 4 se muestran las absorbancias obtenidas para cada nivel de concentración de KT 

empleados para construir la curva de calibración. En la figura 4 se representa gráficamente la recta 

de calibrado resultante, mientras que en la tabla 4 se muestran los parámetros de regresión, los 

valores de F del análisis de varianza para evaluar la linealidad y los valores de t para la prueba de la 

ordenada al origen. La figura 5 muestra que el modelo de regresión lineal simple es adecuado para 

ajustar los datos. 

 

Tabla 4. Valores individuales de las respuestas analíticas obtenidas con concentraciones crecientes  

de KT 

Concentración(μg/mL) 

Respuesta analítica 

Absorbancia 

5.025 0.2854 0.2866 0.2844 

8.05 0.4481 0.4507 0.4518 

16.1 0.8833 0.8785 0.8842 

24.15 1.3103 1.3129 1.3079 

32.2 1.7638 1.7685 1.7766 

40.25 2.2431 2.2304 2.2326 
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Figura 4. Curva de calibración de KT de 5 a 40 μg/mL 

 

Tabla 4. Parámetros estadísticos calculados para la linealidad del sistema 

Parámetros estadísticos de la regresión  

Coeficiente de correlación (r) 0.999835 

Coeficiente de determinación (r2) 0.9997 

Intercepto (b) -0.000082813 

Pendiente (m) 0.0551265 

Intervalo de confianza de la pendiente 0.055 ± 0.00053 

tcalculado -0.0135147 

tcrítica (=0.05) 1.746 

Fcalculada 48417.61 

Fcrítica (=0.05) 4.49 

Coeficiente de variación (C.V., %) 1.54 

 

 

Figura 5. Residuos de la curva de calibración del KT 
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Anexo 2.3 Método utilizado para cuantificar el KT en los estudios de permeación 

pasiva in vitro   

Los resultados de la validación parcial fueron: 

Selectividad 

En la figura 6 se muestra el cromatograma del KT en la matriz biológica, observándose que no hay 

interferencia de la matriz biológica con el factor de retención (RF) 

 

Linealidad 

En la tabla 5 se muestran las ABC obtenidas para cada nivel de cantidad aplicada del KT empleados 

para construir la curva de calibración. En la figura 7 se representa gráficamente la recta de calibrado 

resultante, mientras que en la tabla 6 se muestran los parámetros de regresión, los valores de F del 

análisis de varianza para evaluar la linealidad y los valores de t para la prueba de la ordenada al 

origen. 

 

Figura 6. Cromatograma del KT en la matriz biológica 

Tabla 5. Valores individuales de las respuestas cromatográficas obtenidas con cantidades crecientes  

de KT 

Cantidad 

(ng) 

Respuesta analítica 

ABC 

50.2 2888.4 2780.9 2620.3 

100.4 4388.2 4621.1 4580.7 

200.8 7541.2 8081.5 7767 

301.2 9805.1 10583.1 10305.8 

401.6 11579.9 12468.4 12229.5 

 



Anexos 

 
112 

 

Figura 7. Curva de calibración de KT de 50 a 400 ng en solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 

en contacto con piel 

 

Figura 8. Gráfico de residuales de la curva de calibración en solución amortiguadora de fosfatos pH 

7.4 en contacto con piel 

Tabla 6. Parámetros estadísticos calculados para la linealidad del sistema 

Parámetros estadísticos de la regresión  

Coeficiente de correlación (r) 0.9901 

Coeficiente de determinación (r2) 0.9803 

Intercepto (b) 1848.5 

Pendiente (m) 26.7228 

Intervalo de confianza de la pendiente 26.72 ± 2.03 

tcalculado 7.12308 

tcrítica (=0.05) 3.012 

Fcalculada 646.67 

Fcrítica (=0.01) 4.67 

Coeficiente de variación (C.V., %) 3.75 

 

La figura 8 muestra que el modelo de regresión lineal simple es adecuado para ajustar los datos. De 

la tabla 6 y 7 se puede decir que el método analítico es lineal, exacto y preciso. 
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Tabla 7. Resultados de la validación para cuantificar el KT permeado. 

Parámetro  

Exactitud 99.16 %; C.V.:8.61% 

Precisión 

Repetibilidad 

Inter-día 

 

2.51 % 

3.69 % 

Límite de detección (ng) 12.42 

Límite de cuantificación (ng) 41.41 

 

 

Anexo 2.4 Método utilizado para cuantificar el fármaco retenido en la piel  

Para determinar la cantidad de fármaco retenido en la piel una vez que se ha concluido la 

permeación, primero se evaluó el porcentaje de recuperación aplicando una cantidad conocida de 

fármaco, cortando la piel en pequeños trozos y colocándola en agitación con diferentes medios y 

evaluando diferentes tiempos de agitación y temperatura: etanol a 24 h y temperatura ambiente 

(t.a.); etanol 48 h a 37°C y metanol 24 h a t.a. Como puede verse en la figura 9, se obtuvo un mayor 

porcentaje de extracción al emplear metanol como disolvente, además de que se necesitó un menor 

tiempo de agitación y condiciones más suaves (t.a.) 

 

Figura 9. Porcentaje de recuperación de fármaco a partir de la piel 

Una vez seleccionado el metanol como disolvente para la extracción del fármaco retenido en piel, se 

desarrolló un método con las mismas condiciones en las cuales se encontraba la muestra, para lo 

cual se emplearon secciones de piel que estuvieron en contacto con metanol por 24 h con agitación 

constante, la solución resultante se filtró y se empleó para evaluar los siguientes parámetros de 

validación: linealidad, exactitud, precisión (repetibilidad e inter-día), límite de detección y 

cuantificación. 

Linealidad 

En la tabla 8 se muestran las ABC obtenidas para cada nivel de cantidad aplicada del KT empleados 

para construir la curva de calibración. En la figura 10 se representa gráficamente la recta de 

0

20

40

60

80

100

120

Etanol 24H,
t.a

Etanol 48H, 
37˚C

Metanol
24H, t.a

F
á
rm

a
co

  
ex

tr
a
íd

o
 

(%
)



Anexos 

 
114 

calibrado resultante, mientras que en la tabla 9 se muestran los parámetros de regresión, los valores 

de F del análisis de varianza para evaluar la linealidad y los valores de t para la prueba de la 

ordenada al origen. 

La figura 11 muestra que el modelo de regresión lineal simple es adecuado para ajustar los datos. A 

partir de lo reportado en la tabla 9 y 10, se puede decir que el método es lineal, exacto y preciso. 

 

Tabla 8. Valores individuales de las respuestas cromatográficas obtenidas con cantidades crecientes  

de KT 

Cantidad 

(ng) 

Respuesta analítica 

ABC 

202.6 7052.9 7385.4 7325.0 

303.9 9268.8 9119.8 8571.8 

405.2 10394.4 10081.8 10127.5 

506.5 11683.7 11225.3 11616 

607.8 12966.7 12760.7 12809.7 

 

 

 

Figura 10. Curva de calibración de KT de 200 a 600 ng en metanol en contacto con piel 

Tabla 9. Parámetros estadísticos calculados para la linealidad del sistema 

Parámetros estadísticos de la regresión  

Coeficiente de correlación (r) 0.9934 

Coeficiente de determinación (r2) 0.9869 

Intercepto (b) 4677.67 

Pendiente (m) 13.5282 

Intervalo de confianza de la pendiente 13.52 ± 0.84 

tcalculado 25.1655 

tcrítica (=0.05) 2.977 

Fcalculada 978.41 

Fcrítica (=0.05) 4.67 

Coeficiente de variación (C.V., %) 2.23 
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Figura 11. Gráfico de residuales para la curva de calibración preparada con metano-piel 

Tabla 10. Resultados de la validación para cuantificar el KT retenido en la piel 

Parámetro  

Exactitud 100.07 %; C.V.: 2.58% 

Precisión 

Repetibilidad 

Inter-día 

 

3.64 % 

9.12 % 

Límite de detección (ng) 57.46  

Límite de cuantificación (ng) 191.55 

 

Anexo 2.5 Método utilizado para cuantificar el KT en los estudios in vivo  

Para determinar la cantidad de fármaco en las cintas de tape stripping de los estudios realizados in 

vivo. Se evaluó el porcentaje de recuperación aplicando una cantidad conocida de fármaco, cortando 

las cintas en pequeños trozos y colocándolas en agitación con 6 mL de metanol durante 3 h y 6 h. 

