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RESUMEN

Los padecimientos cronicos degenerativos son uno de los principales problemas de salud publica en México,
entre los que destacan las enfermedades cardiovascularers, principal causa de muerte en el pais, motivo por el
cual se ha buscado nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de dicha patologia, estas alternativas
tienen como objetivo mejorar la via de administracion oral la cual es la principal via de administracion que esta
presente en la actualidad en el mercado, esta tiene cierta desventajas como por ejemplo, interaccion con
alimentos, el efecto del primer paso hepatico entre otras. Una alternativa para evitar las desventajas es utilizar la
via transdérmica la cual su inconveniente méas grande es que la piel es una membrana semipermeable y evita el
paso de diversas sustancias hacia el interior del organismo, lo cual se puede remediar con ayuda de algun
promotor fisico.

Por tales motivos este proyecto se dedicé al estudio de la sonoforesis en la penetracion in vivo de pravastatina
sodica (farmaco que tiene como objetivo terapéutico tratar la Hipercolesterolemia) formulada en parches
transdérmicos, tratando de aprovechar las ventajas de la via transdérmica y mejorando el paso de la pravastatina
sodica a través de la piel mediante el uso de ultrasonido (sonoforesis). Se utilizaron parches transdérmicos que
se colocaron en el antebrazo de seis voluntarios sanos a 3 diferentes tiempos aplicando ultrasonido previamente
con lo que se determin6 que en efecto la sonoforesis mejora el paso del farmaco en comparacion del transporte
pasivo.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de morbimortalidad en México (Organizacion
Mundial de la salud 2011). En la actualidad la hipercolesterolemia es uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular, con un claro papel causal en el inicio y progresion de la aterosclerosis. Se ha encontrado que los
valores promedio del colesterol presentan diferencias significativas entre las distintas zonas geogréficas, como
también entre diferentes niveles socioecondmicos de la poblacion. Existe mayor prevalencia de
hipercolesterolemia en los estratos medios y altos, en la poblacion del norte del pais y a mayor edad (Alex Meri
Vived, 2005).

Debido al alto riesgo de patologias cardiovasculares a partir de la hipercolesterolemia se han disefiado
medicamentos para disminuir los niveles de colesterol y triglicéridos. Estos medicamentos estan formulados para
ser administrados por via oral que implica la administracién de un farmaco por ingestién, siendo la mas facil y
comun para el paciente aunque suele presentar ciertas desventajas como son; Efecto terapéutico lento, en
ocasiones sabor desagradable, irritacion gastrica, disminucion de absorcién del farmaco debido a los alimentos
asi como formacion de complejos con los mismos, efecto del primer paso hepatico, la rapidez de absorcion
depende de su pH, no se pueden utilizar en pacientes con vémito lo que se encuentran inconscientes entre
otras, (ARISTIL 2009). Motivo por el cual se buscé la via de administracion transdérmica como via alterna a la
oral ya existente en el mercado que presenta facilidad y comodidad para el paciente; en esta via de
administracién se administran los farmacos a través de la superficie cutanea, y que tiene una serie de ventajas
sobre la administracion oral, como son: el proporcionar una mayor concentracion inicial del farmaco en el punto
de administracion, evitar la irritacion gastrica y el metabolismo de primer paso por el higado. La administracién
transdérmica evita también el dolor, el trauma y el riesgo de infeccidén asociado con la inyeccion, y permite la
administracién a un area mayor de la que se puede conseguir mediante una inyeccion. Ademas, brinda la
posibilidad de mejorar el paso del farmaco con ayuda de agentes promotores fisicos como es el caso para este
proyecto de utilizar la sonoforesis como promotor de la penetracion transdérmica.

2. ANTECEDENTES

2.1 La piel.

La piel o cutis es una membrana dura, flexible e impermeable que recubre el cuerpo (Nigel Palastanga, y Col
2000). Es el érgano de mayor tamafio de la especie humana, con una superficie total de 1.6m2 y un peso de
unos 4 kilogramos aproximadamente, ademas de poseer un pH ligeramente acido de 5.5. Es elastica y mavil,
excepto en las zonas en las que se une al cuero cabelludo, las orejas, las palmas de las manos y las plantas de
los pies (David Le Vay, 2004).
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La coloracidn de la piel se debe a un pigmento llamado melanina (Nigel Palastanga, Derek Field y Roger Soames,
2000).

2.1.1 Funciones de la piel.
La piel tiene una serie de funciones (Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos):

e Proteger frente a distintos agentes externos como sustancias quimicas, microorganismos etc.

e Recibe estimulos a través de terminaciones nerviosas y de ahi van al cerebro que nos dice cdmo
debemos actuar.

e Barrera selectiva para distintas formas de energia: luminica, calorifica, etc.

e Transforma los rayos del sol en vitamina D, que es necesaria para el buen estado de los huesos.

e Nos permite recibir informacion del exterior como cambios bruscos de temperatura, ya sea calor o frio.

e Nos informa de patologias que haya en el medio interno que se manifiestan en la piel, ayudando al
diagndstico.

2.1.2 Estructura de la piel.
En su compleja estructura se diferencian varias capas: epidermis, dermis e hipodermis, cada una de ellas con
caracteristicas propias, representadas en la figura1 (Nigel Palastanga, Derek Field y Roger Soames, 2000).

4 ‘ 4 = hypodermis |

e
3
adipose »
tissue :g ¥ g
o / ",

Figura 1. Estructura morfoldgica de la piel.
(Piel y formas farmacéuticas, 2010)
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2.1.2.1 Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de nuestra piel. Se sitla encima de la dermis y estd formada casi
exclusivamente por células epiteliales. Las células mas profundas llamadas queratinocitos, estan vivas y
proliferan con gran rapidez, pasando gradualmente a la superficie. Al hacerlo se queratinizan y se llaman
corneocitos los cuales finalmente se desprenden de la piel cuando rozan con la ropa u otras superficies. La
epidermis es avascular, y en ella no hay terminaciones nerviosas (Joanna Kotcher Fuller,Joanna Ruth Fuller y
Elizabeth Ness, 2007).

Lo mas conveniente suele ser considerar que la epidermis se divide en cierto numero de capas (Fitzpatrick T.,
2009) sobre todo al referirse a la piel gruesa de la palma de las manos y de la planta de los pies. Estas capas,
de dentro a fuera reciben el nombre de estrato basal, estrato espinoso, estrato lucido, y finalmente estrato corneo
(Figura 2).

El estrato basal consiste de una sola capa de células adyacentes a la dermis. Es en esta capa, asi como en el
estrato espinoso, donde se forman las nuevas células que remplazan las que se aplanan al aproximarse al estrato
granuloso. Los estratos basal y espinoso suelen denominarse en conjunto zona germinal por su papel productor
de nuevas células. En conjunto, las capas restantes de la epidermis (estratos granuloso, Itcido y cérneo) reciben
el nombre de capa cdrnea. Es en el estrato granuloso donde las células se aplanan cada vez mas y se inicia el
proceso de queratinizacion. Las células comienzan a morir en esta capa. En el estrato granuloso y el estrato
corneo superficial se halla una capa final y relativamente transparente llamada estrato licido. En el estrato cdrneo
las células se desechan y es el estrato principalmente responsable de la barrera de permeabilidad de la piel.

Estrato cérneo

Estrato licido

Estrato granufosa

Figura 2. Estructura microscépica de la epidermis.
(Calatayud Pascual A. M., 2013)
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2.1.2.2. Dermis

La dermis es la capa de piel situada bajo la epidermis y firmemente conectado a ella. Tiene un espesor muy
superior al de esta Ultima y esta vascularizada. Desempefia una funcidn protectora, representa la segunda linea
de defensa contra los traumatismos. Alberga la mayoria de los receptores tactiles. Es el reticulo mas profundo de
colageno y fibras elasticas que, por lo general comprende la mayor parte del espesor de la piel. Se divide en una
capa superficial de textura fina llamada capa papilar, la cual, aunque claramente separada, se interdigita con la
epidermis, y una capa reticular mas profunda y &spera, que se mezcla gradualmente con el tejido conectivo
subcutaneo subyacente.

Las papilas dérmicas en proyeccidn suelen contener redes capilares que aproximan la sangre a la epidermis. La
capacidad de abrirse y cerrarse de estas redes es la responsable de la regulacion de la perdida de calor a través
de la piel, asi como la causante de que las personas se ruboricen cuando se ven en aprietos. Algunas papilas
contienen receptores tactiles, que son mas numerosos en areas de gran sensibilidad tactil (p.ej., las yemas de los
dedos) y menos abundantes en otras regiones (p.€j., la espalda).

2.1.2.3. Tejido conectivo subcutaneo

Se trata de una capa de tejido conectivo laxo que contiene tejido adiposo y fibras elasticas. La cantidad de tejido
adiposo subcuténeo varia segun las distintas partes del cuerpo y solo esta ausente en unas pocas regiones
(parpados, escroto, pene, pezones y areolas). La distribucién del tejido adiposo subcutaneo también difiere entre
hombres y mujeres, y constituye una caracteristica sexual secundaria de las mujeres, p.ej., las mamas y el
contorno redondo de las caderas. El tejido conectivo subcutaneo contiene vasos sanguineos vy linfaticos, las
raices de los foliculos pilosos, las partes secretoras de las glandulas sudoriparas, los nervios cutaneos y las
terminaciones sensitivas (Joanna Kotcher Fuller,Joanna Ruth Fuller y Elizabeth Ness, 2007).

2.2 Absorcion percutanea

La absorcién percutanea o transepidermal en el hombre y otros mamiferos se lleva a cabo primordialmente por
difusién pasiva e implica el paso de un farmaco a través de la piel hasta los capilares que irrigan la dermis, tras su
liberacion del sistema que lo incluye. Ya en la circulacion sistémica, se distribuye por todo el organismo hasta
alcanzar su lugar de accién (J. B. Wilkinson,R. J., 1990).

2.2.1. Rutas de penetracion de sustancias a través de la piel
Existen diferentes rutas de penetracion a través de la piel (Calatayud Pascual A. M., 2013) las cuales podemos
observar a continuacion en la tabla 1.
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Tabla 1. Rutas de penetracion de sustancias a través de la piel.

Rutas Transepidérmica Transcelular

de Intercelular
penetracion Transpendicular Transfolicular
Transudoripara

Transepidérmica: La mayoria de sustancias que permean a través de la piel, la atraviesan por esta via. A su
vez, las sustancias pueden seguir dos vias (Calatayud Pascual A. M., 2013) las cuales se observan en la figura
numero 3.
- Via Transcelular: La sustancia atraviesa varias veces los lipidos intercelulares, las bicapas lipidicas
y los corneocitos. En esta ruta, se realiza repartos repetidos entre regiones hidrofilicas y lipofilicas.

- Via Intercelular: Se considera la principal para la mayoria de las sustancias. Consiste en la difusion
a través de los espacios intercelulares del estrato corneo. La sustancia permeante atraviesa el
estrato corneo siguiendo un camino tortuoso a través de los lipidos de la matriz intercelular.

Transpendicular; El paso de sustancias a través de esta via se realiza por las glandulas sudoriparas y los
foliculos pilosebaceos. Debido a la pequefia superficie que ocupan los foliculos y la escasez de las glandulas
sudoriparas, la contribucion de esta ruta es préacticamente despreciable. Sin embargo, segun ciertos autores, esta
via puede ser utilizada propiamente por moléculas de gran volumen y caracter lipofilico (Lademann y col., 2005.,
Schaefer y Lademann, 2001) (Figura 4).

Via intercelular Via transcelular

Lipido Proteina

Espacio Acido graso

intercelular

Linid o X Membrana Col |
ipi ueratina s * ~olestero
pido 2 plasmatica Agua Citoplasma Ceramida . '

S Sulfato de colesterol

Figura 3. Esquema de via transepidérmica.
(Ariza Osorio M., 2004)
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- Transfolicular: Las moléculas difunden a través de la secrecion lipédfila de los foliculos pilosos y
poros sebaceos.

La via transfolicular es utilizada por moléculas cuya difusion a través del estrato corneo es muy baja,
debido a su tendencia a formar enlaces con puntos activos de la queratina, reduciendo su velocidad
de transporte. Moléculas grandes con algun grupo polar como los esteroides son las que mas la
utilizan. Esta ruta, no obstante, constituye menos del 1% de la superficie corporal.

- Transudoripara. Se ha visto que compuestos hidrofilos, con bajo peso molecular y algunos
electrolitos, difunden en el seno del liquido acuoso que contiene los conductos sudoriparos y
alcanzan la base de la glandula que se encuentra en contacto con numerosos vasos sanguineos
(dermis). No obstante esta via de penetracion representa Unicamente el 0.1 % de la superficie
corporal.

