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RESUMEN

Cuando sc administra un farmaco a través de piel o mucosas, es necesario incluir en su
{ormulacion un excipiente con una accién promotora para la absorcidn. El objetivo de este trabajo
fue estudiar el efecto de un modulador de absorcion relativamente nuevo, Dermac® (4-
deciloxazolidin-2-ona), sobre cl transporte de tres farmacos con diferente grado de lipofilia
(acetaminofén, dcido salicilico y lidocaina), evaluando su interaccion con la barrera cutinea y
comparindolo con Ia Azona® (Laurocapram), una sustancia con accién promotora bicn
reconocida. Para cllo, sc presentd como marco tedrico un panorama general de la fisiologia de la
picl y su uso como via de administracion (local y sistémica), asi como los métodos de
cuantificacién de farmacos en la picl. Se incluyd también un apartado sobre mucosa bucal con el
fin de comparar la membrana queratinizada (picl), con ésta que es no queratinizada. Ademas, la
parte experimental se dividié en tres grandes rubros: (a) Estudios in vivo para evaluar ¢l cfecto de
los promotores sobre la barrera de permeabilidad, mediante la pérdida de agua transepidermal y
espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier / reflectancia total atenuada asi como ¢l
efecto de tres diferentes disolventes (propilenglicol, etanol y Trancutol™) en la accién promotora
del agente; (b) Estudios de permeacion in vitro utilizando piel y mucosa bucal y (c) Estudio de la
relacion de las estructuras quimicas (tanto de los farmacos estudiados como de los promotores) y
su actividad biologica (considerada en este caso como el factor de promocién). En este trabajo
encontramos que ¢l vehiculo en el que se coloca ¢l agente modulador influye en su accion
promotora, en este caso ¢l propilenglicol aumenta ¢l efecto sobre la barrera de permeabilidad
cutanca. Con respecto a los estudios de permeabilidad in vitro, mostraron que la Azona” es un
clectivo promotor, a diferencia del Dermac® con cl que se pudo observar incluso un efecto
retardador en ¢l flujo de algunos activos (acido salicilico), por lo que se puede concluir que el
Dermac”® presenta un efecto limitado sobre la barrera de permeabilidad de la piel y su efecto
parcee estar fuertemente influenciado por su interaccion con los mismos farmacos, ya que forma
dos puentes de hidrégenos con ellos y presenta un caracter nucleofilico. Se desarrollé ademads una
ceuacion que describe fa relacion estructura quimica ~ actividad biologica con ¢l objeto de
predecir el comportamiento de otros farmacos al ser administrados por picl o mucosa bucal

. .. R
incluyendo entre a sus excipicntes a la Azona™ o Dermac®.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos la picl fue usada como via de administracién; sin embargo ¢s hasta los
afios setentas que sc retomo el estudio de la via de penetracion transdérmica para administrar
algunos principios activos en un sentido mis formal, y sc encontré que la absorcion percutinea
esta relacionada con la transferencia del farmaco a través del estrato corneo, lo que implica un
gradiente de concentracion y la difusion por todas las capas de la piel hasta llegar a la
microcirculacion; sin embargo la mayoria de los principios activos que se descan administrar por
csta via, no poseen la capacidad intrinseca de atravesar el estrato cdmeo (membrana
queratinizada mas higroscopica que uiias y pelo) de forma eficiente, puesto que es ¢l paso
limitante en la absorcion, por lo que ha sido necesario utilizar agentes que faciliten el paso de los
farmacos a través de la piel, estos agentes pueden ser sustancias quimicas llamadas “*Promotores

de Absorcion Quimicos™ o bien agentces fisicos los llamados “Promotores de Absorcion Fisicos™.

Entre los promotores de absorcion quimicos, se encuentra una gran varicdad de
sustancias, tal s cl caso del laurocapram (Azona®), el primero en sintetizarse con este fin y sus
derivados como ¢l 4-deciloxazolidin-2-ona (Dermac®), que son el objeto de este estudio.
También se encuentran algunos disolventes como alcoholes, alquilmetilsulféxidos, pirrolidonas,
propitenglicol, etc.; surfactantes, como dodecil sulfato de sodio, bromuro de cetiltrimetilamonio,
Tweens, Brijs, poloxameros, dcidos grasos y alcoholes grasos, sales biliares, urea, terpenos,

accites esenciales y ciclodextrinas, entre otros.

Este trabajo va enfocado a Ia via transdérmica, por lo que en la seccién de antecedentes se
incluye en primer lugar un panorama general sobre la fisiologia de la piel, lo que sirve como
predambulo para hablar de la piel como via de administracién de medicamentos, ya sea con efecto
local (via topica) o sistémico (via transdérmica), posteriormente se mencionan los diversos
agentes que se usan en la actualidad para facilitar el paso de los firmacos a través del cstrato
corneo, asi como lo métodos para cuantificar los principios activos que penetran a través de la
picl y finalmente se incluye un apartado dedicado a mucosa bucal, ya que durante las
permeaciones realizadas en el presente estudio se comparé cl flujo en esta mucosa (que sc uso

como modelo de membrana no quertatinizada), con ¢l obtenido en piel.
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Introduccion

Siguiendo ¢l método cientifico experimental, se procede a incluir la justificacion,
objetivos y metodologia dividida en tres grandes sceciones: 1) Los métodos in vive, que incluyen
la pérdida de agua transepidermal (TEWL) y espectroscopia de infrarrojo por transformadas de
Fourier / reflectancia total atenuada, 2) Método in vitro, realizando permeaciones de tres activos:
acctaminofén, acido salicilico y lidocaina, usando como promotores de absorcion Azona®
(Laurocapram) y Dermac® (d-deciloxazolidin-2-ona) y 3) La correlacién estructura quimica (de
los firmacos y promotores) y actividad bioldgica (en este caso considerada como el factor de
promocion). Finalmente, se procede a presentar los resultados obtenidos para asi concluir este

trabajo.

La scccion de anexos son biisicamente monografias de los disolventes y principios activos
utilizados y la descripcion del analisis estadistico que se realizé para analizar los resultados

obtenidos.




2. ANTECEDENTES
2.1 LA PIEL

La piel cubre una drea de 2 m? aproximadamente y es la que proporciona ¢l contacto enire
nuestro organismo y el medio ambiente cxterior, cumple ademas con multiples funciones, por
cjemplo cvita la pérdida de agua y la entrada de sustancias extrafias. La piel cs una membrana
muy heterogénca que contienc una gran variedad de tipos de células; no obstante la capa que

controla la absorcion es ¢l estrato corneo [Stanley, 1982).

Asi pues, para comprender mejor esle trabajo es necesario describir brevemente la
estructura de la piel. Esta cuenta con una barrera que previene el transportc molecular en ambas
direcciones. El epitelio es de naturaleza lipofilica sicndo sobre todo impermeable al transporte de
sustancias hidrofilicas (incluso cspecies con carga). Anatémicamente, la piel esta dividida en
epidermis y dermis (Fig. 1). La cpidermis constituye la capa mas externa y esta formada por un
cpitelio queratinizado escamoso estratificado cl cual contiene una gran varicdad de células tales
como: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans, células de Merkel. La epidermis esta
conformada de la siguicnte mancra: Estrato basal (capa mas profunda de la epidermis, se encarga
de ta produccién y proliferacion de nuevas células), estrato espinoso, estrato granuloso y
finalmente  estrato cémeo; éste Gltimo formado por células muertas, queratinizadas y lipidos,
entre los mas abundantes pueden mencionarse a los derivados de colesterol y las ceramidas,
micntras que los dcidos grasos y los triglicéridos sc encuentran en menor proporcion; todos
estructurados en una bicapa lamelar, proporcionando asi una barrera hidrofébica, que constituye

la principal barrera de permeabilidad. [Allan, 1995].
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Fig. 1 Esquema de la piel y de la epidermis {Barry, 2001].

Por otro lado es importante hacer énfasis en que existen tres vias o rutas de penetracién en

la piel (Fig. 2). La via intercelular, a través de la matriz lipidica en la cual se encuentran

embebidos los comeocitos, y que se considera la mas importante; la via transcelular, a través de

los corncocitos (células queratinizadas) y de la matriz lipidica y el paso a través de los

apéndices de la piel, fundamentalmente los foliculos pilosos y glandulas sudoriparas (ruta

folicular y ecrina).

Ruta Folicutar

Rula Intercetular Ruta Transcelular
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. ) ) B 7.. ) . 77 N ) tadgrafi, 1979
Mecanismo de penetracion a través de la pic] Wheryy Hadgran, 1979)
El puso de sustancias a través del estrato cdrneo ocurre por difusidn pasiva y obedece a la primera
ley de Fick, debido a que cuando se ha establecido un gradiente de concentracion lineal, existen
condiciones en estado estacionario y ¢l flujo por unidad de drea (J) de las moléculas a través de la
picl cs proporcional al gradiente de concentracion. El flujo por unidad de arca, se expresa de la

siguiente manera:

J = -DIA (Co -~ Ci) Ec. |
t

K = Cocficiente de particion piel-vehiculo

D = Cocficiente de difusion en el estrato comeo

h = Longitud a través de la cual ocurre la difusién

Co-Ci = Ac = Gradiente de concentracion en el estrato corneo

Co (ug/em’) es la concentracién aplicada en la. superficie dé la piel. y Ci'es la
concentracion al interior de la piel. En la practica, Ci,.es muy. pequefia comparada-a Co y la
ecuacion anterior se puede simplificar a:

J = KpCo Ec. 2

Donde Kp (cm/h) es el coeficiente de permeabilidad.

l.a ccuacién de la Primera Ley Fick también se pucde expresar de la siguiente manera;

M
J=KpCo=-2".  Ec. 3
pLo S*dt ¢

1 = Flujo (pg/ cm? * h)
dM = Cantidad de Materia (ng)
S = Superficie (cm:)

t = Tiempo (dt)
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2.2 FORMAS FARMACEUTICAS QUE SE ADMINISTRAN EN LA PIEL

Al administrar un. farmaco por via cutdnea, ¢ste puede ejercer su efecto a dos niveles: Liberacion
Tépica (cfecto y liberacion local) y Transdérmica (cfecto sistémico). Ambas presentan muiltiples
diferencias, la Via Topica tienc las siguicntes caracteristicas: a) Se utiliza cn piel enferma o
cuando sc pretende lograr un efecto localizado en los tejidos subyacentes, b) Se desea evitar la
absorcidn sistémica del medicamento, c) Existen miltiples sitios de aplicacion d) Los sistemas de
liberacién pueden ser los clasicos o nuevos, ¢) Deben presentar una efectiva y alta disponibilidad
local. La Via Transdérmica tienc otros requerimientos a) Se aplica en piel normal, b)Requicre de
un sistema de absorcion controlada para ¢l medicamento, ¢) Generalmente se aplica en un sitio
especifico, d) Los sistemas de liberacion deben ser especificos (tal es el caso de los parches), ¢)
Es nccesaria una alta biodisponibilidad. No obstante tales diferencias, cxisten requerimicntos
comunes, tales como: cosméticamente aceptable para la piel, formulaciones no irritantes ni
alergénicas, buena estabilidad fisicoquimica del medicamento en la formulacién, buena
biodisponibilidad del medicamento (para lo cual se pueden usar promolores de penetricién)
[Rolland, 1993].

A continuacién se hace una breve referencia a estos sistemas, con el fin inicamente de
tener un panorama general de las diferentes formas farmacéuticas que se administran a‘través de

la piel.
2,2.1 Via Tépica

Existe un nimero interminable de productos que pueden ser administrados via tépica, ya sea con
fines farmacéuticos o cosméticos, tal es el caso de soluciones limpiadoras, sprays, aerosoles,
roll-on, emulsiones (ya scan lociones o champtis), cremas, ungiiento o pomadas, pastas o geles
[Flynn, 1990] y algunos sistemas mds novedosos como miscrocsponjas, vehiculos basados en
liposomas, el uso de silicones, cteétera [Osborne y Amann, 1990]. En csta seccién se tratara

unicamente de las formas farmacéuticas mas comunes, que cn general son semisélidos.

6




Antecedentes

2.2.1.1 Ungilentos [y 1990
Los ungiientos son semisolidos, cuya base son hidrocarburos en los cuales se encuentra disuelto o
suspendido ¢l principio activo. Se usan en general petrolato y ceras, los métodos de preparacion
se basan en aumentar la temperatura hasta llegar a su punto de fusién, incorporar el activo y
después enfriar. Actuglmente en ¢l mercado son muy usados los polictilenos, dado que la difusion
del active a través del vehiculo facilita su liberacion. Existen otros ungiientos basados en
silicones, los cutales contienen como ingrediente principal aceite de polidimetilsiloxano, dado que
es una excelente barrera contra ¢l agua y es usado como emoliente en la piel. El polictilenglicol
también es usado en los ungiicntos, debido a que es semejante al petrolato, pero la solubilidad de
muchos activos es mcjor, lo que también podria representar una particion pobre del activo del

vehiculo hacia la picl, ademas ¢s muy soluble en agua.

Un medicamento muy hidrofilico puede ser incorporado al vehiculo mediante el uso de
emulsificantes, entre los mas usados se encuentran el colesterol, ésteres de colesterol, lanolina,
derivados de lanolina, surfactantes iénicos y no idnicos. A este tipo de ungiientos se les identifica

como cmulsiones.

2.2.1.2 Pastas [ 1990)
Las pastas son basicamente ungiientos que contienen un mayor. porcentaje de sdlidos insolubles
(50% o mas). Ingredientes tales como almidén, 6xido de zinc, carbonato de calcio y talco, se usan
en la fase solida. Forman una capa oclusiva en la piel, se usan en irritaciones, rozaduras y como

protectores solares, Ya que son opacos.

2.2.1.3 Cremas [y 19901
Las cremas son sistemas de emulsiones semisélidas, con una apariencia de **crema blanca”, pues
la fase interna de la emulsion reflecta la luz, dando a las cremas su apariencia caracteristica. El
término “crema’ es usado tanto para las emulsiones agua en aceite (w/o0), cuya fuse interna es el
agua, como para las emulsiones aceite en agua (o/w), cuya fase intcrna es el accite, auque es

necesario recordar que desde el punto de vista fisicoquimico son muy diferentes.
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EL méodo de preparacion de una crema, dependera del tipo de emulsion que sc desce
formar, gencralmente, la fase interna se agrega a la fase externa o continua cn agitacién constante
en presencia de un agente emulsificante, normalmente el activo se incluye en la fase interna la
cual queda suspendida en forma de gotas. Los materiales que se incluyen son en la formulacion
de una crema son muchos y muy variados, y van desde ceras, grasas, aceites que se incluyen en la
porcion oleosa de la crema, hasta agua o alcohol (laurilico, miristico, cetilico, estearilico, oleico,
bencilico, hexadecilico) en la porcidn acuosa. Otro excipicnte que las cremas generalmente
conliencn cs propilenglicol, dado que es un emoliente. Entre los tensoacitivos que se incluyen

generalmente se encuentras los Tweens y Spans.

2.2.1.4 Geles M 19901
Los geles son sistemas semisolidos, que contiene una matriz polimérica (ya sean gomas naturales
o sintéticas) entrecruzada y organizada tridimensionalmente suspendidas en un liquido,
generalmente contiene una baja concentracién del polimero (menos del 10%, usualmente entre
0.5 y 2%); sc emplean en formulaciones que deben prevalecer después de aplicarse, tal es el caso
de los medicamentos para tratar dermatitis donde se incluyen esteroides antiinflamatorios. Los
polimeros usados, incluyen gomas naturales como tragacanto, pecting, carragenina, agar y dcido
alginico y materiales sintéticos y scmisintéticos, tales como, metilcclusosa, hidroxietilcelulosa,
carboximetilcelulosa y polimeros sintéticos de vinilo (acrilato) con grupos carboxilos ionizables

(carbopoles).

2.2.1.5 Espumas [ 1991
Son sistemas en los cuales el aire o algin gas es emulsificado en una fase liquida o sélida; esto
¢s, dentro del envase se encuentra un sistema fluido presurizado que al salir se emulsifica con el

aire o algiin gas y se convierte en espuma.

2.2.1.6 Otros productos dermatolégicos [y 19901

Lociones, jabones y champis, se usan en el tratamiento contra ciertas enfermedades de la picl;

como antimicoticos o en el tralamiento de infecciones de la picl.

AT
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2.2.1.7 Productos dermatoldgicos (ue se usan en capas subyacentes de la picl
Estos productos presentan efecto terapéutico cn lugares mas alla de la piel, tal es el caso de las
pomadas o ungiientos que se aplican para aliviar dolores musculares. Se dcbe aplicar una capa
gruesa del producto considerando que menos del 50% del activo es absorbido, asi mismo menos
del 10% podra llegar a circulacion general, ademds el drea de exposicién no es controlada pdr lo

que tampoco se puede controlar la cantidad de farmaco administrado.

2.2.2 Via Transdérmica: Los Parches

Desde la antigitedad la piel ha sido una via de administracion para diversos productos que se han
usado con efecto local o sistémico, tal es cl caso de los emplastos de origen natural, ungitentos,
geles y cremas; no obstante para finales de los setentas o principios de los ochentas, retoma
fucrza la investigacion en ¢l drea de los transdérmicos y sale al mercado el primer parche
moderno de liberacién transdérmica desarrollado por Alza Corporation. Desde entonces el

mercado de los transdérmicos ha crecido de manera exponencial (Fig. 3).

1996 -2001 [0

19911995 [ 2025
1986 - 1990 [:869

1981 - 1985 [ 109

373

Anos

1975-1980 | 6

Patentes

Fig. 3 Numero de Patentes de Sistemas Transdérmicos registradas en Estados Unidos de

Norteamérica [Manelle. 2002)
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Ventajas de los sﬁstemns dé liberacion transdérmica (%2000

¢ Es una buena opcién para sustituir la via oral.

¢ Evita la degradacién gastrointestinal (intcraccio’ncs de los farmacos, efectos del pH,
actividad enzimatica, ctcétera).

¢ Evita el efecto del primer paso hepdtico (esto. es kque evita ‘fa ,'desacti\{acién dé los
medicamentos por enzimas hepiticas). - k s i

¢ Una terapia que se administra varias veces al dia, pucde ser sustllulda por una aphcac:én

tnica. : ; )
¢ Se aumenta el tiempo en circulacién sistémica de los mcdlcamenlos que uenen un uempo
de vida media corta. s v
¢ Una vez retirado el dispositivo, el efecto del médic‘umemo dismilluyé répidamenlei
¢ En caso de algin accidente o emergencia, ‘se idehtiﬁqa rz’;pidémen‘te la terapm médica

administrada al paciente.

Desventajas de la Administracién Tr,nnsdéfmlcru (Barry, 2000)

¢ No todos los activos pueden ser admmlstrados por csta via, (en la sngtucnte secmén se
mencionan algunas caracteristicas que debc cumphr un fannaco para ser susceptlblc de
administrarse por esta ruta). g i

¢ Laaccién esta limitada al tiempo en que el parche pueda pennanecer ndhendo a Iu piel.

¢ La eficacia de la absorcién percutinea se ve afectada por la vanacnén mlra e
interindividual. i

¢ La adhesion del parche puede variar segiin el tipo de piel.

¢ Puede producirse alergia en la piel, y manifestarse mediante enrojecimiento, salpullido o
cdema, debido al activo, la formulacion del parche en general o ¢l adhesivo del mismo.

¢ Dado que el parche es un sistema oclusivo, llega a proliferar ¢l crecimiento de bacterias..

¢ El medicamento puede sufrir metabolismo por las bacterias y enzimas propias de la piel.

¢ Lamanufactura de estos parches imiplica un alto costo ¢ involucra tecnologia compleja.
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Caracteristicas que debe cumplir un activo susccptlble dei mcorpornrse en un trnnsdérmlco
(Hadgraft y Guy, 1989)

.

*

*

£l activo debe penetrar en la picl relativamente rapido (flu_yo entre: 10 y IS ;.1g/cmz/h)

El sistema no debe cubrir un arca mas grande a 50 cm?,

Los sistemas de liberacion transdermal son preferibles para activos en los que la dosis
diaria requerida sea de pocos miligramos.

Es preferible que el activo tenga un tiempo de vida media biolégico corto.

Se debe considerar el coeficiente de difusién del activo, el cual involucra la naturaleza del
polimero o formulacién en que sc encuentra el activo y su tamafio molecular. En general
es preferible que sca de bajo peso molecular (menores de 600 Da, el cocficiente de
difusion tiende a ser bajo y por lo tanto penetra mds facilmente el firmaco) [Barry,
2001]), sin embargo diversos péptidos y otras especies con alto peso molecular son
susceptibles de atravesar la picl.

Los activos muy lipofilicos pueden formar un reservorio en esta regién, por otra parte los
activos muy hidrofilicos no penetran ¢l estrato corneo; por lo tanto los firmacos deben
tener una lipofilia media, esto es un logaritmo del coeficiente de parlicién o reparto
octanol / agua aproximadamente de 2. [Hadgraft y Guy, 1989). -

Deben tener un punto de fusion bajo y la solubilidad en el medio receptor debe ser buena.

Tipos de dispositivos para la liberacion transdermal

Existen fundamentalmente tres tipos de parches que se utilizan en la liberacién transdermal, ellos

son los siguicntes:

1. Parches adhesivos, en los que el fanmaco se encuentra disuelto o disperso en el adhesivo, y en

la parte posterior sc coloca una pelicula protectora, la cual evita que el fairmaco migre hacia el

medio ambiente. El esquema de este sistema transdérmico se muestra en la figura 4.

Capa posterior
A \\\ / Pelicula adhesiva
OSSN 0.0.0 q.o.q.oo.o. SRR 023
con el farmaco

[ e s a2
\ Pelicula protectora

Fig. 4 Parche en donde el farmaco estd incluido en ¢l adhesivo
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Parches tipo matriz, son sistemas monoliticos, que incorporan el medicamento en una matriz

contenida cntre dos capas, una capa anterior y una capa posterior. El activo se encuentra

generalmente en una matriz polimérica que controla la liberacion del fairmaco hacia la piel

(proporcional a la raiz cuadrada del tiempo) y por lo tanto la penctracidn del farmaco hacia el

interior del cuerpo es controlada por la propia barrera de permeabilidad cutinea. Este tipo de

parche se muestra en la figura 5.

rior .
Capa po_\s\te Cubierta adsorbente
IAdhesivo
Peliculade aluminio A N
Matriz sélida Pelicula
con el farmaco Protectora

Fig. S Parche tipo matriz

3. Dispositivos que contienen una membrana para controlar ¢l paso del activo hacia la piel, el

farmaco es contenido en un liquido o gel en forma de reservorio (Fig. 6).

_. Capa posterior oclusiva
":, Reservorio liguido o
semi-liquide con el farmaco
Membrana controla
paso del farmaco
Contacto del adhesivo

">~ Pelicula protectora

Fig. 6 Parche tipo reservorio
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2.3 PROMOTORES DE ABSORCION
Dado que en un producto transdérmico es indispensable que el activo pase a circulacion general y
debido a-la resistencia natural que opone la piel a la penetracion de sustancias exdgenas, al

formular'un principio activo para ser administrado por esta via, es necesario incluir excipientes

que actiien como promotores de absorcion.

Un promotor de absorcién es aquella sustancia que incrementa la particién y difusion de

agentes activos hacia y a través de la barrera de permeabilidad.

Ademaés ha surgido la necesidad de-administrar firmacos de tamafio molecular muy
grande, tal es ¢l caso de los péptidos, por lo que también se han eéstudiado “promotores de

absorcion fisicos™ mediante la aplicacion de corriente eléctrica, ultrasonido, etc.

En esta seccion s¢ estudiarin somecramente los promotores de absorcion quimicos y
fisicos, ahondando exclusivamente cn los dos promotores que se prueban en este trabajo, eslos

son ¢l Laurocapram (Azona®) y uno de sus analogos el 4-Deciloxazolidin-2-ona (Dermac®).

2.3.1 Promotores de absorcion quimicos y efecto del vehiculo

Entre las entidades quimicas que han sido estudiadas como promotores de absorcién y que han
resultado altamente cfectivas se ticnen aquellas que cuentan con una cadena alquilica larga,
cominmente entre 12 y 18 carbonos y una cabeza polar. Esta cabeza polar, aparentemente
interactia con los grupos polares de los lipidos de la piel mientras que la cadena alquilica se
inserta entre las cadenas de la bicapa, rompicndo su orden, lo que provoca mayor fluidizacién
entre cllos, y un aumento cn la difusion del activo a través de la membrana. Se ha visto un mayor
efecto entre los grupos metilenos inmediatamente adyacentes a las cabezas polares de los lipidos

de la picl, pues se empaquetan entre cllos herméticamente, dejando cierto espacio al otro lado.
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Un ¢jemplo cs ¢l caso del acido oléico, el cual tiene un dobie enlace tipo cis, que se
inserta dentro dec los lipidos, moadificando su empaquetamiento y consecuentenente
incrementando la Nuidez. La Azona®, por su parte, no contienc carbonos con insaturaciones; sin
embargo parece actuar de la misma mancra, Estos dos promotores son “no polares™; pero también
existen promotores de “baja polaridad” (dimetilsulfoxido, dimetilformamida, pirrolidonas), de
“polaridad media” (decimetilsulfoxido) y de “alta polaridad™ (propilenglicol), los cuales tienen

diferente mecanismo de accién [Barry, 1987]).

De manera general los mecanismos de accién de los promotores pueden resumirse en los

siguicntes puntos:

1) Incremento de la fluidez de las bicapas lipidicas de la membrana, con la
consecuente disminucién de la temperatura de transicién vitrea: Como el transporte intercelular
es la ruta mas probable para ¢l pasaje de sustancias a través de la piel, la disrupcion del paquete
lipidico intercelular, ya sca por interaccion del promotor con los lipidos o con los componentes
protéicos, puede incrementar la permeabilidad cutinea, ademds mediante diversas técnicas
biofisicas (e.g. calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia infrarroja) se ha logrado
demostrar que existe una correlacion entre la fluidez lipidica y la permeabilidad; este incremento
de la fluidez puede atribuirse a que los lipidos sufre una transicion de una fase gel (rigida) a una
fase liquido cristalina, con una reduccion de la temperatura de transicion vitrea. Un incremento
reversible de la fluidez de los lipidos intercelulares, puede ser considerado como un efecto no

toxico, [Ganem ¢t al, 1998}

*2) Extraccion de los lipidos intercelulares: Ciertos promotores, pueden incrementar la
permeabilidad de la piel al extraer los lipidos intercelulares que constituyen la barrera, Este es un
cfecto mis drastico que el anterior y por lo tanto debe tenerse muy presenta la reversibilidad del
mtismo. La remocién de los lipidos del estrato comeo permite incrementar la velocidad de

permeacion tanto de sustancias polares como no polares.” [Ganem er al, 1998]
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“3) Interaccion con  los componentes protéicos: Ciertos  promotores--aumentan I
permenbitidad de la membrana al cambiar la conformacién, desnaturalizar ¢ incluso extracr las

proteinas de la mebrana.” [Ganem et «l, 1998]

“4) Alteracion de 1a barrera enzimitica: Los inhibidores enzimiticos pueden también
fungir como promotores de absorcion, si se considera que la capacidad metabolica de la picl
pucde acluar como una barrera enzimatica.” [Ganem et al, 1998] por ejemplo la sintesis de
melanina se inicia por la accién dec tirosina por la enzima tirosinasa para formar 3,4-
dihidroxifenilalanina (dopa) dentro de los melanosonas, la hidroquinona suprime la pigmentacién

tal vez bloqueando la actividad de la tirosinasa. [Orkin et al, 1994]

“8§) Incremento de la actividad termodinfimica del soluto: Esta pucde verse afectada
por la composicién del vehiculo, la cual va a influir directamente en la solubilidad del penetrante.
Una forma de aumentar el coeficiente de particion piel / formulacion, consiste en el uso de
sistemas saturados, lo cual puede lograrsc cligiendo adccuadamente los componentes de la

v

formulacion,” como se explica mas adelante. Un cjemplo de este mecanismo puede ser “las
moléculas de ciclodextrina, ya que son relativamente grandes (PM de 1000 a 2000), bajo
condiciones normales son incapaces de penetrar la piel. Sin embargo, en vehiculos acuosos,
pueden solubilizar sustancias lipofilicas, insolubles en agua, aumentando su coeficiente de
particion en la piel. Son mas efectivas cuando se combinan con promotores lipofilicos que actiien

directamente sobre la barrera de permeabilidad, e.g. Azona®™ [Ganem et al, 1998]

*6) Co-difusién del promotor y el soluto: Se ha demostrado que ciertos promotores
como clpropilenglicol, Transcutol, etanol y dimetilsulfoxico, son capaces de difundir a través de

la piel, arrastrando junto consigo al penctratnte.” [Ganem er al, 1998]

*7) Incremento de la hidratacion del estrato corneo: Aunque no existen teorias firmes
sobre como ¢l agua afecta el pasaje de una sustancia, parcce ser que actiia por solvatacién de las
cabezas polares de los lipidos, principalmente glicoesfingolipidos y ceramidas.” [Ganem et al,

1098).
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Enla tabla 1 se mencionan algunos promolores, cuyo miecanismo de accién se indica de

acuerdo a los nimeros de los puntos anteriores.,

TABLA L Promotores de absorcién cutinea

{Datos madificados de Ganem ¢f af, 1998)

MECANISMO DE

PROMOTOR EJEMPLOS ACCION
A, DISOLVENTES
1. Agua 7
2. Alcohoies Metanol, ctanol 1
3. Alquilmetilsulféxidos Dimetilsulfoxido, dimetilformamida 2
4. Pirrolidonas 2-Pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona 7
5. Azoma™ y derivados 1
0. Otros Propilenglicol 6y3
B. SURFACTANTES
i. Anidnicos Dodecil sultato de sodio 1,2y3
2. Catidnicos Bromuro de celtiitrimetilamonio 1,2y 3
3. No idnicos Tweens, Brijs, Poloximeros 1,2y3
4. Acidos y alcoholes grasos Acido olcico, liurico 1
5. Sales biliares Tioglicolato de Calcio 1,2y3
C. OTROS
1. Urca 7
2. Terpenos y accites esenciales [ Mentol y limoneno 1
3. Ciclodextrinas 5

Como se menciond, un camino para incrementar la difusion en el estrato cérneo, es el uso

de sistemas supersaturados, estos presentan la ventaja de no requerir el uso de un promotor. Se

realizan usando disolventes voldtiles o captando ¢l agua transepidermal que se evapora

normalmente al colocar un dispositivo oclusivo constituido por un polimero hidrofilico

{comiinmente cl adhesivo tiene estas propicdades.) Si el activo es de naturaleza hidrofébica, el

agua adicional contribuird a reducir su solubilidad en el medio adhesivo. Ahora bien, si el activo

no difunde inmediatamente a través de la solucion, se obtendrd una solucién supersaturada en un

estado de alta actividad termodindmica (metacstable), lo que dard como resultado que se

favorezea la particion cn la picl. Aparentemiente hay una correlacion directa entre el grado de

supersaturacion y el flujo a través de la piel y la cantidad de activo detectado en la piel [Hadgraft,

2001],
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La ccuacion | muestra que es posible obtener un cfecto sinérgico al combinar dos
promolores, si un promotor incrementa “D™ (Coeficiente de difusion en el estrato corneo) y otro
*K* (Coeficicnte de particion picl — vehiculo) o si usamos sistemas supersaturados, el cfecto se

vera multiplicado.