En la figura 12 se observa que no hay evidencia significativa al agitar 3 o 6 h, a ambos tiempos se 

extrae casi el 100% del fármaco adicionado, por lo que el tiempo de agitación que se uso fue de 3 h. 

 

Figura 12. Porcentaje extraído de fármaco a partir de las cintas 
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Una vez seleccionado el tiempo de agitación en metanol para la extracción del fármaco retenido en 

las cintas, se evaluaron los siguientes parámetros de validación: linealidad, exactitud, precisión 

(repetibilidad e inter-día).  

Linealidad 

En la tabla 11 se muestran las ABC obtenidas para cada nivel de cantidad aplicada del KT 

empleados para construir la curva de calibración. En la figura 13 se representa gráficamente la recta 

de calibrado resultante, mientras que en la tabla 12 se muestran los parámetros de regresión, los 

valores de F del análisis de varianza para evaluar la linealidad y los valores de t para la prueba de la 

ordenada al origen. 

 

Tabla 11. Valores individuales de las respuestas cromatográficas obtenidas con cantidades 

crecientes  de KT 

Cantidad 

(ng) 

Respuesta analítica 

ABC 

50.8 3037.3 3018.6 3058 

101.6 4386.9 4546.1 4739.6 

203.2 6740.1 6599.7 6504.6 

304.8 8985.5 9117.9 8065 

406.4 10503.3 10390.6 10734.2 

 

 

 

Figura 13. Curva de calibración de KT de 50 a 400 ng en metanol  

La figura 14 muestra que el modelo de regresión lineal simple es adecuado para ajustar los datos. 

De las tablas 12 y 13 se puede decir que el método es lineal, preciso y exacto. 
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Tabla 12. Parámetros estadísticos calculados para la linealidad del sistema 

Parámetros estadísticos de la regresión  

Coeficiente de correlación (r) 0.9940 

Coeficiente de determinación (r2) 0.9881 

Intercepto (b) 2252.86 

Pendiente (m) 20.8207 

Intervalo de confianza de la pendiente 20.82 ± 1.23 

tcalculado 14.2195 

tcrítica (=0.05) 2.977 

Fcalculada 1078.54 

Fcrítica (=0.05) 4.67 

Coeficiente de variación (C.V., %) 3.0 

 

 

Figura 14. Gráfico de residuales para la curva de calibración preparada con metanol 

Tabla 13 Resultados de la validación para cuantificar el KT en las cintas de tape stripping 

Parámetro  

Exactitud 99.6%; C.V.: 5.48% 

Precisión 

Repetibilidad (C.V.; %) 

 

2.9 

Límite de detección (ng) 22.38 

Límite de cuantificación (ng) 6.71 
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ANEXO 3. Análisis estadístico de la optimización del método de preparación de los LE 

Tabla 1. Resultados obtenidos para la optimización del método de preparación de los LE  

No. De extrusiones Tiempo de ultrasonido Tamaño (nm) IPD 

Potencial Zeta 

(mV) 

1 0 144 0.094 -9.841 

1 0 152 0.213 -10.44 

1 0 149 0.079 -10.39 

1 0 147 0.15 -14.08 

1 0 150 0.031 -13.99 

1 0 157 0.178 -13.49 

1 0 153 0.118 -10.39 

1 0 146.5 0.063 -14.08 

1 0 149.5 0.163 -11.65 

1 10 153 0.155 -17.07 

1 10 155 0.155 -20.24 

1 10 154 0.09 -11.75 

1 10 151 0.105 -19.29 

1 10 151.6 0.115 -20.36 

1 10 152 0.141 -20.95 

1 10 152 0.111 -14.36 

1 10 154 0.145 -15.02 

1 10 151 0.104 -13.1 

1 20 144.1 0.199 -17.53 

1 20 147 0.147 -18.46 

1 20 149.1 0.101 -18.17 

1 20 146 0.203 -16.23 

1 20 148.4 0.153 -16.8 

1 20 149.1 0.188 -15.49 

1 20 147 0.102 -15.96 

1 20 149.6 0.101 -8.645 

1 20 147 0.115 -9.689 

1 30 194.6 0.166 -9.6 

1 30 143.4 0.164 -12.67 

1 30 139.2 0.139 -11.99 

1 30 143.9 0.127 -10.89 

1 30 144.1 0.172 -10.66 

1 30 138.7 0.301 -9.664 

1 30 142.4 0.049 -11.79 

1 30 144.1 0.108 -11.22 

1 30 141.7 0.149 -11.48 
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Continuación tabla 1 

No. De extrusiones Tiempo de ultrasonido Tamaño (nm) IPD 

Potencial Zeta 

(mV) 

2 0 137 0.101 -10.5 

2 0 139 0.116 -9.393 

2 0 146 0.146 -11.26 

2 0 148 0.163 -11.55 

2 0 140 0.127 -11.32 

2 0 139 0.092 -12.84 

2 0 143 0.077 -10.5 

2 0 139.3 0.041 -11.393 

2 0 141.1 0.071 -11.28 

2 10 142 0.166 -14.2 

2 10 143 0.107 -15.68 

2 10 146 0.109 -17.33 

2 10 138.3 0.08 -17.02 

2 10 138.9 0.096 -18.25 

2 10 138.9 0.061 -15.04 

2 10 144 0.158 -13.78 

2 10 139 0.105 -12.16 

2 10 143 0.086 -13.3 

2 20 143 0.087 -15.39 

2 20 146 0.131 -16.86 

2 20 146 0.139 -16.36 

2 20 138 0.115 -15.58 

2 20 137.6 0.042 -14.48 

2 20 136 0.042 -19.28 

2 20 143 0.059 -14.8 

2 20 139 0.112 -13.41 

2 20 139 0.128 -12.63 

2 30 135.4 0.081 -13.11 

2 30 135.4 0.178 -13.81 

2 30 135.3 0.063 -9.784 

2 30 136.8 0.103 -12.45 

2 30 184.1 0.276 -10.69 

2 30 133.4 0.096 -9.619 

2 30 134.1 0.131 -8.684 

2 30 133.7 0.028 -12.31 

2 30 133.6 0.075 -9.955 

3 0 142 0.101 -9.686 

3 0 138 0.081 -12.09 
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Continuación tabla 1 

No. De extrusiones Tiempo de ultrasonido Tamaño (nm) IPD 

Potencial Zeta 

(mV) 

3 0 141 0.048 -7.765 

3 0 136 0.144 -11.75 

3 0 141 0.068 -11.42 

3 0 133 0.109 -11.02 

3 0 137.3 0.046 -9.686 

3 0 143.4 0.077 -12.09 

3 0 133.7 0.24 -10.14 

3 10 137 0.102 -12.63 

3 10 135 0.108 -15.97 

3 10 135 0.132 -14.34 

3 10 136 0.072 -12.22 

3 10 138 0.025 -17.42 

3 10 134 0.129 -12.18 

3 10 138 0.047 -12.78 

3 10 139 0.078 -11.62 

3 10 135.6 0.09 -13.58 

3 20 135.4 0.109 -13.38 

3 20 135.8 0.038 -8.072 

3 20 133 0.014 -8.264 

3 20 134 0.095 -12.94 

3 20 132 0.163 -11.47 

3 20 132.2 0.207 -12.5 

3 20 135.3 0.03 -13.92 

3 20 130.9 0.104 -12.3 

3 20 134 0.036 -13.6 

3 30 133.9 0.023 -10.02 

3 30 131.2 0.023 -11.23 

3 30 130.8 0.09 -11.61 

3 30 133.4 0.03 -9.776 

3 30 130.1 0.046 -10.16 

3 30 131 0.094 -11.38 

3 30 138.6 0.05 -11.31 

3 30 135.8 0.115 -11.24 

3 30 131.2 0.092 -11.15 

4 0 139 0.213 -4.39 

4 0 144 0.078 -6.66 

4 0 137 0.076 -7.45 

4 0 136 0.017 -11.66 
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Continuación tabla 1 

No. De extrusiones Tiempo de ultrasonido Tamaño (nm) IPD 

Potencial Zeta 

(mV) 