Foliculo
Glindula pilosebiceo

sudoripara

Figura 4. Esquema de la via transapendicular
(Ariza Osorio M., 2004)

2.2.2. Factores implicados en la absorcion transdérmica.
En la absorcion percutanea de sustancias, farmacos u otros xenobioticos, son muchos los factores implicados a
considerar, pudiéndose clasificar en dos grandes grupos (Calatayud Pascual A. M., 2013):

Factores bioldgicos: Estan relacionados con la propia naturaleza de la piel, por lo tanto existe una enorme
variabilidad interindividual. Estos factores se mencionan a continuacion:

a) Edad de la piel: Es un factor importante a tener en cuenta, ya que se ha podido comprobar que la
permeabilidad de la piel en individuos jovenes es mayor que en edades mas avanzadas (Mattar, 2011).
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b) Género: Aunque el contenido lipidico de la piel en determinadas zonas del cuerpo es distinto en hombres
y mujeres, no parece que el sexo sea un factor determinante en la penetracion cutdnea de farmacos
(Muizzuddin y col., 2010., Maibach, 2003).

c) Etnia: Wester y Maibach, admiten que existen diferencias frente a estimulos quimicos, en la piel de
personas de razas distintas. sugieren diferencias raciales en la absorcion de nitroglicerina transdérmica.
En el estudio, donde participan negros, caucasicos y asiaticos, los negros son los que presentan niveles
mas bajos de absorcion. La explicacion esta en el trabajo de Berty y Lipsky, (1995) que encuentran
diferencias fisicoquimicas entre la piel de negros y blancos. En los negros la adhesion celular y el
contenido de lipidos es mayor (Muizzddin y col 2010, Calatayud Pascual A. M. 2013).

d) Zona de aplicacion y estado de la piel: Si existen heridas, la piel estara destruida en mayor o menor
medida, y no realizara su funcién de barrera protectora. Wester y Maibach, afirman que cuando la piel
estd dafiada o enferma, la absorcion percutdnea se incrementa y la habilidad para protegerse de la
penetracion de sustancias quimicas disminuye. Las variaciones de la permeabilidad cutanea depende del
espesor de estrato corneo.

Segun Gibaldi, (1991) la capa de queratina y los foliculos pilosos varia segun la zona del cuerpo considerada,
por lo que hay que indicar bajo qué condiciones se realizan los estudios de penetracion cutanea. No es lo
mismo aplicar el medicamento sobre una piel lampifia; o si esta se ha afeitado, pues pueden eliminarse
numerosas capas del estrato corneo y aumentar la absorcion

Segun Barry, (1988), la difusion decrece en el siguiente orden: tronco, palmas y dorso de las manos, escroto
y postauricula, axilas y cuero cabelludo, brazo, pierna y planta de los pies.

e) Flujo sanguineo: Tiene también trascendencia importante las variaciones de flujo sanguineo. Al aumentar
el flujo sanguineo se reduce el tiempo de permanencia de las sustancias en la dermis y aumenta el
gradiente de concentracion de las mismas, favoreciendo su difusion desde la superficie cutanea hacia la
dermis. Cuando por alguna causa el flujo disminuye y no puede drenar la sustancia a medida que esta
penetra, este factor se convierte en el factor limitante de la absorcion del farmaco. De esta forma la
utilizacion de vasoconstrictores puede reducir el drenaje y, por tanto, la absorcion de sustancias a traves
de la pie (Cross y Roberts, 2008; Panchagnula y col., 2004).

Otro factor importante, también sujeto a posibles variaciones es la hidratacién del estrato coérneo, ya que
un aumento de la misma, tiene como consecuencia un incremento en la permeabilidad, particularmente
importante cuando se trata de moléculas polares (Williams, AC. y Barry, BW., 2004) como el glicerol.
Ademas, no hay que olvidar que determinadas patologias dermatolégicas (como ocurre en algunas
dermatitis, eczemas, psoriasis, etc.) producen una alteraciéon en las capas mas superficiales de la piel,
modificando la funcién barrera y como consecuencia, se ocasiona un aumento en la permeabilidad de la
misma.

Factores fisicoquimicos: Son los que se refieren, fundamentalmente, al farmaco y al vehiculo utilizado para su
aplicacion.
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a) Vehiculo: En principio la finalidad del vehiculo deberia ser unicamente depositar al farmaco en el lugar
donde debe absorberse (estrato corneo) en las condiciones dptimas, para que esa absorcion tenga lugar,
de forma que la misma solo dependa Unicamente de las caracteristicas fisicoquimicas del propio farmaco.
Sin embargo, el vehiculo puede modificar el grado de penetracion del farmaco interaccionando con el
mismo por afinidad, reteniéndolo y dificultando de ese modo su cesién.

b) Farmaco: De los aspectos relacionados con el principio activo (p.a), cabe resaltar como mas relevantes
en el proceso de absorcion:

> La concentracion del farmaco:

En general, segun la ley de Fick, la cantidad de sustancia que es capaz de absorberse a través de la piel, en
unidad de tiempo y superficie, son proporcionales a la concentracion del mismo en el vehiculo. Sin embargo,
esto no es siempre asi, porque cuando la concentracion del penetrante es muy elevada produce
modificaciones en la membrana, o se modifica el coeficiente de reparto entre el vehiculo y la barrera
cutanea.

» El coeficiente de difusion:

En el paso de las moléculas a través de membranas, la difusion viene determinada por la resistencia que
oponga el medio al desplazamiento de la misma. La resistencia que ofrece la membrana es funcién de las
caracteristicas fisicas del penetrante, de la viscosidad, de la temperatura y de las posibles interacciones del
p.a y vehiculo. Las moléculas de bajo PM difundiran con mayor facilidad que las de mayor PM, como han
probado.

» Enel caso de farmacos ionizables, el pH.

Diversos estudios han demostrado que existen diferencias significativas entre la absorcién percutdnea de un
compuesto, segun se encuentre en su forma ionizada o no ionizada. Principalmente se absorbe la forma no
ionizada, aunque también existe absorcidn a un pH tal que el compuesto esté totalmente ionizado (Ariza O.,
2014).

2.2.3. Mecanismo de permeacion
El transporte de moléculas a través del estrato corneo puede ser expresado por la primera ley de Fick:

_ (D.K.AC)
==

J=Flujo del farmaco (ug x cm2x seg).

K= Coeficiente de particidn entre el estrato cdrneo y el vehiculo del farmaco.
D=Coeficiente de difusién del farmaco en el estrato cérneo (cm? /seg).

L= Grosor del estrato cdrneo (cm).

AC= Diferencia de Concentracion a través de la membrana (jug/cms).

Las unidades de flujo, se expresan por unidad de area de la piel. Esto significa que la cantidad de farmaco
liberado a través de la piel por unidad de tiempo es dependiente del area que cubre el sistema para la liberacion
transdérmica.
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En un sistema ideal debe haber una relacion lineal entre la velocidad de difusion y la concentracion del
penetrante. El flujo maximo sera cuando la concentracion del farmaco se incrementa hasta el limite de su
solubilidad. Sin embargo, es posible tener sistemas de administracion en los que el principio activo, esta a
supersaturacion. La estabilidad puede incrementarse por un polimero antinucleante apropiado (Ariza O., 2014).

Segun la primera ley de Fick, la cantidad de soluto “M” que atraviesa una seccion “s” de una barrera en la unidad
de tiempo ", resulta ser directamente proporcional al gradiente de concentracion, dC/dx:

am dc
sdt dx

J=

Dénde: J es el flujo de materia que difunde (moles/cm? seg 6 glcm2seg).
M es la masa (g).

S es la superficie de la membrana (cm?).

T es el tiempo (seg).

D es el coeficiente de difusion del principio activo (cm?/seg).
C es la concentracion del principio activo (moles/cm? 6 g/cms3).
x es el espesor de la capa de difusion (cm).
El signo negativo hace referencia al sentido opuesto de los vectores de flujo y gradiente de concentracién: el
coeficiente de difusion “D” o difusividad puede no permanecer constante, cambiando su valor a elevadas
concentraciones.
La primera ley de Fick puede ser usada para describir la permeacion cutanea de farmacos, sin embargo, el
gradiente de concentracion a través del tejido de la piel no puede medirse faciimente, pero se puede aproximar
por el producto del coeficiente de permeabilidad (Ps) y la diferencia de concentracion a través de la piel (Cs).
El flujo transdérmico en estado estacionario (Js), a través de la barrera de la piel se expresa como:

Js =Ps*Cs

Donde Ps es el coeficiente de permeabilidad (cm?#seg), el cual se define como la cantidad de farmaco que pasa
por una seccion de membrana en un determinado tiempo:

P K D
= * —
S h

Donde K es el coeficiente de particion y h es el espesor de la piel.

2.3 Via de Administracion Transdérmica
Las posibles vias de entrada de los medicamentos al organismo se pueden dividir en dos grandes grupos: vias
entéricas o entérales y vias parenterales.
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En la administracion enteral, el farmaco se coloca directamente en el tracto gastrointestinal, poniéndolo de bajo
de la lengua (sublingual, s.1.), deglutiéndolo (oral, p.0.), 0 colocandolo en el recto a través del esfinter anal (rectal,
V.r).

En la administracion parenteral no se utiliza el tubo digestivo. Las vias parenterales méas comunes son la via
subcutanea (s.c.), la intramuscular (i.m.) y la intravenosa o endovenosa (i.v.) (Saénz C, D., 2000).

La via de administracién transdérmica provee una alternativa para aquellos farmacos potencialmente toxicos
cuando son administradas por otras vias, para terapias prolongadas y de remplazo. Los farmacos aplicados sobre
la piel, sobre un sitio bien definido, permiten al farmaco difundir desde el estrato cérneo hasta la hipodermis e
ingresar al torrente sanguineo produciendo un efecto sistémico. (Remington A., 2003). Asi pues, en la actualidad
los objetivos principales en la administracion percutanea de farmacos son:

s+ Conseguir una accion local del farmaco en algun estrato de la piel
+¢ Alcanzar niveles plasmaticos eficaces.

*

2.3.1 Ventajas e inconvenientes de la administracién de farmacos por via transdérmica.

La via de administracién transdérmica presenta una serie de ventajas sobre las vias entérales debido a que esta
evita el paso al tracto gastrointestinal, tales ventajas se mencionan en la tabla 2 (Calatayud Pascual A. M., 2013),
asi mismo presenta retos impuestos por la barrera de permeabilidad de la piel las cuales se mencionan en la
tabla 3 (Ganem, R, A., 2011).

Tabla 2. Ventajas de la administracion transdérmica.
Gran area superficial.
Facilmente accesible.
No invasiva 0 minimamente invasiva.
Posibilidad tanto de accidn local, como de liberacion sistémica.
Posibilidad de lograr una liberacién sostenida y/o controlada (figura 5).
Evita degradacion en tracto gastrointestinal por accion quimica o enzimatica y el efecto de primer paso
hepatico.
Eliminacion de restricciones dietarias asociadas a la via oral.
Carencia de efecto irritante local sobre el tubo digestivo.
Permite reducir la frecuencia de administracion y las dosis de principio activo (figura 6).
Util para farmacos con tiempo de vida media corta.
Posibilidad de autoadministracion.
Buena aceptacion por parte del paciente.
No es afectada por limitaciones fisiologicas propias de la via oral como el vaciamiento gastrico, la
motilidad intestinal.
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Sistema transdérmico

Administracion oral

~— ]

Concentracion plasmatica

Concentracion plasmética

—

Dosis

Tiempo

Tiempo

rrrrrrrreett

Dosis

Intervalo

terapéutico

Figura 5. Niveles plasmaticos obtenidos tras la administracion de un farmaco desde un sistema
transdérmico y una forma farmacéutica de administracion oral. (Calatayud Pascual A. M., 2013)
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Figura 6. Diferentes perfiles en sangre de un farmaco administrado via oral, intravenosa y transdérmica.

(Calatayud Pascual A. M., 2013)
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Tabla 3. Inconvenientes de la via de administracion transdérmica.

El estrato corneo, brinda proteccion contra la entrada de agentes externos, lo que limita el transporte de
farmacos.

Baja permeabilidad para moléculas de alto peso molecular (<500Da) e hidrofilicas (e.g., péptidos y
proteinas)

Hasta ahora el numero de farmacos incluidos en formulaciones transdérmicas se ha limitado a moléculas
de peso molecular bajo (<500 Da), potencia elevada (<50mg/dia) y lipofilia intermedia.

Se requieren dispositivos 0 métodos que permitan liberar moléculas hidrofilicas y de elevado peso
molecular de manera controlada y reproducible.

Es indispensable que la barrera de permeabilidad se vea comprometida de manera reversible,
recuperando su funcién natural de barrera una vez concluido el tratamiento.