Ademis del uso de promotores, se ha buscado incrementar la absorcién empleando

acarreadores o vehiculos que favorezcan cl transporte a través de la piel.

Uno de los mayores problecmas es la liberacion transdérmica de los agentes
biotecnoldgicos, dado que son moléculas muy grandes y la cantidad que penetra es muy pequeiia,
ademis s¢ han obtenido resultados muy pobres cuando se colocan con promotores de absorcion
quimica, por lo que sc deben buscar otras alternativas como promotores fisicos (que sc estudian
mas adelante). Entre estas opciones sc pucden mencionar a los liposomas o Transfersomas®. Los

® son liposomas ultra-deformables que tienc una superficic polar, los cuales

Transfersomas
aparentemente promucven la permeacion de moiéculas con alto peso molecular como la insulina.

La figura 7 representa un Transfersoma®,

Fig. 7. Representacion de un Transfersoma® [Hadgraft, 2001]

También han sido reportados complcjos de lipidos con ADN que penetran el estrato
corneo tales como DOTAP® en los cuales “liposomas-ADN™ promueven la penetracion, su
mecanisnio de accion no esta atin bien definido [Alexander et al, 1995 y Birchall er af, 2000],

existe un sinnimero de vesiculas y particulas que han atravesado cl estrato cérneo, tales como
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liposomas, transfersomas, cthosomas, niosomas, etc., lo que parcce indicar que penetran por via

folicular,

Las moléculas cargadas, también han sido objeto de estudio por esta via, para neutralizar
su carga temporalmente se han formado pares idnicos lipofilicos, los cuales difunden a través de
la epidermis y posteriormente son disociados, también se han recalizado pruebas con sistemas
cutécticos (sistema cuya mezcla tiene un punto de fusién inferior a cualquicra de sus
componentes) aunque ¢l cfecto promotor es modesto [Barry, 2001]. Otra técnica es formar un
complejo coacervado en una fase oleosa, esto es, formacién de pequeiias gotas ricas en el
complejo idnico; la particion del coacervado dentro del estrato cormneo se comporta como pares
ionicos, difundicndo, disociandose y pasando al tejido viable, aunque el flujo es de nuevo
modesto. El cuadro | muestra un resumen dc los diversos promotores fisicos y quimicos, que se

han usado para optimizar la liberacion transdérmica, asi como otras técnicas usadas.

IOPTIMIZACION DE LA LIBERACION TR/\NSDERMICA'
T

f I | I ]
! Vesiculas y Particulas Estrato Corneo Estrato Cérnco M¢étodos ayudados
Farmaco / Vehiculo Modificado Omitido / Removido Eléctricamente
Seleceid Lip y Anilog Hidratacion Series de mi j ul id
Farmaco/Profirnuco de silicon o metal
Uso de sistens Promotores Ablacidn lontoforesis
supersaturados Quimicos
Pares ton / Liberacion Electroporacion
Coacervados Folicutar
Sistenus Magnetoforesis
Eutéeticos

Esquema I, Optimizacion de la liberacién trasdérmica

[Barry, 2001]

Finalmente sc¢ ha reportado en la literatura el uso de promotores de penetracién quimica

ch un sistema de spray para liberacidn transdérmica, el cual se muestra en la figura 8 [Hadgrafi,

2001].
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Fig. 8. Prototipo de un sistema de spray transdérmico [Hadgraft, 2001}

2.3.2 Promotores de absorcion fisicos

El desarrollo de farmacos biotecnoldgicos, tales como péptidos y oligonucleétidos, ha ocurrido al
mismo ticmpo que se incrementa el interés en la ruta de liberacion transdérmica. Muchos de estos
agentes biotecnologicos no pueden ser administrados via oral por la degradacién gastrointestinal
(efectos del pH, enzimas digestivas, etc.) y por ¢l efecto del primer paso hepatico; por otro lado
sus propicdades son desfavorables para la penetracion transdérmica (dado que generalmente son

de gran tamaiio y ticnen carga). Asi que se ha renovado ¢l interés por la iontoforesis.

La iontoforesis ¢s un método eléctrico para promover la absorcion de fiarmacos, cn donde,
sc hace pasar una pequeiia corriente eléctrica (aproximadamente 0.5 mA/em?) a través de un
clectrodo que contiene el farmaco en contacto con la picl y un electrodo conectado con tierra, el
cual completa el circuito cléctrico en otra parte del cucrpo. Existen principalmente tres
mecanismos que promueven ¢l transporte de moléculas por este método: 1) la repulsion cléctrica
que genera el electrodo impulsa a la especic cargada; 2) el flujo de la corriente cléctrica puede
incrementar la permeabilidad de la picl y 3) la electroosmosis puede lograr que penetren
moléculas sin carga y péptidos polares de gran tamaito. La eficacia del transporte depende
principalmente de la polaridad, valencia y movilidad de las especies cargadas, asi como los ciclos
cléetricos y los componentes de la formulacion. La figura 9 muestra ¢l mecanismo de la

iontoforesis.
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Cornente
Eléctrica
— EEaE farpranit
_____ ; Catod
Anodo Tones +++++
————— Farmaco Buffer ++ +++
“““ A+ o+

Fig. 9 Mecanismo de transporte por iontoforesis

Una consccuencia importante de la iontoforesis ¢s el fenomeno de electroosmosis, esto es,
¢l paso de agua a través de la piel debido a la corriente administrada, lo cual permite mejorar el
paso de molcculas hidrofilicas sin carga. Este fenémeno ha sido aprovechado en recientes
aplicaciones de iontoforesis reversa, lo que da lugar a que se actué cn los dos sentidos, esto es
permite sacar y meter moléculas, su aplicacion mas conocida es ¢l “Glucowatch”, este dispositivo
permite “sacar” glucosa del organismo y detectar niveles altos mediante un microchip, lo cual es

muy util para las personas diabéticas. La figura 10 es una imagen del “Glucowatch”,

TESIS CON
PALLa DB CHIGEN

Fig. 10 Representacion del “Glucowatch™ [Hadgrafi, 2001]
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Existen otras técnicas de promocion fisica; sin embargo no han sido tan desarrolladas
como la iontoforcsis, entre cllas se incluyen la clectroporacion y la sonoforesis. La
clectroporacion utiliza voltajes muy altos en periodos de tiempo muy cortos (ms) creando una
region transitoria de permeabilidad formando canales en la estructura de los lipidos intercelulares,

lo cual puede usarse en combinacion con la iontoforesis.

Lo que se refiere a fos trabajos con ultrasonido, el mecanismo de accién atin no esta bien
esclarecido sin embargo algunos autores [Bomman et af, 1992 y Mitragotri er al 1996] sugicren
que se induce la fluidizacién de los lipidos del estrato corneo o formando cavidades entre ellos; lo
cual cs efectivo para algunas permeaciones, pero no para otras. Especics con alto peso molecular

requicren ultrasonido a frecuencias bajas (kHz) para mejorar la absorcién.

Otro intento de mejorar la absorcidn ha sido bombardear particulas a altas velocidades
para atravesar la barrera de permeabilidad que forma el estrato cémeo, los tamaifios de particula
que se usan estan cn el orden de los micrones. La figura 11 muestra este dispositivo llamado

“Powderject™.

Fig. 11 Imagen del “Powderject™ [Hadgraft, 2001]

Sc han estudiado ademas series de micro-agujas que esencialmente perforan el estrato
corneo y ¢l activo pasa a través de lus agujas hacia la epidermis viable. También se han estudiado

los rayos lisers como una manera de controlar la liberacién transdérmica.
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Finalmente el esquema 2 muestra un resumen de los

promotores de liberacion transdérmica.
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mecanismos sugeridos para los

PROMOTORES QUIMICOS
*Ruptura de lipidos |
®Interaceion con proleinas

*Pramociin de la particion

*Resistencia reduaida de la picla la
curmente

*Incremento aceion promotora

*Selectvidad segin ef tamao

IONTOFORESIS

*Electratoresis

tronsmosis

*Ruptura de lipidos

®Incremento
enla
formacton de
cavidades

promotora
*I'oros agrandados

*Accion

*Incremento de la aceion

promotors
Incrementada
‘dispersada

L

*Resistencia reducida de la pict a la

corriente
*Selectividad segin ¢l tanmano *Ressstencia
*|ilectroforests inc entad: reducida de Ta
i incrementada melala
camente

ULTRASONIDO
*Ruptura de hpdos
*Ihtuston de ta promocion

*tonecon

*Restsiencia reducida de la picla la
cortiente

*Conveccion incrementada

*Selectividad segin el lamano

ELECTROPORACION
*Formacion de poros
® Electroforesis

*Electroasmosis

Esquema 2. Mecanismos de

posibles

accion sugeridos para promotores de penctracion transdérmica y

acciones sinérgicas entre ellos [Barry, 2001]
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2.3.3 Laurocapram (Azona®)
De entre los promotores de absorcibn quimica, la Azona® (Laurocapram) ha sido

posiblemente de los mas efectivos tanto para sustancias de naturaleza lipofilica como hidrofilica.

Caracteristicas generales de la Azona®

La Azona®, cuya estructura se muestra en Ja figura 12, es la marca registrada de la sustancia
quimica laurocapram cuyos nombres cientificos son: 1-dodecil azacicloheptan-2-ona; 1-dodecil
hexahidro-2H-azepin-2-ona; N-dodecil-3-caprolactam. Derivado del caprolactam, tiene usos
como promotor de absorcién percutdnea, agente activo fisiologico y actividad intrinseca
antiinflamatoria [Manual Merck, 1996]. En la figura 13 se muestra la distribucién de las cargas

de la Azona®.

N NS~

Fig. 12 Azona®
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Fig. 13 Distribucion de las cargas de la Azona®
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La Azona® fue patentada en 1976 como un promotor. de kpcnci‘raci{?p [Bajadhyaksha,
1976-1984]. Estudiada ampliamente desde 1980, es un liquido ‘claro coyl‘ortyémbq‘r, Ciiya masa
molecular es de 281.49 Da, punto de fusién de -7 °C, y un punto de cbu“iéic’m de 160 °C a 0.05
mmty. El coeficiente de particion octanol / agua es de 6.21 [Allan, 1995], otros autores reportan

6.6 [Barry, 1987] demostrando que es un material altamente lipoﬁlicc;.

La Azona® cs miscible con la mayoria de disolventes orgdnicos y es unexcelente
solubilizador de una gran variedad' de firmacos, se: incorpora ‘rdpidamente en . diferentes
formulaciones, mostrando una alta estabilidad quimica. y es compatible con la mayoria de los

excipientes [Allan, 1995].

Dado que la Azona® contiene una cadena alquillca larga llm‘ ada por un ciclo polar

ltamado azacicloheptan-2-ona. [Potls, 1997], es un promolor efectlvo tamo p'lra firmacos

hidrofilicos como hidrofébicos, -de dnferentes pcsos molcculares, mcluyendo moléculas de
péptidos tales como insulina y vasopresma‘[Allan,‘ 199_5]. La Azona es generalmente usada a
bajus concentraciones, 1 a 5% v/v,.y su actividad promotora se puede incrementar por el uso de

co-disolventes entre cllos el propilengiicol (PG)‘ [Wiechers et al, 1990 y Hadgraft, 1996].

Asi la Azona® puede ser considerada como un promotor universal, aunque depende de
difcrentes factores tales como el nivel-de hidratacion en la piel, 1a solubilidad de los fairmacos y

de los vehiculos, ete. [Allan, 1995].
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V’l‘oxicidml (lé Ia Azona®

Se han realizado estudios cn ratones, ratas, cerdos, concjos y monos, sin encontrar efectos
sistémicos adversos o toxicidad dérmica después de un mes de exposicidn en la piel. En estudios
de toxicidad de dosis Gnica oral la DLso con 100% de Azona® es de 7.4 y 9 g/kg en ratones y
ratas respectivamente. Por via dérmica aplicando 100% de Azona® a ratas, la DLsg es de 7.3 g/kg.
Por via ocular, a altas concentraciones produce una leve irritacion, con dosis prolongadas causa

hiperemia conjuntival media en conejos [Allan, 1995],

Se realizaron estudios, con algunos derivados de A’zona® a los que se les varié el nimero
de carbonos de la cadena alquilica y se encontré qué en'céylulais epidefmales de especic humana,
con la toxicidad incrementa al alargar la cadena de dos a ocho carbonos, permanece constante
entre ocho y catorce carbonos y disminuye nuevamente al aumentar la longitud de la cadena. Una
tendencia similar se observa con el flujo, usando como ac(fvo nitroglicerina, lo que sugiere que

cxiste relacion entre la toxicidad y el efecto promotorde penetracfén [Ponec et al, 1989 - 1990}.

En estudios de dosis multiple (30 aplicacioncs) .,\‘/in dérmica, con concenlf_aciones entre 10

y 50% en ratones lampifios es ligeramente. irritante; en’raias es:muy  irritante’y muestra una
irritacién moderada en conejos y cerdos. Aplicandolo duran meses a_conceniraciones. de
5% causa irritacién moderada en ratones, ratas y monos;. con_ cfectos no’ sistémicos, notandose

cambios moderados en la piel.

En ratas y ratones no se han encontrado tumores o efcc(os carcinogénicos, excepto por via
oral / nasal en ratas, donde se han encontrado células con tumores, aunque no son representativos

cstadisticamente. Tampoco muestra efectos genotdxicos, teratogénicos o embriotdxicos.,
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Los estudios clinicos han demostrado que la piel humana es. (olerante -a” aplicaciones
repetidas de la Azona®™ por largos periodos de tiempo, y las tendencias a irritacion se deben al uso

de altas concentraciones de Azona* con parches oclusivos sobre el sitio de aplicacion.

Una aplicacién de Azona® al 100% en piel humana, en condiciones normales, muestra
una absorcion minima (menos del 1%), acumulindose en las capas superficiales del estrato
cérneo, lo cual se ha observado por medio de strippings y marcadores radioactivos, sin detectarse

en sangre y recobrandose solo un 0.005% en heces [Allan, 1995].
Mecanismo de accién

En los wltimos afios se han propuestos diversos mecanismos de accién de la Azona®, segiin los
diferentes estudios realizados. Sin embargo, en resumen todos llevan una misma directriz,
enfocados a indicar que la Azona® interacciona con los lipidos del estrato’ cérneo (SC),

desordenandolos y formando huecos entre ellos, lo que favorece cl paso de las sustancias.

De esta mancra diversos autores, tales como Allan G. (1995) indica que la: Azona®
interacciona con los lipidos intercelulares fluidizando regiones hidrofébicas de la.estructura
lamelar, aumentando la difusidn en la piel. La Azona® tiene una cadena alquilica de 12 carbonos,
que sugierc la formacion de huccos en el espacio intercelular, mediante la intenupciéﬁ de las

interacciones ceramida-colesterol o colesterol-colesterol.

Barry B. W. (1987) realizé un estudio por calorimetria diferencial de barrido (DSC) el

cual revela que la estructura de los lipidos se ve alterada por efecto de la Azona®: Por DSC sc
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observa que el SC presenta 4 transiciones mayores a las temperaturas T, Tz, Ty y Ty, las cuales se
observan en la figura 14, Ty: Indica la posible fusidn de lipidos sebiccos o que contienen cadenas
de coléslcrol, Ta: Fusion de la cadena lipidica insertada en la estructura bilamelar junto a algin
material no polar. T3: Rompimiento entre las asociaciones de las cabezas polares de los lipidos
junto con la ruptura de las regiones rigidas del colesterol o bicn se supone transicion lipido-
proteina asociada a la membrana de la célula. Ty: Desnaturalizacién de la queratina intracelular.
Al tratar ¢l estrato cérneo con Azona® Ty, T2 y T3 desaparecen del termograma; al no alterar Ty

® es un

sc supone que no cniran cantidades significativas a las células. Debido a que la Azona
material no polar, se_sugiere que ésta se inserta entre los lipidos evitando la cristalizacion de su

cadena.

Sin tratamiento

énn Azona

— Endoterma

20 40 60 80 100 120

Temperatura (°C)

Fig. 14 DSC del estrato comeo humano, sin tratamiento y modificado por la Azona® [Barry, 1987]

Katsu ef «f (1989) investigaron la accién de la Azona® en eritrocitos humanos, midiendo

la hemélisis, presion osmatica, cantidad total del contenido de fosfolipidos y un ensayo adicional
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donde sc determina. el cambio en la temperatura de ,lransiciéyn de-una membrana artificial
liposomal de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)- mediante bolarizacién fluorescente. Los
resultados muestran que la Azona® penetra dentro dc; las bicapas lipidicas incrementando el
movimiento de las cadenas alquilicas de los lipidos, debido a su grupo dodecilo. Esto se
determiné midiendo la temperatura de transicién de DPPC. Estudios de presién osmética
indicaron que la Azona® induce hemélisis, y lesiona las membranas biolégicas, liberando
fragmentos de fosfolipidos. El grupo dodecilo de la Azona® penetra en regiones profundas de la
membrana, el grupo amida se localiza de preferencia cerca de las regiones hidrofilicas de los
lipidos, el gran volumen decl anillo de e-caprqlnctam empuja las cabezas polares de los lipidos
hacia arriba deformando su estructura lo que provoca que al acumularse se liberen fragmentos de
la membrana y se promueva la permeabilidad, tanto en las membranas de eritrocitos como del

cstrato cémeo.

A través de igolcm1as de Langmuir, Lewis y Hadgraft en 1990 mostraron due la Azona®
posce un drea molecular de seccion transversal de 60 A% La Azona® se inserta por si misma
dentro de la bicapa y parece empujar parte de las cabezas del grupo de las ceramidas, dejando
cicrto volumen libre, region en la cual la cadena alquilica incrementa el desorden. El proceso de
difusién por lo tanto se facilita y la Azona® actia como incrementador de transferencia de
moléeulas a través de la piel, la transferencia también esta determinada por la difusién a través de

los canales moleculares. Por lo tanto, la insercién de la Azona® tiende en fuerza a apartar la

ceramida, debido a su anillo cargado en forma positiva por repulsién electrostatica (Fig. 15).
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Fig. 15 Enlaces por medio de puentes de hidrogeno entre ceramidas y Azona® [Hadgraft, 1996]

Schiickel er al (1991) cstudiaron la compresion sobre una pelicula monomolecular de
colesterol, ceramida y una mezcla de 6 acidos grasos del SC (estedrico, palmitico, miristico,
oléico, linoléico, palmitoléico). La Azona® reduce el estado de condensacién de estas peliculas,
correspondiendo al incremento en la fluidez dentro de las monocapas. Ademas, la- Azona® altera
levemente ¢l TEWL (Transepidermal Water Loss) de la pch'crula lipidica. monomolecular. En
1993 Schitckel er al realizaron estudios mediante DSC y difraccion de rayos X, utilizando dos
modelos o matrices, la matriz 1 (M;) compuesta por lipidos del SC, fundamentalmente acidos
grasos (dcido estedrico, palmilico, miristico, oléico, linoléico y palmitico); la matriz II (My)
formada por lipidos del SC (los mismos que M, colesterol y ceramidas, en una proporcién
31:25:44), ambas matrices con cl 32% de agua. Siendo mas semejante al SC la My. Se incorporéd
del 0-50% de Azona®™ a cada matriz. Los resultados muestran que con un.30%: de:Azona® se
atentia la periodicidad hexagonal de la matriz con acidos grasos (M), esto acompailado por la
transicién de los puentes de hidrégeno en la estructura en My, causando el hinchamiento de las

cadenas laterales e incrementando el area interfacial lipido - Azona®, sin causar una transicién en
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la estructura-lamelar, csto dcbido posiblemente a la geometria molecular de la Azona® que tiene
una cabeza grande comparada con el volumen de su cadena alquilica. En la' M; la temperatura y la
entalpia de transicién endotérmica de dcidos grasos se reduce al aumentar la concentracién de

promotor y para la My dificilmente se altera.

Hirvonene et al (1994) realizaron trabajos mediante DSC en SC de auricula de conejo,
abdomen de humano y del dorso de serpic;htc (extraido con tripsina). El termograma presenta 4
picos endotérmicos 35, 70, 80 y 99“; los 2 primeros corresponden a estructuras lipidicas
lamelares (de acuerdo a la difracg:ifin"dc rayos X), €l tercero a lipidos asociados a proteinas y el
cuarto a proteinas. A diferencia de Bairy B. W. (1987), encuentra que la entalpfa correspondiente
a proteinas es muy baja (para hufnano),‘ al pretratar. con Azona@ lbs tfés prim;:;os Vpicos
desaparecen, por lo que concluye que hay un:i ruplixra'dé In:c‘structuvrAa (:lc':la':bic::x;‘m lfpidiéa del

SC.

Hadgraft J. (1996) propone que Ia Azona >'se mlroduce dentro de la bncapa lamelar,

causando la ruptura del empaque de lipldos Ln cabezarpolar se encaja en la parte polar de los

lipidos, fluidizdndolos, reduciendo la mlcrovnscomdad e mcrementando el coeficiente de difusion.

Al combinar Azona® con otros promolores el efecto es, mayor, generando un desorden entre los

lipidos de la piel aumentando la fluidez y la pcnncacxon La aclmdad promotora se relaciona a la

geometria molecular y la distribucién de la carga. :

La conformacién. adoptada por - la Azona dcpende de la- cabezadel grupo en la
interaccién con la moléculas contiguas [Lewis y Hadgraft; 1990]. Los puentes dc hidrégeno de

las cabezas de los grupos de lipidos es'un ‘factor importante para la estabilidad de la membrana,
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por lo tanto cuando la Azona® se inserta dentro de los lipidos intercelulares, 'se propone Ia
formacidn de los puentes de hidrégeno con una molécula adyacente, dejando  un espacio libre en

¢l otro extremo creando una regién de fluidez, como se muestra en la Figura 15 [Hadgrafl, 1996].

Ganem-Quintanar er al. (1997) Resumen diversos mecanismos de accion, entre.los cuales

hidrocarbonadas de los lipidos, mientras el grupo Iactémxco (mas'polaf), podria espcrarse que

interaccione con las regiones polares de los lipidos. La conformacnon a optada por. la cabeza de

la Azona® depende de las interacciones con las'moléculgs adyqécmgs, : cuando la Azona® se

intercala entre las cadenas hidrocarbonadas de la membrana causn u' '1ncham|ento de 1a matriz

lipidica debido al tamaiio de su cabeza, lo que exphcnrla cl aumcmo del arca molecular media de
las peliculas de DPPC con Azona® ;~d) la Azona® se inserta entre los lfpidos‘intcrcelulares
formando puentes de hidrégeno con una molécula adyacente, dejando libre la otra y creando una
region de fluidizacion; e) altera el movimiento molecular sobre la superﬁcle de las blcapas, al
aumentar la anisotropia, por lo que se sugicre de nuevo un aumento cn lav‘ﬂuid‘i“zacién de la
membrana de células bucales humanas; f) 1a Azona® interactiia con los lipidoé de Ia membrana y
reduce la temperatura de transicion; g) mediante microscopia electrénica de barrido se ha
determinado que la Azona® separa las células e incrementa los espacios en el -SC; h) los picos

asociados a lipidos en un termograma del SC desaparccen al ser tratados con Azona® al 3% y

Tween 20 al 0.1% (por 24 h), suponiendo asi que los lipidos se fluidizan aumentando la

TESIG (0
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permeabilidad de la membrana. La Tabla 2 resume los mecanismos propuestos por diversos

autores.

"Tabla 2. Mecanismos de accién para Azona® segin diversos autores

MECANISMO DE ACCION PROPUESTO REFERENCIAS
Disrupcion de la bicapa lipidica; Azona no ingresa cn cantidades|Barry/ 1987

significativas a las células,

Hirvonene et al/ 1994

La Azona® penetra dentro de las bicapas lipidicas incrementando el
movimicnto de las cadenas acil de los lipidos, debido a su grupo dodecil,
el anillo &-caprolactam empuja las cabezas polares de los lipidos
deformindolos, promoviendo la permeabilidad.

Katsu et al / 1989

Aumenta la {luidez y permeacion en las regiones lipidicas de la piel
humana. Fluidiza las regiones hidrofobicas de la estructura lamelar.

Schiicke! et al 7 1991,
1993

Hadgraft et al /11996
Allan /1995

Beastall et al / 1988

Formulaciones con Azona® y estudios realizados

En los tiltimos afios se han realizado un*gran niimero de estudios.empleando formulaciones con

Azona®, con diversos vehiculos y firmacos;a fin de evaluar su accidn promotora. Algunos de los

resultados de cstos trabajos sc resumen c¢n la tabla' 3, en la primer. columna se describe la

formulacion evaluada en cada caso, en la segunda columna'se indica la técnica empleada para

cvaluar la formulacion colocada, en la tercera columna se muestra el modelo animal empleado en

¢l ensayo, en la cuarta columna se sefialan los resultados obtenidos. En la tabla 4 se muestran los

Valores de Flujos obtenidos para diversos activos, donde se ha usado como promotor la Azona™.

®
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Tabla 3. Formulaciones desarrolladas con Azona® y resultados obtenidos

FORMULACION TECNICA EMPLEADA MODELO RESULTADOS AUTOR/ANO
PARA EVALUAR ANIMAL
Crema topica, AZO 1.6% en PG. Aplicacion dérmica a 21 Humanos AZO absorbid en Allan
sujetos, cuantificacion en cantidad minima y se 1995

orina recobrada por
radiomarcadores.

recuperd menos del 3%,

Acetonida de triameinolona 0.03% y
AZO 1.6%, vaselina.

Evaluacion del efecto
terapéutico

Flumanos con
enfermedad 16pica

Mejora notablemente la
eficiencia de la
triamcinolona

Wiechers et al
1989, 1990

Gel: Metotrexato 0.1, 0.5, 0 1.0% y Livaluacion de [a Humanos Se obscrva accion local, Allan
AZO 3% enfermedad y cuantificacion | afectados A promueve la 1995
£n sucro. penetracion

Se coloed una pelicula de In vitro: Por medio de Picl humana. Todos aumentaron el Akhter y Barry
Flurbiprofeno en acetona, ésta altima | celdas de difusion, flujo, excepto S + AZO 1984
se evapord y después se agregd
Imetiisorbide o PG oo Solketal,
luego se colocd DS+ AZO 29, 0 PG
< AZO 2% 08 ¥ AZO 2%, para uno
de los blancos la prel fue pretratada
concelona
PGy AZO DSC Estrato corneo PG + AZO es mis Barry

humano efectivo que AZO sola, 1987
Tartrato de metoprolol y AZO, In vitro: Por medio de Piel humana de AZO aumenta el flujo Ganga ef al
dispasitivo transdermal tontoforético | celdas de difusion y cadaver 130 veces con la 1996.

micrascopia clectronica de
barrido

iontoforesis

17-Benzoato de Betametasona y PGt | Estudios vasoconstriccion y | Humanos Ambos incrementan la Bennet et al.
AZ0O 2%, 6 Dimetifformamida + AZQ | biodisponibilidad vasoconstriccion, solo 1984
2.5 PG+AZO la biodisp.
Melanotropina (tetrapéptido) y AZO | In vitro por medio de celdas | Piel humana 6 en | Promueve la Ruland et al
de difusion Picl de raton penctracion 1994
lampiiio
Salicilato de sodio y AZO In vitro por medio de celdas | Membranas con AZO forma pares Hadgraft et o/
de difusion lipidos artificiales [ idnicos con el salicilato 1985
{(miristato de promoviendo su
isopropilo) transporte
S-Fluorouracile, Cafeina, (buprofeno, | /n vitro por medio de celdas | Piel de raton En todos los casos Phillips y
Acido Saliciirico, Acido Sahcilico y | de difusion lampiiio aumenta cl flujo a Michniak
Acetomdo de Tnameinolona en PG, través de la membrana 1995

pretratamiento de la piel con AZO
0.4 Men PG

Indonetacina en etanal + AZO

In vitro por medio de celdas

Piel de raton

Se observo daiio en piel

Akimoto et al

de difusion 1996
AZO en etanol In vitro por medio de celdas | Mucosa bucal Promueve la Turnen et al

de difusion humana penetracion 1994
Metomdazol en etanol - AZ0O In vitro por medio de celdas | Estrato corneo Promueve la Hadgraft et al
. de difusion humano penctracion 1996
Festosterona, estradiol, progesterona, | o viero por medio de celdas | Piel de cerdo Promucve la Morgan et af
avetato de norenndrona en etanol de difusion penetracién 1998

absoluto © AZO

Alcanos, acidos alcandicos, AZOy
nutistate de sopropilo para acelerar fa
Liberacion de nitedipina

In vitro por medio de celdas
de difusion

Piel de rata
lampifia

El flujo es 4 veces
hayor ecn comparacion
con la via oral

Squillante et al
1998
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Hidrocortisona (0.03 M en PG), piel | /n vitro por medio de celdas | Piel de raton AZO aumenta su Michniak er al
pretratada con 0.4 M de AZQ en PG __ [ de difusion lampifio penetracion 1998
Clothidrato de morfina, transporte In vitro por medio de celdas | Piel de rata No incrementa el Numajiti c? af
iontoforético con y sin AZO de difusion lampina transporte iontoforético, 1998
pero si se requiere de
menos corriente
cléctrica
el pretratada con AZO 3% en BOH /e virro: Por medio dej/n  vivo:  Picl| Promueve la Degim er af
agregd Solucion  Satwrada de | celdas de difusion abdominal de | penetracion 1999
Naproxeno Ex vivo: Perfusion humano. Ex vivo:
Arteria de la piel
de oreja de Conejo
Piel pretratada con AZO 3% y 0.11% [ /n vitro: Induccion de Concjos Incrementa la Kanikkannan
Twen20  en agua. Con  camara | taquicardia y medicion del liberacion transdermal etal
mtoforétinca, esta tene maleato  de [ sulfato de isoprelina 2000

timolol (0.1 0 1 mg/Sml) en el dnodo
y bufter de PO, pHlL = 7.4

inhibido por
electrocardiograma

Piel pretratada con AZO 1y 3%.