4 0 142 0.08 -12.13 

4 0 129.7 0.16 -12.79 

4 0 135.5 0.027 -9.61 

4 0 132.3 0.114 -7.43 

4 0 133.8 0.055 -10.58 

4 10 132 0.08 -14.06 

4 10 134 0.116 -14.25 

4 10 132 0.165 -15.2 

4 10 131 0.018 -13.65 

4 10 135 0.122 -13.29 

4 10 134 0.016 -10.41 

4 10 132 0.086 -13.68 

4 10 131 0.127 -12.05 

4 10 131 0.023 -9.57 

4 20 130.9 0.004 -14.22 

4 20 130.7 0.127 -9.865 

4 20 131.7 0.097 -9.736 

4 20 131 0.087 -12.16 

4 20 133 0.103 -12.11 

4 20 131.2 0.138 -10.48 

4 20 130.7 0.191 -15.29 

4 20 132.9 0.117 -13.73 

4 20 133 0.062 -11.45 

4 30 129.1 0.081 -14.17 

4 30 129.5 0.069 -11.47 

4 30 126.8 0.064 -13.23 

4 30 129.7 0.099 -8.173 

4 30 129.3 0.08 -8.611 

4 30 125.7 0.123 -6.985 

4 30 128.5 0.006 -10.7 

4 30 126.2 0.095 -11.63 

4 30 127.6 0.196 -9.854 

5 0 131 0.105 -9.23 

5 0 135 0.124 -10.44 

5 0 136 0.079 -7.94 

5 0 139 0.062 -11.23 

5 0 137 0.146 -9.69 

5 0 139 0.128 -9.75 
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Continuación tabla 1 

No. De extrusiones Tiempo de ultrasonido Tamaño (nm) IPD 

Potencial Zeta 

(mV) 

5 0 131.3 0.012 -9.75 

5 0 131.2 0.077 -9.61 

5 0 130.6 0.159 -9.75 

5 10 131 0.159 -12.39 

5 10 131 0.188 -11.13 

5 10 126 0.031 -11.6 

5 10 131 0.029 -11.13 

5 10 131 0.179 -12.43 

5 10 131 0.078 -12.84 

5 10 133 0.107 -11.03 

5 10 135 0.097 -10.6 

5 10 132 0.027 -16.19 

5 20 127 0.04 -13.25 

5 20 128.4 0.023 -11.52 

5 20 132 0.142 -10.89 

5 20 130 0.126 -10.72 

5 20 129.7 0.09 -9.988 

5 20 131.6 0.079 -11 

5 20 129.2 0.156 -10.08 

5 20 131 0.063 -12.52 

5 20 128 0.033 -9.843 

5 30 124.9 0.106 -11.45 

5 30 124.3 0.073 -10.24 

5 30 125.9 0.109 -9.317 

5 30 124.6 0.043 -15.45 

5 30 126.1 0.174 -12.67 

5 30 123.2 0.063 -6.471 

5 30 124.5 0.083 -12.87 

5 30 124.9 0.105 -10.32 

5 30 126.9 0.043 -10.71 
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Anexo 3.1 Análisis estadístico del tamaño (respuesta) en función del número de extrusiones y 

tiempo de ultrasonido 

Análisis de Varianza para Tamaño - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A: No. De extrusiones 8753.25 4 2188.31 61.45 0.0000 

 B:Tiempo de ultrasonido 736.74 3 245.58 6.90 0.0002 

INTERACCIONES      

 AB 337.949 12 28.1625 0.79 0.6594 

RESIDUOS 5697.8 160 35.6113   

TOTAL (CORREGIDO) 15525.7 179    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Pruebas de Múltiple Rangos para Tamaño por No. de extrusiones 

 

Método: 95.0 porcentaje LSD 

No. De extrusiones Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

5 36 130.092 0.994586 X 

4 36 132.189 0.994586 X 

3 36 135.322 0.994586 X 

2 36 140.969 0.994586   X 

1 36 149.472 0.994586    X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 - 2  * 8.50278 2.77782 

1 - 3  * 14.15 2.77782 

1 - 4  * 17.2833 2.77782 

1 - 5  * 19.3806 2.77782 

2 - 3  * 5.64722 2.77782 

2 - 4  * 8.78056 2.77782 

2 - 5  * 10.8778 2.77782 

3 - 4  * 3.13333 2.77782 

3 - 5   2.23056 2.77782 

4 - 5  2.09722 2.77782 

* indica una diferencia significativa. 

 

Pruebas de Múltiple Rangos para Tamaño por Tiempo 

 

Método: 95.0 porcentaje LSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

30 45 134.836 0.88307 X 

20 45 136.656 0.88307 XX 

10 45 138.829 0.88307  XX 

0 45 140.116 0.88307   X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

0 - 10  1.28667 2.46505 

0 - 20  * 3.46 2.46505 

0 - 30  * 5.28 2.46505 

10 - 20  2.17333 2.46505 

10 - 30  * 3.99333 2.46505 

20 - 30  1.82 2.46505 

* indica una diferencia significativa. 
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Anexo 3.2 Análisis estadístico del IPD (respuesta) en función del número de extrusiones y 

tiempo de ultrasonido 

Análisis de Varianza para IPD - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A:No. De extrusiones 0.0590888 4 0.0147722 5.56 0.0003 

 B:Tiempo 0.000234889 3 0.0000782963 0.03 0.9932 

INTERACCIONES      

 AB 0.0186347 12 0.00155289 0.58 0.8527 

RESIDUOS 0.425279 160 0.002658   

TOTAL (CORREGIDO) 0.503238 179    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Pruebas de Múltiple Rangos para IPD por No. De Extrusiones 

 

Método: 95.0 porcentaje LSD 

No. De extrusiones Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

3 36 0.0848889 0.00859263 X 

4 36 0.092 0.00859263 X 

5 36 0.0927222 0.00859263 X 

2 36 0.105222 0.00859263 X 

1 36 0.135944 0.00859263  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 - 2  * 0.0307222 0.0239987 

1 - 3  * 0.0510556 0.0239987 

1 - 4  * 0.0439444 0.0239987 

1 - 5  * 0.0432222 0.0239987 

2 - 3  0.0203333 0.0239987 

2 - 4  0.0132222 0.0239987 

2 - 5  0.0125 0.0239987 

3 - 4  -0.00711111 0.0239987 

3 - 5  -0.00783333 0.0239987 

4 - 5  -0.000722222 0.0239987 

* indica una diferencia significativa. 

 

Pruebas de Múltiple Rangos para IPD por Tiempo 

 

Método: 95.0 porcentaje LSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

10 45 0.100444 0.00757319 X 

30 45 0.1018 0.00757319 X 

20 45 0.103067 0.00757319 X 

0 45 0.103311 0.00757319 X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

0 - 10  0.00286667 0.0211402 

0 - 20  0.000244444 0.0211402 

0 - 30  0.00151111 0.0211402 

10 - 20  -0.00262222 0.0211402 

10 - 30  -0.00135556 0.0211402 

20 - 30  0.00126667 0.0211402 

* indica una diferencia significativa. 
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Anexo 3.3 Análisis estadístico del potencial zeta (respuesta) en función del número de 

extrusiones y tiempo de ultrasonido 

Análisis de Varianza para Potencial Zeta - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A:No. De extrusiones 228.05 4 57.0124 12.58 0.0000 

 B:Tiempo 407.289 3 135.763 29.95 0.0000 

RESIDUOS 779.776 172 4.53358   

TOTAL (CORREGIDO) 1415.11 179    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Pruebas de Múltiple Rangos para Potencial Zeta por No. De Extrusiones 

 

Método: 95.0 porcentaje LSD 

No. De extrusiones Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

1 36 -13.8175 0.35487 X 

2 36 -13.2222 0.35487 X 

3 36 -11.7419 0.35487  X 

4 36 -11.1868 0.35487  X 

5 36 -11.0011 0.35487  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 - 2  -0.595306 0.990604 

1 - 3  * -2.07556 0.990604 

1 - 4  * -2.63069 0.990604 

1 - 5  * -2.81639 0.990604 

2 - 3  * -1.48025 0.990604 

2 - 4  * -2.03539 0.990604 

2 - 5  * -2.22108 0.990604 

3 - 4  -0.555139 0.990604 

3 - 5  -0.740833 0.990604 

4 - 5  -0.185694 0.990604 

* indica una diferencia significativa. 