2.4. Sistemas Terapéuticos Transdérmicos (S.T.T.)

Dentro del conjunto de los Sistemas Terapéuticos, puede afirmarse que los S.T.T. representan en el momento
presente, la maxima actualidad e interés, sobre todo por lo que respecta a la aplicacion clinica inmediata de tales
sistemas. Ello es debido, entre otras razones, a las ventajas que ofrece la via transdérmica para la administracién
de medicamentos.

Los sistemas Terapéuticos Transdérmicos o Sistemas Percutaneos (TTS) como ya se mencion6 son formas de
aplicacién sobre la piel. En la via transdérmica, a diferencia de la via tdpica propiamente dicha, el farmaco
liberado llegara hasta la circulacién sanguinea produciendo una accién a nivel general (Marcotegui R, F 2000).

El desarrollo de los sistemas transdérmicos ha incursionado en las areas de la terapéutica, cosmecéutica,
productos de venta libre y cuidado personal (Calatayud Pascual A. M., 2013).

Los sistemas transdérmicos han dado lugar a la forma farmacéutica denominada parche transdérmico que,
oportunamente perfeccionada, se aproxima bastante al sistema terapéutico ideal: liberacion constante del
principio activo controlada por el sistema, asi como regulacion simple de la duracidn del tratamiento por mera
adherencia y retirada de la piel (Sufie N., 2007).

2.4.1. Estructura fundamental de los Sistemas Terapéuticos Transdérmicos
En términos generales, un S.T.T, o en lenguaje comun, parche cutaneo, queda configurado por los siguientes
elementos (Fernandez A, M., 2008):

v" Cubierta protectora exterior: le da impermeabilidad y oclusividad al parche, le da proteccion al p.a. y evita
la evaporacidn de su contenido hidrico.
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v" Reservorio conteniendo el farmaco: Es una matriz de caracter lipéfilo o hidréfobo, que incluye la mayor
parte de ingredientes activos y que permite su liberacion sostenida. Puede hallarse en forma de gel,
emulsion, suspension, etc.

v Membrana microporosa controladora de la liberacién del principio activo: Permite la difusion controlada
de los ingredientes incorporados en el reservorio.

v" Superficie o capa adhesiva: Constituida por un polimero adhesivo que garantiza un contacto piel-parche
adecuada y estable. Esta puede hallarse en toda la superficie del sistema o Unicamente en sus bordes, y

de este modo facilitar su anclaje.

v’ Pelicula protectora del sistema: debe eliminarse de su aplicacion. Su funcion es exclusivamente
protectora.

Enla Figura7, se muestra el esquema de un STT (Allevato, M, A., 2007).

TR TP TP Tmsmssrrrmssees | ([ Ic| p{ﬂmﬂfu externag

reservano del farmaco (suspensidn, gel,
filrn)

e erereerrs  gfribrana para controlar la Bberacidn en
el caso de sistemas de resenvorio

e Capa adhesiva

capa protectora interna (para ser removida)

Figura 7. Esquema de Parche Transdérmico.

2.4.2. Clasificacion de los Parches Transdérmicos
Lo que distingue fundamentalmente unos STT de otros son las caracteristicas del sistema controlador de
liberacion. En funcién del mismo, los parches pueden ser:

+ Sistemas de depdsito o reservorio: El sistema liberador es una membrana, polimérica porosa de
permeabilidad selectiva que crea un sistema de liberacion controlada.

+ Sistemas matriciales: Constituidos por un disco polimérico hidrofilico o hidrofobico, de grosor y area
definidas, en la cual estan uniformemente dispersado el farmaco. No existe membrana de control.

+ Sistemas mixtos: Este grupo incluye sistemas que llevan reservorio de principio activo y matriz de
difusién.
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Normalmente, los sistemas con membrana de control permiten incorporar mas cantidad de principio activo y
también agentes optimizadores de la absorcion en el reservorio. Existe el peligro, sin embargo, de una liberacién
masiva del producto si la membrana se deteriorase por algiin motivo. En los sistemas matriciales, en cambio, no
existe este riesgo; y tienen dimensiones mas pequefas, especialmente los de matriz adhesiva (Serna, J .y col.
2000).

2.4.3 Forma de administracion de los Sistemas Terapéuticos Transdérmicos
El uso correcto de los dispositivos transdérmicos implica las siguientes fases:

e Lavar bien la piel y secar.

o Escoger una zona libre de vello.

« Quitar el envase protector del parche.

o Facilitar la adhesién del parche, mediante leve presién con las manos.

o No deben partirse nunca los parches.

o Cambiar la zona de aplicacidn en cada parche, para evitar reacciones alérgicas locales.

2.4.4 Efectos adversos de los STT

La irritacion, dermatitis o eritema suelen ser las reacciones adversas mas frecuentes y son uno de los principales
inconvenientes de los STT. Se desconoce la prevalencia exacta de las reacciones de los STT, pero el resultado
de varios estudios indica que algunos de los pacientes experimentan alguna reaccion en la piel.

En general las reacciones adversas se dan por tres factores principales:

a) Eltipo de parche: Las reacciones adversas se dan mas frecuentemente en los parches de tipo matricial.
b) El principio activo: Se han detectado reacciones adversas en parches de nicotina y nitroglicerina.

c) Excipientes: Algunas sustancias, como la glicerina, etanol y adhesivos.

2.5 Agentes promotores de la penetracion

El nimero de farmacos capaces de atravesar por si mismos el estrato corneo en cantidad suficiente para acceder
a la circulacion sanguinea y producir una respuesta terapéutica es reducido. Por lo que es importante incrementar
la penetracion de farmacos a través de la piel (Allevato, M, A., 2007).

Actualmente un considerable esfuerzo se dirige a reducir la funcién barrera del estrato cdrneo, de modo que
mediante un parche de tamafio razonable pueda ser administrada una dosis efectiva, y asi conseguir que el
sistema de liberacién mantenga el control de la velocidad de absorcién. Para tal fin, se han desarrollado diversas
metodologias esquematizadas en la tabla 4. Entre ellos se destacan promotores quimicos y fisicos de la
absorcion transdérmica (Alexander y col., 2012; Hadgraft y Lane, 2005; Rizwan y col., 2009; Subedi y col., 2010).
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Un promotor de la absorcion transdérmica debe reunir diversas caracteristicas:

» Ser farmacoldgico y fisicoquimicamente inerte y estable.

» Ser potente, con actividad especifica y producir efectos reversibles en la piel.
» Compatible con el farmaco y el resto de excipientes de la formulacion.
» No debe de producir irritacion, ni ser sensibilizante o fototoxico.
» Poseer buenas caracteristicas organolépticas.
Tabla 4. Estrategias para incrementar la absorcion transdérmica.
Método Mecanismo Ventajas/Limitaciones Referencia
Derivados  sufren una | Se incrementa la liofilia de
Profarmacos biotransformacién que origina | ciertos farmacos facilitando su
la molécula terapéuticamente | penetracién. Se utiliza mas | Sloany col., 2001.
activa. para un efecto local.
Son los mas utilizados desde
Sistemas  coloidales que | los afios 60. Presentan
Liposomas transportan sustancias | limitaciones en la estabilidad | Nada y col., 2006; Pierre y
hidrofiicas en su seno | fisica y quimica, dificultad de | Do ~ Santos  Miranda.,
acuoso o lipofilicas en la | escalado industrial y 2011.
membrana. variabilidad bioldgica.
La inclusién en formulaciones
Promotores Sustancias  quimicas  de | topicas, en la actualidad esta
quimicos diversa  naturaleza  que | limitada por sensibilizacion e | Ahady col., 2009.

alteran la barrera de la piel.

irritacion.

lontoforesis

Aplicaciébn ~ de  corriente
eléctrica durante un periodo
de tiempo corto provocando
movimiento de iones a través
de la membrana bajo el
efecto del campo eléctrico
creado.  Método fisico:
electrorepulsion/electro6smos
is.

Técnica no invasiva que
promueve paso de farmacos.
Maxima densidad de corriente
en humanos (0.5mA/cm?),
produce en la piel
modificaciones y util en un
tamafio de molécula no
superior a 7000 Da.

Guy y col., 2000.
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Electroporacion

Método fisico que consiste en
la creacion de poros acuosos
tras exposicion de voltajes
elevados  (30-100  Vicm)
durante tiempos muy cortos

La conductancia eléctrica y
permeabilidad se incrementan
y, dependiendo de la magnitud
y duracion del pulso aplicado,
el efecto es reversible o

Charoo y col., 2010; Denet
y col, 2004.

Sonoforesis

(10 microsegundos — 500 | irreversible.
microsegundos.
Cavitacién  (oscilacién  de

pequefias bolsas de aire) y
fluidificacion lipidica debido a
un aumento de temperatura
por aplica ion de ultrasonidos.

Bajas frecuencias inducen una
mayor perturbacion en la
funcion de barrera de la piel.

Santoianni y col., 2004.

Microagujas

Microperforaciones que
producen el paso directo a
través del estrato cérneo sin
romper ni estimular nervios
de tejidos profundos

Administracién de moléculas
grandes como  péptidos,
proteinas y vacunas.

Bariya y col., 2012; Pettis y
Havey, 2012.

2.5.1 Promotores quimicos.
Consiste en el empleo de sustancias quimicas de diversa naturaleza susceptibles de incrementar la absorcion
transdérmica de farmacos. Estas sustancias tienen la capacidad de alterar las propiedades de barrera de la piel,
reduciendo de manera reversible el grosor del estrato corneo. Estos promotores se clasifican segun su estructura
quimica como se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Clasificacion de los promotores quimicos.

Alcoholes Mojan y distorsionan la estructura de los lipidos del
estrato corneo.

Amidas Tienen la capacidad de interaccionar en la
estructura lipidica de la piel

Aminoacidos Interaccionan a nivel de la estructura proteica de la
piel.
Azona Fluidifican lipidos de los canales intercelulares, es

de los mas utilizados.

Aceites Esenciales Fluidifican y disrumpen los lipidos del estrato
corneo, aumentando el coeficiente de reparto.

Acidos Grasos y esteres de acidos grasos Interacttan con los lipidos del estrato cérneo pero
también con la estructura proteica.

N-alquil pirrolidonas Humectan la estructura del estrato corneo y
facilitan la absorcion del activo.

Macrélidos Aumentan la solubilidad del farmaco en la
superficie de la piel y facilitan absorcién del activo

Sulféxidos Fluidifican lipidos del estrato corneo.

2.5.2 Promotores fisicos.

La mayoria de estos métodos se basa en la aplicacion de corrientes y/o campos eléctricos para facilitar el paso a
través de la piel de los farmacos (Palma S. y col., 2007). Son métodos ligeramente invasivos que tienen como
principal funcién causar una desorganizacién o ruptura en el estrato corneo, sin provocar dolor en el paciente. Se
clasifican segun su sitio de accion; Sobre la molécula (iontoforesis), o sobre la piel (microagujas, sonoforesis,
electroporacion) (Velazquez T, C., 2014).
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IONTOFORESIS: Se conoce asi al método fisico mas utilizado con el fin de incrementar el paso de farmacos a
través de la barrera cutanea. Es una técnica no invasiva en la cual los iones activos atraviesan la piel a través de
los orificios de las gldndulas sudoriparas, sebaceas y foliculos pilosos donde la impedancia de estas zonas es
menor (Salinas F, y col., 2000).

Traspasada la epidermis, los iones del electrodo activo se almacenan y actuan de forma local prolongado el
efecto durante horas o dias. Asimismo, el dep6sito de estos iones bajo la piel parece que altera su pH y ejerce
una estimulacién quimica alrededor de los receptores y las terminaciones nerviosas libres, provocando sobre el
sistema vegetativo una accién terapéutica al activar reflejos viscero-cutaneos. Por todo lo anteriormente
comentado, la iontoforesis nos permite introducir sustancias a través de la piel y evitar el paso a través de la
mucosa gastrica y sobrecarga del tubo digestivo o la necesidad de una inyeccién parenteral (Guodemar P. Col.,
2004).

ELECTROPORACION: Consiste en la emision de una onda electromagnética (con predominio del campo
eléctrico) pulsada, atérmica y no ionizable con la finalidad de producir una alteracion en el potencial de
membrana. Esta alteracion provoca una electrorrotacion de los lipidos con la consiguiente apertura momentanea
de los poros para el ingreso de sustancias hacia su interior. Este mecanismo tiene la particularidad de ser
reversible y transitorio debido a la caracteristica de la corriente: pulsada, modulada, o no constante. La
electroporacion permite introducir tanto micro como macromoléculas, inclusive mayores a 800.000 Dalton como el
acido hialurénico o la heparina, o de 500.000 Dalton como el colageno (GOGROUP, 2000).