In vitro: Por medio de

Piel de ratas Wistar

Promueve la

Lépez et al

Activos en Solucion Saturada pll = 6: | celdas de difusion verticales penetracion en 2000
Antipinma,  S-Fluorouracilo,  2-Fenil proporcion a la
ctanol v 4-Fenl butanol concentracion
12 mesctas de lipidos de piel se les [ Se midié ¢l flujo del agua | Mezcla de lipidos: | Induce reduccion flujo Norlen y
adhiciono AZO en varias |en un cevaporimetro y la| Oleato de Na, de agua y tiene efecto Engblom
cohcentraciones difaccion rayos X palmitato de Na, oclusivo 2000
ceramidas,
colesterol, mezcla
de dcidos grasos
libres
Gel  de  S-fluorouracilo  en  piel [Se midio el efecto  de|Piel de ratas Wistar | AZO sola aumenta la| Meidan et of

pretratada con AZO 1% en E1OH

penetracion por ultraso-nido
en celdas difusion

difusion mas que con
ultrasonido, no asi con
calor pues la difusion es

mayor en gel

1999

Iidroge! de enoxacina can AZO la
malnz; metileelulosa y
polvimilpirrotidona, iontoforesis

In vitro: Por medio de
celdas de difusidon
horizontales ¢ /n vivo por
microdidlisis

Piel de ratas Wistar

M residuos de
cnoxacina en piel

después agregar AZO a

PVP jgual in vivo

Jia-You Fang
etal
1999

Solucion y  suspension  de  dcido (/n viero: Por medio  de g Piel de Humano y { Aumenta la permeacion | Smith ¢ Irwin
salicilico  y salicilate de Na - Piel | celdas de difusion Membrana de|delASapld, y7.2 2000
pretratada con AZO en PG 0.5M caucho silastic

Indometacma 1%6 en BOHpEL 74 ylin viro: Por medio de|Piel  de  raton | AZO promueve la Jia-You Fang
picl pretratada con AZO 30 en|celdas de difusion Franz y | lampiio penetracion, es mejor etal
1O W o PG W examen  histologico de Ia en PG/W 2001
PO piel

Solucion Sarada de benazeprilo o[ vitro: Por medio  delPiel  de  ratdon | AZO aumenta su Tenjarla er al
ludiocortisona en PG, AZO se agrepo | celdas de difusion Franz fampifo penetracion 1999

concentracion 3%

Ahreviaturas:

(DSC) Calorimetria Diferencial de Barrido, (AZO) Azona®, (PG) Propilenglicol, (DS) Dimetilisorbide, (S) Solketal,
(W) Agua, (AS) Acido Salicilico, { 1) Aumentar

34




Antecedentes

Tabla 4. Valores de Flujo obtenidos para diversos activos cuando se usa como promotor Azona®

Farmaco Modelo Membranal Tr o Formul J (ug/em® h) Autor / Afio
Control 1.34705 - 0.53374
Propilenglicol 1.01664 ~ 0.20333
Aminodcido 9- Estrato corneo pretratado | Cl14-Azona™ 330408 = 022874
desglicinamida,$-arginina con promotor (0.15 M C12-Azona*™ 473279 - 0.4829 Hoogstrate er al
vasopresina AZO enPG) C10-Azona® 251618 - 01535 1591+
C8-Azona* 137246 =~ 0.1525
0.096581 =
C6-Azona® 0.050832
5-Flouracilo en PG Piel de raton pretratada | Piel pretratada con Metanol 312-101 Phillips y Michniak
con ¢l promotor Azona*, | Piel pretratada con Metanol en PG 332-0.78 1995
ﬁg:ﬂi’l enPG) o conel o ada con AZO 49.6 = 9.36
Cafeina en PG Piel de ratén pretratada | Piel pretratada con Metanol 0.563 -~ 0.063
con Azoma”, (04 Men  [Picl prewatada con Metanol en PG 067-0.18 Phillips y Michniak
PG) o con ¢l control e " 230 1995
pretratada con 422 - 094
Tbuprofeno en PG Piel de raton pretratada | Piel pretratada con Metanol 95.4-13.71 Phillips y Michniak
con Azona*, (04 Men | Piel pretratada_con Metanol en PG 90.6 - 10.3 1995
PG) o con el control Pie pretratada con AZO 108 + 8.5
Acido Salicilirico en PG Piel de ratén pretratada | Piel pretratada con Metanol 884+170 Phillips y Michniak
con Azona®, (0.4 Men | Piel pretratada_con Metanol en PG 79.5+13.0 1995
PG) o con ¢l control Pie pretratada con AZO 3314479
Acido Salicilico en PG Piel de raton pretratada | Piel pretratada con Metanol 118 +26.7 Phillips y Michniak
con Azona™, (0.4 Men  [Picl prewratada_con Metanol en PG 701 +10.5 1995
PG) o con ¢l control Pie pretratada con AZQ 93.0+4.2
Acetonida de Triamcinolona | Piel de raton pretratada | Piel pretratada con Metanol 0.077 +0.011 Phillips y Michniak
en PG con Azoma®, (0.4 Men |Piel pretratada_con Metanol en PG 0.07 + 0.001 1995
PG) o con el control Pie pretratada COLA_ZQ 1.25 + 5.66
Metoprolol Epidermis hunama Control 1039 + 3.17 Ganga ¢t al
retratada con Azona® [ Flujo del farmaco con el pretratamiento 83.47 + 10.2 1996
Fluibiprofeno depositado en | Piel humana Control: Pelicula con Acetona, se evapora y se agrega firmaco  {3.9 Akhter y Barry
pelicula Pelicula con farmaco se le agrega Dimetilsorbide 37 1984
Pelicula con farmaco se le agrega Dimetilsorbide + Azona® 6.2
Fluibiprofeno depositado en | Piel humana Control: Pelicula con Acetona, s evapora v se agrega finmaco 17 Akhter y Barry
LPL‘“C“L’! Pelicula con farmaco se le agrega Propilenglicol 27 1984
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pH receptor = 7.22

AZOenPGO.S M

1226.484 + 21.405

i Pelicula con farmaco se le agrega Propilenglicol + Azoma™ 56

Fluibiprofeno depositado en | Piel humana Control: Pelicula con Acetona. se evapora v se agrega firmaco 11 Akhter y Barry

pelicula Pelicula con farmaco se le agrega Solketal 9.4 1984
Pelicula con farmaco se le agrega Solketal - Azona”™ 4.2

S-Fluorouracilo Piel de rata Wistar Control 54642 x 107 Meidan et a/
AZO en EtOH 1% 23938 x 107 1999+

Suspension saturada de Acido | Piel de Humano Control 88.384 + 11.048 Smith e Irwin

Salicilico pH donador = 4.04 PG 89.765 ; 4.557 2000+

pH receptor = 3.40 AZOenPGO.S M 146.386 ~ 2.900

Suspension saturada de Acido | Piel de Humano Control | 89.765 - 22.510 Smith e Irwin

Salicilico pH donador = 4.04 PG [ 109.099 ~ 1.933 2000*

DO 70 ¥TIVA
NOD SISHL

INH

Indometacina 1% en P1el de raton lampiiio Control EtOH / Agua (1:1) 1547 +4.13 J1a-You Fang er al

EtOH/pH 7.4 AZO 3% en EtOH ! Agua (1:1) 69.32 - 11.25 2001

Benazepril Piel de raton lampifio Control 109-18 Tenjarla et al
AZO en PG 3% 500.6 ~ 89 1999

Hidrocortizona Piel de ratén lampiiio Control 27-1.1 Tenjarla S. 1999
AZO en PG 3% 596-11.1

Melanotropina (Hisetal) Piel de ratén lampiiio Control 0.22 Ruland er al
AZO enPG 3% 1.8172 = 0.0242 1994 *
AZO en PG 5% 3.982-0.176

Melanotropina (Hisetal) Piel de humano Control 0.04275 Ruland et af
Piel pretratada con AZO en PG 5% 0.17014 - 0.0252 1994 =
AZOQ incluida en la formulacion con el fairmaco 0.14075 + 0.0425

Naproxeno Piel humana abdominal | Control 1.07 +0.03 Degimer al
AZO 3% en EtOH 2.84+0.11 1999

Naproxeno Oreja de Conejo Contro} 0.34+0.03 Degim et al
AZO 3% en EtOH 1.51 + 0.04 1999

Terbutalina Piel de Conejo Control 83-23 Tenjarla er al
Azoma® 3% 285+6.2 1996

Terbutalina Piel de cerdo de Guinea | Control 77-19 Tenjarla er al
Azona” 3% 56.1 + 6.6 1996

Terbutalina Piel de humano completa | Control 0.6-0.1 Tenjarla er al
Azoma” 3% 3.6+08 1996

Terbutalina Epidermis de Humano Control 1.6+04 Tenjarla er al
Azona” 3% 65+18 1996
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| Dihidroergotamina Pie} de humano i Control: Farmaco en PG 0.045 = 0.013 Niazy
i Formulacion: Farmaco/PG/ AZO 6% 2.455-0.203 1996
i Dihidroergotanuna Piel de Rata . Control: Farmaco en PG 0.270 + 0.026 Niazy
i | Formulacion: Farmaco/PG/ AZO 6% 11343+ 1.117 1996
. Dihidroergotamina E Piel de Cerdo de Guinea | Control: Firmaco en PG 0.395 + 0.042 Niazy
; | i Formulacion: Firmaco PG/ AZO 6% 7.927 = 0.569 1996
! Dihidroergotamina | Piel de Conejo | Control: Farmaco en PG 0.128 + 0.021 Niazy
¢ | | Formulacion: Farmaco/PG: AZO 6% 32188 - 2.737 1996
i Dihidroergotamina Piel de ratén lampifio ' Control: Farmaco en PG 10.035 = 1.177 Niazy
! { Formulacion: Farmaco’PG/ AZO 6% 144.887 - 23.516 1996

; Atropina Piel de Cerdo Formulacion: Buffer Fosfatos pH = 7.4, E1OH, PG, y AZO 92.8877-23.728 Bosman et al
i 1998 *

. Sulfato de atropina . H.O Piel de Cerdo Formulacion: Buffer Fosfatos pH = 7.4, EtOH. PG. y AZO 31.9631 = 7.643 Bosman ef al
! 1998 *

{ Mesilato de benztropina Piel de Cerdo Formulacion: Buffer Fosfatos pH = 7.4, EtOH, PG, y AZO 86.7611 = 9.685 Bosman et al
i 1998 *

: Dexitimida HCl Piel de Cerdo Formulacion: Buffer Fosfatos pH = 7.4, E1OH, PG. y AZO 23.5097 - 13.946 Bosman ef al
1998 *

Oxifenciclimina HCI Piel de Cerdo Formulacion: Buffer Fosfatos pH = 7.4, EtOH, PG, vy AZO 209247 + 11.794 Bosman ¢t al
1998 *

| Scopalamina HBr ~ 3H20 | Picl de Cerdo Fermulacion: Buffer Fosfatos pH = 7.4, E1OH, PG. y AZO 27.7160 = 15348 Bosman et al
1998 *

Tropicamida Piel de Cerdo Formulacion: Buffer Fosfatos pH = 7.4, EtOH, PG, y AZO 36.920 + 23.856 Bosman ef al
1998 *

Abreviaturas: (PG) Propilenglicol, (C6) Cadena alquilica de 6 carbonos, (C8) Cadena alquilica de 8 carbonos, (C10) Cadena alquilica de 10 carbonos, (C12)

Cadena alquilica de 12 carbonos, (C14) Cadena alquilica de 14 carbonos, (AZO) Azona®, (EtOH) Etanol

* Calculados a partir de datos proporcionados en el Articulo
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2.34 4-Decitoxazolidin-2-ona  (Dermac®)

Caracteristicas generales

El Dermac® es una oxazolidona, su estructura se muestra en la figura {6, cuyo nombre cienlfﬁco
es 4-deciloxazolidin-2-ona, fue sintetizada por Pharmetrix y fue llamado “SR-38"; con el fin de
promover la absorcion cutinea, es un sélido blanco e inoloro, su peso moleé’ulal":es de 217.34
g/mol, cuyo punto de fusion se encuentra en el rango de 32 ~35°C y su éuﬁto fdé c’bullicién es de

170° C a una presion de 0.2 mm Hg: A 25° Ces estable sin embargo es eferible almacenarlo en

refrigeracion (a 4°C o menos) Es solublc en vehlculos l| oﬂllcos y es actlcamente msolublc en

agua (menos del 1% en peso). En la ﬁgura l7 se muestra la dlstnbuclén de las cargas del

Dermac®.

Fig. 16 Dermac®

Fig. 17. Distribucién de las cargas del Dermac®

Aun no hay muchos estudios reportados acerca del mecanismo de accion de! Dermac®, sin

embargo en los tltimos estudios realizados en éste laboratorio se ha observado en ciertos casos

T o0n
ll‘/f :» : !’.)4 “‘ - 'L.I\'LUL:N
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un cfecto retardador, lo cual sc discutird con mas “detalle en la seccién de “Resultados y

Discusién”.

Hadgraft en 1996 probé algunos andlogos de la- Azona® y en particular dos de estos
andlogos tiene semejanza molecular con el Dermac®, el N-0915, ¢l cual ticne un grupo carbonilo
cn su cadena alquilica y que se le atribuye un efecto retardador y el N-0131 que no posee cadena
alquilica, y no presento un efecto ni como promotor, ni como retardador al realizar una cinética

de permeacidn por 48 horas usando como farmaco el metronidazol.

A continuacién se mencionan otros andlogos de la Azona, reportados por la literatura,

aunque es necesario hacer hincapi¢ en que no son ¢l objeto de estudio de esle trabajo.

Otros anilogos de Azona®

Muchos compucstos se han sintetizado a partir de la Azona®con el fin de comparar.y mejorar sus
propicdades, lo que ha dado lugar a una gran cantidad de andlogos. A continuacién se mencionan

algunos de los que reporta Michnlak B. (1995)

A) Derivados de lauramida hexametileno (hexahldro«l lauronl lH nzepma)

En general todas las amidas muestran un incremento: de pcnetracnon en grados vanables,
dependiendo el modelo y farmaco usado. Cominmente grandes anillos y largas cadenas tienen un
cfecto promotor. En la figura 18 se muestran algunos de estos corﬁpuestos tales como la
lauramida hexametileno (2) y algunas aminas ciclicas y hexahidro-1H- pirrolidonas, plpendmas y

pirrolidonas [Mircjovsky y Taknm. 1986].
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(4] R COMPUESTON
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N R’ S(ClisyeCHls
ACHCEl
4
/IK {CIhXCH 4
O R «(ClIeCHs 5
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Fig. 18 Derivados de hexahidro-1H-azepina, piperidina y plrrohdona, [erejovsky y Takruri,
1986].

B) Derivados de Azaciclo alcanona

Okamoto y colaboradores (1998) estudiaron andlogos de azaciclo alcanona con anillos de 5,6y 7
miembros usando piel de cobayos in vitro y G-mercaptopurina como firmaco modelo. Los
promotores estudiados, sc muestran en la figura 19 e incluyen: 1-geranilazacicloheptan-2-ona
(10), !-famesilazacicloheptan-2-ona (11), 1-geranilgeranilazacicloheptan-2-ona (12), 1-(3,7-
dimetiloctil)-azacicloheptan-2-ona (13), 1-(3,7,11-trimetildodecilazacicloheptan-2-ona) (14), 1-
geranilazaciclohexan-2-ona (15), 1-geranilgeranilazaciclohexan-2-ona (16), 1-

geranilazacicloheptan-2,5-diona (17), 1-famesilazacicloheptan-2-ona (18).
COMFUESTO

° /\/k/\/l\ 10
/[\/ n

- AN /1\)\ 12
o

F RN PPN
<:/<4—R /{vl\/h\)\ ::

0
/—R /\)\/\/k
N

7

/
5_",[%r,\//k .

Fig. 19 Derivados de 1-alquil y l-alquenilazacicloalcanos [Okamoto, 1998].
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® muestran irritacién primaria, sefiales

Cabe sefialar que los compuestos 13, 16 y la misma Azona
de eritema’ y edema después de una aplicacién de 24 horas con 100% del promotor, Cadenas
hidrocarbonadas muy largas (Cy 0 mis) son menos efectivas. Un incremento en ¢l nimero de
grupos carbonilo en el anillo también causan una reduccion en la actividad. No se encontrd

relacion entre ¢f tamaiio del anillo y la actividad.

®

La Figura 20 muestra otros derivados de lactimicos de la Azona®, con propiedades

promotoras también.

o]
V4 COMPUESTO
O(CHa)CH3 n=11 19
N/Y n=13 20
) o
7

(CHI)CHs n=8 21

n=10 22

| n=12 23
o

N— (CH2)1ICH1 24

/
——(CH2)ICH3 25

Fig. 20 Derivados lactamicos de la Azona® [Okamolo et al, 1986)

C) Derivados de ciclohexanona

La absorcién de farmacos tiene un incremento significativo al emplear los compuestos que se
muestran cn la figura 21, tales como la 2,6-dimetilciclohexanona (28), 2-butilciclohexanona (29)
y el 4-t-bulilciclohexanona (30), y sc observa un efecto pequeiio con ciclohexanona y andlogos 2-
metil (26) y 3-melil (27). En general los derivados dimetilados son mas efectivos que los

derivados metilados [Akitoshi et al, 1988].
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Para este tipo de derivados se observa un incremento en el cfecto promotor al aumentar la
longitud de la cadena hidrocarbonada, aleanzando un'maximo, pira posteriormente: disminuir,
siendo el mas. efeclivo el-2-N-octilciclohexano  (33). Esln c‘:bndu}jm.fiylcvrcpoﬁadh'pz‘lra otros

promotores alcanos, acidos alcanoicos y dcidos grasos saturados.

Diversos autores concluyen que los derivados de ciclohexanona ejercen su incremento por
fluidez y modificacion de la barrera hidrofdbica del estrato cérneo.

COMPUESTO

]
(:i 2
CHy

Q:o 26-dimetd B
en,
20-butd bl
0
oy
ne oy
O,
= Ayt »
CHy
CHy
o,

me 3, 20t
CHICHy e s 2abed 32
meT2noctit 13

m= 9, 2.ndecil R

o a8

me ) 2 bl
ma s, 2ncenl s

Fig. 21 Derivados de ciclohexanona y 2-n-alquil ciclohexanona [Akitoshi et al, 1988]

D) Otros derivados

Muchos azacicloalcanos fuecron patentados en 1992 por Minaskanian y Peck como promotores

ransdermales, tal es el caso de 1-N-dodecilazaciclohept-3-en-2-ona, 1-N-dodecilazaciclohept-4-
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en-2-ona, 1-N-dodecil-3-metilazaciclohept-3-en-2-ona, etc., todos son recomendados para ser
usados en diferentes formulaciones en una concentracion entre 1 y 10%. Michniak y
colaboradores (1993), scleccionaron algunos compuestos analogos de la Azona® para medir su
accion promotora (Fig. 22) ¢l que muestra la mayor potencia es el compuesto 37. Bonina (1991)
reportaron otros derivados del éster 1-alquilazacicloalcan-2-ona de indometacina, mostrando el
efecto promotor mayor el compuesto 56 (Fig 23).

a o COMPUESTO
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[s] { (CHa)nCH1 net3 S
O\‘O
{
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S
4 44
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S
{ 45
—(CH2)UCH:
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7
CjN/—-(CHr)uCHJ 46

Q
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8
pu—
o N/I\(CHx)mCHl 48
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o
A
O CH )1CH 3 »
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Fig. 22 Andlogos de Azona® [Michniak et al, 1993].
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Fig. 23 Esteres 1-alquilazaciclenlcan-Z-ona de indometacing [Bonina ef al, 19911
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2.4 METODOS PARA CUANTIFICAR FARMACOS A TRAVES DE LA
PIEL

La cuantificacion de activos en la piel es esencial para la investigacion de los medicamentos
administrados via topica y transdérmica, no obstante antes de estudiar estas téenicas es necesario
recordar que al administrar un xenobidtico via transdérmica primero penetra el estrato corneo,
luego pasa a tejido viable y Hega a circulacion sistémica (Esquema 3), este mecanismo se lleva a
cabo por difusion pasiva (excepto en los casos que se usen promotores de absorcion fisicos) y que

cierta cantidad de activo se acumula en la piel.

r DOSIS APLICADA }
Lvaporiacion }——-{ Descarmacion
[ 1
I Estruto Comeo I | Sisterna Poliscbdceo
, Ligar a proteinas Epidermis .\lcl.ll\olisnml
I Ligar a proteinas Dermis Mcl:llmlixmn—]
| Sangre ]

, Disposicion sistémica / Mul.\h\hsn\u]

[ I 1 I 1
PPulman I I Rinon l I Higado ] I(il;’mdulnssccr\:lnriﬂs| I Seba

Esquema 3. Modelo General de Absorcion a través de pigl [Medificado de Howes, 1994

Como podemos observar las interacciones que ocurren durante el movimicnto de las
moléeulas desde el estrato cormeo hacia circulacion sistémica son muy complejas; por lo cual
existen numerosos modelos que intentan representar y medir (cualitativa y cuantitativamentce)

cste fenomeno ya sca in vitro o in vivo.

45



Antecedentes

El Esquema 4 muestra los diferentes métodos para medir la absorcion percutéinea

basiandose en una jerarquia fisiologica,

Alto nivel de confianza
In vivo A Humanos
Perfusidn de la picl Primates
Uso de toda la picl (viable) Cerdos
Uso de toda la picl (no viable) Cerdos de Guinea
Rebanadas de queratomas Ratas T
Estrato cornco Concjos -
Modelos membranales Ratones Sin pelo
Modelos matematicos

Esquema 4. Métodos para medir la absorcion percutanea [Howes et al, 1994]

Modeclos matematicos de penetracién en piel

Un modelo general de absorcion es el indicado en el esquema 3; sin embargo es dificil tener los
datos suficientes para que pueda cuantificarse la contribucion individual de cada compartimiento
a todo el proceso. Por lo que algunos autores han estudiado algunos parametros fisicoquimicos y
la permeabilidad de la piel [Kasting et al, 1987, Potts et al, 1990, Flynn, 1990] encontrando
relacién entre cl coeficiente de permeabilidad, Kp, el coeficiente de particion octanol / agua,
Koct, y el peso molecular (MW) de la molécula permeada, cuando se coloca sin promotor, segin

la siguiente ecuacion:

logKp =-2.7+0.71 log Koct —0.0061 MV Ec. 4
(= 0.67)

Se han desarrollado otros modelos matemadticos donde se consideran mds parimetros
fisicoquimicos de las moléculas o incluso la contribucion por separado de ellas considerando los

promotores, interacciones entre ceramidas y activos, etc.
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Ensayos in vivo para medir la absorcién percutinea

Para cstos ecstudios s¢ han usado ratones, ratas y conejos, quec sobretodo son muy iitiles en
estudios de toxicidad, aunque su piel presenta una mayor permeacién que los humanos, Los
cerdos y monos presentan mayor similitud con la piel humana, e incluso se realizan estudios en
seres humanos (claro que para cstos ltimos empleando técnicas no invasivas.) A continuaciéon se
describen las técnicas mds comunes que sc usan para los estudios in vivo, no obstante es

necesario mencionar que algunas de eslas técnicas también se pueden usar in vitro.

Tape Stripping

El *tape stripping” como su nombre en inglés lo indica, consiste en ir retirando
consecutivamente, capas de estrato coérneo, utilizando para ello una cinta adhesiva (cn promedio
20 veces). El supuesto es que, en cada cinta se retira una capa de estrato cdérneo. La
cuantificacién de la sustancia de interés se realiza posteriormente mediante un método analitico
adecuado, para que, finalmente, por un analisis matemadtico, determinar que tanto penetré. De
esta mancra el “tape stripping” permite conocer ¢l grado de penetracién y la concentracion de un

activo a través del estrato corneo. El “tape stripping” se puede usar tanto in vivo como in vitro.

Marcadores radioactivos

En csta técnica se administra (via topica y/o parenteral) el activo marcado con una sustancia
radioactiva (C'* o tritio) [Howes et al, 1994] y se cuantifica la cantidad total excretada por heces
y orina, también es posible cuantificar la cantidad de sustancia remanente en la piel mediante la

téenica de “tape stripping”.
Recuperacion del farmaco en la superficie de la piel

En este caso sc aplica el xenobidtico a estudiar en la picl, después de cierto tiempo (de 30 a 60
minutos aproximadamente) se retira la formulacion y se cuantifica la cantidad remanente,
finalmente por diferencia de la dosis aplicada menos la dosis residual se obtiene la dosis

penetrada.
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Evaluacion de un efecto biologico o farmacologico

En cste caso sc aplica el activo y se evaliia su efecto, tal s el caso de algunos corticosteroides,
que producen vasoconstriccion, por lo que al aplicarse la piel se ve mas clara. Se asigna una
escala arbitraria, por cjemplo de 1 a 4 (donde 4 ¢s el maximo efecto) y se observa, por lo menos

en tres personas distintas.
Autoradiografia

En esta técnica se conoce la distribucion espacial de sustancias marcadas con un isétopo,
mediante un software, se pucde conocer la concentracién en los foliculos pilosos, glandulas y
varias capas de la piel; se pucden seguir los autoradiogramas de 4 a 7 semanas, o medir por un
contador de centelleo [Touitou er af, 1998], También, si el principio activoe es fluorescente se
pueden sacar radiografias dc la zona donde se aplicé la formulacion y asi saber en donde se

encuentra el activo.
Biopsia de la piel

Se puede realizar colocando una pelicula adhesiva de cianoacrilato en la piel que polimeriza y al
retirarlo se desprende cl estrato corneo y se calcula cuanto principio activo penetrd en el estrato
coérneo. Otra forma de hacerlo es marcar cierta drea de la piel y succionar mediante vacfo por lo
que se separa la dermis de la epidermis y entre ellas se acumula liquido linfdtico, dando la
apariencia de formacion de “blisters™ o ampollas, la cantidad de activo se cuantifica tanto en el

liquido linfitico, la epidermis y la dermis.

Espectroscopia de Infrarrajo por Transformadas de Fourier / Reflectancia Total
Atennada (FTIR/ATR)

Diversos autores [Takeuchi et al, 1992; Higo et al, 1993; Watkinson et al, 1994; Pirot et al, 1997,
Potts et al, 1997; Touitou et al, 1998 y Moser et al, 2001] han reportado cstudios por este

método, se basa fundamentalmente en que las moléculas absorben energia infrarroja a ciertas
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[recuencias especificas para cada grupo funcional lo que en el estrato cémeo corresponde a  los
componentes de la membrana, observandose un espectro de absorcién caracteristico. Cuando se
aplica cierta sustancia en la picl este espectro sc ve modificado, por lo que se puede evaluar cl
efecto causado por la formulacion al estrato comeo. También se puede cuantificar la penetracion
de algunas sustancias (por cjemplo 4-cianofenol o alguna otra que presente absorcion en una
frecuencia distinta a las obscrvadas con el cstrato cérneo) para evaluar ¢l cfecto de los
promotores de absorcion. Esta técnica se puede complementar con otras, en particular con la

técnica del “tape stripping” [Touitou er al, 1998].
Knsayos in vitro para medir la absorcion percutinea

La absorcién percutinca puede estudiarse mediante técnicas in vitro, - ademis cuando se ha
realizado una correlacion in vitro — in vivo y se ha validado correctamente el ‘método, pueden
sustituir a los estudios con animales. Por otra parte como ya se mencioné anteriormente, algunas
de las téenicas empleadas in vivo también son usadas in vitro, tal es el caso del “tape stripping” y
FTIR/ATR. No obstante una de las técnicas mas empleadas es el uso de celdas de difusién, que a

continuacion se describe,
Celdas de difusion

Las celdas de difusion clisicas consisten en un compartimiento donador y uno receptor separados
por una membrana (que puede ser piel de humano o animal, o bien una membrana sintética que
simule la composicion de la piel), la Figura 24 muestra las celdas verticales tipo Franz, aunque
también existen en el mercado celdas horizontales. La cantidad de farmaco permeado del
compartimiento donador a través de la membrana hacia el receptor se determina midiendo la
concentracion de firmaco en funcion del tiempo por algin método analitico, (espectrofotémetrico
o cromatogrifico, por cjemplo cromatografia de liquidos de alta resolucién [HPLC] o
cromatografia en capa fina de alta resolucion [HPTLC]). Algunos de los factores que afectan
estos experimentos se indican enseguida. Tipo de membrana: Como es de suponerse la mejor
membrana es la picl de humano, ya sea de una persona viva (obtenida de una cirugia plistica por

¢jemplo) o de un cadaver (sin embargo sc ha observado que cambian las propicdades de barrera
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de la piel y la actividad metabdlica casi desaparcce [Howes er af, 1994]). No obstante la
disponibilidad de la picl humana cs limitada, por lo que se ha usado con mas frecuencia piel de
animal; la piel de cerdo cs la que mils semejanza tiene con la humana tanto en el dmbito
histoldgico como bioquimico [Monser er al, 2001}, ademas es ficil de conseguir. La piel de
raton, rata y cerdos de guinca también es comiin que sc use en este tipo de ensayos; sin embargo
generalmente muestran una permeabilidad superior [Monser et al, 2001). Compartimiento
receptor: En este compartimicnto es preferible mantener condiciones “sink™. Para compuestos
hidrofilicos s¢ recomienda utilizar una solucién salina o una solucion amortiguadora; para
compuestos lipofilicos sec utilizan algunos solubilizantcs, por ejemplo ctanol al 40% o metanol al
50% aunque también se recomicnda el uso de disolventes lipofilicos o bien la adicién de un
surfactante al medio acuoso, por ejemplo Brijs [Bronaugh et al, 1984 y Sclafani ef «/, 1995). La

tabla 5 muestra la informacion requerida para evaluar la absorcién percutanea in vitro.