 

Pruebas de Múltiple Rangos para Potencial Zeta por Tiempo 

 

Método: 95.0 porcentaje LSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

10 45 -14.1587 0.317406 X 

20 45 -13.1347 0.317406  X 

30 45 -10.9461 0.317406   X 

0 45 -10.5361 0.317406   X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

0 - 10  * 3.62258 0.886023 

0 - 20  * 2.59862 0.886023 

0 - 30  0.409978 0.886023 

10 - 20  * -1.02396 0.886023 

10 - 30  * -3.2126 0.886023 

20 - 30  * -2.18864 0.886023 

* indica una diferencia significativa. 
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Anexo 3.4 Influencia del medio de hidratación sobre el tamaño de los LE 

Medio de 

dispersión Etanol 7% Agua Etanol 7% Agua 

Lote Tamaño (nm) IPD 

1 121 134 0.079 0.062 

 126 140 0.092 0.111 

 128 137 0.033 0.07 

2 125 131 0.155 0.175 

 126 131 0.137 0.027 

 130 128 0.07 0.007 

3 121 130 0.084 0.122 

 127 134 0.222 0.206 

 123 125 0.048 0.143 

Promedio 125.22 132.22 0.102 0.102 

D.E. 3.07 4.58 0.059 0.067 

Análisis estadístico  

Comparación de Medias 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de Etanol 7%: 125.222 +/- 2.36226   [122.86, 127.584] 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de Agua: 132.222 +/- 3.51783   [128.704, 135.74] 

Intervalos de confianza del 95.0% intervalo de confianza para la diferencia de medias 

   suponiendo varianzas iguales: -7.0 +/- 3.89541   [-10.8954, -3.10459] 

 

Prueba t para comparar medias 

   Hipótesis nula: media1 = media2 

   Hipótesis Alt.: media1 <> media2 

      suponiendo varianzas iguales: t = -3.80945   valor-P = 0.0015417 

   Se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 
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Anexo 3.5 Influencia de la cantidad adicionada de fármaco sobre la eficiencia de 

encapsulamiento 

Cantidad 

adicionada de 

fármaco (mg) 

Lote 1 Lote 2 Lote 3 

Eficiencia de encapsulamiento (%) 

 

 

 

2 

62.21 57.38 88.61 

55.09 51.54 72.70 

88.88 77.68 83.33 

87.23 72.49 76.67 

73.25 74.51 82.23 

69.81 68.03 74.59 

 

 

 

5 

31.97 25.19 30.50 

26.19 23.71 27.33 

26.69 29.18 21.84 

22.56 28.31 23.99 

37.25 28.51 39.16 

29.83 26.19 30.67 

 

Comparación de Medias 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de Col_1: 28.2829 +/- 2.29322   [25.9896, 30.5761] 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de Col_2: 73.1262 +/- 5.53633   [67.5899, 78.6626] 

Intervalos de confianza del 95.0% intervalo de confianza para la diferencia de medias 

   suponiendo varianzas iguales: -44.8434 +/- 5.77216   [-50.6155, -39.0712] 

 

Prueba t para comparar medias 

   Hipótesis nula: media1 = media2 

   Hipótesis Alt.: media1 <> media2 

      suponiendo varianzas iguales: t = -15.7884   valor-P = 0 

   Se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos 

 
128 

Anexo 4. Evaluación estadística de la elasticidad 

 
Tabla ANOVA 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 11017.4 4 2754.35 349.36 0.0000 

Intra grupos 315.356 40 7.88389   

Total (Corr.) 11332.8 44    

 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Col_1 - Col_2  * 20.0556 3.78072 

Col_1 - Col_3  2.23333 3.78072 

Col_1 - Col_4  * 20.5444 3.78072 

Col_1 - Col_5  * -21.9556 3.78072 

Col_2 - Col_3  * -17.8222 3.78072 

Col_2 - Col_4  0.488889 3.78072 

Col_2 - Col_5  * -42.0111 3.78072 

Col_3 - Col_4  * 18.3111 3.78072 

Col_3 - Col_5  * -24.1889 3.78072 

Col_4 - Col_5  * -42.5 3.78072 

* indica una diferencia significativa. 

 

 

Anexo 5. Evaluación de la estabilidad de los liposomas a través del tiempo evaluando tamaño, 

potencial zeta y eficiencia de encapsulamiento 

 

Evaluación de la estabilidad de los LE a través del tiempo evaluando el tamaño de las vesículas 

 Tiempo (semanas) 

 0  1  2  3  4  5  7  52 

Lote Tamaño (nm) 

1 123.7 129.8 125.9 126.2 130.4 135 128.6 135.1 

 129.6 131.9 130.2 130.3 128.9 128.5 129.3 138.4 

 124.7 131.6 130.4 127 129.2 126.2 133.6 132.1 

2 132.7 132.7 134.4 136.3 136.8 132.3 138.6 136.4 

 129 132.3 133.8 136.8 138 130.7 135 139.3 

 131.4 128.2 130.8 136.7 132.6 135.2 138.1 137.9 

3 133.4 127 133.7 137.7 132.4 130.3 133.6 135.8 

 130.5 128.6 134 134.7 131.3 132.2 135.1 135.7 

 131.4 126.2 128.9 132.5 126.5 133.5 132.7 136.5 

 

 
Tabla ANOVA 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 311.738 7 44.534 4.28 0.0006 

Intra grupos 666.367 64 10.412   

Total (Corr.) 978.104 71    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos 

 
129 

Pruebas de Múltiple Rangos 

 

Método: 95.0 porcentaje LSD 

 Casos Media Grupos Homogéneos 

0 semanas 9 129.6 X 

1 semana 9 129.811 X 

2 semana 9 131.344 XX 

5 semana 9 131.544 XX 

4 semana 9 131.789 XX 

3 semana 9 133.133  X 

7 semana 9 133.844  XX 

52 semana 9 136.356   X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

0 semanas - 1 semana  -0.211111 3.03877 

0 semanas - 2 semana  -1.74444 3.03877 

0 semanas - 3 semana  * -3.53333 3.03877 

0 semanas - 4 semana  -2.18889 3.03877 

0 semanas - 5 semana  -1.94444 3.03877 

0 semanas - 7 semana  * -4.24444 3.03877 

0 semanas - 52 semana  * -6.75556 3.03877 

1 semana - 2 semana  -1.53333 3.03877 

1 semana - 3 semana  * -3.32222 3.03877 

1 semana - 4 semana  -1.97778 3.03877 

1 semana - 5 semana  -1.73333 3.03877 

1 semana - 7 semana  * -4.03333 3.03877 

1 semana - 52 semana  * -6.54444 3.03877 

2 semana - 3 semana  -1.78889 3.03877 

2 semana - 4 semana  -0.444444 3.03877 

2 semana - 5 semana  -0.2 3.03877 

2 semana - 7 semana  -2.5 3.03877 

2 semana - 52 semana  * -5.01111 3.03877 

3 semana - 4 semana  1.34444 3.03877 

3 semana - 5 semana  1.58889 3.03877 

3 semana - 7 semana  -0.711111 3.03877 

3 semana - 52 semana  * -3.22222 3.03877 

4 semana - 5 semana  0.244444 3.03877 

4 semana - 7 semana  -2.05556 3.03877 

4 semana - 52 semana  * -4.56667 3.03877 

5 semana - 7 semana  -2.3 3.03877 

5 semana - 52 semana  * -4.81111 3.03877 

7 semana - 52 semana  -2.51111 3.03877 

* indica una diferencia significativa. 