MICROAGUJAS: Son microestructuras con agujas de tamafio micrométrico que crean microporos en el estrato
corneo de la piel y permiten el pasaje de moléculas, pero no generan dolor ni sangrado. Las estructuras estan
hechas de cristales de silicona, titanio y polimeros especiales biocompatibles y biodegradables. Estos microporos
disminuyen la resistencia del estrato corneo a la difusion (Figura 8) (Allevato, M., 2007).

Figura 8. Rodillo con microagujas
(Allevato, M., 2007)
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2.5.3 Sonoforesis

El primer documento escrito en el que se recoge la utilizacion de ultrasonido para favorecer la administracion de
farmacos a través de la piel fue publicado en 1954. Griffin y Cols; realizaron una serie de estudios en los que se
evaluaba la localizacion y profundidad de la administracion de cortisona y los efectos de variar los parametros del
ultrasonido sobre la sonoforesis de cortisona. Los autores de estos primeros estudios propusieron que el
ultrasonido mejoraba el efecto de los farmacos, al ejercer presion sobre ellos impulsandolos a través de la piel.

La sonoforesis o fonoforesis es un sistema de transporte transdérmico que utiliza los ultrasonidos terapéuticos
para facilitar la penetracion de los medicamentos aplicados tépicamente (Figura 9) (Gil C., 2006).

Figura 9. Representacion de la sonoforesis.

Los ultrasonidos son ondas mecanicas del tipo de las del sonido, pero con frecuencias superiores a los 16.000
hercios (Hz), lo que las hace inaudibles para el oido humano. Las ondas mecénicas se propagan por un medio
determinado, aprovechando las caracteristicas elasticas de ese medio, y son capaces de transmitir energia de un
punto a otro a través del mismo. Las particulas que lo forman simplemente oscilan transmitiendo esa vibracion a
la particula mas inmediata. Por eso, los ultrasonidos son ondas mecanicas (compresiones y rarefacciones
periddicas) que, desde un foco emisor, se propagan por las particulas del medio, como un movimiento
ondulatorio, a una velocidad determinada. La necesidad de un medio que vibre explica la imposibilidad de
transmision del sonido en el vacio. La fuente de ondas de sonido en un dispositivo ULTS biomédica es un
transductor de cristal piezoeléctrico.

El cristal puede ser de cuarzo u otro material policristalino, tales como el plomo-zirconato-titanio o titanato de
bario. Las ondas de sonido se producen en respuesta a un impulso eléctrico en el cristal piezoeléctrico, lo que
permite la conversion de eléctrica en energia mecanica o vibracion.
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Mecanismo de accion
El efecto terapéutico de los ultrasonidos es complejo y estd determinado por diferentes efectos, que se
entremezclan. Los cambios biologicos observados son:

Accioén térmica: la energia de los ultrasonidos absorbida por los tejidos por el haz termina transformandose en
calor y aumentando la temperatura de la zona tratada. Las moléculas de los tejidos se someten a vibraciones de
elevada frecuencia y, como consecuencia del rozamiento, la energia mecéanica adquirida por las moléculas se
transforma en calor. En una aplicacion fija, la temperatura puede elevarse a los pocos segundos, alrededor de los
6°C en la zona cercana al transductor y 3°C en zonas mas alejadas. Es el flujo sanguineo el que evita que la
zona se recaliente demasiado al sustraer calor de la misma.

Accion mecanica: los ultrasonidos pueden asimilarse a una vibraciéon que produce ondas de presion en los
tejidos, siendo sometidos a movimientos ritmicos de presién y traccién, que producen una especie de
micromasaje celular, con modificaciones de la permeabilidad y mejora de los procesos de difusion. El
metabolismo celular esta aumentado, a lo que contribuye también la vasodilatacion inducida por el calor. Los
efectos mecanicos sobre los liquidos son mucho menos importantes, exceptuando los fenémenos de cavitacion y
seudocavitacion.

Las moléculas de los medicamentos pueden penetrar en el epitelio transcelular o intercelular a través de los
canales existentes entre las células, por la difusion es mas facil a través de los foliculos capilares, las glandulas
sebaceas y los conductos sudoriparos. Los foliculos capilares son el primer medio de difusion de los
medicamentos. La aplicacion de calor previa a la administracion de los medicamentos puede dilatar los foliculos
pilosos y aumentar la energia cinética y el movimiento de las particulas en el area que hay que tratar, lo que
facilita su absorcioén.

Tanto los ultrasonidos continuos como los pulsatiles pueden aumentar la difusion de los medicamentos aplicados
topicamente. El calor generado aumenta la energia cinética de las moléculas, dilata los puntos de entrada de los
foliculos pilosos y las glandulas sudoriparas, y aumenta la circulacion del area tratada, lo que permite una mayor
difusion a través del estrato corneo. También las caracteristicas de las ondas sonicas aumentan la difusion de los
medicamentos, y ya que las vibraciones cambian el potencial de reposo o provocan modificaciones de la
permeabilidad de la membrana (Garis L., 2010).

La frecuencia del ultrasonido es el parametro que mas se ha investigado en la aplicacion de la sonoforesis. En la
actualidad, consideran que la frecuencia de ultrasonido mas bajas, de entre 20 y 100 Kmz (es decir, mucho mas
bajas que la utilizada normalmente con fines terapéuticos) son las mas eficaces para aumentar la permeabilidad
de la piel.

Se recomienda no administrar el farmaco por sonoforesis, si el paciente esta recibiendo ya un farmaco del mismo
tipo por otra via de administracién, porque en este caso se aumenta el riesgo de que aparezcan efectos adversos.

Pagina 29



Por ejemplo, si un paciente con artritis reumatoide o asma esta tomando corticoesteroides por via oral, no se
debe administrar ningun esteroide por sonoforesis (Quifionez G., 2014).
Los medicamentos mas utilizados en la sonoforesis se muestran a continuacion en la tabla 6:

Tabla 6. Farmacos utilizados con sonoforesis.

FARMACOS MEDICAMENTOS
Anestésicos Lidocaina
Sustancias irritantes Mentol
Antinflamatorios No esteroideos Salicilatos
Diclofenaco
Esteroideos Hidrocortisona y
dexametasona
Otros Heparina sddica

La sonoforesis es capaz de ampliar la gama de compuestos que pueden ser entregados por via transdérmica.
Ademas de los beneficios de evitar el efecto de primer paso hepatico y mayor cumplimiento terapéutico del
paciente, las ventajas y desventajas de la técnica sonoforesis se muestran a continuacién en la tabla 7 (Escobar-
Chavez. y col., 2009).

Tabla 7. Ventajas de la sonoforesis.

VENTAJAS DESVENTAJAS
La penetracion del farmaco es mejor sobre el No hay hormigueo, enrojecimiento o ardor
transporte pasivo.
Permite el control estricto de la penetracion El estrato cdmeo debe estar intacto para una
transdérmica. adecuada penetracion de farmacos.
Permite una rapida administracion de
farmacos.
La piel permanece intacta, por lo tanto hay un
bajo riesgo de infeccion introduccion.
Evita la ansiedad y no es dolorosa como la
inyeccion.
No es inmunolégicamente sensibilizante
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2.6 Métodos para la cuantificacion farmacos

En la actualidad existen varios métodos que nos permiten medir la absorcion percuténea. El objetivo es estimar
la concentracidn de farmaco que penetra la piel.

2.6.1 Métodos in vitro.
Estos métodos presentan ventaja sobre los in vivo, debido a en estos ultimos se lleva un control en diferentes
parametros como la edad, sexo, efc.

Celdas de Franz:
Las celdas de Franz (Figura 10) representan, desde su desarrollo en 1975, uno de los principales métodos

utilizados para evaluar la penetracion transepitelial y a partir de los ultimos afios, la liberacion de farmacos.
Constituyen un sistema compuesto por dos camaras, una donadora y ofra receptora, separadas por una
membrana de origen animal, humana o sintética que permite evaluar la difusion de moléculas biolégicamente
activas de una camara a otra.

En el compartimento superior se adiciona una solucién o dispersién que contiene el compuesto activo y en el
inferior se toman las muestras correspondientes, que posteriormente son cuantificadas mediante técnicas
analiticas como UV y HPLC (Baena Y.,y col., 2011).

Compartimento

donador *

Capa amarilla (PT)
Capa rosa {Piel

—

e

{— Cdmara receptara

{_ Acceso para

Pinzas de soporte
- muestreo

{unen las dos celdas)

BATt3 MAENECE —| 1 '\ Medio liquido

Figura 10. Esquema de una celda de Franz.
(BaenaY.,y col., 2011)
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2.6.2 Métodos in vivo
Son métodos mas complejos ya que intervienen diferentes factores como sexo, edad, raza, etc.

MICRODIALISIS: La microdiélisis es una técnica que permite seguir los cambios de sustancias enddgenas o
exogenas presentes en cualquier compartimento extracelular.

Consiste en cambio de moléculas a través de una membrana porosa, siguiendo gradientes de concentracion. Se
caracteriza por ser una técnica poco invasiva que nos permite evaluar la penetrabilidad de farmacos aplicados
localmente, las principales limitaciones son el reflejo de la interaccion entre el farmaco en estudio (basado en sus
propiedades fisicoquimicas, hidrosolubilidad/liposolubilidad, pka, etc). Sin embargo, las muestras son de muy
pequefio volumen y con analitos en bajas concentraciones, lo que hace necesario disponer de técnicas analiticas
muy sensibles (Velazquez T., 2014).

TAPE STRIPPING:
El “tape-stripping” es una técnica minimamente invasiva que estad cada vez mas aceptada y consiente en la

aplicacion y retirada secuencial de tiras adhesivas en la superficie de la piel como se ejemplifica en la figura 11.
En teoria, una tira adhesiva quita una capa de corneocitos. In vivo normalmente se realiza en el antebrazo, se
requiere cerca de 30 tiras para eliminar la mayor parte de la capa cornea. Sin embargo por lo general, la cantidad
de estrato corneo eliminado no es linealmente proporcional al numero de cintas adhesivas (Escobar-Chavez y
col., 2008).

El procedimiento es relativamente indoloro y no invasivo, dado que sélo las células muertas, los corneocitos
embebidos en la matriz intercelular, se eliminan. Ademas, se ha demostrado que tras las aplicaciones de las tiras,
existe una respuesta reparadora homeostatica en la epidermis que provoca un rapido restablecimiento de la
funcidn barrera (Bashir y col., 2001).

Se han considerado diversos enfoques para cuantificar la cantidad de estrato. El procedimiento fundamental,
necesario para validar todos los demas, consiste en cuantificar el estrato cdrneo eliminado. Para ello se debe
pesar cada tira adhesiva antes y después de su aplicacion sobre la superficie de la piel (figura 11).

La técnica de tape-stripping parece ser simple y facil de realizar, sin embargo hay diferentes parametros que
pueden influir en la cantidad de estrato cérneo extraido por pedazo de tira adhesiva. Influye en los resultados el
hecho de que estos se hayan obtenido in vivo o in vitro (Bashir y col., 2001; Herkenne y col., 2006), la parte
anatémica del cuerpo y las diferencias individuales (Breternitz y col., 2007).
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Tira adhesiva

Capa superficial g
Capa profunda

Corneocitos

Estrato corneo

Epidermis

Figura 11. llustracion de la técnica “tape-stripping”
(Escobar-Chavez y col., 2008)

Asi pues, mediante la aplicacién de tiras adhesivas que se retiran secuencialmente, es posible examinar la
localizacién y distribuciéon de sustancias en el estrato cdrneo, y posterior determinacién de los pardmetros
farmacocinéticos  (Alberti y col., 2001) asi como investigar la integridad del estrato cémeo mediante la
cuantificacion del mismo (Escobar-Chavez y col., 2008), se utiliza para investigar patologias cutaneas tales como
enfermedades inflamatorias o neoplasicas o controlar la expresion génica. Asi mismo, es una buena metodologia
para evaluar la biodisponibilidad local de farmacos cuya diana terapéutica sea el mismo estrato cérneo.

2.7 Dislipidemias

Las dislipidemias son el aumento del colesterol o de triglicéridos, o ambos, en el plasma sanguineo. Estas
enfermedades se clasifican en aisladas (una u otro 0 mixtas, pudiendo siempre tratarse de patologias de causa
genética o0 ambiental (dieta, actividad fisica, obesidad) (Zepeda N., Col., 2000).

Su busqueda intencionada es indispensable para un diagnostico y tratamiento oportuno. Las dislipidemias se
clasifican por sindromes que engloban una variedad de etiologias y distintos riesgos cardiovasculares. Se debe
establecer su etiologia y probabilidad de sufrir un evento cardiovascular.

2.7.1 Etiologia

Pueden ser causadas por defectos genéticos (dislipidemias primarias), 0 ser consecuencia de patologias o de
factores ambientales (dislipidemias secundarias). En muchas ocasiones, los defectos genéticos requieren de la
presencia de factores secundarios para expresarse clinicamente (dislipidemias de etiologia mixta).