Muestreo

Diel 4— 0 /
Receptor

Recirculacién pe—

de agua :I

—_—

Donador

Fig. 24 Celda de difusion vertical tipo Franz
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vitro [Howes ef al, 1994]

Parimetros Detalles Requeridos

Ensayos del Pureza, propicdades fisicoquimicas, caracteristicas de posibles impurczas
Compucslo

Vehiculo Disolvente o formulacion usada para fa prueba de liberacion de la sustancia

Tipo de celdas

Disefio, material de construccion, solucion receptora, flujo de la celda

Condiciones de
exposicion

Volumen, duracion de contacto, naturaleza oclusiva del compartimiento
donador, condiciones de enjuagado

Piel o Membrana

Fuente, procedimientos de preparacion (limpicza, cortado, calor de
preparacion), almacenamiento, capacidad metabdlica, temperatura de la
superficie

Solucion del

Identidad, Propicdades, Solubilidad de la sustancia a probar

receptor .

Procedimiento Enjuague de fa picl, remocion de la piel mediante “strippings™ o extraccion

terminal de la sustancia almacenada, preparacion para el analisis

Procedimiento Métodos usados para determinar la concentracién del farmaco o sustancia

Analitico probada en los compartimientos donador y receptor, muestras y enjuaguces
de la picl

Resultados Tablas que muestren los datos de las celdas individualmente (mediante

apéndices), sobre la cantidad penetrada por unidad de area, graficas que
muestren los cambios del flujo en el tiempo (si se observan). Constantes de
permeabilidad son validas para ¢l estado estacionario.

Modelo de aislamiento y perfusion de la piel

En este sistema se consideran fa mayoria de los procesos metabolicos y funciones normales de la

piel, tal y como si fuera in vivo, [Walters ef al, 1998] se realiza tomando picl del abdomen dcl

cerdo (o animal con ¢l que se realice ¢l ensayo), se cose la piel conectando venas y arterias de tal

forma que se tienc un tubo, posteriormente se coloca un sistema de oxigenacién de venas y

arterias (O, al 0.5%) con agitacion y anticoagulante, se aplica la sustancia a estudiar y se procede

a la cuantificacién en el medio (que seria la sangre). Ademis se colocan sensores de presion, pH

y sc¢ alimenta con glucosa y albiimina. Se debe agregar un antibiotico para evitar el crecimiento

de microorganismos.

Otras técnicas

Existen muchas otras técnicas no solo para medir la absorcion percutinea, sino también para

medir la concentraciéon del principio activo en la picl, por ejemplo, una vez realizada la
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permeacion mediante celdas de difusion se puede extraer ¢l principio activo que quedd retenido
en la piel con un disolvente apropiado; entre los métodos espectroscépicos no solo se encuentra

FTIR/ATR también estan los métodos fluorescentes, remitancia, fototérmicos, elc. El esquema 5

Métodos cuantitativos

resume algunos de estos métodos.

f 1 I 1
Extraccion del activo Tape-Stripping Autoradiografia Métodos
en picl Cuantitativa Espectroscopicos
I [
{ | ]
I a) Regular | r FTIR - ATR J I Fluorescencia I I Remitancia l L FFototérmica —|
l
a + Autoradiografia Directa Indirecta

cualitativi

a + Separacion
de foliculos

Esquema 5. Diferentes técnicas disponibles para la cuantificacion de firmacos en la piel IToutoser ol 1998)

Otra opcion es medir el efecto que produce la aplicacion de la sustancia a estudiar en la
picl, mediante la evaluacién de alguna caracteristica de la barrera, tal es ¢l caso de cuantificar la
perdida de agua transepidermal (TEWL, de sus siglas en inglés Transepidermal Water Loss)
recordando que una de las funciones del estrato cédmeo es evitar la pérdida de agua, aunque de
manera natural sc evapora cierta cantidad (de 8 a 12 g/h m?), al colocar un promotor de absorcidn
sc espera que estos valores aumenten. Otras propiedades son el pH de la piel que se evaltia con un
clectrodo especial para esta funcién o mediante un comecometro se pueden evaluar las
caracteristicas fisicas del estrato cémeo, ¢l posible daiio o alteracidn sufridos por la membrana

puede determinarse mediante microscopia electrénica de barrido, ete.

——
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2.5 UNA MEMBRANA NO QUERATINI?ADA' LA MUCOSA BUCAL

La picl es solo una de Ias diferentes mcmbrams por las que se admlmslran farmacos, las vias
nasal,. ocular, mlr'\vagmnl y bucal son otras alternativas; estas vias se eligen segin el efecto
descado.

Esta scecién esta enfocada a la mucosa bucal, ya que tiene una conformacion histoldgica
muy parecida a la piel; no obstante se deben recordar algunos conceptos generales para la mejor

comprension de este trabajo.

En los seres humanos, la boca es parte integral de la digestion, el habla y la respiracién.
l.a comida enfra en la boca y es triturada por los dientes (digestion mecinica) y por las ecnzimas
secretadas por las tres glandulas salivares (digestion quimica). Junto con la lengua y la cavidad
nasal, la boca modifica las ondas sonoras que sc originan en la laringe para producir los sonidos
del habla. El aire se inhala y sc exhala a través de la cavidad oral y de la cavidad nasal [Encarta,
2000].

La boca estd formada por dos cavidades: la cavidad bucal, entre los labios y mejillas y el
frontal de los dientes, y la cavidad oral, entre la parte interior de los dientes y la faringe. Las
glandulas salivares parétidas vierten su contenido en la cavidad bucal y las demds glindulas
salivares cn la cavidad oral. El paladar de la cavidad oral es de hueso, es duro en la parte frontal y
fibroso y mas blando en la parte posterior. El ciclo de la boca termina por detrds, a la altura de la

faringe, en varios plicgues sueltos y membranosos (Fig. 25) [Encarta, 2000].

Paladar
blando (  Cavidad nasal
\,

b Paladar duro

Faringe

Glandula

Cavidad bucal
Labios
Dientes

Glandula
sublingual

Glandula
submandibular

Fig. 25. La boca {Encarta, 2000]
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Lé cavidad bucal, especificamente la zona de las mgjillas, es ¢l objeto de nuestro estudio,
ya que su composicion es muy similar a la picl; sin embargo a diferencia de ésta, la mucosa bucal
no estd queratinizada y los lipidos de esta membrana estin formados en su mayoria por
fosfolipidos (a difcrencia del cstrato cémeo que no contiene fosfolipidos), glicosilceramidas,
colesterol, triglicéridos y en menor cantidad por éstercs de colesterol y ceramidas; lo que hace a
la mucosa bucal mucho mais permeable que la piel. La figura 26 representa los estratos que

conforman la mucosa bucal.

Los medicamentos administrados en sistemas bucales pueden ser de accién local, como
los enjuagues bucales y sprays, o de accidn sistémica, tales como, comprimidos bioadhesivos,

parches, peliculas, micro y nanoesferas, ctc.

Estrato
Superfictal

Capa
Intermedia

Granulos
lamelares

Estrato
Esptnoso

Estrato

Basal

Fig. 26 Representacion celular de los estratos del epitelio no queratinizado con organelos
[Rosendo, 1999 y Rathbone, 1996])
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3. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Dada la evidente importancia del uso de los “promotores de absorcion quimicos™ en los
medicamentos transdérmicos, debido a que sin su ayuda seria casi imposible el paso de Ia
mayoria de los farmacos ya scan de origen quimico o biotecnoldgico, en este trabajo se estudia ¢l
cfecto de la Azona™ (laurocapram), un conocido promotor, y del Dermac® (4-deciloxazolidin-2-
ona), un “*promotor” nuevo sintetizado por Phametrix. El efecto de ambos promotores se evalia
tanto a nivel molccular (mediante estudios de FTIR/ATR in vivo) como a nivel macromolecular
por medio de estudios de Pérdida de Agua Transepidermal. Ademas sec compara el transporte
pasivo de tres firmacos (con diferente lipofilia) a través de la piel y de una membrana no
queratinizada (mucosa bucal), ambas tratados con estos dos promotores de absorcion. Todo esto

sc realizo basdndose en los siguientes suptestos o hipdtesis:

¥ Debido a que tanto Azona® como Dermac® alteran la barrera de permeabilidad de la piel,
Ia Pérdida de Agua Transepidermal [TEWL] aumentara después de que se hayan aplicado

in vivo,

v En lo que se refiere a estudios con FTIR/ATR in vivo, un desplazamiento hacia frecuencias
mayores de los picos correspondientes a los lipidos del estrato cérneo, indicaria que el
Dermac™® interacciona con la bicapa fluidizando los lipidos, tal y como ha sucedido en

estudios similares realizados por otros investigadores con Azona® [Harrison et al, 1996].

v Con respecto al estudio de permeacion in vitro de tres fairmacos con diferente lipofilia y
con base a los estudios realizados previamente en este laboratorio [Acevedo y Rosendo,
1999] se espera que el Dermac® sea un efectivo promotor para farmacos muy lipofilicos
(log P = 2) y que no sca tan efectivo con los farmacos medianamente lipofilicos (1 < log P
< 2) ni con los hidrofilicos (log P < 1), pudiendo presentar en estos casos un efecto
“retardador”. En cl caso de la Azona® se espera un efecto promotor para todos los activos

estudiados
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la accién moduladora del Dermac® sobre la barrera de permeabilidad ‘de la picl,

mediante las técnicas de FTIR/ATR y TEWL in vivo, asi como mediante estudios de permeacion

. »
in vitro y compararlo con la Azona™.

OBJETIVOS PARTICULARES

0.

Estudiar el efecto del Dermac® (puro y disuclio en propilenglicol, Transcutol® y etanol) sobre
la barrera de permeabilidad de la piel mediante estudios de pérdida de agua transepidermal in
vivo y compararlo con el de la Azona® en las mismas condiciones.

Determinar la interaccion del Dermac® (puro y disuclto en propilenglicol, Transcutol® y
ctanol) con los lipidos del estrato cornco mediante la espectroscopia de infrarrojo por
transformadas de Fourier a través de reflectancia total atenuada in vivo.

Con base en los resultados obtenidos de los estudios anteriores scleccionar el mejor
disolvente para recalizar los estudios de permeacion.

Evaluar ¢l cfecto de la Azona® y Dermac® sobre el flujo de tres principios activos: con
diferente grado de lipofilia (acctaminofén, dcido salicilico y lidocaina) a través de ‘piel
(membrana queratinizada) y mucosa bucal (membrana no queratinizada) mediante estudios de
penetracion in vitro en celdas tipo Franz. "

Comparar y discutir los resultados con los reportados en. la Iiler'atura‘y con los obtenidos
previamente en el laboratorio.

Establecer la correlacion Estructura Quimica (interacciones quimicas entre promotor y
firmaco) y Actividad Biologica (factores de promocién obtenidos en los estudios de

permeabilidad in vitro).
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5. METODOLOGIA

5.1 MATERIALES:
5.1.1. Reactivos
Este : trabajo -~ dc - investigacion sec realizé con reactivos grado analitico (que: cumplen

especificaciones ACS) y son los siguientes:

» Azona® ( Whitby Research, Inc.-Richmond, USA)
e Dermac® (donado por Pharmetrix, USA)

o Propilenglicol (Gattefossé, Francia)

o Transcutol™ (Gattefossé, donado por Multiquim, México)
e Etanol (Fermont, México)

e Acctona (Fermont, México)

e Metanol (Fermont, México)

e |-Butanol (Fermont, México)

o Acido Acético (Fermont, México)

e Cloroformo (Fermont, México)

e Acetaminofén (Donado por Helm, México)

e Acido Salicilico (Sigma, Taiwin)

e Lidocaina (Sigma. Taiwin)

5.1.2 Equipos

1. Tewameter TM 210, Courage+Khazaka, (Alemania).

2. Infrarrojo por transformadas de Fourier, con celdas de ATR. FTIR-8300. Contiene un
cristal ATR de forma trapezoidal de 80 x 10 x 4 mm, con un angulo de corte de 45°, una
resolucion de 1 y la sensibilidad del aparato de 0.1 unidades. (Shimadzu, Japén).

3. Aplicador automdtico 1l Version 2.12 para cromatografia en capa fina de alta resolucién
(CAMAG, Suiza). k

4. Scanner 3 y software CATS Version 4.06 para cromatografia en capa fina de alla

resolucion (CAMAG, Suiza).
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5.1.3 Material Biolégico

Los estudios de transporte de Acctaminofén, Acido Salicilico y Lidocaina, usando como
promotores de absorcién Dermac y Azona, se han realizado mediante estudios de permeacion in
vitro, para lo cual se ha empleado piel de oreja de cerdo y mucosa bucal de cerdo, obtenidos de
animales recién sacrificados en ¢l rastro, evitando el paso por vapor 6 agua caliente, para
mantener integras ambas membranas bioldgicas. Estas se scpararon con bisturi y se guardaron en
congelacion a -40°C, no mas de 15 dias. Antes de la permeacion las membranas se descongelaron

y rehidrataron por una hora.

En lo que sc refiere a los voluntarios, para los estudios in vivo, fueron hombres y mujeres
entre 20 y 30 aiios de cdad, sin enfermedad alguna y sin antecedentes de alergias o patologias cn

picl, que no se hayan aplicado algin medicamento o cosmético 24 horas antes del estudio.

Los estudios se realizaron con previo consentimiento escrito de los voluntarios, a los que

se les dio a conocer previamente cl protocolo.

5.2 METODOS

5.2.1 In vivo

5.2.1.1 Seleccion de voluntarios y tratamiento de la piel

Como se menciond antes, para realizar este estudio se seleccionaron seis voluntarios de
ambos sexos, entre 20 y 30 afios de edad, sanos, sin haberse aplicado algin medicamento o
cosmético, 24 horas antes del estudio, a los que se les dié a conocer previamente el protocolo.
Para la medida de TEWL se cuidd que los sujctos no hubieran realizado ninguna actividad fisica
y que permanccicran en reposo algunos minutos antes del estudio, debido a que la transpiracién

natural debida al cjercicio podria causar alteraciones en los resultados.
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Momentos antes del estudio, se limpié completamente el antebrazo (area de la piel donde
se aplicaria Ia formulacién) con una gasa himeda y se seco suavemente con algodon, tal y como

se muestra en la figura 27.

Fig. 27 Tratamiento del antebrazo antes del estudio

Una vez que el antebrazo ba sido secado, s¢ coloca un papel filtro en la piel, con la
formulacion a estudiar (figura 28) 6 para el caso del blanco sin formulacion alguna. La finalidad
de colocar la formulacion en el papel filtro es evitar derrames, ya que todas las sustancias

estudiadas son liquidas. En las siguientes secciones se describe con mas detalle esta etapa.

o fi
Fig. 28 Representacion de la forma de colocar la formulacnon en el papel filtro

Ya que se ha colocado esta formulacion sc cubre el antebrazo con un material

autoadherible, por lo que se mantienen condiciones oclusivas (figura 29).

Fig. 29 Colocacion del material autoadherible
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Después de una hora de contacto se retira la formulacion y se limpia esta zona con una

gasa humeda, nuevamentc se seca completamente y se procede a realizar la medicion

correspondiente (figura 30) aproximadamente cinco minutos después de que ha sido quitada.
B h 2 W T T

5.2.1.2 Pérdida de Agua Transepidermal

La evaluacion de la Perdida de Agua Transepidermal se realiza mediante una técnica instrumental
que permite evaluar de forma cuantitativa el gradiente de presion de vapor entre la superficie de
la piel y el aire ambiental (debido precisamente a la evaporacion de agua de la superficie de la
piel). por un sensor. Expresada cn g / h m?, la pérdida de agua ocurre por un proceso de difusion

que obedece a la Primera Ley de Fick.

En un papel filtro con una superficie de 7.07 cm? se colocaron 200 p! de la formulacion,
se fijo en la zona del antcbrazo y se procedio como sc indica en la seccién anterior. La medida
del TEWL sc llevdo a cabo en un Tewameter TM-210 (Fig. 31), de mancra continua
aproximadamente durante 10 min después de retirada la formulacion y posteriormente 5 min cada

hora hasta un total de 4 horas. El analisis de resultados se realizo con base en la moda.

(ON °0
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Las sustancias y/o fomuﬁaciones estu;iiadas ﬁieﬁaﬁ las éiguienlcs:
Azona®

Azona® - Propyilcngli;ol (0.4 M)
Azona® - Transcutol (0.4M)
Azona® - Etanol (0.4M)
Dermac®

Dermac® - Propilenglicol (0.4 M)
Dermac® - Trahssufol (Q.’fM) ; k
Dermac® - Et'dné:il (0;4M)
Propilenglicol .

Transcutol

Etanol

TESR OW
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5.2.1.3 Espectroscopin de Infrarrojo por Transformadas de Fourier / Reflectancia Total

Atenuada

Esta técnica sc basa cn que las moléculas absorben encrgia infrarroja a ciertas frecuencias
especilicas para cada grupo funcional lo que en el estrato corneo corresponde a los componentes

de la membrana, observindose un espectro de absorcion caracteristico (Fig. 32)

] Amida | ___h
b Sensible Fta Amida I1

1.25 LN N conformacié
b estiramiento de amidas St flexion

ABS 1 ligadas en

0 _: proteinas y

T C-11 estiramiento lipidos
E asimétrico sensible

0.75 1 a las cadenas

"1 N-HyO-H alquilicas de los
- estiramiento lipidos
-{proteinas, lipidos

05 yagua /
- C-H estirgmiento
E Yimétrico snsible a

0.25 - las cadenas §lquilicas
_ de los lipidos
0 ;
aodo” " 3500 T " 3dbo T 2500 2000 T ¥so 1500 1250 lob' R N
‘t/em

Fig. 32 Espectro de Infrarrojo caracteristico del estrato cérneo

El trabajo fue realizado cn cl antcbrazo de seis voluntarios sanos. Se colocaron 1000 ! en
una superficic de 51.75 cm?, ¢l espectro de Infrarrojo por Transformadas de Fourier se midié en
un espectrofoténetro Shimadzu FTIR-8300 (Fig. 33), quc contiene un cristal ATR de forma
trapezoidal de 80 x 10 x 4 mm y un dgulo de corte de 45° y sensibilidad de 0.1 em'. Cada una de

las medidas fuc el promedio de 45 barridos con una resolucién de 1. Las sustancias ylo

tormulaciones estudiadas fucron:

L 1 u PON 62

FiLid 0 URIGEN




Metodologia

o Dermac”

e Dermac” - Propilenglicol (0.4 M)
e Dermac” - Transcutol™ (0.4M)

e Dermac” - Etanol (0.4M)

* Propilenglicol

e Transcutol®™

s Etanol

Fig. 33 Obtencion del espectro de Infrarrojo del estrato corneo

5.2.2 In vitro

5.2.2.1 Determinacion de la solubilidad

Para realizar los estudios de permeabilidad in vitro, se ocuparon celdas de difusion tipo Franz,
que en la siguiente seccion se detatlaran; no obstante es necesario recordar que la solucion que es
colocada en el compartimicnto receptor es de suma importancia ya que se dcben asegurar

condiciones “sink™ en el sistema durante el tiempo que dure la permeacion.

Por lo anterior fue necesario determinar la solubilidad de los tres fairmacos que se usaron
en las permeaciones; para ello se colocod un mililitro de soluciones de etanol al 25, 30, 35 6 40% a
temperatura ambiente y a 37°C en tubos de ensayc tapados, se pesaron pequeiias cantidades del
activo en una balanza analitica debidamente calibrada y se fueron agregando a las soluciones de
etanol, hasta que ya no fue posible disolver mas activo, finaimente para obtener la solubilidad se

sumaron todas las cantidades agregadas.

T
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5.2.2.2 Permeaciones

A) Celda: Montura, descripeion del compartimiento donador y el receptor

Para medir el flujo a través de las membranas, se utilizaron celdas verticales tipo Franz (Fig. 34).
En ¢l caso del grupo control se colocaron 350 pl de una solucidn saturada del activo en
propilenglicol en el compartimiento donador; mientras que para evaluar la accién promotora se
realizé un pre-tratamiento dejando en contacto la membrana con 100 pl de una solucién del
promotor en propilenglicol 0.4M, durante una hora. Ya que tinicamente se pretende compara el
cfecto de la Azona® y Dermac® sobre el flujo de los firmacos a través de piel y mucosa bucal en
el compartimiento receptor se colocaron 2 ml de una solucién de etanol al 40%, clegido con base
en las pruebas de solubilidad de los principios activos. Los sistemas se mantuvieron tapados a
37°C, con agitacion constante. Las permeaciones se siguieron por ocho horas, tomando muestras

cada hora.

Donador:
Soluclon saturada del
\farmaco en Pg

Muestreo

Receptor:
Solucion de EtOH al 40%

s = MAgltadOI’
TIEE ‘?" Magnético

Recipiente con agua a37°C

Fig. 34 Celda de difusién tipo Franz, ocupada en las permeaciones
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B) Métodos de Cuantificacion

Metodologia

La cuantificacion de los activos, se realizé mediante la técnica de Cromatografia en Capa Fina de

Alta Resolucion (HPTLC), con un método validado para cada principio activo. Primero se

cligieron las fases (estacionaria y movil) y luego se realizé un barrido para determinar la longitud

de onda maxima (Apa)

especificaciones para cada activo se detallan enseguida.

a la cual se leycron las muestras y curvas de calibracion. Las

Tabla 6. Fases usadas en la HPTLC para Acetamino(én, Acido Salicilico y Lidocaina

Fiarmaco

Fase estacionaria

Fase movil

Amax (N)

acetaminofén

(Log P =034 +0.21)

Placas dc silica gel C-
18 con indicador UV

Cloroformo: 1-Butanol
4:1)

250

Acido Salicilico

(Log P=1.19+0.23)

Placas de silica gel C-

18 con indicador UV

Cloroformo: 1-Butanol:
Metanol: Agua (5:4:3:1)

300

Lidocaina

(Log P ==2.36 + 0.20)

Placas de silica gel C-

18 con indicador UV

1-Butanol: Acetona: Acido

acético: Agua (7:5:2:1)

264

Las placas de silica gel C-18 con indicador UV fueron marca Alugram® y fabricadas en

Alemania,

Recordando que los tres fiarmacos fuero clegidos con base a su Log P, el cual fue

determinado mediante el programa computacional “ACDLABS"; cabe mencionar que los valores

experimentales reportados son: para acetaminofén de 0.51 [Curutchet er al, 2001] para dcido

salicilico de 2.26 [Curutchet et af, 2001] y para lidocaina de 3.40 [Grouls et al, 1997].
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5.2.3 Correlaciéon Estructura - Actividad

Como ya sc planted cn los objetivos la intencién de esta seccidn es establecer la interaccién
Promotor — Principio Activo para obtener [a correlacidn estructura quimica - actividad bioldgica
(que en este caso son los factores de promocion obtenidos de las permeaciones in vitro). Para
poder predecir el comportamiento de los promotores Azona® y Dermac® con otros farmacos; es
pertinente aclarar en este punto, que el trabajo de tesis se realizd en colaboracién con la seccién
de Quimica Orginica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan a cargo del Dr. Enrique
Angeles Anguiano que cn colaboracién con el M. en C. Alberto Ramirez Murcia estudiaron
detalladamente este tema y fueron los que gentilmente desarrollaron la ecuacién que cstablece la

correlacién estructura — actividad.

Para desarrollar la ecuacion que describe la estructura - actividad se siguieron

basicamente cuatro pasos que a continuacién se describen.
5.2.3.1 Generaci6n de estructuras quimicas

Al realizar este analisis fue preciso reconocer y generar las estructuras quimicas de las sustancias

estudiadas en dos y tres dimensiones.

Para cllo fue necesario identificar la naturaleza gencral de la estructura y dibujarla en dos
dimensiones en un  programa adecuado (por ejemplo ChemWin, ChemOffice, ACD/
ChemSkecht), de tal forma que se pueda exportar posteriormente a un programa con un lenguaje

mas avanzado en lo que se refierc a estructuras quimicas.

En este caso se produjeron ocho estructuras, cada una de ellas correspondicntes a la
Azona" (Fig. 40), Dermac® (Fig. 41), Acetaminofén (Fig. 42), Acido Salicilico (Fig. 43),
Lidocaina (Fig. 44), 5-Fluorouracilo (Fig. 45), Cafeina (Fig. 46) ¢ lbuprofeno (Fig. 47) (los
iltimos tres fiirmacos corresponden a estudios anteriores en este laboratorio, un resumen de ello

se encuentra en ¢l anexo 10.3.3.4)
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A continuitcion se realizaron las estructuras quimicas en tres dimensiones (figuras de la 48
a la 55) con ¢l fin de conocer el acomodo espacial adecuado menos energético de la molécula e
identificar las conformaciones mds cstables, efectos estéricos, posiciones de los grupos
funcionales, asi como angulos, distancias entre ellos y todo lo relacionado a la conformacion de

su estructura molecular.
5.2.3.2 Realizacion de cdlculos

De manera individual cada estructura quimica se sometié a cdilculos basindosc en la mecinica
molecular y la- mecdnica cudntica, posteriormente al analizar las interacciones se consideraron los

datos experimentales.

Antes de describir lo realizado es necesario mencionar la metodologia computacional
utilizada. La pre-optimizacion de todas las moléculas con base en la mecanica molecular fue
llevada a cabo por medio del programa PIMMS (PIMMS, Oxford Molecular Ltd. The Magdalene
Center. Oxford Science Park, Sanford on Thames, Oxford 04 44GA, United Kingdom). La
optimizacion, manipulacion y visualizacién de las moléculas se realizé con los métodos semi
cmpiricos AM1/PM3//RHF-SCF, del programa Spartan, (Spartan, desarrollado y distribuido por
Wavefunction Inc. 2002) para Silcon Graphics Workstation Indigo 2 XZ y para PC Ver. 02
Windows, cabe mencionar que el campo de fuerza usando en PM3 fue “SYBYL force™; ademas
algunas propicdades fueron calculadas usando ACD/ChemSketch Ver. 5.12 (Advanced
Chemistry Development Inc, 2002) (ver seccidén 5.2.3.3).

Estudios cstadisticos: Para poder establecer un modelo que describa la relacién entre la
estructura del complejo Promotor — Farmaco, se realizo un analisis de correlacion multiple y fue
evaluado mediante ¢l coceficiente de correlacion multiple y su cuadrado (r y r?), la desviacién
estandar (SD = Spgess) y F-cstadistica (F) (ver seccidn 5.2.3.2 — C y 5.2.3.3). En donde 1* esta
descrita por:

.+ SSY - PRESS Ee.s
ssY
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Donde SSY es la suma de los cuadrados de las desviaciones entre las afinidades dc los
parametros fijados y su media y PRESS es la suma de los cuadrados de la prediccion del error
obtenida a partir del método. Las desviaciones estindar de la prediccion (Spruss) son definidus
como:

[}
- [:ff‘s_sl}" Ec. 6

Donde k, esta definida por el niimero de variables en el modelo. Los métodos estadisticos
mencionados asi como el andlisis bivariable (scccidn 6.3.4) se realizaron mediante los paquetes
estadisticos Statsoft [Statsofl, Release 4.2, 1993], en Pentium IV PC y TSAR [TSAR, Oxford
Molecular Ltd., The Magdalen Center, Oxford Science Park, Sandford on Thames, Oxford 0X4
4GA, United Kingdom} en Silicon Graphics Workstation Indigo 2 XZ. La validez estadistica del
modelo se considerd en basc al cocficiente de correlacion multiple (#), la desviacion estdndar

(SD) y F-estadistica (F). [Croizet er al, 1990 y Hansch et al, 1973].
A) Mecinica molecular

Debemos recordar que la mecdnica molecular considera como modelo bisico a los atomos
(semejantes a una csfera) y los enlaces (semejantes a resortes “enlazados” a las esferas), no
considera a los electrones ni los orbitales. Esta seccién cs ¢l primer tamiz para la estructura
quimica con el fin de optimizar el tiempo de cémputo, la estructura se acomoda de la manera mds

sencilla y se calculan para cada molécula algunos aspectos bésicos:
e Energia total de la molécula
e La conformacion mis cstable reconociendo que:

e La conformicion con menor energia es la mas estable

Una vez que sc ticne la estructura con la menor cnergia se procede a realizar el. andlisis

conformacional (rotando enlaces y grupos funcionales) y se obtiene de esta molécula lo siguiente:

s Energia total de la conformacion molecular mids estable.
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» Momento dipolo “u”, esto cs la polaridad de ta molécula ya que.debemos recordar que el
momento dipolo es la sumatoria de todos los vectores internos de la molécula en cuanto a

magnitud y direccion).

B) Mecianica cuintica

L.a mecanica cuintica considera los electrones y orbitales de cada dtomo de la molécula, en esta
scecion se entrega la molécula ya refinada, ayudados por la mecédnica molecular lo que disminuye
el tiempo de anilisis come ya se mencioné. Por medio de la mecanica cuantica sc calculan entre

otros los siguicentes factores utilizando diferentes programas computacionales:

e HOMO (de sus siglas en inglés High Occupicd Molecular Orbital) esto es cl orbital

molecular mas alto ocupado, lo que le da ¢l cardcter nucleofilico a la molécula.

e LUMO (de sus siglas en inglés Low Unoccupied Molecular Orbital) ‘esto significa el
orbital molecular mas bajo desocupado, lo que se reficre al caricter electrofilico a la

molécula

* Potencial Electrostitico, en cste factor se conoce tn mapa de la densidad electrénica de la
molécula en base a su geometria y. clectronegatividad, recordando que los dtomos con

mayor densidad clectrénica son mas clectronegativos.
C) Busqueda de interacciones y propuesta final

Teoricamente se establecieron 12 complejos (farmaco-promotor), para evaluar las interacciones
entre ¢l farmaco y el promotor, que cs la parte mas extensa de este trabajo, esto se realizé con
base a los parametros determinados anteriormente (por ejemplo para formar un complejo se
juntaron las regiones clectrofilicas y nucleolilicas mas cstables), se rotaron las moléculas hasta
que se acomodaron de tal forma que se tuviera un minimo energético. De esta manera se
formaron los 12 “complejos teoricos” mencionados, esto sc obtuvo de la interaccién de la

* . .
Azona" y Dermac® con cada uno de los seis firmacos, tal y como sc ilustra en la tabla 7.
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Tabla 7. “Complejos tedricos” farmaco — promotor formados en busqueda
de la mejor interaccién basiandose en la mecdnica molecular y mecanica cuantica
Azona® - Acelaminofén
Azona® - Acido Salicilico
Azona® - Lidocaina
Azona® - 5-Fluorouracilo
Azona" - Cafeina
Azona - Ibuprofeno
Dermac” - Acetaminofén
Dermac” - Acido Salicilico
Dermac” - Lidocaina
Dermac” - 5-Fluorouracilo
Dermac” - Cafeina
Dermac” - Ibuprofeno

)

> e

A continuacién sc determinan para los compuestos formados los mismos parametros que
sc obtuvieron para las moléculas individuales, csto es con base a la mecanica molecular: energia

total y momento dipolo y mecéanica cuantica: HOMO, LUMO, potencial electrostdtico, etc.