 

0 semanas - 7 semana  * -4.24444 

0 semanas - 52 semana  * -6.75556 

0 semanas - 3 semana  * -3.53333 

3 semana - 52 semana  * -3.22222 

4 semana - 52 semana  * -4.56667 

5 semana - 52 semana  * -4.81111 
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Evaluación de la estabilidad de los LE a través del tiempo evaluando el potencial zeta 

 

Lote 0 días 6 días 15 días 22 días 28 días 35 días 47 días 

 Potencial zeta (mV) 

1 -6.924 -7.738 -6.147 -7.429 -6.884 -5.334 -8.551 

 -6.832 -8.255 -4.656 -8.614 -5.607 -9.399 -10.03 

 -8.254 -7.807 -13.87 -6.588 -5.321 -4.768 -10.27 

2 -6.463 -8.571 -8.106 -6.481 -8.569 -7.418 -6.114 

 -11.2 -6.302 -9.753 -6.543 -9.876 -11.71 -4.191 

 -7.049 -8.479 -7.548 -6.96 -5.577 -11.93 -5.889 

3 -10.3 -10.44 -7.168 -5.325 -7.876 -9.289 -14.16 

 -9.065 -12.26 -7.684 -6.84 -11.2 -4.658 -9.011 

 -7.415 -10.9 -10.17 -7.66 -11.08 -10.83 -6.714 

 
Tabla ANOVA para el potencial zeta 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 20.5721 6 3.42868 0.64 0.6938 

Intra grupos 297.716 56 5.31635   

Total (Corr.) 318.288 62    

 

 

Evaluación de la estabilidad de los LE a través del tiempo evaluando el índice de polidispersión 

 Tiempo (semanas) 

 0  1  2  3  4  5  7  52 

Lote Tamaño (nm) 

1 0.181 0.12 0.127 0.091 0.024 0.022 0.099 0.13 

 0.09 0.109 0.092 0.031 0.134 0.048 0.087 0.108 

 0.18 0.099 0.158 0.109 0.052 0.016 0.107 0.097 

2 0.097 0.059 0.024 0.138 0.063 0.084 0.083 0.066 

 0.047 0.026 0.012 0.11 0.107 0.101 0.05 0.067 

 0.019 0.076 0.057 0.069 0.043 0.14 0.175 0.065 

3 0.048 0.118 0.121 0.002 0.022 0.115 0.067 0.064 

 0.055 0.029 0.041 0.037 0.086 0.108 0.023 0.082 

 0.061 0.13 0.05 0.114 0.082 0.159 0.046 0.121 

 
Tabla ANOVA para el índice de polidispersión 

 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0.0034601 8 0.000432512 0.23 0.9839 

Intra grupos 0.134833 72 0.00187268   

Total (Corr.) 0.138293 80    
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Anexo 6. Estudios de liberación del KT a partir de los LE 

 

Porcentajes de fármaco liberado a partir de LE a través del tiempo 

Tiempo (h) % de fármaco liberado 

promedio D.E  Celda 1 Celda 2 Celda 3 

0.25 6.07 7.44 7.13 6.88 0.72 

0.50 11.97 12.30 12.15 12.14 0.17 

0.75 18.06 18.81 18.50 18.46 0.37 

1.00 23.43 24.22 23.48 23.71 0.44 

1.50 32.80 33.08 31.65 32.51 0.76 

2.00 39.82 40.09 38.07 39.33 1.09 

2.50 46.38 46.97 45.03 46.13 0.99 

3.00 53.19 53.48 51.33 52.67 1.17 

3.50 59.27 58.59 57.03 58.30 1.15 

4.00 63.65 62.93 61.39 62.66 1.15 

5.00 71.24 70.63 69.10 70.32 1.10 

6.00 77.58 76.04 74.51 76.04 1.54 

7.50 83.75 81.90 80.54 82.06 1.61 

8.50 88.07 86.43 84.21 86.24 1.94 

9.50 88.98 87.33 84.98 87.10 2.01 

10.50 91.01 89.37 86.82 89.07 2.11 

11.50 94.26 92.68 89.76 92.23 2.28 

12.50 98.74 97.24 93.80 96.59 2.53 

22.00 104.38 103.01 98.91 102.10 2.84 

 

Porcentajes de fármaco difundido a partir de una solución de fármaco a través del tiempo 

Tiempo (h) 

% de fármaco liberado 

Promedio D.E  

0.25 9.856 12.999 13.022 11.959 1.821 

0.50 19.786 24.518 23.572 22.625 2.504 

0.75 29.158 35.200 33.584 32.647 3.128 

1.00 38.702 46.221 44.250 43.058 3.899 

1.50 55.400 58.833 59.208 57.814 2.099 

2.00 62.973 69.002 69.779 67.251 3.726 

2.50 70.114 76.306 76.828 74.416 3.735 

3.00 75.512 80.874 81.331 79.239 3.236 

3.50 79.986 86.705 87.155 84.615 4.015 

4.00 81.959 86.612 87.457 85.342 2.961 

5.00 84.529 89.660 89.391 87.860 2.888 

6.00 85.578 90.661 90.235 88.825 2.819 

7.50 90.430 94.814 94.838 93.361 2.538 

8.50 94.726 97.806 95.700 96.077 1.575 
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Factor de similitud (f2) 

 

El factor de similitud se calcula para determinar si los perfiles de liberación son similares, cuando f2 

alcanza un valor entre 50 y 100, los perfiles son similares. Para calcular f2 se empleó la siguiente 

formula: 

 

𝑓2 = 50 ∗ 𝑙𝑜𝑔

(

 
1

√1 + 
Σ𝑡=1
𝑛 (𝑅 − 𝑇)2

𝑛

∗ 100

)

  

 

 

Para obtener el valor de f2 se utilizaron los siguientes datos: 

 

tiempo % solución %  LE (R-T)2 

0.25 11.959 6.88 25.8 

0.5 22.625 12.14 109.9 

0.75 32.647 18.46 201.3 

1 43.058 23.71 374.3 

1.5 57.814 32.51 640.3 

2 67.251 39.33 779.6 

2.5 74.416 46.13 800.1 

3 79.239 52.67 705.9 

3.5 84.615 58.3 692.5 

4 85.342 62.66 514.5 

5 87.86 70.32 307.7 

6 88.825 76.04 163.5 

7.5 93.361 82.06 127.7 

8.5 96.077 86.24 96.8 

 

El valor de f2 es de 35.03 por lo tanto los perfiles de liberación son diferentes. 
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Anexo 7. Resultados de la difusión pasiva in vivo del KT formulado en LE o en solución 

 

Distancias (μm) de penetración acumuladas de KT en la piel de seis voluntarios (obtenidas 

mediante la técnica de tape stripping) cuando fue tratada con una dispersión de liposomas elásticos.  

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5 6 

1 2.4945 3.9496 4.8851 0.5197 1.0394 1.5591 2.4079 1.7134 

2 3.1181 5.4048 8.6268 1.0394 1.4551 2.7024 3.7244 2.8506 

3 3.8457 7.0678 11.8489 1.0394 1.8709 3.7418 4.9024 3.9880 

4 4.9890 7.6914 14.3434 1.4551 2.3906 4.9890 5.9764 4.6518 

5 5.6126 8.3150 16.2143 1.7669 3.1181 6.1323 6.8599 5.1312 

6 6.6520 8.9386 18.2930 1.9748 3.6378 6.2363 7.6221 5.7659 

7-8 8.8347 10.4977 22.9702 2.3906 4.8851 9.6662 9.8741 7.1262 

9-10 9.6662 12.1607 25.7765 3.1181 5.9244 12.1607 11.4678 7.8663 

11-12 11.6410 14.2395 27.8553 3.7418 7.0678 15.5907 13.3560 8.3776 

13-14 15.0710 15.5907 29.9341 4.3654 8.9386 20.7875 15.7812 8.9783 

15-16 19.5403 17.5655 32.7404 5.9244 10.6016 22.2427 18.1025 9.3630 

 

 

 

Distancias (μm) de penetración acumuladas de KT en la piel de seis voluntarios (obtenidas 

mediante la técnica de tape stripping) cuando fue tratada con una solución de fármaco.  

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5 6 

1 3.8457 3.6378 3.6378 0.6236 0.9354 1.0579 2.2897 1.5610 

2 6.9638 6.5481 6.1323 1.4551 1.4551 1.8512 4.0676 2.7337 

3 10.3938 7.8993 7.7953 1.8709 2.0788 2.9091 5.4912 3.6486 

4 11.0174 9.5623 9.9780 2.5984 3.0142 4.7603 6.8218 3.7857 

5 11.2253 11.0174 11.6410 3.5339 4.1575 5.6860 7.8768 3.8142 

6 18.5009 12.1607 13.0961 4.0536 4.9890 6.7438 9.9240 5.6135 

7-8 21.8269 15.0710 15.6946 4.8851 6.6520 9.1240 12.2089 6.4324 

9-10 25.1529 17.9812 18.6048 5.8205 7.8993 12.4298 14.6481 7.2871 

11-12 27.4395 21.4112 21.0993 5.9244 9.3544 15.2066 16.7393 8.1139 

13-14 28.7907 23.9057 22.4505 6.9638 10.6016 18.1157 18.4714 8.3227 

15-16 30.3498 26.0884 24.0096 7.8993 11.5371 20.4959 20.0633 8.7010 
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Cantidades de KT (μg) permeadas en la piel de seis voluntarios (obtenidas mediante la técnica de 

tape stripping) cuando fue tratada con una dispersión de liposomas elásticos. 