> Defectos genéticos: Las principales dislipidemias de causa genética son la Hipercolesterolemia
Familiar, la Dislipidemia Familiar Combinada, la Hipercolesterolemia  Poligénica, la
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Disbetalipoproteinemia, las Hipertrigliceridemias Familiares y el déficit de HDL. Su prevalencia a nivel
poblacional es alrededor del 4 %, lo que sube a 30-40% en poblacién portadora de cardiopatia coronaria.
> Patologias causantes de dislipidemias: Las principales son la obesidad, la Diabetes Mellitus, el
hipotiroidismo, la colestasia, la insuficiencia renal y el sindrome nefrético.
> Factores ambientales: Los principales son cambios cuali y cuantitativos de la dieta y algunas drogas

2.7.2 Clasificacion de las dislipidemias
Se utiliza una clasificacion clinica de estas patologias metabdlicas:

1) Hipercolesterolemia aislada. Se asocia a patologias como el hipotiroidismo, el sindrome nefrético en
etapa avanzada y a la colestasis. Los principales factores ambientales son un consumo excesivo de
colesterol, grasas saturadas y trans-acidos grasos y el uso de andrégenos, progestagenos y anabdlicos
de origen androgénico.

2) Hipertrigliceridemia aislada. En general, corresponden a defectos leves a moderados del metabolismo
de lipoproteina de muy baja densidad VLDL

3) Hiperlipidemia mixta. Una de las caracteristicas de esta forma de dislipidemia es su multicausalidad,
con concurrencia de factores genéticos, patologicos asociados y ambientales que interfieren con el
metabolismo de las lipoproteinas.

La clasica clasificacion de Fredrickson divide a las hiperlipidemias en seis grupos segun los patrones de aumento
de lipidos y de lipoproteinas: |, lla, llb, lll, IV'y V (tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion de Fredrickson de las dislipidemias.

I Quilomicrones Triglicéridos
lla LDL Colesterol
lib LDL y VLDL Colesterol y Triglicéridos
Il VLDL y residuos de quilomicrones Triglicéridos y colesterol
\% VLDL Triglicéridos

V Quilomicrones Triglicéridos y colesterol
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2.7.3 Diagnéstico clinico

Se basa en las alteraciones de los niveles séricos, de las lipoproteinas y de sus lipidos y/o de la presencia de
depdsitos de ellos en la piel y tendones. La determinacion cuantitativa de las lipoproteinas es compleja, de tal
manera que el diagnostico se hace con la evaluacion de sus lipidos componentes.

Lipidos Séricos:

1)

Test de quilomicrones: El suero obtenido en condiciones de ayuno de 12 horas, se deja reposar durante
24 horas a 4° C. Cuando existen quilomicrones aparece un sobrenadante cremoso en su superficie. En
condiciones normales este test es negativo.

Colesterol total: Su determinacion refleja el contenido de colesterol de todas las fracciones lipoprotéicas.
Triglicéridos: Refleja el contenido de triglicéridos de todas las fracciones lipoprotéicas.

Colesterol de HDL: La precipitacion quimica de las VLDL, IDL y LDL vy la ulterior determinacion del
colesterol en el sobrenadante, permite cuantificar el colesterol de esta fraccion.

Relacion Colesterol total/Colesterol HDL (C-total/C-HDL): Utilizando la medicidn del colesterol total y
la del colesterol de HDL, se puede estimar esta relacién cuyo valor deseable como indice de riesgo
cardiovascular debe ser menor de 4,5.

Xantomas cutaneos y tendinosos: Un porcentaje de las dislipidemias, especialmente las mas severas, se
manifiestan por depositos (xantomas) cutdneos y tendinosos. Dentro de éstos deben destacarse:

1)

Xantelasmas: placas solevantadas de color amarillento, ubicadas en los parpados, pudiendo
comprometer toda el area orbital.

Xantomas eruptivos: se manifiestan como nddulos cutaneos, aislados o multiples, de tamafio variable (1
a 10 mm), de colores rojo-amarillento, ubicados de preferencia en areas de flexion y en la region glutea.-
Xantomas tuberosos: se manifiestan como tumoraciones, que pueden llegar a tener un tamafio de varios
centimetros, de consistencia dura, adheridos a planos profundos, con cambios variables de la piel
circundante y se ubican de preferencia en superficies de extension del codo y rodilla.

Xantomas tendinosos: afectan de preferencia al tendon de Aquiles y a los tendones extensores de la
mano. Se manifiestan como nddulos duros en el trayecto tendinoso y en especial en la region aquiliana,
con engrosamiento y deformacién de la zona de insercion inferior.

Xantomas palmarés: se manifiestan como placas y lineas subepidérmicas de color amarillento en la
palma de las manos.

Arco corneal: en los pacientes con hipercolesterolemias severas se observa un arco bien delimitado
que es patoldgico en menores de 40 afios.
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2.7.4 Tratamiento Farmacoldgico
El tratamiento farmacolégico comprende el uso de estatinas, fibratos, secuestradores de &cidos biliares,
ecetimiba, acido nicotinico, entre otros (Soca M., 2009).

Las Estatinas: Comprenden el tratamiento de eleccion para reducir las LDL y la mortalidad CV y producen
pequefios aumentos de las HDL con disminuciéon modesta de los TG. Los efectos adversos son poco frecuentes y
se producen principalmente en ancianos y en personas con varias enfermedades, comprenden aumento de
enzimas hepéticas (TGP) e inflamacion del musculo o miositis.

Los fibratos: Disminuyen los TG en alrededor del 50 % y aumentan las HDL hasta 20 %. Producen efectos
adversos como trastornos digestivos y dolor abdominal. Sus efectos sobre los lipidos sanguineos se producen por
la activacion del receptor alfa activado por el proliferador del peroxisoma (PPAR-q).

Los secuestradores de acidos biliares: Disminuyen la reabsorcién intestinal de &cidos biliares, por lo que
incrementan la captacion hepética del colesterol de las LDL para la sintesis de &cidos biliares y reducen los
niveles de colesterol en sangre; ademas disminuyen la mortalidad CV. En general se asocian con las estatinas y
el acido nicotinico en pacientes refractarios (que no responden al tratamiento).

La ecetimiba: Disminuye la absorcion intestinal de colesterol, reduce las LDL 15-20 % y ligeramente los TG,
ademas de aumentar las HDL. Se emplean en monoterapia o con estatinas en pacientes con LDL altas que no
responden a dosis maximas de estatinas. No estan bien establecidos sus efectos adversos.

Otros medicamentos: En dosis altas, los &cidos grasos de origen marino son tan eficaces como los fibratos en la
reduccion de TG y carecen de efectos secundarios. Los AG omega 3 también son ligandos de PPAR-a pero
reducen la sintesis de AG por mecanismos independientes, lo cual justifica que su efecto en la reduccion de los
TG sea complementario de los fibratos. Se ha demostrado la eficacia de estos acidos grasos en la disminucion de
TGy en la prevencion de las enfermedades cardiovasculares.

2.8 Pravastatina Sédica

La pravastatina (figura 12) es un farmaco perteneciente a la familia denominada como estatinas. Este farmaco, al
igual que sus congéneres, lovastatina, simvastatina y fluvastatina, actia inhibiendo la hidroximetilglutaril-CoA
(HMG-CoA) reductasa, enzima que participa en la sintesis de colesterol enddgeno y es utilizado en terapéutica
para el tratamiento de hiperlipoproteinemia, como coadyuvante en la terapia dietaria para disminuir la elevada
concentracion seérica de colesterol y para disminuir la velocidad de progresién de aterosclerosis coronaria, en
pacientes con enfermedad coronaria (Requena A., 2006).
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2.8.1 Propiedades fisicoquimicas

La pravastatina sddica es un fino polvo cristalino, de color blanco, inodoro, soluble en metanoly agua,
ligeramente soluble en isopropanol, y practicamente insoluble en acetona, acetonitrilo, cloroformo y éter. En la
figura 11 se muestra la estructura quimica de la pravastatina sédica (Wikipedia, 2014).

X/
X4

L)

Formula: C23H3607

Peso mol. 424.53 g/mol

Coeficiente de particion: log P (octanol/agua) 2.23
Pka: 4.21

Su estructura quimica se muestra en la figura 12.

X/ X/ X/ X/
L X X X R X4

Figura 12. Estructura quimica de la pravastatina.
(Wikipedia, 2014)

2.8.2 Farmacocinética y Farmacodinamia
Farmacocinética: La pravastatina se administra por via oral en su forma activa. Se absorbe rapidamente, con

niveles plasmaticos maximos alcanzados tras 1 a 1,5 horas después de su administracion. Aunque la presencia
de alimentos en el tracto gastrointestinal reduce la biodisponibilidad sistémica, el efecto hipolipemiante del
farmaco es similar tanto si se administra con la ingesta o sin ella.

La pravastatina experimenta un importante efecto de primer paso hepatico, que es su principal lugar de accion y
érgano fundamental en la biosintesis de colesterol y aclaramiento de colesterol-LDL. Los estudios in vitro han
demostrado que pravastatina es transportada al interior de los hepatocitos, con una captacidn por otras células
sustancialmente inferior.

Las concentraciones plasmaticas de pravastatina son directamente proporcionales a la dosis administrada, no
habiéndose demostrado acumulacion del farmaco. Aproximadamente el 50% del farmaco circulante, esta unido a
proteinas plasmaticas. La vida media de eliminacién plasmatica (oral), es de 1,5 a 2 horas. Aproximadamente, el
20% de la dosis oral radiomarcada se excreta en orina y el 70% en heces. En pacientes con insuficiencia renal o

Pagina 37


http://es.wikipedia.org/wiki/Metanol
http://es.wikipedia.org/wiki/Isopropanol
http://es.wikipedia.org/wiki/Acetona
http://es.wikipedia.org/wiki/Acetonitrilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Cloroformo
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%89ter_et%C3%ADlico

hepatica puede producirse acumulacién de farmaco y/o metabolitos, aunque debido a la doble via de eliminacion
existe la posibilidad de una excrecién compensatoria por via alternativa. El principal producto de degradacion de
pravastatina es el metabolito 3-a-hidroxi isomero. Este metabolito tiene de 1/10 a 1/40 de la actividad inhibitoria
de HMG-CoA reductasa del farmaco precursor (Vadecum., 2014).

2.8.3 Contraindicaciones

La pravastatina se contraindica en personas con antecedentes de hipersensibilidad a los componentes de la
formula. Asimismo, en pacientes con enfermedad hepatica activa o en quienes presentan de forma inexplicable
elevacidon persistente de las enzimas hepaticas y durante el embarazo y lactancia. La pravastatina esta
contraindicada al igual que otros tratamientos hipolipemiantes en pacientes con hipercolesterolemia debida a
hiperalfalipoproteinemia.

2.8.4 Reacciones secundarias y adversas

Por lo general, la pravastatina es bien tolerada. Los efectos adversos tanto clinicos como de laboratorio son leves
y transitorios y s6lo en pocas ocasiones se requiere interrumpir el tratamiento. Se ha reportado que la
pravastatina puede ocasionar en raras ocasiones mialgias, miositis, rabdomiélisis, estrefiimiento, nauseas,
diarrea, cefalea, dolor toracico y abdominal, prurito e impotencia. También se han reportado con otras estatinas,
anorexia, ansiedad, reacciones de hipersensibilidad, elevacion de las transaminasas hepaticas, ictericia
colestasica y pancreatitis. Los estudios realizados con pravastatina no han demostrado una asociacion entre su
uso y la formacion de cataratas.

2.8.5 Interacciones medicamentosas y de otro género

Tratamiento concomitante: pravastatina sodica se ha administrado concomitantemente con colestiramina, coles-
tipol, acido nicotinico, probucol y gemfibrozil. No se han reportado reacciones adversas propias de la combinacién
de las previamente reportadas para cada farmaco solo (S.S.A. Catalogo de Medicamentos Genéricos
Intercambiables para farmacias y publico., 2007).

+ Antipirina: La depuracién de antipirina por el citocromo P-450 no fue alterada por la administracion
concomitante de pravastatina sodica.

Debido a que pravastatina sédica no parece inducir a las enzimas hepaticas metabolizadoras de
farmacos, no se espera que ocurran interacciones significativas de pravastatina sédica con otros
farmacos que son metabolizados por el citocromo P-450.

+ Ciclosporina: Algunos investigadores han medido los niveles de ciclosporina en pacientes bajo régimen
con pravastatina sddica y hasta la fecha, estos resultados indican que no existen elevaciones
clinicamente significativas en los niveles de ciclosporina.

+ Warfarina: Los parametros de biodisponibilidad no se alteraron con la administracién concomitante de
warfarina. Pravastatina sddica no alteré la union de warfarina a proteinas plasmaticas.