Una vez cstablecidos estos parametros se procede a realizar la propuesta final de la
intcraccion fdrmaco — promotor cn el espacio.

5,2.3.3 Relacion Estructura Quimica — Actividad Biolégica

Una vez que se han establecido todos los pardmetros fisicoquimicos, moleculares y electronicos
correspondicntes de cada molécula, tales como momento dipolo, energia total (con base a
mecanica molecular), HOMO, LUMO, potencial clectrostatico (con base a mecanica cuantica) y
otros ya conocidos como pKa, log P, solubilidad, factor de biodisponibilidad, etcétera, a los
cuales se les llama descriptores, se ha procedido a relacionarlos con la actividad bioldgica que en

este caso cs ¢l factor de promocion, mediante la Ecuacion de Hantsch.

Suponiendo que AB es la relacion estructura-actividad y estableciendo como constante la

membrana bioldgica ya sca piel o mucosa bucal, se tiene lo siguiente:

AB = Factores Moleculares + Factores Electronicos + Factores Fisicoquimicos +
Cte Ec. 7
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AB K (Descnptor)l + Q (Descrlptor)j + N (Descrlptor)n Cte Ec. 8

Los valores de los dcscnplorcs son calculndos por programas cspecmll/ndos, como-se menciona

anteriormente, K, Q y N se eslablccen por medlo dc Ia regresnon lineal multiple, la constanie ¢s la

interseccion de la recta.

Los descriptores estudiados son los siguicntes:

Simbolo

AH*

HOMO*
LUMO*

H_L*

LOG_P*
LOGP*_
DIPOLO*
AREA*

VOL!

RM*

g

LOGI_S*

BCF
LOGBCF*
PKA*
CAZO_AH*
CAZO_HOMO*
CAZO_LUMO*
CAZO_H_L*
CAZO_LOGP*
CAZO_Dip*

Descriptor

Calor de formacion en Kcal/mol

Orbital molecular mas alto ocupado en electro Voltios (eV)

Orbital molecular mas bajo desocupado en eV.

Diferencia de HOMO-LUMO en eV, )

Log del Cocficiente de particion octanol/agua (Calculado en Spartan)
Log del Coeficiente de particion octanol/agua (Calculado en ACDLABS)
Momento dipolo en Debyes ’
Area molecular total en A?

Volumen Molecular total en A*

Refractividad molecular en cm®

Solubilidad en agua en mol/it

Log de 1/S (Log del inverso de la solubilidad)

Factor de bioconcentracién

Log del factor de bioconcentracion

pKa

Calor de formacion del complejo Azona®-Principo Activo en Keal/mol
HOMO del complejo Azona®-Principio Activo

LUMO del complejo Azona®-Principio Activo

HOMO-LUMO del complejo Azona®- Principio Activo en eV.

Log P del complejo Azona®*- Principio Activo (calculado en Spartan)

Dipolo del complejo Azona®- Principio Activo
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CAZO_AREA®
CAZO_VOL»
CDER_AH*
CDER_HOMO*
CDER_LUMO*
CDER_H_L*
CDER_LOGP*
CDER_DIP*
CDER_AREA"
CDER_VOL"

Metodologia

Area total del complejo Azona®- Principio Activo en A?

Volumen total del complejo Azona®- Principio Activo en A*

Calor de formacién del complejo Dermac®-Principo Activo en Keal/mol
HOMO dcl complejo Dermac *-Principio Activo

LUMO del complejo Dermac ®-Principio Activo

HOMO-LUMO del complejo Dermac ®- Principio Activo en eV,

Log P del complejo Dermac ®- Principio Activo (calculado en Spartan)
Dipolo del complejo Dermac ™- Principio Activo

Area total del complejo Dermac ®- Principio Activo en A?

Volumen total del complejo Dermac ®- Principio Activo en A*
p p

* *Descriptores calculados usando Spartan (PM3)

» “Descriptores calculados usando ACDLABS.

* ~Descriptores calculados usando PIMMS

Se debe realizar una matriz donde se consideren todos los descriptores posibles, ya.que de

antemano no se sabe cual de los descriptores serd valido para la ccuacidn, las matrices que se

generan tiene la siguiente forma:

Matriz: Promotor - Barrera

Descriptor Acetaminofén JAcido Salicilico |Lidocainal5-Fluorouracilo [Cafeina [Ibuprofeno

AR

AH

HOMO

LLUMO

H_L

1.OG_P

LOGP

DIPOLO

AREA

\VOLL

RM
S

1.OGI_S

m AN ATaY 7
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BCF

LLOGBCF

LLOGKOC

PKA

CAZO_AH

CAZO_HOMO

CAZO_LUMO

CAZO_H L

CAZO_LOGP

CAZO_DIP

CAZO AREA

CAZO _VOL

CDER_aAH

CDER_HOMO

CDER _LUMO

CDER 1 L

CDER_LOGP

CDER_DIP

ICDER_AREA

CDER_VOL

Como ya se ha mencionado el promotor es Azona® o Dermac® y la barrera es piel o
mucosa bucal, AB es la actividad bioldgica que corresponde al Factor de Promocién (Kg) y
puede escribirse como Kk o Log de Kp lo que constituye la variable dependiente y los
descriptores que son los enumerados anteriormente constituyen la(s) variable(s) independiente(s).
Después se procedié a escoger la ecuacion que describe al modelo, para que esta ecuacién
estadisticamente sca valida es necesario obtener un cocficiente de correlacién (r*) mayor a 0.6, si
se obtiene una r’ muy alta (cercana a 1) se puede decir que la relacién entre las dos variables cs

muy alta. [Croizet et al, 1990 y Hansch et al, 1973).
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© 5.2.4 DIAGRAMA DE FLUJO

En términos "wenerales la ‘parte: experimental se desarrollo con base al siguiente esquema 6
diagrama de flujo: -

IANTECEDENTES: VIA TRANSDERMICA Y PROMOTORES

d

| PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y. JUSTIFICACION |
HIPOTESIS

OBIJETIVOS

I

ESTUDIOS IN VivO: TEWL Y FTIR/ATR.
EN DIFERENTES DISOLVENTES: PG, TC y EtOH

] {}

"ECCION DEL DISOLVENTE==
3y
¢

ESTUDIOS DE PERMEACION IN VITRO
PRINCIPIOS ACTIVOS

ACETAMINOFEN-ACIDO SALICILICO-LIDOCAINA

2

ESTABLECER MODELO QUE DESCRIBA ,
RELACION ESTRUCTURA QUIMICA - ACTIVIDAD BIOLOGICA

[ PREDICCION

|<:

' PROMOTORES
AZONA® Y. DERMAC®
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 In vivo

6.1.1 Pérdida de Agua Transepidermal

Como ya se expuso en la seccion de Antecedentes, la Pérdida de Agua Transepidermal (TEWL)
es un indicativo de la eficiencia dc la Barrera de Permeabilidad de la Piel [Tanojo er al, 1997 y
Pu y Lin, 1999] por lo que cualquier sustancia que interaccione con los componentes de la
membrana y altere su conformacion u orden natural, puede provocar un incremento en el TEWL.
Esta prueba es muy il al seleccionar los componentes de una formulacion y al evaluar ¢l efecto
de los excipientes. Por otra parte, mucho se ha dicho ya del efecto de los promotores y de como
¢ste se puede ver potencializado al combinar dos de cllos o con los mismos disolventes de la
formulacion. Es por ecso que en esta primera ctapa del trabajo ¢l objetivo primordial fue
seleccionar el mejor disolvente para los promotores cstudiados (DER y AZO), para ello se
cligieron propilenglicol, ctanol y Transcutol® (PG, EtOH y TC), reportados en la literatura como
adecuados para Azona®™ [Wicchers, 1990 y Walters y Hadgraft, 1993) por ejercer ellos mismos un
cfecto promotor y ademds porque hay diversos cstudios que sugieren un efecto sinérgico entre
Azona" y cstos disolventes (principalmente propilenglicol [Barry, 1987 y Wallers y Hadgraft,
1993] ) atribuido en buena medida a que actian por mecanismos distintos; aunque no existen

reportados estudios por medio del TEWL.
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Resultados y Discusion

Como ha sido sefialado en la seccion de Metodologia, -las sustancias y/o formulaciones

estudiadas fueron las siguientes:

Tabla 8. Sustancias y/o formulaciones estudiadas en TEWL

Combinacién Representacion
Azona® AZO
Azona® - Propilenglicol (0.4 M)  |AZO-PG
Azona® - Transcutol (0.4M) AZO-TC
Azona® - Etanol (0.4M) AZO-EtOH
Dermac® DER
Dermac® - Propilenglicol (0.4 M) |DER-PG
Dermac” - Transcutol (0.4M) DER-TC
Dermac” - Etanol (0.4M) DER-EtOH
Propilenglicol PG
Transcutol® TC
Etanol EtOH

Estas formulaciones se aplicaron en seis voluntarios y estuvieron en contacto con la piel por
una hora, una vez que sc retiraron, el TEWL [g/hm?] se midié de manera continua durante 10
minutos y posteriormente por 5 minutos cada hora hasta un total de 4. Para analizar los resultados
se obtuvo la moda de estas mediciones de cada voluntario y se promediaron, graficando con

respecto al tiempo como se indica en la tabla 9 y en los gréficos 1 y 2.
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Fabla + Resultados del TFWTL (=] g'h m’) con respecto al tiempo ¢h) (promedio de los seis voluntarios)

t(h)| Control PG i Eronf AZ0 DER DER-PG DER-TC | DER-EtOH | AZ0-PG | AZO-TC | 4Z0-EtOH

TR+ SSRFI2 12 = 20631115 = 2,980

<1

01283 = 29041265 -6 10RO 28 = 6191207 » TS42012 32 - 2 176{12.72 - 245216 28 - 3771 1203 = 342001185 = 38911

2

NO3E =257 00~ 3 92T Y os - ] 19§60 33 - 22 4500601 13 - 219192 2915

1088 - 236N U8 - 23161287 = 3 298 10 6 = 3 2531 42 - 4 405 07

B9.62 = L7398 = 4255 953 = LIASIO 17 - 2591 938 = TUISH2 25 = 2081 148 = 2307 [0.75 - 23901140 = 306813 18 - 4 4S8 Y 97 = 1 92001 1.47 = 2470
3893 = 21561046 2 2932110 64 = 3,623 9.9 - O8I0 12 = 02030043 = L 746(1]1.32 = 3497 1010 = 1 37000 80 = 268812 00 - 2972012 37 = 2. 248]12.07 - 3.479
H10.49 = 35911 9.23 £ 29971022 = 0.77910.60 ~ 2 I8G10 90 - LIS = 2591 L 40 2 23120366 £ 10.77710.35 - 3428013 .97 = 36306112 07 = 3.47914.33 = 2.082

i . - —&— Control

—4-PG :
' i
—&—TC
o i
£ —=—EOH ,
é !

z —e—DER
© i
—+-DERPG |
—%—DER-TC |
, i
8 v iy T ~ —e-DER-EiOH!
0 0s ! 18 2 5 3 38 4 ;

Tiempe (h) o

Gréfico 1. Resultados del TEWL ([=] ¢/hm’) con respecto al tiempo (h) (promedio de los seis volumarios) utilizando como promotor

el 4-Deciloxazolidin-2-ona (Dermac®)
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20 S
—e— Control
1% —a— PG
16 —&TC
2
= —a—EOH
=4
2
E —~¥— AZO
12
* AZO-PG
A
o —e— AZO-1C
8 ek . \ =0 AZO-E1OH
i 0 s 1 15 2 25 k] 1.5 1
! Tiempo ()

Grafico 2. Resultados del TEWL ([=] g/hm?) con respecto al tiempo (h) (promedio de los seis

voluntarios) utilizando como promotor ¢l Laurocapram (Azona™)

Al abservar los resultados inmediatamente después de haber retirado la formulacion, esto es al
tiempo cero, existe un efecto mayor que a los demas tiempos, lo que a primera instancia podria
atribuirse al efecto oclusivo del mismo sistema, no obstante se debe recordar que antes de realizar
la medicion se dejo evaporar el agua que se acumuld por electo de la oclusion el tiempo
suficiente, que durd cinco minutos, por lo que fuc posible determinar si existia una respuesta a
¢éste tiempo (grafico 3). por otro lado después de una hora, también podemos observar esta
respuesta dado que se ve un efecto mayor con respecto a las otras tres horas (grafico 4). A las
cuatro horas se pucde observar cierta tendencia a regresar a los valores del grupo control, por lo
cual podemos afirmar que el efecto es reversible con recuperacion de la barrera. A continuacion

se analizan con mas detalle estos valores, (graficos 3 — 12).
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25.000
20000 P [RUSY SR
g 15.000 -
=
2
=t
]
& 10000
%
o
L
{-.g ke
3 4
0.000 2 £

EtOH AZO DER  DER-PG DER-TC DER-  AZO- AZO-TC AZO-
E1OH PG EtOH

~

Control PG

Grilfico 3. Resultados del TEWL inmediatamente después de haber retirado la formulacién

25

Control PG e FtOH AZO DER - DER-PG DER-TC . DER- AZ0-PGAZOSTC AZO-
1On FIOH

Grafico 4. Resultados del TEWL después de hora de haber retirado 1a formulacién
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TR
o

=

DER-TC DER-
EIOH

Grafico 5. Resultados del TEWL después de 2 horas de haber retirado la formulacion

DER- DER-TC DER- AZO-PG AZO-TC AZO-
PG EtOH EtOH

Control PG TC EIOH DER

Griafico 6. Resultados del TEWL después de 3 horas de haber retirado la formulacién
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25.00

20.00 R e

£ 15.00 |-

E 10.00

5.00

0.00

DER-PG DER-TC DER- AZO-PG AZO-TC AZO-
EtOH EIOH

Grifico 7. Resultados del TEWL después de 4 horas de haber retirado la formulacion

Para observar mcjor ¢l efecto de las diferentes formulaciones se resté a cada una de ellas
los valores del grupo control y s¢ obtuvo asi el cambio de TEWL absoluto para cada formulacién
(graficos 8-12).

11.0000

[

9.0000
7.0000
5.0000
3.0000 i

1.0000

+1-0000 | pg é?:l Ao DfR DER- DHR- OER- AZO- AdO- '
-3.0000 PG 1c  EPH PG TC  EOH

-5.0000

TEWL (g/hnf)

-7.0000

Grifico 8. Cambio absoluto del TEWL inmediatamente después de haber retirado la formulacién
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6

TEWL (g/hm?)
~

o f- S e g . . . . .
PG T El{)l'l AZO DER DER- DER- DER- AZO- AZO- AZO-

PG TC EWOH PG TC EtOH

Griafico 9. Cambio absoluto del TEWL después del hora de haber retirado la formulacién

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00

TEWL (g/hm?)

1.00
0.00
-1.00
-2.00

w @

I EtOH /g(l) DER DER- DER- DER- AZO- AZO- AZO-
PG TC EOH PG TC EtOH

Grifico 10. Cambio absoluto del TEWL después de 2 horas de haber retirado la formulacién
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5.00
4.50
4.00
3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

TEWL (g/hm?)

PG TC

EtOH AZO DER DER- DER- DER- AZO- AZO- AZO-

PG TC EOH PG TC EtOH

Grafico 11. Cambio absoluto del TEWL después de 3 horas de haber retirado la formulacién

12.00

10.00

8.00

6.00

4.00

TEWL(g/hm?)

| BT

Y N EL o om

i
DER DER-PG DER-TC DER- AZO-PG AZO-TC AZO-
EtOH EIOH

-4.00

Grafico 12. Cambio absoluto del TEWL después de 4 horas de haber retirado la formulacién

Para saber si los datos seguian una distribucién normal se realizé la prueba de bondad de

ajuste de Kolmogorov-Smimov (anexos 10.3.1) y sc encontré que si se ajustaron a una

distribucion normal.
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Como se puede observar en los grificos 3 y 4, asi como en los graficos 8 y 9, existe
un incremento cn ¢l TEWL cuando se coloca Dermac® o Azona® en propilenglicol (DER-PG 6
AZO-PG), lo que podria indicar una alteracion en la barrera de permeabilidad debido
posiblemente a un efecto sinérgico cntre los promotores, presentindose una recuperacion total de
la barrera después de 4 horas de haber retirado la formulacidn (grificos 7 y 12); sin embargo al
realizar el andlisis de varianza tanto a tiempo cero (F = 2,193 y Fitica = 2.559) como después de
la primera hora dec haber retirado la formulacion (F = 2.135 y Feqica = 2.662) no se observan
diferencias estadisticas (anexos 10.3.1). Después de 4 horas de haber retirado la formulacidn se
realizd ¢ste mismo andlisis de varianza (F = 0.531 y Feuica = 2.775) en el cual tampoco sc
encontraron diferencias estadisticas, lo cual corrobora que hubo una recuperacién total de la
membrana.

Al realizar un anilisis de varianza de dos factores (AXB) en bloques aleatorizados,
considerando al factor A tiempo (0,1 y 2 h) y el factor B a los tratamientos, se encuentra que si
cxisten variaciones entre los tiempos (F = 8.853 y Fepica = 4.725), lo cual suena légico, si
consideramos que la membrana durante las primeras horas sufrié una alteracién y en las tltimas
horas se recuperd. (anexos 10.3.1)

También se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos (F = 3.828 y Feyitica
= 2.348), asi que para identificar entre qué pares habia diferencias se realizo la prueba de Tukey y
sc encontrd que la divergencia sc daba entre TC y AZO-PG, (DVS = 6.834 y diferencia de los
promedios = 7.5) debido a que son difercntes tratamicntos y sustancias aplicadas (anexos 10.3.1)

Mediante al prueba de Tukey (anexos 10.3.1) no se¢ encontrd algin cambio significativo
en el TEWL al comparar la picl tratada con los disolventes solos (PG, TC y EtOH) 6 con los
promotores solos (AZO y DER) con respecto al control.

A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas, se decidié elegir de
los tres disolventes cvaluados, ¢! PG, debido a los incrementos promedio observados sobre todo
inmediatamente después de haber retirado la formulacién (grafico 8), mas aun, considerando que
cuando se aplican por separado (i.e. PG, DER o AZO) hay un incremento menor en el TEWL (e
incluso disminuye en cl caso del ticmpo cero para DER y AZO) se podria considerar incluso un
cfecto sinérgico entre el promotor (AZO o DER) y el disolvente (PG). Finalmente es importante
sefalar que el efecto sinérgico de AZO y PG csti de acuerdo con lo reportado en la literatura

[Wiechers, 1990 y Walters y Hadgraft, 1993].
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6.1.2 Espectroscopia de Infrarrejo por Transformadas de Fourier /
Reflectancia Total Atenuada

La Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier / Reflectancia Total

Atenuada  ha sido empleada por diversos autores [Takeuchi et al,. 1992; Higo er al, 1993;

Watkinson et al, 1994; Pirot et al, 1997; Potts et al, 1997; Touitou et al, 1998 y Moser et al,

2001] como una herramienta ulil para elucidar ¢l mecanismo de accion de los promotores y

vehiculos empleados en formulaciones topicas y transdérmicas. Como se menciond en la seccién

de Mctodologia sc realizaron estos estudios en scis voluntarios con las siguicntes formulaciones:

Tabla 10. Sustancias y/o formulaciones estudiadas en FTIR/ATR

Combinacién Representacién
Dermac® DER
Dermac” - Propilenglicol (0.4 M) | DER-PG
Dermiac”® - Transcutol (0.4M) DER-TC
Dermac” - Etanol (0.4M) DER-EtOH
Propilenglicol PG
Transcutol TC
Etanol EtOH

No obstante antes de realizar dichos estudios se obtuvieron los cspectros de absorcién de
infrarrojo de las sustancias puras, asi como de la piel sin ningtin pre-tratamicnto. Los espectros

obtenidos se muestran en las figuras 35, 36, 37, 38 y 39.
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Fig. 35 Espectro de Infrarrojo caracteristico del estrato cémeo humano (promedio de 45 barridos)
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Fig. 36 Espectro de Infrarrojo del 4-Deciloxazolidin-2-ona (Dermac®) (promedio de 45 barridos)
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Fig. 37 Espectro de Infrarrojo del Propilenglicol (promedio de 45 barridos)
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Fig. 38 Espectro de Infrarrojo del Dietilglicol-monoetil-éter (Transcutol®) (promedio de 45

barridos)
1486.8
1.5 — . - ¥ 044.4,
ABS { 880.8
125 ] 3305.3 . 1] I
] ; |
1 , |
10— - ‘ 2880.5 ) " ladss
] 12925.8 1379.0
075 - g 1414.7 ll
‘ 12413 3 1691.9 13289 | |
27517 ' 1273.9 !
CE R N \ [ | & H
1 ~. | 21355 17884 1153.
» N i | i
025 — —— - ..
00 T T T T T T T T
40000 35000 30000 25000 20000 17500 15000 12500 10000 750.0
EtOH f7em

Fig. 39 Espectro de Infrarrojo del Etanol (promedio dc 45 barridos)
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Para efecto del andlisis nos enfocamos a las bandas del espectro del estrato cérneo

que corresponden a las cadenas alquilicas de los lipidos (localizados aproximadamente en 2920 y
2850 cm’"), debido a que si ocurriera fluidizacién de los lipidos de fa membrana por efecto de los
promotores cstas dos bandas se verfan alterados. Se analizoé también el estiramiento debido a N-H
y O-H (localizado aproximadamentc en 3274 cm’') de proteinas, lipidos y agua, con fines de

comparicion.

Se ha reportado [Naik y Guy, 1997] que la fluidizacion de los lipidos del estrato cornco
esta asociada al cambio en el niimero de onda o en el ensanchamiento de las bandas (tanto
asimétricas como simétricas correspondientes a las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato
cémeo) y que una disminucion cn las areas bajo la curva de éstas bandas puede ser indicativo de
la extraccién de lipidos, lo que implica incremento del desorden en la bicapa y contribuye al

aumento de la permeabilidad de la piel.

Después dc una hora de contacto las formulaciones se retiraron, procediendo a evaluar el
espectro de infrarrojo del estrato comeo durante las siguientes 4 horas, en seis voluntarios. Los
resultados promedio para los nimeros de onda de las bandas de estiramiento simétrico y

asimétrico de las cadenas alquilicas se muestran en las tablas 11 y 12,

Tabla 1 1. Ntimeros de onda para las bandas asimétricas (localizados aproximadamente en 2920

em’') de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cémeo (promedio de los seis voluntarios)

t ()

Coutrol DER DER-EtOH DER-PG DER-TC EtOH PG

TC

0

2017.8 ¢ 15121 2921.0 ¢ 1.114] 2920.8 + 1.781] 2921.9 + 1.076 2920.4 + 2.267 2920.1 + 2.393( 2919.7 + 1.705 2917.9 + 0.841

20184+ 180N 20211 » 2.697) 2922.1 ¢+ 1.280 2921.6 + 1.328 2921.1 ¢ 1.86({ 2920.9 + 2.127] 2918.9 + 1.522] 2919.0 + 1,573

2918.6 + 1.345 2920.4 = 2762} 2921.9 + 0989 2920.8 + 2,223 29209 ¢ 1.191] 2921.4 + 0.801] 2918.9 + 1.648 2920.2 + 1.561

3

20195 + 0955 2019.9 » 1399 2921.5 + 1.198 29197 ¢ 1.705 2921.2 + 1.06G]] 2921.1 + 0.917] 2918.5 » 1.319 2918.8 + 1.533]

4

2918.9 + 1.5271 2910.4 + 1.615{ 2921.3 + 0.987} 2919.6 + 1.581| 2920.5 + 0.632] 2920.9 + 0.861| 2919.5 + 2.028 2920.1 + 1.28§
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Grafico 13. Nameros de Onda para las bandas asimétricas de las cadenas alquilicas de los lipidos

del estrato corneo (promedio de los seis voluntarios)

En el grafico 13 se puede apreciar que aparentemente existe un efecto mayor sobre las
bandas de estiramiento asimétrico a la primera hora después de la aplicacion, ya que en todos los
casos los numeros de onda tienden a aumentar, por lo que se procede a realizar el analisis
correspondiente considerando cstos datos. No obstante se realizo un andlisis de varianza de dos
tactores considerando todos los tiempos y tratamientos (anexos 10.3.2), como se vera mas

adelante.

2025
2024

2922
2021
2920
2919
2018
2017
2016
29015 T T v - T = - +
Control Dermac  Der-  Der-PG Der-TC  EtOH PG TC
EtOH

Niimero de Onda (cm™)

Grifico 14. Resultados de los nimeros de onda para las bandas asimétricas de las cadenas

alquilicas de los lipidos del estrato corneo después | hora de haber retirado la formulacion
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En los graficos 14y 15 se-muestra la ubicacién de la banda de estiramiento asimétrico, asi

como ¢! cambio absoluto en el ntimero de onda (i.e,, la diferencia entre cada formulacién vy el

control).

Aunque parece haber un ligero desplazamiento con las formulaciones que incluyen al
DER, ¢l hecho de que el Dermac® presente una banda sp3 (2923.4) a un nimero de onda muy
cercano a al banda asimétrica de los lipidos del estrato cormeo (2920) hace dificil definir si cl
cambio sc debe a la presencia del Dermac® o a una interaccién con los lipidos, por lo que se
procede a calcular el cambio absoluto, restando de la formulacién el control tal y como se realizé

para el TEWL.

Nimeros de onda (cm'™)

DER-EtOH DER-PG DER-TC

Grifico 15. Cambio absoluto de los nitmeros de onda para la banda asimétrica de las cadenas

alquilicas de los lipidos del estrato cornco después de 1 hora de haber retirado la formulacién

Para poder asegurar que los datos se ajustaron a una distribucion normal se realizé la
prucba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smimov, por medio de la cual se pudo comprobar

que si se ajustaron a una distribucién normal.

Del andlisis de varianza de los cambios absolutos podemos concluir que no existe
diferencia significativa entre ellos (F = 2.334 y Foy, = 3.124, ancxos 10.3.2); sin embargo si se

comparan los datos del grafico 14, si se observa una diferencia estadisticamente significativa (F =
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3.574 y Feanien = 3.124), lo que da lugar a pensar en dos posibilidades: a) Que csta

interfiriendo ¢l Dermac® b) Que se estan fiuidizando los lipidos de la membrana.

Al realizar un analisis de varianza de dos factores A X B en bloques aleatorizados, en el
que el factor A es el tiempo y ¢l factor B los tratamientos, podemos observar que se obtuvieron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (F = 12.590 y Fyiica = 2.730), al recalizar el andlisis
de Tukey para identificar los pares en los que habia difercncia se obtuvo que existia al tiempo
cero entre el Control y DER-PG (DVS = 3.690 y diferencia absoluta cntres los promedios
=4,133) asi como cntre Transcutol® y DER-PG (DVS = 3.690 y diferencia absoluta entres los
promedio =4.017) y después de una hora de haber retirado la formulacién entre ¢l Control y
DER-EIOH (DVS = 3.690 y diferencia absoluta entres los promedio = 3.728). Esto También se
puede apreciar visualmente en cl grafico 13. Vale la pena mencionar que al realizar un anilisis de
varianza de un factor para los cambios absolutos a tiempo cero no se observan diferencias
significativas (F = 3.053 y Feritica = 3.123). (Anexo 10.3.2).

Todo lo anterior da lugar a pensar que las diferencias observadas en el anilisis de varianza
de dos factores se deben tanto a una interferencia por parte de las bandas del DER, pucs no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en los cambios absolutos, como a una
posible fluidizacion de los lipidos de la membrana, ya se observa un efecto mayor (sinergismo) al

agregar DER-PG o DER-EtOH que al agregar cada uno por separado.

Ademis del desplazamiento de las bandas, lo cual esta relacionado con el grado de fluidez
de los lipidos [Naik y Guy, 1997], también es importante determinar las areas bajo la curva, como
un pardmetro para estimar la posible extraccion de lipidos por efecto de los promotores y
disolventes empleados. A continuacion se muestran las dreas normalizadas de las bandas
correspondientes a los estiramicntos asimétricos del estrato céreo (grafico 10). Para normalizar
las drcas, éstas se dividieron entre las drcas de la banda que corresponde a la flexién N-H de la
amida Il de las proteinas de! estrato corneo (que se encuentra localizado aproximadamente a 1538

em™). En el Anexo 10.3.2 se muestra con todo detalle como se realizé el céleulo.
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Como sc observa en ¢l grafico 16, no hay difcrencia aparente en cuanto a las areas de las
bandas (F = 0.507 y Fyiica = 3.123), por lo que no puede pensarse en una extraccion de lipidos
como probable mecanismo de accidn, y tampoco parece haber una adicion de la respucsta del
Dermac® (que pudicra haber quedado remanente en el estrato cérmco y que pudiera haber
interferido en la respuesta) y las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cormeo. Al realizar
una analisis de varianza de dos factores en donde se consideran todos los tiempos y tratamientos
tampoco sc observan diferencias estadisticamente significativas (F =0.164 Feqiica = 3.414 para el
andlisis entre los tiempos y F = 0.883 Fuinca = 2.730 para el analisis entre los tratamientos)

(Anexos 10.3.2).