 

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5 6 

1 1.7653 5.4707 7.3158 0.4080 0.2559 6.4826 3.6164 3.1734 

2 1.2591 2.9037 2.9474 0.3528 0.4948 5.6857 2.2739 2.0187 

3 1.2987 2.5909 1.4208 0.3025 1.0540 2.3753 1.5071 0.8527 

4 0.9192 2.5828 1.5401 0.5924 1.1210 1.0760 1.3052 0.6973 

5 1.5051 1.8051 1.2725 0.3937 1.2934 1.2938 1.2606 0.4712 

6 1.7567 1.6666 1.4467 0.6446 0.7586 1.3053 1.2631 0.4645 

7-8 2.1201 3.8724 3.9179 1.0776 1.7549 2.8005 2.5906 1.1539 

9-10 1.7922 3.6876 3.0599 1.0884 1.9307 1.8374 2.2327 0.9542 

11-12 1.9689 2.8848 0.9982 0.9099 0.9211 0.9886 1.4452 0.8144 

13-14 1.4731 1.5298 0.5085 0.6467 0.6626 0.7383 0.9265 0.4518 

15-16 1.2903 2.0252 0.5622 0.7759 1.1459 0.5869 1.0644 0.5557 

 

 

Cantidades de KT (μg) permeadas en la piel de seis voluntarios (obtenidas mediante la técnica de 

tape stripping) cuando fue tratada con una solución de fármaco. 

 

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5 6 

1 1.3153 6.6728 10.9915 0.6927 1.6984 1.3270 3.7830 4.1552 

2 1.0193 2.8378 4.7272 0.5477 1.4730 1.0023 1.9346 1.5785 

3 1.0403 1.1677 2.5344 0.3625 1.4704 1.0254 1.2668 0.7191 

4 1.5826 1.3223 2.6153 0.6276 1.5449 1.6201 1.5521 0.6393 

5 1.2173 1.9782 1.8165 0.5056 1.3378 1.2195 1.3458 0.5215 

6 1.9287 0.9749 1.8765 0.2526 1.0792 0.3503 1.0771 0.7187 

7-8 3.8411 2.8796 2.9624 0.9647 1.7745 0.6055 2.1713 1.2634 

9-10 2.8622 2.4151 1.5964 0.5367 1.1259 2.4067 1.8238 0.8903 

11-12 2.7378 1.3597 0.6252 0.3144 0.7489 1.9631 1.2915 0.9209 

13-14 2.3960 0.0000 0.4495 0.5606 0.6849 1.5899 0.9468 0.8804 

15-16 3.1637 0.0000 0.0000 0.4293 0.4204 1.2715 0.8808 1.2109 
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Análisis de varianza para las cantidades acumuladas de KT con respecto al número de cinta 

por voluntario (Difusión pasiva in vivo) 

 

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de microgramos de fármaco acumulados (μg Ac) en 

contribuciones debidas a varios factores.  Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo III 

(por omisión), la contribución de cada factor se mide eliminando los efectos de los demás factores.  

Los valores-P prueban la significancia estadística de cada uno de los factores.   

 

Voluntario 1 

Análisis de Varianza para μg Ac - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:No. Cinta 686.54 9 76.2822 26.46 0.0000 

 B:Formulación 17.1358 1 17.1358 5.94 0.0375 

RESIDUOS 25.9415 9 2.88239   

TOTAL (CORREGIDO) 729.617 19    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Voluntario 2 

Análisis de Varianza para μg Ac - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:No. Cinta 443.524 9 49.2804 1.18 0.4056 

 B:Formulación 289.372 1 289.372 6.92 0.0274 

RESIDUOS 376.531 9 41.8368   

TOTAL (CORREGIDO) 1109.43 19    

 

Voluntario 3 

Análisis de Varianza para μg Ac - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:No. Cinta 538.957 9 59.8841 80.46 0.0000 

 B:Formulación 46.1421 1 46.1421 62.00 0.0000 

RESIDUOS 6.69846 9 0.744273   

TOTAL (CORREGIDO) 591.798 19    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Voluntario 4 

Análisis de Varianza para μg Ac - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:No. Cinta 68.7174 9 7.63527 25.14 0.0000 

 B:Formulación 0.750715 1 0.750715 2.47 0.1503 

RESIDUOS 2.73292 9 0.303658   

TOTAL (CORREGIDO) 72.2011 19    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Voluntario 5 

Análisis de Varianza para μg Ac - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:No. Cinta 241.403 9 26.8225 187.24 0.0000 

 B:Formulación 11.0055 1 11.0055 76.83 0.0000 

RESIDUOS 1.28926 9 0.143252   

TOTAL (CORREGIDO) 253.697 19    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Voluntario 6 

Análisis de Varianza para μg Ac - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:No. Cinta 335.616 9 37.2906 47.27 0.0000 

 B:Formulación 206.509 1 206.509 261.80 0.0000 

RESIDUOS 7.09925 9 0.788805   

TOTAL (CORREGIDO) 549.224 19    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Anexo 8. Resultados de la difusión iontoforética in vivo del KT formulado en LE o en solución 

 

Distancias (μm) de penetración acumuladas de KT en la piel de cinco voluntarios (obtenidas 

mediante la técnica de tape stripping) cuando fue tratada con una dispersión de liposomas elásticos.  

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5  

1 0.5289 0.7934 0.5289 0.3967 1.0579  0.6612 0.2645 

2 1.1901 1.1901 0.7934 1.4545 1.8512  1.2959 0.3900 

3 1.5868 1.7190 1.1901 1.8512 2.9091  1.8512 0.6410 

4 1.9835 1.8512 1.5868 2.3802 4.7603  2.5124 1.2888 

5 2.7769 2.1157 1.7190 3.1736 5.6860  3.0942 1.5551 

6 3.9669 3.0413 1.9835 3.8347 6.7438  3.9140 1.7681 

7-8 6.8760 4.0992 2.6446 4.7603 9.1240  5.5008 2.5342 

9-10 10.1818 5.1570 3.5702 5.8182 12.4298  7.4314 3.7159 

11-12 13.8843 6.2149 4.3636 8.5950 15.2066  9.6529 4.7345 

13-14 19.7025 6.7438 5.6860 11.1074 18.1157  12.2711 6.4159 

15-16 26.0496 7.6694 6.6116 14.2810 20.4959  15.0215 8.3204 

 

 

Distancias (μm) de penetración acumuladas de KT en la piel de cinco voluntarios (obtenidas 

mediante la técnica de tape stripping) cuando fue tratada con una solución de fármaco.  

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5  

1 1.7190 1.1901 1.7190 0.7934 1.8512  1.4545 0.4484 

2 3.4380 1.8512 3.0413 1.1901 2.9091  2.4860 0.9322 

3 5.2893 2.5124 4.0992 1.4545 3.9669  3.4645 1.4943 

4 6.6116 3.0413 5.2893 1.8512 4.6281  4.2843 1.8714 

5 8.1983 3.4380 6.2149 2.9091 5.5537  5.2628 2.1493 

6 9.9174 4.3636 6.8760 3.9669 6.6116  6.3471 2.3820 

7-8 14.2810 5.0248 9.5207 6.8760 7.8017  8.7008 3.5165 

9-10 19.5702 7.4050 11.7686 9.6529 12.1653  12.1124 4.5812 

11-12 23.6694 8.7273 13.2231 10.4463 14.1488  14.0430 5.7997 

13-14 27.9008 8.8595 14.0165 11.9008 15.3388  15.6033 7.2973 

15-16 31.0744 9.5207 15.2066 12.4298 15.8678  16.8198 8.3554 
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Cantidades de KT (μg) permeadas en la piel de cinco voluntarios (obtenidas mediante la técnica de 

tape stripping) cuando fue tratada con una dispersión de liposomas elásticos. 