+ Otros farmacos: A diferencia de otros inhibidores de la HMG-CoA reductasa, pravastatina sddica no es
metabolizada significativamente por el citocromo P-450 3 a 4.
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Por tanto, los niveles plasmaticos de pravastatina sodica in vivo no se elevan cuando el citocromo P-450 es
inhibido por agentes como el itraconazol, ketoconazol, ciclosporina, verapamil o diltiazem.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Evaluar la penetracion de pravastatina sodica formulada en parches transdérmicos de quitosano en combinacién
con la aplicacién de ultrasonido (sonoforesis) en el antebrazo de voluntarios sanos, mediante la técnica del tape
stripping, con la finalidad de determinar si se incrementa el paso de esta sustancia a través de la piel.

3.2 Objetivos particulares.
¢+ Formular parches transdérmicos de quitosan con pravastatina sddica, realizando el procedimiento de
elaboracion ya establecido por Escobar-Chavez y colaboradores, para ser usados en los voluntarios sanos.

+¢ Utilizar la sonoforesis como promotor fisico de la penetracion, enviando ondas de frecuencia ultrasoénicas
sobre la piel del antebrazo, para determinar si se favorece el paso de pravastatina sodica en la piel.

+¢+ Aplicar la técnica de tapestripping por medio de las cinas adhesivas en el antebrazo de los voluntarios
sanos para evaluar la penetracion in vivo de pravastatina sodica formulada en un parche transdérmico.

4. HIPOTESIS

Si formulamos parches transdérmicos de pravastatina sodica y los administramos con sonoforesis a una
intensidad de 1MH durante 5 minutos como agente promotor de la penetracion en el antebrazo de voluntarios
sanos, entonces se incrementara la penetrabilidad del farmaco en capas profundas de estrato cérneo y sera
posible proponer esta forma farmacéutica a pacientes que tienen problemas de hipercolesterolemia como nueva
alternativa de administracion.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1 Materiales

5.1.1 Reactivos

Este proyecto se llevd en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM), Laboratorio 12 de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4, con la utilizacién de reactivos grado analitico que cumplen con las
especificaciones ACS los cuales se mencionan a continuacion:

e Quitosan (sigma Aldrich)

e Pluronic F-127 Poloxamero 407 (BASF,USA)

e Propilenglicol liquido (farmacia Paris)

e Acido acético glaciar (Reactivos Meyer)

e Pravastatina Sddica (Donada por Moléculas Finas de México)
e Agua Destilada

5.1.2 Equipos
e Balanza Analitica (BOECO Germany)
e Parrilla Agitadora Multiplaza (SCIENCE MED MS-H-S10)
e Espectrofotometro (VELAB VE-5100UV)
e Fuente de poder (Extech instruments 382203)
e Sonicador (Velaquin 8892)
e Ultrasonido GB-818

5.1.3 Material
e Acetatos
e Cinta adhesiva doble cara
e Placas de vidrio
e Vasos de precipitados de 10, 50, 100 y 250mL
e Charolas de plastico pequefias
e Espatula
e Agitador de vidrio
e Probeta graduada de 20 y 50mL
e Pipetagraduadade 2y 5mL
e Matraz volumétrico de 100 y 250 mL
e Agitador magnético
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e 48 cajas petri de 60x15mm
e (Cinta adhesiva (Scotch 3M)
e Pinzas de punta chata

e Propipeta

e Tubos de ensaye

e Pipeta volumétrica de 2, 3, 4, 6,8,10
e Tijeras

e Reglade 30 cm

e Propipetas

e Desecador

e Pelicula de plastico

e Pinzas quirurgicas

e Reloj

e Barra magnética

5.1.4 Pacientes
e 6 voluntarios sanos

5.2 Métodos

5.2.1 Elaboracién de parches transdérmicos de pravastatina sodica

En la preparacion de los parches transdérmicos se utilizo quitosan y se realizaron en base a la metodologia de
Escobar- Chavez, y col, 2011 y Serrano-Castafieda, 2014. La tabla 9 muestra la formulacién que se utilizé para la
elaboracion de los parches (dicha formulacion fue probada con anterioridad en estudios previos en el laboratorio
12 por Serrano Castafieda, 2014. Estos parches fueron caracterizados fisicoquimica y biofarmacéuticamente en
estudios previos en el laboratorio (Serrano Castafieda 2014, Guadarrama-Escobar 2013, Arroyo-Vazque, 2014).

A continuacién se describe la metodologia para la elaboracion de los parches transdérmicos de Pravastatina
Sadica:

1) Pesar los componentes de la formulacion (tabla 9), en un vaso de precipitados de 100mL con una
balanza analitica.

2) Adicionar al vaso de precipitacion que contiene los ingredientes de la formulacién con pipeta graduada el
propilenglicol y con un vaso de precipitados el acido acético.

3) Dejar en agitacion mecanica hasta la completa disolucién de los componentes.

4) Sonicar la formulacién durante 15 min para eliminar burbujas de oxigeno y evitar defectos en las laminas
que pudieran modificar la absorcion del activo por la piel.

5) Verter aproximadamente 10g de cada formulacion en placas de vidrio (figura 13).
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6) Dejar secar la formulacion previamente vertida en las placas de vidrio a temperatura ambiente durante 48
horas aproximadamente.

7) Se cortaran 4 cuadros de 4 x 4 cm con ayuda de una espatula (figura 14)

8) Desmontar los parches de la lamina.

9) Almacenar los parches en un desecador envueltos en papel aluminio a una temperatura de 25°C.

Tabla 9. Formulacion de parche transdérmico de pravastatina sodica.

COMPONENTE CANTIDAD FUNCION
Quitosan 450 mg Matriz
Pluronic 127 o "PF-127 300 mg Plastificante
Pravastatina Sédica 300 mg Principio activo
Propilenglicol 4.5 mL Co solvente
Sol. de acido acético 50 mL Disolvente

Figura 13. Placa de vidrio para la elaboracion de parches transdérmicos.
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Figura 14. Parche transdérmicos de pravastatina sédica.

5.2.2 Seleccion de voluntarios

Los criterios que se aplicaron para la seleccion de los voluntarios en este estudio tienen como objetivo reducir la
variabilidad aportada por las caracteristicas demogréficas de estos o por situaciones patolégicas, de manera que
si aparecen diferencias relevantes en los resultados estos no podran ser atribuidos a la heterogeneidad de los
participantes.

Por este motivo se eligen voluntarios sanos, de ambos sexos, de peso y talla dentro de los limites normales
(Tabla 10), de edades comprendidas entre 20 y 25 afios, no fumadores ni bebedores asi como los criterios que se
mencionan en la tabla 11.
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Tabla 10. Pasos y tallas de hombres y mujeres saludables

Mujeres Hombres
Talla Intervalo de peso saludable Talla Intervalo de peso saludable
140 47.0 58.9 145 50.1 57.2
141 47.5 58.4 145 50.4 57.6
142 48.0 59.9 147 50.7 58.0
143 48.5 60.4 148 51.0 58.4
144 490 61.0 149 51.3 58.9
145 495 61.5 150 51.7 59.4
146 50.0 62.0 151 521 59.9
147 50.6 62.6 152 52.6 60.4
148 51.1 63.2 153 53.1 61.0
149 51.7 63.9 154 53.6 61.6
150 52.4 64.5 165 54.1 62.2
151 52.9 65.2 166 54.5 62.8
152 53.6 65.9 157 55.2 63.4
153 54.2 66.6 158 55.8 64.0
154 54.9 67.4 159 56.5 64.6
155 55.5 68.1 160 53.3 65.3
156 56.2 688 161 58.0 66.0
157 56.8 69.5 162 58.8 66.8
158 57.5 70.2 163 59.4 67.5
159 58.2 70.9 164 60.3 68.3
160 58.8 71.7 165 61.1 69.1
161 59.5 72.4 166 61.9 69.9
162 60.2 73.1 167 62.8 70.8
163 60.8 73.9 168 63.6 71.6
164 61.5 4.7 169 64 4 724
165 62.2 75.4 170 65.2 73.2
166 62.9 76.2 171 66.0 741
167 63.7 76.9 172 66.7 74.9
168 64 .4 77.8 173 67.5 75.8
169 65.0 78.6 174 68.3 76.6
170 65.6 79.4 175 69.1 77.5
171 66.4 80.1 176 70.0 78.3
172 671 80.8 177 70.8 79.2
173 67.8 81.6 178 7.5 80.0

5.2.3 Estudio sonoforético de permeacion in vivo en voluntarios sanos
Los estudios de permeacion in vivo se realizaron en el antebrazo de 6 voluntarios que se eligieron en funcién a
los criterios ya anteriormente mencionados aunados a la tabla 11.

1. Se les solicito a los voluntarios que no utilizaran ningun producto cosmético (jabdn, crema, etc.) en los
brazos 24 horas antes de la prueba.

2. Se lavaron y secaron perfectamente 48 cajas Petri, se separaron por montones de 12 cajas obteniendo
cuatro lotes y se etiquetaron de la siguiente forma: de 1A-12A, 1B-12B, 1C-12C y 1D-12D.

3. Se colocd 10mL de agua destilada a cada una de las cajas Petri.
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4. Se cortaron 48 cintas de 4.5 x 5 cm las cuales se pesaron antes de la aplicacion sobre la piel y después
de ser aplicadas y removidas de la piel.

5. Una vez preparado el material se comenzé limpiando con un pafiuelo humedo suavemente la piel de
ambos antebrazos de los voluntarios.

6. Setoman dos puntos de cada antebrazo etiquetandolos como A,B,C y D (figura 15)

7. Se aplico el gel del ultrasonido y se coloco el sonificador (figura 16) por un periodo de 5 minutos solo en
los puntos A,B,C del antebrazo (al punto C no se le aplico sonoforesis).

8. Posteriormente se colocé el parche de pravastatina sédica en los cuatro puntos (A, B, C, D) y se fija con
pelicula plastica adherente.

9. Elparche del punto A se dejé 30 min, el B 60min, C y D 120min (tabla 12).

10. Una vez trascurrido el tiempo establecido se removi6 el parche transdérmico de su sitio y se aplicaron
un promedio de 12 cintas adhesivas (Scotch 3M).

11. Se colocd cada una de las cintas sobre la superficie donde se administrd Pravastatina y se removi6 de
izquierda a derecha, posteriormente se coloco otra cinta independiente a la primera y se retir de derecha
a izquierda, asi sucesivamente con las 12 cintas.

12. Nuevamente se pesan las cintas en la balanza analitica.

13. Cada una de estas cintas removida represento una capa de células de estrato corneo.

14. Las cintas se colocaron posteriormente boca abajo en cada una de las cajas Petri de forma que
coincidan con la rotulacion. Se dejaron remojando por un lapso de 24 horas.

La cuantificacién se realiz6 mediante espectroscopia y se graficd distancia vs tiempo y los datos obtenidos se
analizaron mediante el programa StarGraphics Centurién 16.1.11

Tabla 11. Criterios de exclusiéon de los participantes.
Criterios de exclusion (Laosa O y col., 2009)
No haber utilizado productos cosméticos 24 horas antes.
No tener antecedentes de enfermedad relevante como por ejemplo diabetes.
No presentar alergias cutaneas.
Conocer que no existan antecedentes de reacciones adversas a farmacos similares.
Que no presente alcoholismo o drogodependencia.
Que no esté utilizando otros farmacos.
Cualquier situacion que pudiera aumentar o disminuir la absorcion de la pravastatina sédica.
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Tabla 12. Cintas segun el tratamiento y el tiempo.

Si 30 1A-12A
Si 60 1B-12B
Si 120 1C-12C
No 120 1D.12D

Figura 15. Representacion esquematica de los puntos de aplicacion de los sistemas transdérmicos.

Figura 16. Aplicacion de ultrasonido.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En este proyecto se analizé la sonoforesis como promotor fisico en la penetracion percuténea, la cual se llevd a
cabo in vivo con la técnica “tape stripping” que como ya se habia mencionado con ella podemos determinar el
paso de farmacos in vivo, las cinéticas de penetracion de los farmacos y asi lograr evaluar nuevos sistemas
terapéuticos transdérmicos. Cabe mencionar que la caracterizacion fisicoquimica y estudios de los parches
transdérmicos utilizados en este proyecto fueron evaluados previamente por Guadarrama Escobar y Serrano
Castafieda, en el laboratorio 12 de la UIM (anexo 11.1).

El estudio se llevo a cabo con seis voluntarios sanos; tres hombres y tres mujeres ya que al no ser un estudio
preclinico y/o clinico se pudo trabajar con pocos voluntarios a quienes se les estandarizaron criterios (edad entre
20 y 25 afios quienes afirmaron ser no fumadores, no beber alcohol, no tener heridas o alguna enfermedad
cutanea, que no estuvieran utilizando algin otro farmaco) con la finalidad de reducir la variabilidad en los
resultados obtenidos.