N W e O N O @

Control DER DER-EtOH DER-PG DER-TC EtOH PG

Grifico 16 Arcas normalizadas de la banda asimétrica de lus cadenas alquilicas de los lipidos del

estrato corneo después de | hora de haber retirado la formulacion

Con las bandas del estiramiento simétrico de las cadenas alquilicas del estrato céreo
(localizado aproximadamente en 2850 cm', tabla 12) se procedié a realizar ¢l analisis como se
hizo para los estiramientos asimétricos, empleando para fines de analisis los datos de la primera
hora. No obstante se realizo un anilisis de varianza de dos factores para todos los tratamientos a

los diferentes tiempos. En ¢l grafico 17 se muestra la ubicacion de la banda a diferentes tiempos.
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Tabla 12. Niuneros de onda para las bandas simétricas (localizados aproximadamente en 2850

em™) de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato corneo (promedio de los seis voluntarios)

t (h) Contral DER DER-EtOR DER-PG DER-TC EtOH PG TC

W 284061 0922 2652 1 + 0.762] 2852 4 + 0 485 2662 6 + 1 240 2652 14 1515 2852 2 + 2 226 2852 0 + 1 569 2654 8 v 7 907

112850.7 + 1,553 28522 + 1 918 2852.7 + 0.51€| 2852.8 + 0 876| 2852 1 + 1.218] 28525 + 1916/ 28517 + 1 164| 2851 8 + 1 555

212850 6 + 1.3221 28518 + 2 086 2852.2 + 0 376 2851 9 + 1282/ 28517 + 0881 28526 + 16421 2851 1 + 1 0501 2851 6 + 0 869,

428508 + 0962 2851.7 £ 1.041 28526 + 1 00§ 28512 ¥ 1.167| 2852 4 + 11760 2852.0 + 0612] 2851 4 + 1 162| 2851 3 + 1 038

42850.9 + 0464| 28514 + 1 27728525 + 1.082 28514 + 116228517 + 0756( 28524 + 1289 28514 + 1 162| 2851 3 + 1 203

]
|
28560
28550
-
| ‘g 28340 I
- : [Ze~Control
:
s |—®- DER
1 28530 4 DER-EtOH
e DER-PG
PS ws20 | - DER-TC
' = _ —o—EtOH
£ oss10 ' ;PG
P4 -——— " 10
28500
28490
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Grafico 17 Nameros de onda para las bandas simétricas de las cadenas alquilicas de los

lipidos del estrato corneo (promedio de los seis voluntarios)
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2855

2854

2853

2852

2851

2850

Nimeros de onda (cm™)

2849

2848

Control DER DER-EtOH DER-PG DER-TC

Grifico 18. Resultados de los niimeros de onda para las bandas simétricas de las cadenas

alquilicas de los lipidos del estrato corneo 1 hora después de haber retirado la formulacién

Tal y como sucede con las bandas asimétricas, aunque parcce haber un ligero
desplazamiento con DER-PG o incluso DER-EtOH (grafico 18 y 19) el hecho de que el Dermac®
presente una banda sp® (2853.0) a un nimero de onda muy cercano a la banda asimétrica de los
lipidos del estrato cémeo (2850) hace dificil definir si el cambio se debe a la presencia del

Dermac® o a una interaccién con los lipidos.

by

w

Niimero de onda {cm™)
o ~
Q-2 NNOWOM &G

DER-EtOH DER-PG DER-TC EtOH

Grifico 19. Cambio absoluto de los numeros de onda para las bandas simétricas de las cadenas

alquilicas de los lipidos del estrato comeo después de 1 hora de haber retirado la formulacion
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Del andlisis de varianza de estos resultados podemos concluir que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre ellos (F = 0.949 y Fepiica = 3.124) con una confiabilidad del
99%. En al andlisis de varianza de dos factores tampoco se observan diferencias entre los tiempos
(F = 1.338 y Fertica = 3.414), entre los tratamientos si se observa diferencia (F = 3.493 y Feritica =
2.730) no obstante al realizar la prueba de Tukey se aprecia que esta diferencia es entre el control
y Transcutol® inmediatamente después de haber retirado la formulacién (DVS = 4.073 y
diferencia absoluta cntres los promedios = 5.067) (Anexos 10.3.2). A continuacion se muestran
las areas normalizadas de las bandas correspondientes a los estiramientos simétricos del estrato
cérneo, las normalizaciones de las areas, se realizaron como en las bandas asimétricas, a partir
del analisis de varianza de dos factores, se aprecia que no existen diferencias estadisticamente
significativas, ni entre los tiempos (F = 0.172 y Feica = 3.414) ni entre los diferentes tratamientos
(F = 1.367 y Feiica = 2.730) (Anexos 10.3.2).

Control DER-EtOH DER-PG  DER-TC

Grafico 20. Areas normalizadas de las bandas simétricas de las cadenas alquilicas de los lipidos

del estrato corneo después de | hora de haber retirado la formulacion
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En resumen, como se ha podido obsecrvar en este trabajo, para determinar si hubo
fluidizacion de lipidos se determind el cambio absoluto en el desplazamiento de las bandas
correspondicntes a las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cérnco; cncontrandose que no
hubo diferencia cstadistica entre las diferentes formulaciones cstudiadas. Con respecto a la
extraccion de lipidos sucede algo similar, ya que las dreas normalizadas no muestran diferencias
estadisticas para las bandas correspondientes a estiramientos asimétricos ni tampoco para los

estiramientos simétricos,

Cabe mencionar que en los datos iniciales de los estiramientos asimétricos se encuentran
dos diferencias importantes las cuales son: a)Entre el control y DER-PG (al tiempo cero) y b)
Entre ¢l control y DER-EIOH (a la primera hora), lo cual puede atribuirse a una posibles
interferencia por las sciiales del DER o por la fluidizacion de las cadenas alquilicas de los lipidos

de la membrana, aunque todo parece indicar que fue por ambas razones.

Finalmente, al realizar ¢l analisis para el cambio absoluto del nimero de onda de las
bandas debidos a estiramientos por N-H y O-H (localizados aproximadamente a 3275 'cm")
tampoco se observa diferencias estadisticas significativas (F = 0.328 y Ferica = 2.371) (Gréfico

21).

DER DHREEDOH  DER-PG DER-TC PG T
)

-10

Girifico 21, C'\mblo absolulo dc los niimeros de ond'l par'l las bandas debldos a estlramlentos por
N-H y O-H de los lipidos, proteinas y agua del estrato cérneo después de 1 hora de haber retirado

la formulacién
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6.2 In vitro

6.2.1 Determinacion de la solubilidad
La solubilidad a 37°C en etanol al 40 % cs: Para Acctaminofén de 382.23 mg/ml, para Acido
Salicilico de 68.3 mg/ml y para Lidocaina de 57.9 mg/ml; lo que asegura que se mantengan

condiciones “sink™ en cl compartimicnto receptor durante las permeaciones.

6.2.2 Permeaciones

Ademis de las medidas in vivo de TEWL y FTIR/ATR, se procedié a realizar permeaciones in
vitro, con el fin de evaluar ¢l efecto del DER sobre el transporte de farmacos con diferente
lipofilia y compararlo con ¢l de la AZO. Se consideré importante estudiar el paso a través de una
membrana queratinizada (picl) y también de una membrana no queratinizada (mucosa bucal), con
un patron de diferenciacion similar. Para lo cual se eligieron tres farmacos con diferente lipofilia,
esto cs diferente Log de P, el cual fue determinado mediante el programa computacional
ACDLABS (Advanced Chemistry Development desarrollado y distribuido por Chem Sketch Ver.,
5.12 Inc. 2002.)

Se eligié como disolvente para DER y AZO cl propilenglicol con base a los resultados
obtenidos por las técnicas de TEWL y FTIR/ATR. En el receptor se colocd etanol al 40 %, tal y

como sc indica cn la metodologia (Fig. 34).

Para cuantificar la cantidad de firmaco se realizaron curvas de calibracién, para lo cual la
técnica analitica usada fue HPTLC, como ya se mencioné. De los cromatogramas se pueden
obtener tanto la altura como el drea del pico; en este trabajo se utilizé el édrea del pico

cromatografico, para realizar las curvas.

En las dos secciones siguicntes se muestran las curvas de calibracion realizadas para cada
farmaco tanto e¢n piel como cn mucosa bucal (graficos 22, 24, 26, 28, 30, 32 y 33) asi como las
graficas que indican las Cinéticas de Permeacion para los dos promotores y los tres firmacos
(grificos 23, 25, 27, 29, 31 y 34).
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Los Valores de Fllﬁo sc; obtuvieron mediante la siguiente férmula:
Jo= 20/ Ec.9
Y

Donde: . :
AQ/ 8= Cantidad de soluto transferido por unidad de drea

At = Tiempo .
Los valores de flujo corresponden a . la pendiente de la seccidn lineal de las cinéticas de

permeacién y la interseccion con el eje de las “x” corresponde al t,g.

6.2.2.1 En piel (membrana biolégica queratinizada)

A) Acetaminofén

000
% y = 45.845x + 464.66

R? =0.9973 )

50000

area
AN

30000 S

20000

l

: 10000 — !
i - ]
|

i
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ng

Grafico 22. Curva de Calibracién para Acetaminofén (A= 250 nm)

El grifico 22 muestra.la curva de calibracidn realizada para acetaminofén (log de P = 0.34
+0.21.) En el grifico 23 sc presentan las cinéticas de permeacién para el control, esto es la piel
sin pre-tratamiento, y usando como promotor AZO y DER y en las tablas 13-16 se indican el

resumen de los resultados obtenidos en estas permeaciones.
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Grafico 23. Cinéticas de Permeacion para Acetaminofén - Piel

Tabla 13. Tiempos de Latencia (ti,; [=] h) de Acetaminofén - Piel

bag,
iAcetaminofén (Controt) 4.822927398
cetaminofén-AZO 0.566347138
cetaminafén-DER 1.61426432

Tabla 14, Valores de Flujo (J) de Acetaminofén - Piel
J[=]pg/hem® | (=] umolh cm?
lAcetaminofén (Controt) 5.9213 + 3.8163 0.0392 + 0.0252
Acetaminofén-AZO 53.7250 + 3.3412 0.3553 + 0.0221
lAcetaminofén-DER 8.8164 + 3.0414 0.0583 + 0.0201

Tabla 15. Cantidad maxima acumulada en 8 h (CM) de Acetaminofén ~ Piel
CM [=] pg_/im2 CM [=] pmal/em?
lAcetaminofén (Control)} 18.4193 + 11,1443 | 0.1218 + 0.0737
Acetaminofén-AZO 386.5665 + 24.5199( 2.5567 + 0.1622
iAcetaminofén-DER 60.5472 + 20.6710 | 0.4004 + 0.1367

Tabla 16. Factor de Promocion (Kg) para Acetaminofén — Piel

Kr sD
[Acetaminofén (Control)
IAcetaminofén-AZO 9.0732 + 0.5643
Acetaminofén-DER 14889 + 0.5136
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Grafico 24. Curva de Calibracién para Acido Salicilico (Amax = 300 nm)

El grifico 24 muestra la curva de calibracién realizada para acido salicilico (log de P =
1.19 + 0.23.) En cl grafico 25 se presentan las cinéticas de permeacién para el control y usando
como promotor AZO y DER. Las tablas 17-20 sefialan el resumen de los resultados obtenidos en

cstas pcmlcacioncs.
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Grafico 25. Cinéticas de Permeacion para Acido Salicilico - Piel

Tabla 17. Tiempos de Latencia (tiyg [=] h) de Acido Salicilico - Piel

Ya
iAcido Salicilico (Contra!) 1.753986801
lcido Salicilico-AZO 1.743153919
lAcido Salicilico-DER 1.960014948]

Tabla 18. Valores de Flujo (J) de Acido Salicilico - Piel
J[=]lpghem?  |J[=] pmolh cm?
lAcido Salicilico (Control) | 389.4050 + 136.5928 | 2.9703 + 1.0419
Acido Salicilico - AZO 582.4520 + 63.3128 | 4.4428 + 0.4829
Acido Salicilico - DER 107.0395 + 13.1109 | 0.8165 + 0.1000

Tabla 19. Cantidad maxima acumulada en 8 h (CM) de Acido Salicilico - Piel
CM [=] p/em®  |CM [=] pmol/em?
Acido Salicilico (Control)|2507.2379 + 834.1425| 19.1246 + 6.3626
Acido Salicilico - AZO  [3744.4245 + 407.5491| 28.5616 + 3.1087
Acido Salicilico - DER 685.4193 + 92.2430 | 5.2282 + 0.7036

Tabla 20. Factor de Promocion (Kg) para Acido Salicilico — Piel

Kr SD
Acido Salicilico (Control)
lAcido Salicilico — AZO 1.4957 + 0.1626
cido Salicllico - DER 0.2749  + 0.0337
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C) Lidocaina

Resultados y Discusion
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Grafico 26. Curva de Calibracion para Lidocaina (Amy = 264 nm)

El grafico 26 muestra la curva.de calibracién realizada para lidocaina (log de P = 2,36+

0.26.) En el grifico 27 se presentan las cinéticas de tanto parzi el control, como para AZO.y DER.

Las tablas 21-24 indican el resumen de los resultados obtenidos:
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Grifico 27. Cinéticas de Permeacion para Lidocaina - Piel

Tabla 21. Tiempos de Latencia (ti,

=] h) de Lidocaina - Piel

Lidocaina (Control)
Lidocalna-AZO
Lidocaina-DER

llag
2,093461189
2.023280785
1.80684085:

Tabla 22. Valores de Flujo (J) de Lidocaina - Piel

Lidocaina (Control)
Lidocaina-AZO

Lidocaina-DER

J[=]pg/hem?

J [=] pmol / h cm?

74.8763 + 10.8882
81.9555 + 17.9731
85.6913 + 11.2332

0.3196 + 0.0465
0.3498 + 0.0767
0.3657 + 0.0479

(CM) de Lidocaina - Picl

Lidocaina (Control)
Lidocaina-AZO
Lidocaina-DER

CM [=] pg/em?

CM [=] ].tmol/cm2

456.5258 + 47.9466
492.4728 + 94.2547
539.4279 + 73.4572

1.9485 + 0.2046
2.1019 + 0.4023
2.3023 +0.3135

Tabla 24. Factor de Promocidn (Kg) para Lidocaina — Piel

Lidocaina (Control)
Lidocaina-AZO
Lidocaina-DER

Kr SD
1.0945 + 0.2400
1.1444 + 0.1500

103




6.2.2.2' En Mucosa Buc:ﬂ {membrana biolégica no queratinizada)

A) Acetaminofén

Resultados y Discusion
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Grafico 28. Curva de Calibracion para Acetaminofén (Amax= 250 nm)

El grafico 28 muestra la curva de calibracion realizada para acetaminofén (log de P = 0.34

+ 0.21.) Las tablas 25-28 indican el resumen de los reévultados obtenidos 'y -en el grifico 29 se

presentan las cinéticas de permeacién para el control, AZO y DER.
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Grafico 29. Cinéticas de Permeacidn para Acetaminofén — Mucosa Bucal

Tabla 25. Tiempos de Latencia (ti,, [=] h) de Acetaminofén ~ Mucosa Bucal

IAcetaminofén (Control)
IAcetaminofén-AZO
Acetaminofén-DER

tiag

0.782544269
0.594694372]

1.149504138

Tabla 26. Valores de Flujo (J) de Acetaminofén — Mucosa Bucal

Acetaminofén (Controtl)
IAcetaminofén-AZO
|Acetaminofén-DER

J[=lpg/h cm’

J [=] umol / h cm?

674.8420 + 400.5145
1487.1250 + 92.8638
1341.1033 + 592.3367

4.4632 + 2.6489
9.8355 + 0.6142
8.8697 + 3.9176

Tabla 27. Cantidad maxima acumulada en 8 h (CM) de Acetaminofén — Mucosa Bucal

[Acetaminofén (Control)
Acetaminofén-AZO
Acetaminofén-DER

CM [=] pg/em?®

CM [=] pmol/em?®

4978.2218 + 3028.0303
11271.4538 + 953.6032
9526.4846 + 4428.4002

32.9247 + 20.0267
74.5467 * 6.3069
63.0059 + 29.2884

Tabla 28. Factor de Promocidn (Ky) para Acctaminofén — Mucosa Bucal

Acetaminofén (Control)
Acetaminofén-AZO
Acetaminofén-DER

K
22037 + 0.1376
1.9873 + 0.8777
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_ B) Acido Salicilico
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Grafico 30. Curva de Calibracién para Acido Salicilico (Amx= 300 nm)

El grafico 30 muestra la curva de calibracion realizadq'para icido sa]icilico (logde P =
1.19 + 0.23.) Las tablas 29-32 indican el resumen de:los resultados obtenidos .y en el grifico 31

se presentan las cinéticas de permeacion para el control, AZO y DER.
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Tabla 29. Tiempos de Latencia (tizg [=] h) de Acido Salicilico — Mucosa Bucal

lAcido Salicilico (Control)
Acido Salicilico-AZO
IAcido Salicllico-DER

tlag

1.767470088
1.505411906
1.537429719

Tabla 30. Valores de Flujo (J) de Acido Salicilico - Mucosa Bucal

Acido Salicilico (Contral)
Acido Salicilico - AZO
lAcido Salicitico - DER

J[=]pg/hem’

J [=] pmol / h cm?

1153.3680 + 217.5154
2328.2167 + 239.6727
1245.0175 + 251.1768

8.7976 + 1.6592
17.7591 + 1.8282
9.4967 + 1.9159

Tabla 31. Cantidad maxima acumulada en 8 h (CM) de Acido Salicilico — Mucosa Bucal

lAcido S
lAcido S

Acido Salicitico - DER

CM [=] pgfem?

CM [=] pmcol/cmz

alicilico (Control)
alicllico - AZO

7338.8327 + 1527.7651
155681.1998 + 1761.5582
8240.3516 + 1802.6414

55.9789 + 11.6534
118.8497 + 13.3605)
62.8555 + 13,7501

Tabla 32. Factor de Promocion (Kg) para Acido Salicilico —~ Mucosa Bucal

Kr SD
Acido Salicilico (Control)
Acido Salicilico - AZO 2.0186 * 0.2078
Acido Salicilico - DER 1.0796 + 0.2178
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C) Lidocaina

Resultados y Discusion

En este caso se realizaron dos curvas de calibracion, de 1006 a 5030 ng (grifico 32) y la otra de

6036 a 11066 ng (grafico 33).
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Resultados y Discusion

El grifico 34 presenta las cmeucasde i)é}'lﬁéaciéh piifa lidocaina (log P =2,36 + 0.26) con el

control, AZO y DER. Las tablas 33-36 sefialan los resultados obtenidos cn estas permeaciones.
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Grifico 34. Cinéticas de Permeacion para Lidocaina — Mucosa Bucal

os de Latencia (ting [=] It) de Lidocaina — Mucosa Bucal
‘Ing

Lidocaina (Control) 1.233161085

Lidocaina-AZO 0.888580334

Lidocaina-DER 1.239154074

Tabla 34. Valores de Flujo (J) de Lidocaina — Mucosa Bucal

Lidocaina (Control)
Lidocalina-AZO
Lidocalna-DER

J [=] pg/ hem?

J[=] umol / h cm?

447.0280 + 129.0468
644.5940 + 120.2876
533.3825 + 103.2583

1.9079 + 0.5508
2.7511 +0.5134
2.2765 + 0.4407

cumulada cn 8 h (CM} de Lidocaina — Mucosa Bucal

Lidocalna (Control)
Lidocaina-AZO

CM [=] pg/em’

CM [=] umol/cm?

4601.7019 + 918.9027

Lidocaina-DER

3659.9785 + 753.3832

3059.3083 + 1064.3878

13.0572 + 4.5428
19.6402 + 3.9219
15.6209 + 3.2155

Tabla 36. Factor de Promocién (Kg)

Lidocaina (Control)
Lidocaina-AZ0O
Lidocaina-DER

ara Lidocaina — Mucosa Bucal
Kr SD
*
14420 +  0.2691
1.1932 + 0.2310
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6.2.3 Comparaciones entre las dos membranas

A continuacién se muestra un resumen de los resultados obtenidos en piel y- mucosa bucal

(graficos 35-40) para posteriormente discutir estos resultados con mas detalle, En el anexo

10.3.3.3 se muestra el resumen en valores numéricos.

Recordando los valores del logaritmo del Coeficiente de’ Particién octanol — agua,

obtenidos del programa computacional ACDLABS:

Acetaminofén Log P = 0.34 + 0.21
Acido Salicilico Log P=1.19 + 0.23
Lidocaina Log P =2.36 + 0.26
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Grifico 40. Factor de Promocidn en mucosa bucal (Kg)

Como se puede observar los valores de flujo son mucho menores para el caso de piel que
en el caso de mucosa bucal, debido a que la piel es una membrana compuesta de corneocitos
(células queratinizadas) embebidas en una matriz lipidica, mientras que la mucosa bucal carece
de queratina (membrana no queratinizada) lo que da como resultado una barrera de permeabilidad
menos eficiente permitiendo el paso de mayor cantidad de farmaco a través de ella, ya sea con el
uso de promotor o sin este, dado que incluso en donde tinicamente se coloca el activo (control) se

aprecian valores de flujo mucho mayores.

Asi mismo, la cantidad maxima acumulada después de las 8 horas de la permeacién es
mucho mayor para el caso de la mucosa bucal que en piel. El caso del acetaminofén es el mas
dramatico dado que en ¢l grupo control aumenta 270.3 veces en piel con respecto a mucosa
bucal. Considerando que es un activo hidrofilico y que el paso a través de las membranas estd: "
limitado por lipidos y en el caso de la piel por la presencia de queratina, podria penSarsg: queel
caso de la mucosa bucal en donde los lipidos guardan menos orden, debido en parte a la presencia
de glicosilceramidas, ¢l paso de los principios activos pueda verse favorecido, en particular para

¢l acetaminofén el cual puede permear a través de los canales acuosos de la bicapa. En el caso del
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Resultados y Discusion

icido_salicilico - (grupo~control) ‘s¢” ve aumentado unicamente 2.9 veces, es  decir
practicamente se triplica la cantided ‘maxima permeada a través de la mucosa bucal, finalmente

para ¢! caso de lidocaina ¢l aumento es de 6.7 veces.

Otro punto importante que se debe analizar antes de abordar el tema de la promocion de
Azona® y Dermac® es que el activo que mejor penetra es el dcido salicilico, esto se pucde
explicar debido a que tiene un Log P de 1,19 + 0.23, es decir que tiene caracteristicas tanto
lipofilicas como hidrofilicas, o que facilita el paso a través de la membrana y se asegura su

incorporacion casi inmediata al medio de disolucion, que en este caso fue etanol al 40%.

Estos resultados estan de acuerdo a lo reportado por diversos autores [Barry, 2001 y
Hadgrall, 2001}, quienes han encontrado que un Log P 1 favorece la particién con ¢l estrato
cormeo o hien la capa superficial del cpitelio (en el caso de la mucosa bucal) ambos con
caracteristicas lipofilicas, para posteriormente difundir hacia las capas mds internas, con

caracteristicas mas bien hidrofilicas. De ahi la mayor dificultad para penetrar de compuestos muy

hidrofilicos o muy lipofilicos.

Con respecto al cfecto promotor, se puede observar que en el caso de la Azona® la
cantidad penctrada de los tres activos aumenta, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura
[Barry, 1987; Allan, 1995, Walters y Hadgraft, 1993; Smith e Irwin, 2000; etc.]; no obstante se
aprecia un efecto mayor para acetaminofén ya que a través de piel se obtiene un factor de
promocion de 9.0732 y de mucosa bucal de 2.2037, lo que suena légico considerando que la
penetracion para este activo esta limitada por los lipidos de la membrana (recordando que el
acctaminofén es un activo hidrofilico fog P = 0.34 + 0.21). Debido a la accion que ejerce la
Azona" sobre los lipidos de la membrana, insertando su cadena y creando huecos debido a la
lormacion de puentes de hidrogeno con los grupos polares de los lipidos (ver antecedentes
apartado 2.3.3), se espera que compuestos tanto hidrofiticos como lipofilicos vean incrementado
su transporte; sin embargo, este cfecto puede ser mas significativo para los compuestos

hidrofilicos, pues se abren canales que permiten- su permeacion. Con base a las consideraciones
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anteriores podriamos decir que se espera un efccto mayor para el acido salicilico que para la

lidocaina, y cn efccto esto es lo que

sucede. Al comparar las dos membranas se pucde observar que para los casos del dcido salicilico
y lidocaina el factor de promocién es mayor cn mucosa bucal que en piel, caso contrario del
acetaminofén. Esto se puede deber a que en la mucosa bucal los lipidos guardan menos orden,
debido en parte a la presencia de glicosilceramidas y los activos mientras mas lipofilicos pasan
mas facilmente la membrana, en el caso del acetaminofén al ser un activo hidrofilico atraviesa
mas ficilmente la mucosa bucal que la piel pero al agregar AZO y desordenar los lipidos de la
membrana el efecto es mas drastico cn piel, probablemente debido a que en mucosa bucal s¢

“saturen" los canales de permeacion.

La situacién de! Dermac® es diferente, cn todos los casos el efecto promotor es muy pobre
dado que el factor de promocion es menor de 2, csto es, no aumenta la penetracion ni al doble con
respecto al control; ademis para el dcido salicilico en piel se tiene un efecto contrario, o sea
retarda la penetracion 3.7380 veces, dado que presenta un factor de promocion de 0.2749, lo que
concuerda con estudios anteriores oblenidos cn éste laboratorio (Acevedo, 1999 y Rosendo,
1999) en los cuales el Dermac® también presentaba un efecto retardador para 5-fluorouracilo (log
P = -0.95) a través de piel y mucosa bucal y para cafeina (log P = -0.07) e ibuprofeno (log P =
3.51) a través de mucosa bucal (en ¢l anexo 10.3.3.3 se reporta un resumen de todos los valores
de flujo y factores de promocion para los scis activos) de lo cual podemos deducir que para el
caso del Dermac® la penetracién a través de membranas ocurre por un mecanismo distinto al de
la Azona®, pues como sc ha constatado en los ecstudios realizados en nuestro laboratorio el
Dermac® funciona cn ciertos casos como promotor (menos cfectivo que la Azona®) y en otros
como retardador, lo cual puede cstar asociado con la posible interaccion entre ¢l promotor y el
farmaco, s por cllo que en la siguicnte seccion sc establece la correlacion estructura quimica

interacciones quimicas cntre promotor y activo)- actividad bioldgica (factores de promocién).
t q t tor y activo)- aclividad biologica (fact d
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Resultados y Discusion

6.3 Correlacion Estructura — Actividad

Como se menciona cn la seccion de metodologia, para establecer la correlacion Estructura —
Actividad, es necesario primero generar las estructuras quimicas, determinar la estructura mas
cstable y obtener los descriptores para cada fiarmaco y compuesto formados para posteriormente

relacionarlos con la actividad bioldgica, que en este caso es el factor de promocion.

6.3.1 Generacion de las estructuras quimicas

Las estructuras quimicas generadas en dos dimensiones fueron las siguientes (figuras 40 - 47):

o]

=
N/\/\/\/\/\/\

Fig. 40 Azona®

Fig. 41 Dermac®

NHJ\ oH 0

OH

Fig. 43 Acido Salicilico

OH
Fig. 42 Acctaminofén

116

TESIS Q T
LA DE usiiBl




Resultados y Discusion

X%

Fig. 44 Lidocaina

0
Fig. 46 Cafeina
F
L]
O )\Iﬂ
H
Fig. 45 5 - Fluorouracilo OH

Fig. 47 Ibuprofeno

Como ya se menciond posteriormente se procedié a generar éstas estructuras en tres dimensiones,
a continuacién se muestra un ejemplo de las posibles posiciones de las estructuras quimicas
(figuras 48 - 55).

1§ 88,5,

Fig. 48 Azona® Fig. 50 Acetaminofén

x

Fig. 51 Acido Salicilico

Fig. 49 Dermac®
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Fig. 52 Lidocaina

Fig. 53 5- Fluorouracilo Fig. 55 Ibuprofeno

6.3.2 Mecdinica molecular
A continuacion se ilustra el momento dipolo de cada farmaco, como un ejemplo de como se
obtuvicron estos parametros (figuras 56 - 61).
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Fig. 56 Acetaminofén (p = 2.72) Fig. 58 Lidocaina (u = 3.71)
! ]

Fig. 57 Acido Salicflico ( = 2.09) Fig. 59 3-Fluorouracilo (41 =3.57)
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Fig. 60 Cafeina (n = 3.9) Fig. 61 Ibuprofeno (p = 1.8)

6.3.3 Mecdnica cudntica

A continuacién se muestra la distribucion de las densidades electrénicas con base al HOMO
(orbital molecular mas alto ocupado) y LUMO (orbital molecular més bajo desocupado) de cada
molécula (figuras 62 — 73.)

'
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Fig. 62 Acetaminofén — HOMO (-8.55829) Fig. 64 Acido Salicflico — HOMO
(-9.40205)
!
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N = k"ur.. N
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Fig. 63 Acetaminofén - LUMO (-0.02438) Fig. 65 Acido Salicflico ~ LUMO (-0.65019)
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Fig. 68 5-Fluorouracilo — HOMO (-9.75174) Fig. 72 Ibuprofeno — HOMO (-9.54065)

Fig. 69 5-Fluorouracilo — LUMO (-0.84054) Fig. 73 Ibuprofeno — LUMO (0.0465)
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Antes de indicar los valores obtenidos, recordemos los descriptores que se han estudiado:

AH

HOMO

LLUMO

H_L

1LOG_P
LLOGP*_
DIPOLO
AREA

VOL

RM

S

LOGI_S

BCF

LLOGBCF
pKA
CAZO_AH
CAZO_HOMO
CAZO_LUMO
CAZO_H_L
CAZO_LOGP
CAZO_DIP
CAZO_AREA
CAZO_VOL
CDER_AH
CDER_HOMO
CDER_LUMO
CDER_H_L
CDER_LOGP
CDER_DIP
CDER_AREA
CDER_VOL

Calor de formacion en Kcal/mol

Orbital molecular mds alto ocupado cn electro Voltios (eV)

Orbital molecular mas bajo desocupado en eV.

Diferencia de HOMO-LUMO en eV.

Log del Cocficiente de particion octanol/agua (Calculado en Spartan)
Log del Coeficiente de particion octanol/agua (Calculado en ACDLABS
Momento dipolo en Debyes

Area molecular total en A’

Volumen Molccular total en A?

Refractividad molecular en cm?

Solubilidad en agua en mol/lt

Log de 1/S (Log del inverso de la solubilidad)

Factor de bioconcentracion

Log del factor de bioconcentracion

pKa

Calor dc formacion del complejo Azona®-Principo Activo en Keal/mol
HOMO del complejo Azona®-Principio Activo

LUMO del complejo Azona®-Principio Activo

HOMO-LUMO del complejo Azona®- Principio Activo en eV

Log P del complejo Azona®- Principio Activo (calculado en Spartan)
Dipolo del complejo Azona®- Principio Activo

Area total del complejo Azona®- Principio Activo en A?

Volumen total del complejo Azona®- Principio Activo en A’

Calor de formacion del complejo Dermac®-Principo Activo en Keal/mol
HOMO del complejo Dermac *-Principio Activo

LUMO del complejo Dermac *-Principio Activo

HOMO-LUMO del complejo Dermac ®- Principio Activo en eV.

Log P del complejo Dermac *- Principio Activo (calculado en Spartan)
Dipolo del complejo Dermac *- Principio Activo

Area total del complejo Dermac ®- Principio Activo en A?