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5  

1 1.1438 0.7552 1.1202 1.0943 0.8501  0.9927 0.1776 

2 0.7153 0.3725 0.4111 0.7925 0.7448  0.6072 0.1991 

3 0.4838 0.3034 0.4241 0.4678 0.3687  0.4096 0.0742 

4 0.3936 0.2255 0.2876 0.3584 0.5292  0.3589 0.1152 

5 0.5881 0.0340 0.2287 0.1251 0.2796  0.2511 0.2109 

6 0.2427 0.1406 0.1921 0.2814 0.5143  0.2742 0.1443 

7-8 1.0397 0.3915 0.6760 0.4605 0.3691  0.5874 0.2804 

9-10 1.1281 0.4245 0.9677 1.9278 1.2323  1.1361 0.5410 

11-12 1.6042 0.9705 1.3728 3.2148 1.5538  1.7432 0.8595 

13-14 1.6291 0.5584 1.5986 5.2850 0.8853  1.9913 1.8980 

15-16 1.9869 0.3344 0.9399 5.5204 0.3781  1.8319 2.1669 

 

 

Cantidades de KT (μg) permeadas en la piel de cinco voluntarios (obtenidas mediante la técnica de 

tape stripping) cuando fue tratada con una solución de fármaco. 

No. 

De 

cinta 

Voluntarios Promedio Desviación 

estándar 

 1 2 3 4 5  

1 2.4159 2.8576 4.4434 1.0986 5.3578  3.2347 1.6840 

2 2.3052 1.5893 3.2032 1.1341 2.0275  2.0519 0.7821 

3 2.2656 2.3462 2.5373 1.2920 1.4722  1.9827 0.5607 

4 2.0399 2.2657 2.7711 1.5147 2.0241  2.1231 0.4547 

5 2.1267 2.7236 3.1623 1.9644 2.0272  2.4008 0.5218 

6 1.2812 2.7595 3.3297 3.0956 2.5795  2.6091 0.7973 

7-8 2.6176 5.0354 6.1867 5.7635 3.9393  4.7085 1.4464 

9-10 2.2252 6.5084 4.6746 8.2855 9.1889  6.1765 2.8063 

11-12 1.9437 3.2572 2.7051 4.0135 5.1836  3.4206 1.2430 

13-14 1.6765 1.0660 1.2808 4.1828 2.8666  2.2145 1.3019 

15-16 0.6569 2.2010 1.2165 1.5426 0.4151  1.2064 0.7125 
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Análisis de varianza para las cantidades acumuladas de KT con respecto al número de cinta 

por voluntario (Difusión iontoforética in vivo) 

 

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de microgramos de fármaco acumulados (μg Ac) en 

contribuciones debidas a varios factores.  Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo III 

(por omisión), la contribución de cada factor se mide eliminando los efectos de los demás factores.  

Los valores-P prueban la significancia estadística de cada uno de los factores.   

 

Voluntario 1 

Análisis de Varianza para mcg acum - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:Cinta 459.954 10 45.9954 6.46 0.0034 

 B:Formulación 353.289 1 353.289 49.61 0.0000 

RESIDUOS 71.2082 10 7.12082   

TOTAL (CORREGIDO) 884.451 21    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Voluntario 2 

Análisis de Varianza para mcg acum - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:Cinta 753.174 10 75.3174 1.55 0.2502 

 B:Formulación 1190.54 1 1190.54 24.51 0.0006 

RESIDUOS 485.696 10 48.5696   

TOTAL (CORREGIDO) 2429.41 21    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Voluntario 3 

Análisis de Varianza para mcg acum - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:Cinta 929.163 10 92.9163 2.17 0.1184 

 B:Formulación 1619.27 1 1619.27 37.87 0.0001 

RESIDUOS 427.54 10 42.754   

TOTAL (CORREGIDO) 2975.97 21    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Voluntario 4 

Análisis de Varianza para mcg acum - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:Cinta 1625.29 10 162.529 5.26 0.0074 

 B:Formulación 437.006 1 437.006 14.15 0.0037 

RESIDUOS 308.816 10 30.8816   

TOTAL (CORREGIDO) 2371.12 21    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

Voluntario 5 

Análisis de Varianza para mcg acum - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

EFECTOS 

PRINCIPALES 

     

 A:Cinta 1055.1 10 105.51 2.17 0.1184 

 B:Formulación 1368.18 1 1368.18 28.18 0.0003 

RESIDUOS 485.534 10 48.5534   

TOTAL (CORREGIDO) 2908.82 21    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Comparación de la cantidad acumulada de KT permeada cuando se administra en solución o en 

liposomas elásticos 

Resumen Estadístico 

 Recuento Promedio Desviación 

Estándar 

Coeficiente de 

Variación 

Mínimo Máximo 

LE pasiva 6 15,8693 6,48164 40,8438% 6,7845 25,5488 

LE 

iontoforesis 

5 10,1836 5,70315 56,0031% 4,5105 19,5282 

S pasiva 6 14,2907 5,89337 41,2393% 5,1019 21,7891 

S iontoforesis 5 32,1289 6,14641 19,1305% 21,5544 37,0819 

Total 22 17,8419 9,94698 55,7505% 4,5105 37,0819 

 

Tabla ANOVA 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

Entre grupos 1412,85 3 470,951 12,75 0,0001 

Intra grupos 664,935 18 36,9408   

Total (Corr.) 2077,79 21    

 

Pruebas de Rangos Múltiple 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

 Casos Media Grupos 

Homogéneos 

LE 

iontoforesis 

5 10,1836 X 

S pasiva 6 14,2907 X 

LE pasiva 6 15,8693 X 

S iontoforesis 5 32,1289  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

LE pasiva - LE iontoforesis  5,68567 10,4058 

LE pasiva - S pasiva  1,57865 9,92151 

LE pasiva - S iontoforesis  * -16,2596 10,4058 

LE iontoforesis - S pasiva  -4,10702 10,4058 

LE iontoforesis - S 

iontoforesis 

 * -21,9453 10,8685 

S pasiva - S iontoforesis  * -17,8383 10,4058 

* indica una diferencia significativa. 
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Comparación de la distancia de penetración del  KT cuando se administra en solución o en 

liposomas elásticos 

Resumen Estadístico 

 Recuento Promedio Desviación 

Estándar 

Coeficiente de 

Variación 

Mínimo Máximo 

LE pasiva 6 18,1025 9,36303 51,7224% 5,92445 32,7404 

LE 

iontoforesis 

5 15,0215 8,32039 55,3899% 6,61157 26,0496 

S pasiva 6 19,024 8,0956 42,5548% 7,89926 30,3498 

S iontoforesis 5 16,8198 8,35541 49,676% 9,52066 31,0744 

Total 22 17,3621 8,07971 46,5366% 5,92445 32,7404 

 

Tabla ANOVA 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

Entre grupos 48,7221 3 16,2407 0,22 0,8805 

Intra grupos 1322,19 18 73,4551   

Total (Corr.) 1370,91 21    

 

Pruebas de Rangos Múltiple 

 

Método: 95,0 porcentaje LSD 

 Casos Media Grupos 

Homogéneos 

LE 

iontoforesis 

5 15,0215 X 

S iontoforesis 5 16,8198 X 

LE pasiva 6 18,1025 X 

S pasiva 6 19,024 X 

 

 

Anexo 9. Análisis estadístico para la TEWL 

Voluntario 1 

Análisis de Varianza para TEWL relativo - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A:Tiempo 82,0287 1 82,0287 158,60 0,0000 

 B:formulación 6,52937 1 6,52937 12,62 0,0005 

RESIDUOS 138,093 267 0,517201   

TOTAL (CORREGIDO) 226,651 269    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por Tiempo 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

2 90 3,54559 0,0758068 X 

1 180 4,71484 0,0536035  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 – 2  * 1,16925 0,1828 

* indica una diferencia significativa. 

 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por formulación 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

formulación Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

Liposomas elásticos 135 3,9747 0,063801 X 

Solución 135 4,28572 0,063801  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Liposomas elásticos - Solución  * -0,311017 0,172345 

* indica una diferencia significativa. 