La sonoforesis se aplico a cada uno de los voluntarios sanos con una frecuencia de 1MHz durante 5 minutos con
la finalidad de evitar el calentamiento y producir un problema inflamatorio ya que En una aplicacion fija, la
temperatura puede elevarse a los pocos segundos, alrededor de 6 grados en la zona mas préxima al transductor
y en zonas alejadas en torno de 3 grados, posteriormente se colocé el parche de pravastatina sédica a tres
diferentes tiempos (30, 60 y 120min) repitiéndose el tiempo mas alto sin aplicar sonoforesis es decir mediante
difusién pasiva (tabla 12) con la finalidad de comparar y saber si en realidad hay un efecto de parte del promotor
fisico en la absorcion de la pravastatina percutaneamente.

En los graficos correspondientes a los perfiles de penetracion de pravastatina in vivo (Grafica 2-7) las variables
involucradas que se representaron fueron: la distancia de penetracion vs la concentracion absorbida.

La distancia de penetracion se obtuvo con la diferencia de peso de las cintas (peso en gramos de los
corneocitos removidos por cada tape removido), y posteriormente se aplicd la formula que se presenta a
continuacion (Escobar- Chavez. Y col., 2011).

AP . 6~
—=d

' a
En donde:

AP: diferencia de peso de corneocitos (gr)

&:Inverso de la densidad del estrato corneo (gr/cm?3)

A: area de la cinta (cm?)

d: distancia (cm)

La concentracion se obtuvo a partir de la absorbancia del principio activo contenido en cintas removidas del
antebrazo de los voluntarios utilizando la curva de calibracion que se presenta a continuacion. (Tabla 13 y grafica

1).
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Tabla 13. Curva de calibracion de pravastatina soédica.

Conc ABS
0.0012 0.0462
0.0024 0.1096
0.0036 0.1707
0.0048 0.2287
0.006 0.2992

Grafica 1: Curva de calibracion de pravastatina sédica
0.35 -
y =52.092x - 0.0166
0.3 - R?=0.9991
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A continuacion en las tablas 14-19 se muestran los resultados del estudio de permeacion de pravastatina sodica
obtenidos por la técnica “tape stripping” para cada voluntario.
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Tabla 14. Estudio de la penetracion de pravastatina sédica en el voluntario 1 de sexo masculino.

A (30 min) B (60 min) C (120 min) D (120 min)
Cinta Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia
(mcg/mL) (um) | (mcg/mL) (km) (mcg/mL) (rm) (mcg/mL) (rm)
1 0.0045 1.2778 0.0041 0.9444 0.0041 0.9444 0.0042 0.1000
2 0.0022 2.3889 0.0029 1.6667 0.0032 1.7778 0.0004 0.1970
3 0.0021 3.0556 0.0025 2.0556 0.0033 2.4444 0.0004 0.2180
4 0.0020 3.8889 0.0017 2.6111 0.0032 2.9444 0.0003 0.3770
5 0.0020 4,5556 0.0016 3.1111 0.0018 3.4444 0.0003 0.4300
6 0.0017 5.3333 0.0016 3.4444 0.0015 3.7778 0.0003 0.5000
7 0.0016 6.3889 0.0016 3.7222 0.0013 3.9444 0.0003 0.5500
8 0.0016 6.5000 0.0015 3.9444 0.0013 4.0556 0.0003 0.6010
9 0.0013 6.8333 0.0013 4.0556 0.0012 4.1667 0.0003 0.6330
10 0.0013 6.9444 0.0012 42222 0.0012 42222 0.0003 0.6810
11 0.0012 7.6667 0.0011 42778 0.0011 4.3889 0.0003 0.7000
12 0.0012 7.7222 0.0010 4.3333 0.0011 4.5000 0.0003 0.7300
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Grafica 2: Comparacion de la permeacion de pravastatina sodica a
diferentes tiempos vs concentracion del voluntario 1 masculino.
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Tabla 15. Estudio de la penetracion de pravastatina sédica en el voluntario 2 de sexo masculino.

A (30 min) B (60 min) C (120 min) D (120 min)
Cinta Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia
(mcg/mL) (km) (mcg/mL) (km) (mcg/mL) (rm) (mcg/mL) (rm)
1 0.0023 1.2222 0.0031 1.4444 0.0024 1.5000 0.0023 0.1200
2 0.0021 2.2778 0.0027 2.6111 0.0017 2.8333 0.0019 0.2160
3 0.0016 3.1111 0.0024 3.6111 0.0016 3.9444 0.0016 0.2980
4 0.0016 3.7222 0.0017 4.4444 0.0011 4.8889 0.0015 0.3770
5 0.0015 4.2778 0.0013 5.1111 0.0011 5.6667 0.0013 0.4410
6 0.0013 4.6111 0.0011 5.6667 0.0009 6.2222 0.0012 0.5030
7 0.0012 4.8889 0.0010 6.1111 0.0008 6.6111 0.0011 0.5570
8 0.0012 5.0556 0.0009 6.3889 0.0008 6.6111 0.0009 0.6030
9 0.0012 5.2222 0.0009 6.6667 0.0007 7.1111 0.0008 0.6450
10 0.0011 5.3333 0.0008 6.8889 0.0006 7.3333 0.0007 0.6800
11 0.0011 5.4444 0.0008 7.0556 0.0005 7.5000 0.0006 0.7100
12 0.0011 5.5000 0.0007 7.2222 0.0004 7.6667 0.0004 0.7300
0.0035
__ 0.003
TfEl | @ sonoforesis 30min
< 0.0025 m
3] L
E 0.002 14 M sonoforesis 60min
§ ° [ ]
[8)
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Grafica 3: Comparacion de la penetracion de pravastatina sodic a

diferentes tiempos vs concentracion del voluntario 2 masculino.
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Tabla 16. Estudio de la penetracion de pravastatina sédica en el voluntario 3 de sexo masculino.

A (30 min) B (60 min) C (120 min) D (120 min)
Cinta Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia
(mcg/mL) (km) (mcg/mL) (km) (mcg/mL) (rm) (mcg/mL) (km)
1 0.0028 0.6667 0.0038 0.8333 0.0045 0.7778 0.0021 0.1200
2 0.0023 1.1667 0.0024 1.3889 0.0039 1.3333 0.0017 0.2160
3 0.0023 1.7222 0.0017 2.0556 0.0029 1.8333 0.0015 0.2980
4 0.0018 2.1111 0.0016 2.5000 0.0018 2.1667 0.0013 0.3770
5 0.0017 2.4444 0.0014 2.8333 0.0013 2.3889 0.0013 0.9111
6 0.0014 2.6667 0.0013 3.0556 0.0011 2.5556 0.0010 0.6030
7 0.0012 2.9444 0.0012 3.2222 0.0009 2.7222 0.0008 0.6450
8 0.0011 3.1111 0.0012 3.3889 0.0008 2.9444 0.0007 0.6030
9 0.0010 3.1667 0.0012 3.5000 0.0008 3.1111 0.0006 0.6450
10 0.0009 3.3333 0.0011 3.5556 0.0007 3.1667 0.0005 0.6800
11 0.0008 3.4444 0.0010 3.6111 0.0007 3.2778 0.0004 0.7100
12 0.0007 3.5000 0.0009 3.6667 0.0005 3.3889 0.0003 0.7300
0.005
—g 0.0045
0.004
£ . .
% 0035 @ sonoforesis 30min
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Grafica 4: Comparacion de la permeacion de pravastatina sodica a
diferentes tiempos vs concentracion del voluntario 3 masculino.
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Tabla 17. Estudio de la penetracion de pravastatina sédica en el voluntario 4 de sexo femenino.

Cinta Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia
(mcg/mL) |  (um) (mcg/mL) | (um) | (mcg/mL) [ (um) (mcg/mL) (um)
1 0.0042 0.6111 0.0042 0.0711 0.0048 0.6667 0.0038 0.1200
2 0.0030 1.1667 0.0030 1.3367 0.0044 1.2222 0.0029 0.2160
3 0.0025 1.6111 0.0027 1.4078 0.0035 1.7222 0.0022 0.2980
4 0.0019 2.0000 0.0019 2.0000 0.0029 2.2778 0.0020 0.3770
5 0.0016 2.3889 0.0018 2.1111 0.0027 2.7222 0.0015 0.4410
6 0.0016 2.6111 0.0016 2.4333 0.0027 3.0000 0.0014 0.5030
7 0.0014 2.7222 0.0014 2.8222 0.0024 3.2778 0.0011 0.5570
8 0.0014 3.2778 0.0011 3.0000 0.0023 3.6667 0.0010 0.6030
9 0.0011 3.3333 0.0011 3.4444 0.0022 3.7778 0.0009 0.6450
10 0.0010 3.5556 0.0010 3.6111 0.0020 3.8889 0.0008 0.6800
11 0.0009 3.6667 0.0009 3.8000 0.0020 41111 0.0005 0.7100
12 0.0008 3.8333 0.0008 3.9111 0.0019 5.2222 0.0003 0.7300
0.006
__0.005
£ # sonoforesis 30min
®ooos W @
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Grafica 5: Comparacion de la permeacion de la penetracion de

femenino.
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Tabla 18. Estudio de la penetracién de pravastatina sédica en el voluntario 5 de sexo femenino.

A (30 min) B (60 min) C (120 min) D (120 min)
Cinta Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia
(mcg/mL) (km) (mcg/mL) (km) (mcg/mL) (rm) (mcg/mL) (rm)
1 0.0037 0.7778 0.0038 0.6667 0.0040 0.6111 0.0027 0.0556
2 0.0034 1.5000 0.0034 1.1111 0.0037 1.1667 0.0025 0.1000
3 0.0030 2.1111 0.0029 1.2778 0.0036 1.6667 0.0020 0.1444
4 0.0023 2.6667 0.0027 1.3333 0.0035 2.0000 0.0017 0.1833
5 0.0021 3.2778 0.0024 1.6667 0.0028 2.5000 0.0015 0.2111
6 0.0020 3.3333 0.0019 2.1111 0.0022 2.6667 0.0014 0.2500
7 0.0019 3.3889 0.0018 2.3333 0.0022 2.8889 0.0011 0.2778
8 0.0018 3.5000 0.0018 2.5000 0.0021 3.2222 0.0011 0.2944
9 0.0019 3.5556 0.0015 2.7778 0.0020 3.3333 0.0010 0.3056
10 0.0017 3.6111 0.0013 2.9444 0.0016 3.3889 0.0009 0.3222
11 0.0015 3.7222 0.0012 3.3333 0.0016 3.4444 0.0007 0.3333
12 0.0010 3.8333 0.0011 3.6667 0.0014 3.5556 0.0006 0.3389
0.0045
0.004
3 ",
%) 0.0035 . @ sonoforesis 30min
S 0.003 *
§_ ‘ M sonoforesis 60min
£ 0.0025 - N
'S 0.002 ’ sonoforesis 120min
g ol | D S
£ 0.0015 L. .
£ 0.001 " me
o
0.0005
0
0 1 2 3 4 5

Distancia (um)

Grafica 6: comparacion de permeacion de pravastatina sodica a diferentes
tiempos vs concentracion del voluntario 5 femenino.

Pagina 53




Tabla 19. Estudio de la penetracién de pravastatina sédica en el voluntario 5 de sexo femenino..
A (30 min) B (60 min) C (120 min) D (120 min)
Cinta Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia Conc Distancia
(mcg/mL)| (um) |[(mcg/mL)| (um) [(mcg/mL)| (um) |(mcg/mL) (rm)
1 0.0035 0.8333 0.0028 0.6111 0.0034 0.5556 0.0029 0.0667
2 0.0027 1.7778 0.0018 1.1111 0.0026 1.0556 0.0015 0.1167
3 0.0020 2.3333 0.0018 1.6111 0.0020 1.5000 0.0014 0.1611
4 0.0018 2.7222 0.0015 2.0000 0.0019 1.8333 0.0014 0.1944
5 0.0015 3.1111 0.0015 2.3333 0.0013 2.2222 0.0009 0.2222
6 0.0013 3.5556 0.0011 2.6111 0.0013 2.5000 0.0007 0.2556
7 0.0013 3.8333 0.0010 2.9444 0.0012 2.7778 0.0006 0.2778
8 0.0012 4.0556 0.0008 3.1667 0.0011 3.0000 0.0005 0.2944
9 0.0011 4.1667 0.0008 3.4444 0.0009 3.1111 0.0004 0.3111
10 0.0009 4.3333 0.0007 3.5556 0.0008 3.1667 0.0003 0.3167
11 0.0007 4.3889 0.0007 3.7778 0.0008 3.2222 0.0003 0.3222
12 0.0006 4.4444 0.0006 3.8333 0.0006 3.3333 0.0003 0.3389
0.004
0.0035 ¢
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Grafica 7: Comparacion de permeacion de pravastatina sodica a diferentes
tiempos vs concentracion del voluntario 6 femenino.
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Grafica 8: Comparacion de la Concentracion entre la difusidn pasiva y
sonoforesis del estudio de permeacion de pravastatina sodica.
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Grafica 9: Comparacion de la distancia entre la difucion pasiva y sonoforecis del estudio
de permeacion de pravastatinasodica.