Volumen total del complejo Dermac ®- Principio Activo en A?

ion

LABS)

Ein la tabla 37 sc muestra el valor para los descriptores, con base a sus propiedades

fisicoquimicas, clectronicas y moleculares, para todas las estructuras optimizadas.
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Resultacdlos y Discusion

Tabla 37. Valores para los descriptores de las moléculas de los principios activos una vez

optimizadas

Descriptor/Acetaminofén|Acido Salicilico {Lidocainal5-Fluorouracilo [Cafeina |Ibuprofeno

AH -04.3638 -114.1587]  -42.108 -107.2387]-49.1114]  -101.1651
HOMO -8.55829 -9.40205] -9.17845 -9.75174]-9.00178 -9.54065
LUMO -0.02438 -0.65019] -0.05165 -0.84054]-0.54058 0.0465
H_L 8.53391 8.75186]  9.1268 8.28626] 8.4612 9.58715
LOG P 0.55 1.2 241 -1.31 0.17 3.75
LOGP 0.34 2.00) 2.3¢ 0.78)  -0.07 3.72
DIPOLO 2.72 2.09 3.71 3.57 3.9 1.8
AREA 192.79 164.8 31081 14491} 226.64] 283.76]
VOL 175.01 149.54 300.22 125.31] 212.62 261.96;
RM 42.4 35.00] 72.42 26.17 48.02 60.73)
S 0.12 0.0018§ 0.0097, 0.23 0.082 0.00021
LOGI_S 0.9 2.7 2 0.9 1.1 3.7
BCF 1.06 21.7 36.5 1 1 397
LOGBCF 0.02 1.3 1.6) O 0 2.6
PKA 10.82 3.0l 8.53 7.95 -2.37 4.41

6.3.4 Interacciones firmaco — promotor

Mediante éste estudio computacional se propusicron ‘“‘complejos tedricos Promotor-Farmaco”,

en la tabla 38 sc muestran los valores obtenidos para los descriptores de los complejos tedricos

Azona®-Farmaco y Dermac®-Farmaco. En las figuras 74 - 79 se presentan algunos de los

parametros establecidos una vez que se ha determinado el “complejo teérico” mas estable entre

firmaco y promotor, en particular de la Azona® con los scis farmacos para el momento dipolo,

esto cs solo con fines ilustrativos, se establecieron factores como energia total, HOMO, LUMO,

» ®
cle. tanto para Azona™ como para Dermac”.
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Resultados y Discusién

Tabla 38. Algunos descriptores para Azona®-Férmaco y Dermac®-F4rmaco

Fig. 74 Momento dipolo Azona®-Acctaminofén

(n=2.25)

Acetaminofén [Acido Salicilico] Lidocaina |5-Fluorouracilo] Cafefna | Ibuprofeno
ICAZO_AH -187.4263 -238.5878] -162.6169] -227.9698( -171.7847  -230.3784
ICAZO_HOMO -8.50362 -9.18266] -8.96589] -9.44347]  -8.6657 -9.35784
ICAZO_LUMO 0.21872) -0.3798]  0.32732 -0.4866] -0.1154] 0.22219
CAZO H L 8.72234 8.80286]  9.29321 8.95687|  8.5503 9.58003
ICAZO _LOGP 5.63 6.28] 7.48! 3.77, 5.25 8.83
ICAZO_DIp 2.25 2.75 1.7] 1.77] 7.87] 3.19
ICAZO_AREA 579.73 553.14 703.17 541.43]  626.87 651.34
ICAZO_VOL 556.94 530.35] 684.21 509.9] 597.74 641.7
ICDER_AH -207.3931 -183.6403| -256.9405 -250.8361] -190.029 -247.7
ICDER_HOMO -8.66912 -9.11056f  -9.36098 -9.55079] -8.85578 -9.50378
ICDER_LUMO 0.07424 0.12754]  -0.59578] -0.65686] -0.30471 0.11055
CDER_H_L 8.74336) 9.2381 8.7652 8.89393] 8.55107 9.61433
ICDER_LOGP 4.32 6.17 4.96) 2.45 3.94 7.52
ICDER _DIP 2.22 2.83 2.73 5.26 5.12] 3.71
ICDER_AREA 489.19, 616.3 473.23 453.5 536.47, 559.1
ICDER_VOL 468.84] 593.57 443.18 419. 509.13 551.44
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Fig. 75 Momento dipolo Azona®-Acido

Salicflico (p = 2.75)
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=17 Fig. 78 Momento dipolo Azona®-Cafeina
; (n=7.87)
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Fig. 77 Momento dipolo Azona®- Fig. 79 Momento dipolo Azona®-Ibuprofeno
5-Fluorouracilo (p=3.19)
=177
Por otra parte si consideramos al factor de promocién (Kg) como la actividad biol6gica, esto es la

variable dependiente, podemos obtener lo siguiente:

Kr =Kp/ Ko Ec. 10

Donde:
Kg = Factor de Promocién, el cual también puede ser llamado Flujo Real

Kp = Valores de Flujo con promotor (Azona® o Dermac®)
Ko = Valores de Flujo sin promotor
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Si sacamos ¢l logaritmo, tenemos que:

Log Kr= Log Kp — Log Ko

Ec, 11

Resultados y Discusion

Los valores de Ky y Log Ky para Azona® ~ Farmaco en piel se describen en la tabla 39,
para Dermac® — Farmaco en piel la tabla 40, Azona® — Farmaco en mucosa bucal cn la tabla 41 y
Dermac® - Farmaco en mucosa bucal en la tabla 42.

Tabla 39, Valores Kr y Log Ky para Azona® - Farmaco en Picl

Azona® | Acetaminofén|Acido Salicilicol|Lidocaina|5-Fluorouracile| Cafeina |Ibuprofeno
Kgr 9.072] 1.4957 1.0945, 1.3297)  3.1421 3.1336
LOG Kk 0.958 0.175 0.04 0.124 0.497 0.496]
Tabla 40. Valores Kg y Log Ky para Dermac® — Farmaco en Piel
Dermac” Acetaminofén|Acido SalicilicoLidocaina |S-Fluorouracilo |Cafeina Ibuprofeno
Kgr 1.489 0.275 1.144 0.657, 1.6 2.21
LOG_Kg 0.173 -0.561 0.059 -0.182 0.206 0.346
Tabla 41. Valores Ky y Log Kg para Azona® — Firmaco en Mucosa Bucal
Azona®  JAcetaminofén|Acido Salicilico|Lidocaina| 5-Fluorouracilo | Cafeina Ibuprofeno
Kg 2.2037 2.0180 1.442 1.941 2.021 1.131
LOG Kg 0.343 0.305 0.160; 0.288 0.3064 0.053
Tabla 42. Valores Ky y Log Kg para Dermac® — Firmaco en Mucosa Bucal
Dermac® . H  ore .
Acetaminofén|Acido SalicilicojLidocaina |S-Fluorouracilo[Cafeina {Ibuprofeno
K 1.9873 1.0795 1.1932 0.442f  0.9567 0.288
1.OG_Kg 0.298] 0.033] 0.077, -0.355 -0.20)] -0.54]




Resultados y Discusion

6.1.5 Relacién Estructura Quimica — Actividad Biologica

A continuacién se muestran los complejos tedricos formados entre Promotor — Férmaco por
puentes de hidrégeno (figuras 80 - 91), para posteriormente escribir la ecuaciéon que describe la

relacién entre la estructura quimica del complejo tedrico y la actividad bioldgica que en este caso
es el factor de promocion o flujo real.
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Fig. 80 Complejo de Azona® - Acetaminofén - -
. v Fig. 82 Complejo Azona® - Lidocaina

. | \ -\
It (A N W 1
R A I R Vb
— = VN ey \
s . L v L (A Y
- A T [ ¥
AV PR
/ i« \? - -
.. ' . ’
o — _\l - —
‘\ e g / -
L i -
FY b0 \
H . ® _ s .
Fig. 81 Complejo Azona® — Acido Salicflico Fig. 83 Complejo Azona”™ — 5-Fluorouracilo
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Fig. 86 Complejo Dermac® — Acetaminofén Fig. 89 Complejo Dermac® — 5-Fluorouracilo
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Fig. 90 Complejo Dermac® - Cafeina Fig. 91 Complejo Dermac® — Ibuprofeno

Para poder establecer un modelo que describa la relacion entre la estructura del complejo
Promotor ~ Firmaco, se rcalizé un analisis de correlacion multiple y fue evaluado mediante el
coeficiente de correlacion multiple (r y ), Ia desviacién estandar (SD) y F-estadistica (F). El
programa cstadistico que se usé fue StatSoft para Windows, como ya se mencioné en la
metodologia. Para el caso de Azona®-Principio Activo en piel los resultados se muestran en las
tablas 43 y 44 y ¢l modelo se describe en la ecuacion 12, para el caso de Dermac®-Principio
Activo en picl los resultados se muestran en las tablas 45 y 46 y ¢l modelo se describe en la
ccuacién 13, para cl caso de Azona®-Principio Activo en mucosa bucal los resultados se
muestran en las tablas 47 y 48 y el modelo describe en la ecuacién 14, para el caso de Dermac®-
Principio Activo en mucosa bucal los resultados se muestran en las tablas 49 y 50 y el modclo

describe en la ecuacién 15.
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Tabla 43. Matriz propucsta para las interacciones Azona® ~ Principio Activo en piel

Azona® Acetaminofén | Acido Salicilico/Lidocaina]5-Fluorouracilo| Cafeina |Ibuprofeno
Ky 9.072 1.4957 1.0945 1.3297 3.1421 3.133¢
LOG Kg 0.958 0.175 0.04 0.124 0.497 0.496
CAZO_All -187.4263 -238.5878[ -162.6169 -227.9698 -171.7847)  -230.3784
CAZO_HOMO -8.50302 -9.182606; -8.90589) -9.44347]  -8.60657 -9.35784
CAZO_LUMO 0.21872] -0.3798]  0.32732 -0.4866]  -0.1154 0.22219
CAZO H_L §.72234 8.80280] 9.29321 8.95687, 8.5503 9.58003
CAZO_LOGP 5.03 6.28) 7.48 3.77, 5.25 8.83
CAZO_DipP 2.25 2.75) 1.7 1.77 7.87 3.19
CAZO_AREA 579.73 553.14 703.17 541.43 626.87 651.34
CAZO VOL 556.94 530.35 084.21 509.9 597.74 041.7

Tabla 44. Resultados para fas interacciones Azona® - Principio Activo en piel

Resumen de la Regresion para la variable dependiente:  Log Ky
= 0.99989091 r’=0.99978184 r’ ajustada = 0.99890920
F(4,1)=1145.7 p<0.02215 Desviacion estandar estimada: 0.01129

B[ SD dc B
Intercepto 10.1347628 0.14560371
HOMO 1.03730942 0.01645929)
CAZO_AH -0.0029634| 0.00022398
BCF 0.00233368| 6.5743E-05
CAZO_LOGP -0.15302269 0.0053436)

La relacién entre la estructura actividad para el complejo Azona® — Principio Activo en piel esta

determinado en la ecuacion 12.

Ec. 12

CAZO _LOGP(-0.15302269)+ 10.1347628

Log Kg= HOMO(1.03730942)+ CAZO_AH(-0.0029634)+ BCF(0.00233368) +

r=0.99989091 r’=0.99978184 * ajustada = 0.99890920
F(4,1)=1145.7 p<0.02215 Desviacion estandar estimada: 0.01129
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Tabla 45. Matriz propuesta para lus interacciones Dermac® — Principio Activo en piel

Dermac® Acetaminofén)Acido Salicilico|Lidocaina [5-Fluorouracilo |Cafeina _ {Ibuprofeno
Kk 1.489) 0.275 1.144] 0.657 1.6 2.21
1.LOG_Kg 0.173 -0.561 0.059 -0.182] 0.200 0.340
CDER_AH -207.3931 -183.6403| -256.9405 -250.8301] -190.029 -247.79
CDER_HOMO -8.66912 -9.11056] -9.36098] -9.55079, -8.85578]  -9.50378
CDER_LUMO 0.07424 0.12754] -0.59578 -0.65686] -0.30471 0.11055
CDER_H_L 8.74330, 9.2381 8.7652 8.89393] 8.55107 9.61433
CDER_LOGP 4.32 6.17 4.9¢ 2.45 3.94 7.52
CDER_DIP 2.22 2.83 2.73 5.20i 5.12 3N
CDER_AREA 489.19, 616.3 473.23 453.59 536.47 559.17
CDER_VOL 468.84 593.57 443.18 419.04 509.13] 551.4

Tabla 46. Resultados para las interacciones Dermac” ~ Principio Activo cn picl

Resumen de la Regresion para la variable dependiente:  Log Kg
=0.99999989 r’=0.99999978 ¢’ ajustada = 0.99999888

F(4,)=1117E3 p< 0.00071 Desviacion estindar estimada: 0.00035

B SD de B
Intercepto -0.1862985) 0.00087477
LUMO 1.19928035] 0.00057893|
CDER_DIP 0.22583077, 0.00017079,
LOGP_ -0.08203434 0.00015354]
DIPOLO -0.03118085 0.00024793

La relacidn entre la estructura actividad para el complejo Dermac® — Principio Activo en piel esta

determinado en la ccuacion 13,

Ec. 13

DIPOLO(-0.03118085) -0.1862985

LogKg = LUMO(1.19928035)+ CDER_DIP(0.22583077) + LOGP_(-0.08203434) +

=0.99999989 r’=

0.99999978 1 ajustada = 0.99999888

F(4,1)=1117E3 p<0.00071 Desviacion estandar estimada: 0.00035
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Tabla 47. Matriz propuesta para las interacciones Azona® — Principio Activo en mucosa bucal

Azona®  [Acetaminofén{Acido Salicilico]Lidocaina| 5-Fluorouracilo | Cafeina [Ibuprofend
K 2.2037 2.0180) 1.442 1.941 2.021 1131
LOG Kg 0.343 0.305 0.160 0.288 0.306 0.053
CAZO_AH -187.4203 -238.5878] -1062.610Y -227.9698( -171.7847] -230.3784
CAZQO_HOMO -8.503062 -9.18260] -8.96589 -9.44347| -8.6657]  -9.35784]
CAZO LUMO 0.21872 -0.3798]  0.32732 -0.48606)  -0.1154]  0.22219)
CAZO H L 8.72234 8.80286] 9.29321 8.95687 8.5503]  9.58003
CAZO_LOGP 5.63 6.28 7.48 3.77, 5.25 8.83
CAZO_DIP 2.25 2.75 1.7 1.77 7.87 3.19
CAZO_AREA 579.73 553.14 703.17 541.43 626.87 651.34
CAZO_VOL 5506.94 530.35 684.21 509.9 597.74 641.7

Tabla 48. Resultados para las interacciones Azona" - Principio Activo en mucosa bucal

Resumen de la Regresion para la variable dependiente:  Log Ky
= 0.99999999 r'=0.99999997 ¢ ajustada = 0.99999986
F(4,1)=8689E3 p<.00025 Desviacion estandar estimada: 0.00004

0| SD de B
intercepto 3.18089295 0.00075062]
CAZO H L -0.32392396 8.7648E-05,
CAZO_DIP -0.01580537 9.9835E-00
S 0.14018681 0.00041802
LOGI_S 0.00694889, 4.0338E-05

La relacion entre la estructura actividad para el complejo Azona® — Principio Activo en mucosa

bucal esta determinado en la ecuacion 14.

Ec. 14

(0.00694889)+ 3,18089295

l.og Ky= CAZO_H_L (-0.32392396)+ CAZO_DIP (-0.01580537)+ S(0.14018681)+ LOGI1_S

r=0.99999999 r’=0.99999997 +* ajustada = 0.99999986
F(4,1)=8689000 p<0.00025 Desviacion estandar estimada: 0.00004

TESIS CON
o Ui URIGEN

131



Resultados y Discusion

Tabla 49, Matriz propuesta para las interacciones Dermac® ~ Principio Activo en mucosa bucal

De’"’acm\cctaminofén Acido Salicilico|Lidocaina [S-Fluorouracilo/Cafeina |Ibuprofend
Kg 1.9873 1.0795 1.1932 0.442}  0.9567 0.288
LLOG_Kg (.298 0.033 0.077 -0.355 -0.20 -0.54
CDER_AH -207.3931 -183.6403( -256.9405 -250.8361] -190.029 -247.79
CDER_HOMO -8.606912 -9.11056[ -9.36098 -9.55079] -8.85578| -9.50378
CDER_LUMO 0.07424 0.12754] -0.59578 -0.65686[ -0.30471 0.11055
CDER _H L 8.74330] 9.2381 8.7652 8.89393| 8.55107 9.61433
CDER _LOGP 4.32 6.17 4.96 2.45 3.94 7.52
CDER_DIP 2.22 2.83 2.73 5.20 5.12 3.71
CDER_AREA 489.19] 016.3 473.23 453.59| 536.47 55917
CDER VOL 468.84| 593.57 443.18 419.04] 509.13 551.

Tabla 50. Resultados para las interacciones Dermac® — Principio Activo en mucosa bucal

Resumen de la Regresion para la variable dependiente: Log Kg
I = 0.99998140 = 0.99996280 ¢ ajustada= 0.99981401
F(4,1)=6720.6 p<.00915 Desviacidn estandar {a: 0.00418

B SD de B
Intercpt +4.72351918 0.05266271
HOMO 0.52233075, 0.00593279
BCF -0,00185547 2.1308E-05
LOGP_ 0.1193859 0.00234964
CDER_LUMO 0.11253542 0.00670441

La relacién entre la estructura actividad para ¢l complejo Dermac® — Principio Activo en mucosa

bucal esta determinado en la ecuacién 15.

Ec. 15

CDER_LUMO (-0.11253542) + 4.72351918

Log Ky= HOMO (0.52233075)+ BCF (-0.00185547) + LOGP_(0.1193859) +

r=0.99998140 r’=0.99996280 t* ajustada = 0.99981401

F(4,1)=6720.6 p<0.00915 Desviacion estiandar estimada: 0.00418
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Resultados y Discusion

Como era de esperarse, seglin las ecuaciones obtenidas, 1a permeabilidad de estos
firmaces a través de la piel y la mucosa bucal y el efecto: promotor de Azona® y Dermac®
dependen de diferentes factores y no solo del coeficiente de particion octanol / agua de los

firmacos.

Como se pucde observar, los modelos considerados en las ecuaciones 12, 13, 14 y 15 son
estadisticamente satisfactorios, en base al coeficiente de correlacién multiple (r), la desviacién

estandar (SD), y F-estadistica (F).

En el caso de los farmacos administrados via piel y usando como promotor Azona® es
posible obscrvar que el modelo que mejor describe el fenémeno de la penetracion es el que
involucra al orbital mds alto ocupado de los activos (HOMO), el calor de formacién de los
complejos Azona® — Principio Activo (CAZO_AH), el factor de bioconcentracion (BCF) y el Log
del cocficiente de particién octanol / agua de los complejos Azona® — Principio Activo
(CAZO_LOGP), para cl caso del Dermac® se puede ver que involucra al orbital molecular mas
bajo desocupado de los farmacos (LUMO), el dipolo de los complejos Dermac® - Principio
Activo (CDER_DIP), el Log del cocficiente de particion de los farmacos (LOGP_) y el momento
dipolo de estos (DIPOLO).

Para la situacién de la mucosa bucal, cuando se usa como promotor Azona® observamos
que involucra al HOMO-LUMO de los complejos Azona® — Principio Activo (CAZO_H_L), al
momento dipolo dc los mismos complejos (CAZO_DIP) y a la solubilidad de los activos (S y
LOG1_S), para ¢l Dermac® involucra al orbital molecular més alto ocupado de los principios
activos (HOMO) al factor dc bioconcentracion (BCF), al log del coeficiente de particién de los
firmacos (L.OGP_) y al orbital molecular mas bajo desocupado (CDER_LUMO) de los

complejos Dermac® -principio activo,

Las ccuaciones dc cstos modelos nos ayudan a comprender mejor la relacion entre la
estructura  quimica de los complejos formados (farmaco-promotor) y a predecir el
comportamicnto otros activos que se deseen administrar por via transdérmica y bucal, cuando se

R »
use conio promotor Azona® o Dermac®.
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Ademis, al considerar la interaccion entre firmaco-promotor, es posible explicar el
comportamicnto entre cllos; csto ¢s, debido a que ¢l Log P en ¢l complejo es més alto para los
valores de Azona® que para Dermac® (tabla 38, los valores sc encuentran en negritas) y la misma
relacion es encontrada si comparamos los valores de Log Kg para AZO que para DER (tablas 39 -
42), es posible determinar que el caracter lipofilico del complejo Azona®-Farmaco es mayor que
para ¢l complejo Dermac®-Farmaco, por ello el comportamiento de la Azona® es mis promotor
que el Dermac® en los casos det 5-Fluorouraciolo y el Acido Salicilico, incluso DER presenta un

comportamiento retardador.

Finalmente ¢l comportamiento también puede explicarse con un estudio de correlacion
bivariable entre ¢l Log Ky y algunos descriptores, mediante la observacién de la variable que

tenga mas peso en las ccuaciones, para lo cual se uso el programa TSAR para Silicon Graphics.

En el caso del promotor Azona® a través de piel, la variable que mayor peso tiene cs el
valor de HOMO, segiin es determinado cn la grafica 41, dado que la correlacién entre cllos cs del

72.97%.

HOMO vs. LOG_KR
LOG_KR = 5.8027 + .58677 * HOMO
Corretalion: r = ,72971

1.1

0.9

0.7

}
1
I
1
.
.

0.5

0.1 9.~ 1
/ e o Regression
-0 98 .86 -94 .92 .9 .88 .86 -84 95% confid,
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LOG_KR
o
w

Grifico 41. Relacion entre HOMO y Log Kk para Azona® a través de piel

Para ¢l caso de Dermac® a través de picl el valor de LUMO s la variable que ticne mas peso
segun se determina en ¢l grifico 42, dado que la correlacion entre ellos es del 68.69%.
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Resultados y Discusion

LUMO vs. LOGKR
LOGKR =.21189 +.59700 * LUMO
Correlation: r = .68692

0.5

0.3 JR —e -

[0 O s Lt 5

LOGKR

-0.7 2 o Regression
-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 95% confid.

LUMO

Grafico 42. Relacion entre LUMO y Log Ky para Dermac® a través de piel

Dado que el valor HOMO da el caricter nucleofilico a la molécula, se puede observar que
los resultados muestran que los firmacos presentan caricter nucleofilico mientras que la Azona®
caricter electrofilico y en el caso del Dermac®, en donde ¢l factor que més influye es el LUMO
de los firmacos lo que describe su caricter electrofilico, es posible afirmar que los farmacos
presentan cardcter electrofilico mientras que el Dermac® tiene cardcter nucleofilico. Lo cual estd
de acuerdo con el modelo molecular del complejo que se muestra en las figuras 80 - 91, ya que en
¢! caso dela Azona® tnicamente se forma un puente de hidrégeno y para el caso del Dermac® se

forman dos puentes de hidrégeno.

En resumen, el comportamiento de la Azona® muestra una mejor actividad promotora que
la del Dermac®, lo cual es debido a que las interacciones DER-farmaco son més fuertes que las
interacciones AZO-firmaco. Ademas el DER presenta dos puentes de hidrégeno a diferencia de
fa AZO que solo presenta uno. Esta iltima afirmacion estd de acuerdo con los valores de los
complejos Loy P y Log Ky observado en las tablas 38 - 42, ya que estos valores son mayores en
los complcjos para Azona® que para Dermac®. Finalmente 1a correlacién bivariable muestra que
para ¢l caso de la Azona los farmacos tienen un caracter nucleofilico, mientras que prevalece un

. . . . ®
cariicter clectrofilico en los farmacos cuando forman complejos con ¢l Dermac™.
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7. CONCLUSIONES

Los datos presentados en este trabajo nos han permitido obtencr resultados interesantes sobre el
modo de accién det Dermac® (4-deciloxazolidin-2-ona), un modulador de creacién relativamente
recienle y que empieza apenas a ser nombrado en la literatura [Hadgraft, 2001]. De los estudios

realizados puede concluirse lo siguiente:

El disolvente empleado como vehiculo para el Dermac® parece tener relevancia, pues de
acuerdo a los resultados de TEWL cuando ¢l Dermac® se combina con propilenglicol se observa
un incremento en la pérdida de agua transepidermal (visible, aunque sin relevancia estadistica), lo
que sc traduce en un efecto mayor sobre la barrera de permeabilidad de la piel, un cfecto similar
se observa con Azona®, cuando sc administra solo o disuclto en Transcutol® o ctanol cl
incremento en ¢l TEWL es menor. Por lo cual, se puede asumir que tanto DER como AZO en
combinacién con PG alteran ligera y reversiblemente la barrera de permeabilidad de la piel, lo

cual se pudo constatar al medir el TEWL en funcion del tiempo.

Los estudios de FTIR/ATR (realizados para DER) indican que aparentemente no hay una
extraccién de lipidos del estrato coémeo, al no haber una disminucién en las areas de los picos
correspondicntes a las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato céreo localizados en 2920 y
2850 em”. No puede concluirse sobre ¢l efecto fluidizante del DER, pues los ligeros
desplazamicntos observados con las formulaciones que contienen al DER pueden confundirse
con los picos propios del Dermac® y que se localizan en 2923.4 y 2853.0 cm™. No obstante,
parece que el desplazamiento promedio es mayor con DER-PG y DER-EtOH, mis que al aplicar

el DER puro.

Dc los datos obtenidos de las permeaciones se observa que para los controles
(permeaciones sin promotor), el farmaco que muestra un mayor flujo, tanto en piel como en
mucosa bucal, cs ¢l dcido salicilico, el cual cuenta con una lipofilia intermedia (Log P = 1.19 +
0.23). El acetaminofén (mas hidrofilico Log P = 0.34 + 0.21) y la lidocaina (mas lipofilica Log P

= 2.36 + 0.26), presentan flujos menores en ambas membranas.
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Conclusiones

Ademas, éstos cstudios de permeabilidad in vitro, muestran que la Azona® es un efectivo
promotor {(como ya ha sido reportado), a diferencia del Dermac® con el que se puede observar
incluso un efecto retardador en el flujo de algunos activos muy hidrofilicos (5-Fluorouracilo) o

muy lipofilicos (Ibuprofeno), ¢ incluso para activos con lipofilia intermedia (Acido Salicilico).

De cualquier modo, debido a los cambios pocos notorios en el TEWL vy los resultados de
las permeaciones tanto en piel como en mucosa bucal, se puede decir que el Dermac® presenta un
clecto limitado sobre la barrera de permeabilidad y por tanto sobre el transporte de farmacos,
teniendo una accién promotora muy pobre o incluso cn aigunos casos nula. Lo que es importante
destacar cs ¢l cfecto retardador que gjerce con ciertos firmacos; por los resultados obtenidos se
puede presuponer que aunque el DER interaccione con la barrera de permeabilidad, el efecto
promotor o retardador parece estar fuertemente influenciado por su interaccién con los mismos

farmacos.

La afirmacién anterior se fundamenta en el modelo computacional que explica de una
mejor manera el efecto del Dermac® y nos ayuda a predecir el comportamiento de otros
farmacos. Asi, podemos afirmar que la Azona® muestra una mejor actividad promotora que el
Dermac®, debido a que las intcracciones AZO-farmaco son mas débiles que las de DER-farmaco,
dado que la AZO forma un puente de hidrégeno con los firmacos a diferencia del DER que
forma dos (lo que sc determind tedrico tinicamente), lo cual se pone de manifiesto al observar los
valores de Log P y Log Kg de los complejos, dado que son mayores en los complejos con
Azona® que con Dermac®. Lo que da lugar a suponer que los farmacos son detenidos por el
mismo DER en la membrana. Finalmente sc ha observado que en la formacién de complejos
promotor-firmaco, la Azona® ticne un cardcter clectrofilico, micntras que ¢l Dermac® presenta

un caracter nucleofilico.

Las ecuaciones obtenidas a partir del estudio-computacional, proponen un modelo para
describir las interacciones entre el promotor- y. el farmaco y constituyen una primera
aproximacion para proponer un modelo predictivo que permita prever el comportamiento de otros

farmacos con cstos sistemas.
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8. PERSPECTIVAS

Algo importante a destacar es que para:todas las pruebas realizadas se hizo un pre-tratamiento,
dejando en contacto ¢l promotor durante una hora, retirindolo y posteriormente haciendo las
medidas correspondientes. Las medidas de TEWL muestran que para los casos como DER-PG o
AZQO-PG, donde sc presume un incremento en la pérdida de agua, los valores y por lo tanto la
barrera de permeabilidad empicza a regresar a la normalidad al cabo de 2 - 3 horas. Considerando
que las permeaciones se siguicron por 8 horas, podria pensarse que tal vez el efecto se vio
limitado por csta condicion; probablemente estudios en donde se apliquen juntos el firmaco y el
promotor contribuyan a resolver esta cuestion. Por otro lado, seria conveniente realizar

permeaciones con distintos vehiculos con el fin de corroborar el efecto del solvente.

Por otra parte, serid nccesario rcalizar otras pruebas biofisicas para demostrar el

mecanisnio de accién del DER, tales como DSC o rayos X.

El efecto retardador que sc ha observado con el Dermac® en el caso de ciertas moléculas
puede ser muy atractivo, sobre todo para formulaciones donde se busque un efecto localizado en
la superficic o cn las capas mdas externas de la piel, por gjemplo repelentes para mosquitos o

ciertos cosméticos.
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10. ANEXOS
10.1 MONOGRAFIAS DE LOS DISOLVENTES USADOS

10.1.1 Propilenglico} (ndexMereki [999)

HaC
Y\OH

OH

Sinénimos:J,2-Propahediol. metilgiycol; 1,2-dihidroxipropano.
Formula Cond‘ens'nda":, C;3H30;; CH;CHOHCH,OH
Peso Molécular: 76.10 g/mol. C 47.35%, H 10.60%, O 42,05%.

Propiedades: Liquido viscoso higroscépico, sabor ligeramente acre, densidad* 1.036. punto de
fusion59°, punto de cbullicidn a 760 atm - 188.2°% a 400 atm — 168.1°, a 200 aim - 149.7°, a 100
atm ~ 132.0° a 60 atm - 119.9% a 40 atm ~ 111.2°, a 20 atm - 96.4°, a 10 atm83.2°, a 5 atm - 70.8°,
a 1.0 atm - 45.5°. Arde a 210°F (99°C) en un recipiente abierto. Miscible con agua, acetona y
cloroformo. Soluble en éter. Disuelve aceites esenciales, pero es insoluble en una mezcla de ellos.
Es un buen disolvente para la resina. En condiciones ambientales el propilenglicol es estable,

pero a altas temperaturas tiene a oxidarse. DLsp en ratas es de: 25 ml/kg.