 

Voluntario 2 

Análisis de Varianza para TEWL relativo - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A:Tiempo 74,615 1 74,615 179,98 0,0000 

 B:formulación 14,2116 1 14,2116 34,28 0,0000 

RESIDUOS 106,133 256 0,414582   

TOTAL (CORREGIDO) 199,523 258    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por Tiempo 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

2 79 1,79616 0,0726574 X 

1 180 2,96434 0,047992  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 - 2  * 1,16818 0,171478 

* indica una diferencia significativa. 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por formulación 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

formulación Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

Solución 135 2,14531 0,0572852 X 

Liposomas elásticos 124 2,61519 0,0610738  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Liposomas elásticos - Solución  * 0,469883 0,158045 

* indica una diferencia significativa. 
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Voluntario 3 

Análisis de Varianza para TEWL relativo - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A:Tiempo 80,9929 1 80,9929 234,71 0,0000 

 B:formulación 40,7622 1 40,7622 118,12 0,0000 

RESIDUOS 92,1373 267 0,345084   

TOTAL (CORREGIDO) 213,892 269    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por Tiempo 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

2 90 2,32904 0,0619214 X 

1 180 3,49089 0,0437851  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 - 2  * 1,16184 0,149317 

* indica una diferencia significativa. 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por formulación 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

formulación Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

Liposomas elásticos 135 2,52142 0,0521146 X 

Solución 135 3,29852 0,0521146  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Liposomas elásticos - Solución  * -0,7771 0,140777 

* indica una diferencia significativa. 

 

Voluntario 4 

Análisis de Varianza para TEWL relativo - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A:Tiempo 33,0624 1 33,0624 176,52 0,0000 

 B:formulación 1,01484 1 1,01484 5,42 0,0207 

RESIDUOS 50,0103 267 0,187305   

TOTAL (CORREGIDO) 84,0876 269    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por Tiempo 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

2 90 2,19867 0,0456198 X 

1 180 2,94099 0,032258  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 - 2  * 0,742321 0,110007 

* indica una diferencia significativa. 
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Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por formulación 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

formulación Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

Liposomas elásticos 135 2,50853 0,0383947 X 

Solución 135 2,63114 0,0383947  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Liposomas elásticos - Solución  * -0,122616 0,103716 

* indica una diferencia significativa. 

 

Voluntario 5 

Análisis de Varianza para TEWL relativo - Suma de Cuadrados Tipo III 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS PRINCIPALES      

 A:Tiempo 54,915 1 54,915 153,89 0,0000 

 B:formulación 14,2632 1 14,2632 39,97 0,0000 

RESIDUOS 95,2798 267 0,356853   

TOTAL (CORREGIDO) 164,458 269    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 

 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por Tiempo 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

2 90 2,17372 0,0629685 X 

1 180 3,13041 0,0445255  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

1 - 2  * 0,956687 0,151842 

* indica una diferencia significativa. 

 

Pruebas de Rangos Múltiples para TEWL relativo por formulación 

 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

formulación Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 

Liposomas elásticos 135 2,42222 0,0529959 X 

Solución 135 2,8819 0,0529959  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

Liposomas elásticos - Solución  * -0,459681 0,143158 

* indica una diferencia significativa. 
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Anexo 10. Estabilidad eléctrica de los liposomas elásticos al aplicarles una corriente eléctrica 

Resultados obtenidos para el tamaño promedio (nm) e IPD de las vesículas 

Inicial Después de aplicar una corriente eléctrica de 0.5 mA/minuto, durante 

20 minutos 

Tamaño IPD Tamaño IPD Tamaño IPD Tamaño IPD 

126.7 0.111 119.7 0.227 124.3 0.067 122.6 0.005 

125.6 0.115 117.2 0.114 126.3 0.11 122.1 0.018 

131.5 0.006 120.3 0.081 123.2 0.08 123.3 0.002 

127.5 0.068 119.6 0.092 123.3 0.028 120 0.02 

123.9 0.065 119 0.032 121.8 0.081 117.8 0.062 

128.4 0.002 119.1 0.075 129.1 0.214 123.5 0.039 

127 0.123 119.9 0.04 126.9 0.086 119.5 0.09 

126.3 0.043 120 0.08 124.2 0.078 122.4 0.032 

127.4 0.062 117.3 0.061 126.7 0.058 122.8 0.013 

Comparación de medias del tamaño promedio 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de INICIAL: 127.144 +/- 1.59816   [125.546, 

128.743] 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de C.E: 121.922 +/- 1.21688   [120.705, 123.139] 

Intervalos de confianza del 95.0% intervalo de confianza para la diferencia de medias 

   suponiendo varianzas iguales: 5.22222 +/- 2.24717   [2.97505, 7.46939] 

 

Prueba t para comparar medias 

   Hipótesis nula: media1 = media2 

   Hipótesis Alt.: media1 <> media2 

      suponiendo varianzas iguales: t = 4.72276   valor-P = 0.0000391884 

   Se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 

 

Comparación de desviaciones estándar 

 INICIAL C.E 

Desviación 

Estándar 

2.07913 3.07613 

Varianza 4.32278 9.46256 

Gl 8 26 

Razón de Varianzas= 0.456829 

 

Intervalos de confianza del 95.0% 

     Desviación Estándar de INICIAL: [1.40436, 3.98313] 

     Desviación Estándar de C.E: [2.4225, 4.21562] 

     Razones de Varianzas: [0.167381, 1.79391] 

 

Prueba-F para comparar Desviaciones Estándar 

   Hipótesis Nula: sigma1 = sigma2 

   Hipótesis Alt.: sigma1 <> sigma2 

   F = 0.456829   valor-P = 0.250328 

   No se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 
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Comparación de medias del IPD 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de Inicial: 0.0661111 +/- 0.0342909   [0.0318202, 

0.100402] 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de C.E: 0.0698148 +/- 0.0212045   [0.0486103, 

0.0910193] 

Intervalos de confianza del 95.0% intervalo de confianza para la diferencia de medias 

   suponiendo varianzas iguales: -0.0037037 +/- 0.040384   [-0.0440877, 0.0366803] 

 

Prueba t para comparar medias 

   Hipótesis nula: media1 = media2 

   Hipótesis Alt.: media1 <> media2 

      suponiendo varianzas iguales: t = -0.186382   valor-P = 0.853253 

   No se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 

 

Comparación de Desviaciones Estándar 

 Inicial C.E 

Desviación 

Estándar 

0.0446107 0.0536026 

Varianza 0.00199011 0.00287323 

Gl 8 26 

Razón de Varianzas= 0.692638 

 

Intervalos de confianza del 95.0% 

     Desviación Estándar de Inicial: [0.0301326, 0.0854637] 

     Desviación Estándar de C.E: [0.0422129, 0.0734586] 

     Razones de Varianzas: [0.25378, 2.7199] 

 

Prueba-F para comparar Desviaciones Estándar 

   Hipótesis Nula: sigma1 = sigma2 

   Hipótesis Alt.: sigma1 <> sigma2 

   F = 0.692638   valor-P = 0.610926 

   No se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 
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Resultados del porcentaje de fármaco que se mantiene encapsulado después de aplicarles una 

corriente eléctrica de 0.5 mA/min, durante 20 minutos. 

% de fármaco encapsulado 

Inicial Después de aplicar la corriente eléctrica 

71.92 73.79 

77.91 77.34 

72.01 69.40 

76.34 85.00 

70.01 80.36 

 77.05 

 66.60 

 67.01 

 72.96 

 

Comparación de Medias 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de Inicial: 73.6393 +/- 4.13558   [69.5037, 

77.7749] 

Intervalos de confianza del 95.0% para la media de C.E: 74.5019 +/- 4.92451   [69.5774, 79.4264] 

Intervalos de confianza del 95.0% intervalo de confianza para la diferencia de medias 

   suponiendo varianzas iguales: -0.862638 +/- 6.773   [-7.63564, 5.91036] 

 

Prueba t para comparar medias 

   Hipótesis nula: media1 = media2 

   Hipótesis Alt.: media1 <> media2 

      suponiendo varianzas iguales: t = -0.277504   valor-P = 0.786116 

   No se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 

Comparación de Desviaciones Estándar 

 Inicial C.E 

Desviación 

Estándar 

3.33066 6.40653 

Varianza 11.0933 41.0437 

Gl 4 8 

Razón de Varianzas= 0.270281 

 

Intervalos de confianza del 95.0% 

     Desviación Estándar de Inicial: [1.99551, 9.57085] 

     Desviación Estándar de C.E: [4.32734, 12.2734] 

     Razones de Varianzas: [0.0534931, 2.42701] 

 

Prueba-F para comparar Desviaciones Estándar 

   Hipótesis Nula: sigma1 = sigma2 

   Hipótesis Alt.: sigma1 <> sigma2 

   F = 0.270281   valor-P = 0.221807 

   No se rechaza la hipótesis nula para alfa = 0.05. 
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Anexo 11. Publicaciones
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