Pagina 55



Las graficas 2 a 7 muestran la distancia y la concentracion que difundio la pravastatina sodica en los 3 diferentes
tiempos del estudio de permeacion (30, 60 y 120 min) en los que se aplicd la sonoforesis observando que no
presentan gran diferencia las variables (distancia y concentracion) entre los tiempos. Las gréficas 8 y 9 hacen
referencia la comparacion del tiempo a 120 min ya que es el tiempo mayor en el que se colocd el parche tanto
con promotor fisico como por difusion pasiva, se observa que si hay diferencia significativa ya que es evidente
que hubo un paso de mayor concentracion y distancia al utilizar la sonoforesis que en la difusién pasiva en los 6
voluntarios.

El tiempo més largo en el cual se colocd la sonoforesis fue de 2 horas debido a que al ser un estudio in vivo los
voluntarios no disponian de un tiempo prolongado para un estudio de permeacién mas largo, por lo tanto los
resultados en la grafica 9 muestran que la distancia mas profunda que se alcanzé en el tiempo de 2 horas con
sonoforesis fue de 5.2 um, lo que indica que la pravastatina sédica solamente logro atravesar la epidermis la cual
estd formada casi exclusivamente por células epiteliales siendo vascular. En cuanto a la concentracion de igual
forma se observa en la grafica 8 que hubo una mejor absorcién con sonoforesis en comparacién a la difusion
pasiva, ademas como ya se ha mencionado al ser un estudio in vivo existen diversos factores biologicos
implicados en la absorcion transdérmica (edad, genero, zona de aplicacién, estado de la piel, etc.); hubo dos
factores que consideramos de gran importancia que pudieran impactar de manera significativa en los resultados y
estos fueron el tiempo de aplicacion del tratamiento y el género de los voluntarios razon por la que se realiz6é un
estudio estadistico para determinar su efecto en la absorcion transdérmica in vivo de la pravastatina sddica.

Para este analisis estadistico se proponen las siguientes hipétesis:

Ho: X1= X2 (No hay diferencia estadisticamente significativa entre las variables).
Hi: X1z X2 (Existe diferencia estadisticamente significativa entre las variables).

En la tabla 20 podemos observar el anélisis de varianza (ANOVA) la cual muestra en la variable del tiempo de
aplicacion un valor de P (0.2292) menor de 0.05, lo que nos indica que el tiempo no tiene un efecto
estadisticamente significativo, en cuanto al género de los voluntarios el valor de P (0.0067) fue menor de 0.05,
por lo tanto se rechaza la hipétesis nula, esto indica que la variable del género de los voluntarios tiene un efecto
significativo con un 95% de confianza sobre el efecto de las variables sobre la concentraciéon permeada a través
de la piel de pravastatina sddica..

Tabla 20. ANOVA de concentracion en funcién de género y tiempo.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl  |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tiempo 0.0000025811 2 0.00000129055 |1.48 0.2292
B:genero 0.00000651672 1 0.00000651672  |7.49 0.0067
RESIDUOS 0.000184439 212 [8.69993E-7

TOTAL (CORREGIDO) 0.000193536 215
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Grafica 11: concentracion de pravastatina sédica en funcion al género.
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De forma general, los resultados obtenidos nos indican que la utilizacién de la sonoforesis como promotor fisico si
favorecio6 el paso de la pravastatina sédica teniendo una distancia y una concentracién mayor en comparacion a
la difusion pasiva (Grafica 8 y 9) esto se debe a que la sonoforesis utiliza los ultrasonidos terapéuticos para
facilitar la penetracién de los medicamentos aplicados topicamente (Gil C. 2006), estos producen un movimiento
mecanico dentro de los complejos celulares hasta el interior de las célula, el movimiento depende de la densidad
de potencia aplicada y de la frecuencia utilizada, provocando un rozamiento interno de naturaleza viscosa, de
caracteristicas similares a las de un micromasaje, de igual forma hay producciéon de calor resultante del
rozamiento indicado con anterioridad, y que constituye el factor decisivo de la absorcion.

Sin embargo a pesar de que si hubo una mayor distancia con la sonoforesis la pravastatina sédica solo llego a
epidermis por lo que al no llegar a dermis tampoco llegara a torrente sanguineo y por lo tanto no abra un efecto
terapéutico. Sin embargo un estudio realizado por Araceli Rios, 2014 de “estudio de permeacién in vitro.”
concluyd que a tiempos de 32 horas la pravastatina sodica alcanzo la circulacion general por lo que basados en
este estudio se podria creer que la pravastatina sodica queda como un reservorio en la epidermis y que con el
paso del tiempo ira difundiendo hasta alcanzar niveles plasmaticos.

Ademas de que la grafica 10 muestra que el género de los voluntarios fue un factor significativo en los resultados
del estudio ya que hubo una mayor concentracion absorbida en mujeres que en hombres a pesar de que la
bibliografia dice que el sexo no parece ser un factor determinante en la penetracion cutanea de farmacos
(Muizzuddin y col., 2010., Maibach, 2003), una posible explicacién esta relacionada a la diferencia de contenido
lipidico y segun ciertas investigaciones las peculiaridades hormonales, anatdmicas y metabdlicas pudieran hacer
a las mujeres mas sensibles a ciertos farmacos ya que se ha demostrado que los analgésicos opiaceos,
antidepresivos ISRS (inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina), ansioliticos y anticonvulsivos tienen un
mayor efecto en mujeres que en hombres.
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7. CONCLUSION

X/
°e

Se logré la elaboracidn y utilizacion exitosa de parches transdérmicos de quitosan con pravastatina
sodica de acuerdo al procedimiento de elaboracion ya establecido por Escobar-Chavez y colaboradores.

L)

» Se llevo a cabo la utilizacion de la sonoforesis como promotor fisico de la penetracidn in vivo en
voluntarios sanos, demostrando que si hay un aumento en el proceso de pravastatina sédica a través de
la piel.

X/

% Se aplicd favorablemente la técnica del tapestripping con lo que se evalud la penetracion in vivo de
pravastatina sodica.

8. PERSPECTIVAS
> Realizar un estudio en el cual se asegure que la pravastatina sodica llego a plasma en los voluntarios.

> Se sugiere realizar mas estudios con otras alternativas de promotores fisicos que favorezcan la absorcién
de pravastatina sodica a través de la piel.
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10. ANEXOS

10.1 Caracterizacion fisicoquimica de parches transdérmicos de pravastatina sédica

Pruebas Resultado
Constriccion 0.31%
F=46.227
Bioadhesién A=9.203
D=3.177
F=25.397
Bioadhesidn post humectacion A=3.414
D=2.829
F=380.77
Resistencia a la ruptura A=2571.49
D=15.60
Espesor 0.72 £0.09mm
Estudios de liberacion Vel de b= 18.811

~ *F= Fuerza (g), A= Area (g.s), D= Desplazamiento (mm), Vel Ib.: velocidad de liberacién (mg/h)

10.2 Parametros de Validacion para espectrofotometria UV-Vis

10.2.1 Precision del Sistema

Absorbancia de solucion

de referencia (y)

0.1808
0.1827
0.1819
0.1822
0.1817
0.1815

Calculos:

Yy =1.0908

Yy2=0.1983

n==6

- 1.0908
6

=0.1818
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= \/6x0.1983—1.09082_0.00064

6x(6—1)
cV = 2000%% _ 3547
0.1818

El CV no excede el 1.5%

10.2.2 Linealidad del Sistema

Célculos:
X ,
(Concentracién Y Y Y Absorbancia
mg/ml) (Absorbancia) | (Absorbancia) | (Absorbancia) | Promedio
0.001328 0.0505 0.0469 0.0412 0.0462
0.002656 0.1129 0.1084 0.1074 0.1096
0.003984 0.1752 0.1675 0.1695 0.1707
0.005312 0.2325 0.2286 0.2251 0.2287
0.00664 0.3062 0.305 0.2865 0.2992
2x =0.0199 b1=47.081
Yy =2.5634 b0=—-0.0167

2x2 =9.6997x10-5 | r2=0.9991

Zy2 =0.5558 Sy/x =0.0063

Zxy =0.1270 Sb1=0.7566

El coeficiente de correlacion r2 = 0.98

t0.975, 13 =2.160

IC (B1) = 47.081+2.160 x 0.7566 = 48.7152, 45.4467
El intervalo no incluye el cero.
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Curva de Calibracion de Pravastatina

0.40 -
0.35 -
030 -

8

S 0.25 -

0.20 -

0.15 -

0.10 -

0.05 -

0.00

Absorba

y = 47.081x - 0.0167
R?=0.9991

0

0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007
Concentracion de Pravastatina (mg/ml)

10.2.3 Exactitud y Respetabilidad del Método

Calculos:

EIC.V no es mayor de 2%
t0.975,6 = 2.571

0.43

Placebo Cantidad Cantidad % Recobro
Analitico Adicionada | Recuperada | ” )
Adicionado (mg) (mg) y
1 16.70 16.78 100.476602
2 16.80 16.94 100.839384
3 16.80 16.87 100.434813
4 16.80 16.90 100.586527
5 16.60 16.86 101.54251
6 16.80 16.88 100.485384
Ty = 604.37 S=043
Yy2=60877.12 | C.V=042
Media = 100.73

IC (B1) =100.73+£2.571 x e - 99.66, 101.80
El intervalo incluye el valor de 100.
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10.2.4 Linealidad del Método

Cantidad Adicionada vs Cantidad

Cantidad Cantidad
Adicionada | Recuperada
X(mg/mL) y(mg/mL)
13.44 13.32
15.12 15.6
16.8 16.65
18.48 19.35
20.16 20.82

Recuperada
25 -
—
%, y=1.1161x - 1.602
é 20 _ R2=09867
(1}
T
o
g
=1 15 T
o
(]
o
=
o 10 T T T T 1
= 10 12 14 16 18
(8]

El coeficiente de correlacién r2 = 0.98.

Cantidad Adicionada (mg/mL)

rx =84

b1=1.1161

Ty = 85.74

b0 =-1.602

Zx2 =1439.42

r2=0.9867

Zy2 =1505.90

Sy/x =0.3805

Txy = 1471.93

Sb1=0.0716

Sb0 =0.84

IC (B1) = 0.8881, 1.3440 el intervalo incluye la unidad.
IC (B0) =-4.2677, 1.0637 el intervalo incluye el cero.

C.Vy/x =2 el valor no excede el 2%

22
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Porcentaje de Recobro

Cantidad | Cantidad
Adicionada | Recuperada
(mg/mL) (mg/mL)

% Recobro

(y)

13.44 13.32 99.11
15.12 15.6 103.17
16.8 16.65 99.11
18.48 19.35 104.71
20.16 20.82 103.27

Ly =509.37 Promedio = 101.87

Ty2=51918.65 | S= 2.5977

Yxy =147193 | C.V =254

El porcentaje de recobro se encuentra entre 97-103%.
El C.V del porcentaje de recobro es <3%.
IC (u) = 98.64, 105.09 el intervalo incluye el valor de 100.

10.2.5 Estabilidad Analitica de la Muestra

Muestra | Inicial (y0) | Oscuridad 24hrs | Luz 24 hrs
1 100.00 92.59 101.06
2 100.00 93.93 93.18
3 100.00 97.03 95.81
4 100.00 102.64 101.17
5 100.00 101.20 103.19
Sumatoria| 500.00 487.40 494 .41
Media 100.00 97.48 98.88
Diferencia absoluta 2.52 1.40

La diferencia absoluta no excede el 3%.

10.2.6 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion
Formulas
Limite de Deteccion
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_33x8/x
LD= —

Limite de Cuantificacién

_10xS¥/x
LC= 0
Absorbancia Absorbancia Absorbancia

Blanco del 0.2168 Blanco del 0.0806 Blanco del 0.1615

PT SIN 0.2129 PT 1% 0.0766 PT 3% 0.1608

0.2172 0.0655 0.1607

0.2263 0.0803 0.1678

0.2208 0.0748 0.1686

S (b1) 0.0050 S (b1) 0.0061 S (b1) 0.0040

Media 0.2188 Media 0.0756 Media 0.1639

CV 2.3036 CV 8.1242 C.V 2.4199

LD LC LD LC LD LC
0.00035 0.00107 0.00043 0.00130 0.00028 0.00084
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
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