Usos: Como anticongelante no-toxico en cervecerias y. expendios de:leche, inhibidor de la
fermentacion, en manufactura de resinas, cmulsificante en comidas, - vehiculo en parches

transdérmiicos. Y conio glucogénico en rumiantes.
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10.1.2 Transcutol®

Hac/\o/\/o\/\OH

Sindonimos: Carbitol®, 2-(2-Etoxictoxi)etanol; dietilen glicol monoetil éter, etil digol

Formula Condensada: CgH; 403, CH;CH;0CH.CH,OCH,CH,OH

Peso Molecular: 134,18 g/mol, C 53.71%, H 10.52%, O 35.77%.

Propiedades: Liquido muy higroscopico, punto de cbullicion 196°, punto de fusién -25°,
densidad? 1.0114, viscosidad}’ 1.4213, arde a 110° en recipiente abicrto, ‘miscible agua,
alcaloides, éter y aceites. DLsp en ratas es de 11 g/kg.

Usos: Como disolvente para ésteres de celulosa, en lacas, barnices y formulaciones de este tipo,

cte.

10.1.3 Etanol
Hyc™ OH

Sin6nimos: Alcohol etilico, alcohol absoluto, alcohol dehidratado, etilhidrato, etilhidroxido.
Formula Condensada: C;HqO, C,HsOH

Peso Molecular: 46.07 g/mol, C 52.14%, H 13.13%, O 34.73%

Propiedades: Liquido muy moévil (poco viscoso), claro, sin color, flamable, olor agradable, sabor

ardiente. Absorbe agua ripidamente del aire, densidad?® 0.789, punto de cbullicién 78.5°, punto

de fusién -114.1° viscosidad )’ 1.361, arde 13°C en un recipiente cerrado. Miscible con agua y
muchos disolventes organicos, arde ficilmente por lo que se debe guardad en un lugar frié. DLsg
en ratas es jovenes es de 10.6 g/kg y en ratas vicjas de 7.06 g/kg. Precaucion: Su ingesta en
grandes cantidades (sobre todo via oral) causa niuscas, vémito, excitacion o depresién mental,
percepeion dafiada, incoordinacion, estupor, como o incluso la muerte.

Usos: Es usado en bebidas alcohdlicas, se usa como disolvente en la industria y los laboratorios,
en la farmacia y perfumeria también es un buen disolvente. Se usa en la sintesis orgdnica, y como

propulsor en la gasolina con octano. También es usado como antiséptico.
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10.2 MONOGRAFIAS DE LOS FARMACOS USADOS
(Clarke’s, 1986)

10.2:1 Acct’aiminoyfén

o]

I

OH

Sinénimos: Paracetamol y N-acetyl-p-aminofenol, 4’-Hidroxyacetanilida.

Propicdades Farmacolégicas: Analgésico y Antipirético.

Descripcion: Polvo sdlido blanco cristalino, su peso molecular ¢s 151.2 g/mol y su punto de
fusion es de 168" a 172°.

Solubilidad: Es soluble 1 g en 70 ml de agua, 1 en 7 a 1 en 10 en ctanol y 1 en 13 en-acetona,
muy soluble en cloroformo pero pricticamente insoluble en eter.

Constante de disociacion: (pKa) cs de 9.5 a 25° también determinada como 10.82 por el
programa ACDLABSLABS. .
Logaritmo del Coeficiente de Particion octanol /agua: (Log P ocvagua) Segﬁn el programa
Spartan es de 0.55 y segtin ACDLABSLLABS de 0.34.

Colores de identificacién: En clorhidro férrico — azul, en el ensayo de Liberman — Violeta, en
reactivo Folin-Ciocalteu azul, en cl reactivo de Nessler café claro.

Espectro de Ultravioleta: En solucién dcida acuosa la longitud de onda maxima es de 245 nm
(A, = 668 a); en solucion acuosa alcalina a 257 nm (4, =715 a) en etanol al 40% 250 nm.
Espectro de Infrarrojo: Bandas principales se encuentran en 1506, 1657, 1565, 1263, 1227 y

1612 cm™,
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10.2.2 Acido Salicilico (C1rke's. 1986)

OH o

OH

Sinénimos: Acido 2-Hidroxybenzéico,

Propicdades Farmacologicas: Analgésico y Antipirético, en pomadas y unglientos es usado

como antiverrugas, queratolitico y en el tratamicnto del acné.

Descripcion: Cristales en forma de agujas, sin color o un polvo blanco cristalino. Peso molecular

es de 138.1 g/mol y su punto de fusion se encuentra entre 158" a 161°,

Solubilidad: Es muy poco soluble en agua es de lg en 550 ml, 1 en 4.en etanol y | en 45 en

cloroformo y 1 en 3 en eter.

Constantes de‘ diso:ciacién: (pKa's) son de 3.0 y 13.4°a 25° también determinada como 3.01 por
el programa ACDLABSLABS.,

Logaritmo del Coeficiente de Particién octanol /agua: (Log P ocvagua) Segln el programa
Spartan es de 2.06 y segiin ACDLABSLABS de 1.2.

Colores de identificacién: En clorhidro férrico — azul-violeta, en reactivo-Folin-Ciocalteu azul,

cn el ensayo de McNally - rojo.

Espectro de Ultravioleta: En solucién 4cida acuosa la longitud de onda méxima' es de 236 nm -

( A! =647 a); en solucion acuosa alcalina a 298 nm (4, = 259.a) y en etanol al 40% 300 nm.

Espectro de Infrarrojo: Bandas principales se encuentran-en 758, 1657, 1288, 1210, 1250,
1150, 1587, 1724, 1176, 1515 y 699 cm’,
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10.2.3 Lidocaina (€lke's: 1986)

Sinénimos: Xylocaina, 2-dietilamino acetato-2’-6’xylidida.

Propicdades Farmacolégicas: Su principal uso es como anestésico local, en pomadas 'y

ungilentos es usado para aliviar el dolor de hemorroides y fisuras anales.

Descripcion: Polvo blanco cnslalmo o ligéramente amarillo Peso molecular es de 234.3 g/mol y

su punto de fusion se encuentra entre 66° y 69"

Solubilidad: Practicamente . insoluble en agua, pero muy soluble en ectanol y cloroforma,

ligeramente soluble en eter.

Constante de disociacién: (pKa) es de 7.9 a 25° también determinada como 8.53 por el
programa ACDLABSLABS.

Logaritmo del Cocficiente de Particién: octanol /agua: (Log p ocvagua) Seglin el programa
Spartan es de 2.41 y segtin ACDLABSLABS de 2.36. ‘

Colores de identificacion:. En una soluclon al 2% en agua adlclonar 5 ml de ac1do nitrico dlluldo

y 3 mideuna solucxon de nitrato dcmcrcurlo y cnlenlar hasla ‘hervir= amanllo o amarillo-verde.

[ spcctm de Ultravioleta: En soluclon ac:da acuosa la Iongxtud de onda midxima es de 263 nm

(A =19a)y272 nm; en clanol al 40% 264 nm

Espectro de Infrarrojo: Bandas principales’se encuentran en 1662, 1495, 762, 1204, 1290 y
1086 cm™,

155



10.3 ANALISIS ESTADISTICO

Todo el andlisis estudistico se realizo con el programa computacional Excel 2000 para Windows.

10.3.1 Pérdida de Agua Transepidermal (TEWL)

Medida del TEWL (meda) inmediatamente después de haber retirado Ia formulacién (tiempo cero)

Anexos

Persona Control PG| TC| EtOH AZQ| DERDER-PGDER-TC|IDER-EtOHAZO-PGAZO-TCAZO-EtOH
1 8.23 7.6 8.8 8.8 10.3 13.5 13.5 8.1 9 14.3 12.5 7.5
2 16.25 17.1 12.3 11.5 12.8 13.8 22.1 143 15.8 20.1 13.5 14.8
3 1095 6.6 8 12.1 12.5 9.3 12 9.6 1.5 15.3 111 9.6
4 1333 12 11.5 12.5 16.3 15.1 14.5 17.5 15.3 20.1 14.5 13.8
5 1513 22.6 10.6 14 Il 14.6] 15.1 12.1 15 10.6 8. 8.6
6  12.87 16 10.5 13.5 i1 10 16.5 10.6 8.5 206.3) 12.5 12.5
Promedio]  12.83] 13.65] 1028 12.07 1232 1273 16.28 12.03 11.85)  17.78  12.12 11.13
SD 2.90 6.11 1.62 1.84 2.18 245 3.77 3.42 3.89 5.53 2.06] 2.9
CV| 2264 4475 15.75 1527 17.66 19.28 23.16  28.42 32.83] 3112 17.03 26.7

Para conocer si los datos obtenidos se ajustaron a una distribucion normal fue necesario realizar la Prucba de Bondad de Ajuste de
Kolmogorov-Smirnov

Donde se establece que:
Ho = Muestra proviene distribucién normal

Hi = Muestra proviene de una distribucién diferente a la normal

FS = Frecuencia acumulada / total datos

FT = Se obtiene a partir de z y la tabla F del Daniel
D =|FS-FT}

FA = Frecuencia Acumulada

Se acepta Ho si Dmax <N (Dmax se encuentra en negritas)

Tabla N (para n = 6) del Daniel: Prueba bilateral

=0.80

= 0.90

=0.95

=0.98

=0.99

N = 0.41

IN =0.468

N =0.518

N =0.577

N =0.617
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Como se puede observar a conlinuacion cn todos los casos: Dmax < N (a cualquxcr nivel de cv.)
por lo que se tiene que:

D cs insignificantc a cualquicr nivel razonable y por lo tanto se acepta Ho (distribucion normal)

Prueba de Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov para TEWL inmediatamente
después de haber retirado Ia formulacién (tiempo cero)

QON
FAJ‘[‘Z\ 1 '

Control Promedio 12.83
SD 2.90
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-12.83)/29 FT |FS-FT
8.23 1 | 0.1667 -1.59 0.0559 0.1108}
10.95 1 2 0.3333 -0.65 0.2578  0.0755
12.87 1 3 0.5000 0.01 0.5040 0.0040
13.53 1 4 0.6667 0.24  0.5948 0.0719
15.13 I 5 0.8333 0.79 0.7852  0.0481
16.25 1 [] 1.0000 1.18 0.8810 0.1190
PG Promedio 13.65
SD 6.11
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-13.65)/6.11 FT |FS-FT
6.6 I 1 0.1667 -1.15  0.1251 0.0416
7.6 | 2 0.3333 -0.99 0.1611 0.1722f
12 1 3 0.5000 -0.27 03936 0.1064
16 1 4 0.6667 0.38 0.648  0.0187
17.1 1 5 0.8333 0.56 0.7123  0.1210
22.6 1 6 1.0000 1.46  0.9279  0.0721
TC Promedio 10.28
sSD 1.62
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-10.28)/1.62 FT |FS-FT
8 1 1 0.1667 -1.41 0.0793 0.0874
8.8 | 2 0.3333 -0.91 0.1814 0.1519
10.5 1 3 0.5000 0.14 0.5557  0.0557
10.6 1 4 0.6667 0.20 0.5793  0.0874
1.5 1 5 0.8333 0.75 0.7734  0.0599
12.3 | 6 1.0000 1.25  0.8944  0.105¢
EtOH Promedio 12.07
SD 1.84
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-12.07)/1.84 FT |FS-FT
8.8 1 | 0.1667 -1.78 0.0375  0.1292
1.5 | 2 0.3333 -0.31 03783  0.0450
12.1 1 3 0.5000 0.02 0.5080 0.0080
12.5 1 4 0.6667 0.23 05910 0.0757
13.5 1 5 0.8333 0.78 0.7823  0.0510
14 1 0 1.0000 1.05  0.8531 0.1469
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AZO Promedio 12.32
SD 2.18
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-12.32)/2.18 FT |FS-FT
10.3 1 | 0.1667 -0.93  0.1762 0.0095
11 2 3 0.5000 -0.61 0.2709 0.2291
12.5 1 4 0.6667 0.08 0.5319  0.1348
12.8 i 5 0.8333 022  0.5478 0.2855
16.3 1 [{] 1.0000 1.83  0.9664 0.0336G
DER Promedio 12.72
SD 2.45
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-12.72)/2.45 FT  |FS-FT
9.3 1 1 0.1667 -1.40  0.080 0.0859
10 1 2 0.3333 <111 01335 0.199
13.5 1 3 0.5000 0.32 0.6255 0.1255
13.8 1 4 0.6667 0.44 0.6700 0.0033
14.6 1 5 0.8333 0.77 07486  0.084
15.1 1 6 1.0000 097 0.8340 0.166
DER-PG Promedio 16.28
sD 3.77
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-16.28)/3.77 FT  |FS-FT)
12 1 1 0.1667 -1.14  0.1292  0.037§
13.5 1 2 0.3333 -0.74  0.2296 0.103
14.5 1 3 0.5000 -0.47 03192 0.180
16.5 1 4 0.6667 0.06 0.5239 0.142
19.1 1 5 0.8333 0.75 0.7734  0.059
22.1 1 0 1.0000 1.54 09382 0.061
DER-TC Promedio 12.03
SD 3.42
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-12.03)/3.42 FT  |FS-FT
8.1 1 1 0.1667 -i.15  0.1251  0.041
9.6 1 2 0.3333 -0.71  0.2389  0.094
10.6 1 3 0.5000 -0.42 03372 0.162
12.1 1 4 0.6667 0.02 0.508 0.158
14.3 1 5 0.8333 0.66 07454  0.087
17.5 1 6 1.0000 1.60 09452  0.054
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DER-EtOH Promedio 11.85
SD 3.89
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-11.85)/3.89 FT |FS-FT
7.5 | ! 0.1667 -1.12  0.1314 0.0353]
8.5 | 2 0.3333 -0.86 0.1977 0.1356
9 I 3 0.5000 -0.73  0.2327 0.2673]
15 1 4 0.6667 0.81 0.791 0.1243
15.3 1 5 0.8333 0.89 0.8133  0.0200
15.8 1 6 1.0000 1.02  0.8461 0.1539
AZ.O-PG Promedio 17.78
SD 5.53
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-17.78)/5.53 FT  |FS-FT
10.6 1 1 0.1667 -1.30 0.0968  0.0699
14.3 1 2 0.3333 -0.63 0.2643  0.0690
15.3 1 3 0.5000 -0.45 03264  0.1736
20.1 2 5 0.8333 0.42 0.6628 0.1705
26.3 1 6 1.0000 1.54 09382  0.0618
AZO-TC Promedio 12,12
SD 2.06
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-12.12)/2.06 FT |FS-FT
8.6 | 1 0.1667 -1.71 0.0436 0.1231
111 1 2 0.3333 -0.50 0.3085 0.024
12.5 2 4 0.6667 0.18 0.5714 0.0953
13.5 1 5 0.8333 0.67 0.7486  0.084
14.5 1 6 1.0000 1.16 0.877 0.123
AZO-EtOH Promedio 11.13
SD 298
x Frecuencia FA FS(x) z=(x-11.13)/2.98 FT |FS-FT)
7.5 1 1 0.1667 -1.22 01112 0.0555]
8.6 1 2 0.3333 -0.85 0.1977 0.135
9.6 1 3 0.5000 -0.51 0.305  0.195
12.5 1 4 0.6667 046 0.6772 0.0105
13.8 1 5 0.8333 0.90 0.8159 0.017
14.8 1 6 1.0000 1.23  0.8907  0.1093
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H
] Cambio absoluto del TEWL (Formulacién menos Control) inmediatamente después de haber retirado la formulacion (tiempo

cero)
i Persona|Control, PG| TQ) EtOH] AZO, DER]DER-PGDER-TC:DER-EtOH|AZO-PG|AZO-TC)AZO-E1QH]
[ 1 0 -0.63 057 057 207 527 5.27 -0.13] 0.77] 6.07] 4.27] -0.73
2 0 083 -3.95 -475 -3.45 -243 5.85 -1.95 -0.45 3.83 -2.75 -1.45]
! 3 O -4.35 -295 L15 1.55 -1.65 1.05  -1.35 -3.45 4.35 0.15 -1.35
! 4 O -1.53] -2.03 -1.03] 2.7§ 1.58} 0.98 3.98 1.78 6.58) 0.98 0.2§
: 5 O 748 -453 -1.13] -4.13] -0.53 398 -3.03 -0.13 -1.53) -0.53) -0.53
6 0 313 237 063 -1.87 -2.87 3.63 -2.27 -4371 1343 -0.37 -0.37)
Andlisis de varianza de un factor del TEWL para el tiempo cero (o = 0.01)
‘ Grados de Promedio de los Valor critico
i Origen de las variaciones Sumu de cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
‘g [Entre grupos 296.1603819 11 26.924 2.193 0.027 2.559
i = Dentro de los grupos 736.5913889 60 12277
[ Total 1032.751771 7
=
=5
L)
=
Lo
=
s
-~
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Medida del TEWL (moda) después de la primera hora de haber retirado la formulacion

Persona Control PG| T EtOH] AZO] DER|DER-PGDER-TC |DER-EtOH[AZO-PG AZO-TC(]AZO-EtOH
1 7.800 6.5 7.§ § 7.8 12.6 9.1 7.5 77 11.1 8.8 9
2 13100 9.6 10.1 10.1 10.8 14.3 13.1 1.5 16.3 16.8 14.1 13.8
3 9.304 7.5 8.5 8. 9.3 8 8.6 8.1 6.6} 13.6] 10.1 10.1
4 10.00{ 10.6 10.6] 12 15] 12.8 15.6 16 14.3 16 12.2 13.8
5 § 11.5 10. 10 9.6 10.9 14.5 8.4 8.1 10.3 9.1 9
6 13.85[20.31 10.3] 13.8 12.6 13.6 16.3 12.1 15.5 22.6 12.5 15.8
Promediol  10.34/11.00{ 9.65 10.33{ 10.88] 11.98| 12.87] 10.60} 11.42 15.07 11.13] 11.92
SD 2.57] 493 1200 225 257 232 3.30 3.25 4.40 4.50 2.12 2.92
CY 24.87144.79112.41] 21.81] 23.59 19.32 25.63 30.69 38.59 29.86 19.03 24.46)
¢ Distribucién
normal?| S S S S S S S Si Si Si Si S

Para conocer si los datos obtenidos se ajustaron a una distribucién normal fue necesario realizar la Prucba de Bondad de

Ajuste de. Kolmogorov-Smirnov, como se realizé para el tiempo cero.
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Como se pucde observar a continuacién en todos los casos: Dmax < N (a cualquicr nivel
de a) por lo que se tiene que: D es insignificante a cualquicr nivel razonable y por lo tanto se
acepta Ho (distribucion normal).

Prueba de Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov para TEWL una hora después de
haber retirado la formulacién

Control  Promedio 10.34
SD 2.57
x Frecuencia FA FS (x) 2z=(x-10.34)/2.57 FT IFS-FT
7.80 | 1 0.1667 -0.99 0.1611 0.0050
8 1 2 0.3333 -0.91 0.1814 0.1519
9.30 1 3 0.5000 -0.40 0.3446 0.1554
10.00 1 4 0.6667 -0.13 0.4522 0.2145
13.10 1 5 0.8333 1.07 0.8577 0.0244
13.85 1 6 1.0000 1.37 0.9147 0.0853]
PG Promedio 11
SD 4.96
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-11)/4.96 FT |FS-FT
6.5 1 1 0.1667 -0.907258065 0.1814 0.0147
7.5 1 2 0.3333 -0.705645161 0.2389 0.0944|
9.6 1 3 0.5000 -0.282258065 0.3897 0.1103
10.6 1 4 0.6667 -0.080645161 0.4681 0.198¢
11.5 | 5 0.8333 0.100806452 0.5398 0.2935
20.3 1 6 1.0000 1.875 0.9699 0.0301
TC Promedio 9.65
SD 1.20
x Frecuencia FA FS(x) 2=(x-9.65)/1.20 FT IFS-FT]
7.8 1 1 0.1667 -1.54 0.0618 0.1049
8.5 1 2 0.3333 -0.96 0.1685 0.1648
10.1 1 3 0.5000 0.37 0.6443 0.1443
10.3 1 4 0.6667 0.54 0.7054 0.0387
10.6 2 6 1.0000 0.79 0.7852 0.2148
EtOH  Promedio 10.33
SD 2.25
x FrecuenciaFrec acumulada FS (x) 2=(x-10.33)/2.25 FT |FS-FT,|
8 I i 0.1667 -1.04 0.1492 0.0175
8.1 | 2 0.3333 -0.99 0.1611 0.1722
10 1 3 0.5000 -0.15 0.4404 0.059¢6
10.1 | 4 0.6667 -0.10 0.4602 0.2065
12 | 5 0.8333 0.74 0.7704 0.0629
13.8 1 6 1.0000 1.54 09382 0.0618
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AZO Promedio 10.88
SD 2.57
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-10.88)/2.57 FT |FS-FT)|
7.8 1 1 0.1667 -1.20 0.1151 0.0516
9.5 1 2 0.3333 -0.54 0.2981 0.0352
9.6 i 3 0.5000 -0.50 0.3085 0.1915
10.8 1 4 0.6667 -0.03 0.4880 0.1787
12.6 1 S 0.8333 0.67 0.7486 0.0847,
15 1 6 1.0000 1.60 0.9452 0.0548
DER Promedio 11.98
SD 2.32
x Frecuencia FA FS (x) z=(x-11.98)/2.32 FT |FS-FT
8 1 1 0.1667 -1.72 0.0427 0.1240
10.6 1 2 0.3333 -0.60 0.2743 0.0590
12.6 1 3 0.5000 0.27 0.6064 0.1064
12.8 1 4 0.6667 0.35 0.6368 0.0299
13.6 1 5 0.8333 0.70 0.7580 0.0753]
14.3 1 6 1.0000 1.00 0.8413 0.1587
DER-PG Promedio 12.87
SD 3.30
x Frecuencia FA FS (x) 2z=(x-12.87)/3.30 FT |FS-FT
8.6 | 1 0.1667 -1.29 0.0985 0.0682
9.1 1 2 0.3333 -1.14 0.1271 0.2062|
13.1 1 3 0.5000 0.07 0.5279 0.0279
14.5 1 4 0.6667 0.50 0.6915 0.0248]
15.6 | 5 0.8333 0.83 0.7967 0.0360
16.3 1 6 1.0000 1.04 0.8508 0.1492]
DER-TC Promedio 10.60
SD 3.25
x Frecuencia FA FS (x) 2z=(x-10.60)/3.25 FT |FS-FT
7.5 1 1 0.1667 -0.95 0.1711 0.0044
8.1 1 2 0.3333 -0.77 0.2206 0.1127]
8.4 1 3 0.5000 -0.68 0.2483 0.2517
11.5 I 4 0.6667 0.28 0.6103 0.0564
12,1 1 5 0.8333 0.46 0.6772 0.1561
16 )| 0 1.0000 1.66 0.9515 0.0485
UNATAY
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DER-EtOH  Promedio 11.42
SD 4.40

x Frecuencia FA FS (x) z=(x-11.42)/4.40 FT |FS-FT|

6.6 i ! 0.1667 -1.09 0.1379 0.028

7.7 1 2 0.3333 -0.84 0.2005 0.1328]

8.1 1 3 0.5000 -0.75 0.2266 0.273

14.3 I 4 0.6667 0.66 0.7454 0.078

15.5 1 5 0.8333 0.93 0.8238 0.0095

16.3 1 6 1.0000 1.11 0.8665 0.1335
AZO-PG  Promedio 15.07
SD 4.50

x Frecuencia FA FS (x) z=(x-15.07)/4.50 FT |FS-FT)

10.3 1 ] 0.1667 -1.06 0.1446 0.0221

11.1 i 2 0.3333 -0.88 0.1894 0.1439

13.6 1 3 0.5000 -0.33 0.3707 0.1293

16 1 4 0.6667 0.21 0.5832 0.0835i

16.8 1 5 0.8333 0.39 0.6517 0.1816

22.6 1 0 1.0000 1.67 0.9525 0.0475]
AZO-TC Promedio 11.13
SD 2.12

x Frecuencia FA FS (x) z=(x-11.13)/2.12 FT |FS-FT

8.8 1 1 0.1667 -1.10 0.1357 0.0310

9.1 1 2 0.3333 -0.96 0.1685 0.164

10.1 1 3 0.5000 -0.49 0.3121 0.187

12.2 1 4 0.6667 0.50 0.6915 0.024

12.5 1 5 0.8333 0.64 0.7389 0.094

14.1 )| 6 1.0000 1.40 0.9192 0.080
AZO-EtOH Promedio 11.92
SD 2.92

x Frecuencia FA FS (x) z=(x-11.92)/2.92 FT |FS-FT

9 2 2 0.3333 -1.00 0.1587 0.174

10.1 ] 3 0.5000 -0.62 0.2709 0.2291

13.8 2 5 0.8333 0.65 0.7422 0.0911

15.8 1 6 1.0000 1.33 0.9082 0.091
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N0 SIHAL

Cambio absoluto del TEWL (Formulacién menos Control) después de la primera hora de haber retirade la formulacion

Anexos

Persona|Controll PG| TCEtOH| AZO| DER| DER-PGDER-TC |DER-EtOH} AZO-PG|AZO-TC|AZO-EtOH]
1 0 -1.300 0,000 0.20 0.000 4.80) 1.30] -0.30 -0.101 3.301 1.00 1.20
2 0 -3.501 -3.000 -3.00 -2.30; 1.20 0.00) -1.60 3.20 3.70 1.00 0.70
3 0 -1.80 -0.80| -1.20, 0.20 -1.300  -0.70 -1.20 -2.70 4.30 0.80) 0.80
4 0 060 0.600 2.000 5.000 2.80) 5.601 6.00 4.30 6.00 2.20 3.80
5 0 3.50 2.600 2.000 1.604 2.60 6.50) 040 0.10 2.30 1.10 1.00
6 0 6.45]-3.55] -0.03] -1.25] -0.25 245 -1.7§ 1.65) 8.75 -1.35 1.95

Anilisis de varianza de un factor del TEWL (a. = 0.01) después de la primera hora de haber retirado la formulacién

Grados de Promedio de los
Origen de lus variaciones|Suma de cuadrados libertad cuadrados F__\ProbabilidadValor critico para F|
Entre grupos 128.102 10 12.810° 2.135 0.037 2.662
[Dentro de los grupos 330.050 55 6.000
(Total 458.151 65
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Promedio del TEWL después de 2 horas de haber retirado la formulacion

Anexos

Control PG T EtOH| AZO] DERDER-PGDER-TC| DER-EtOH| AZO-PG AZO-TC AZO-EtOH
Promedio 9.62 9.82 9.53 10.17] 9.38 12.25) 11.48 10.75] 11.40 13.18 9.97 11.47
SD 1.731] 4255 1148 2391  1.11§ 2.081] 2367  2.590 3.068 4.958 1.920 2.470
Cv | 17991 43.341] 12.045 23513 11914 16.989 20.611 24.091 26911  37.608  19.26 21.537;
Cambio absoluto del TEWL después de 2 horas de haber retirado la formulacion

PG TC EtOH|  AZO, DERDER-PGDER-TC| DER-EtOH! AZO-PG| AZO-T(| AZO-EtOH

Promedio 0.200  -0.09 0.55  -0.24 2.63 1.86 1.13 1.78 3.56 035 1.85

SD 2524 -0.583 0.660 -0.613f 0350 0.636  0.859 1.337 3.227 0.189 0.739,

Anilisis de varianza de un factor del TEWL después de 2 horas de haber retirado la formulacion (o = 0.01)

NIDPIO B ¥

]

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
—3 variaciones cuadrados libertad __los cuadrados F Probabilidad ___para F
=i Entre grupos 96.558 1" 8.778 1173 0.325 2.559
o Dentro de los grupos ~ 448.997 60 7.483
T2
M otal 545.555 yal
D]
=
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Promedio del TEWL después de 3 horas de haber retirado la formulacién

Anexos

.ﬂ‘v’ill
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[ Control PG TQ EtOH] AZO_  DERDER-PGDER-T(Q DER-EtOH| AZO-PG AZO-TC AZO-EtOH
Promedio | 8.93] 10.460  10.64 9.90 10120 1043 1152 10.10 10.80 12.00 12.57) 12.07
SD 2,156 2932 3.623] 0812 0.2050 1.746 3497 1.570 2.688 2.972 2.248] 3.479
Ccv 24146 28.033] 34.047) 8206 2.025 16.750 30.360 15.545 24891  24.763 17.888 28.831
Cambio absoluto del TEWL después de 3 horas de haber retirado la formulacion
PG TG EtOH| AZO, _ DERDER-PGDER-TC| DER-EtOH| AZO-PG AZO-TQ AZO-EtOH
romedio 1.53 1.71 0.9 1.19 1.50 2.5 1.1 1.8 3.07] 3.64 3.14]
SD 0.778 1.467] 1.344 1.951 0.410 1.341 0.58| 0.532 0.816| 0.092 1.323;

Anilisis de varianza de un factor del TEWL después de 3 horas de haber retirado la formulacion (o = 0.01)

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 46.726 11 4248 0.665 0.762 2,741
Dentro de los grupos ~ 249.219 39 6.390

LI’otal 295.945 50
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Promedio del TEWL después de 4 horas de haber retirado la formulacién

Anexvos

Control PG TQ EtOH| AZO; DERDER-PGDER-TC DER-EtOH| AZO-PG| AZO-TC AZO-EtOH
Promedio 10.49 9.23] 1022 10600 1096 11.18 1140 13.66 10.55] 13.97 12.07 14.33
D 3.591 2997, 0779 2180 1.724 2591 2312 10.777 3.428 3.636 3.479 2.082
cv 34.241] 32489  7.623 20.568 15.732] 23.190 20.283 78.894 32491  26.036 28.831 14.523
Cambio absoluto del TEWL después de 4 horas de haber retirado la formulacion
PG TQ EtOH| AZO_  DERDER-PGDER-TC| DER-EtOH| AZO-PG] AZO-T(| AZO-EtOH
Promedio -1.27 -0.27 0.11 0.47 0.69 0.91 3.17 0.06 3.48 1.58 3.84
SD -0.594  -2.812 1.411 1.867 1.000  1.27 7.186; 0.163 0.045 0.112 1.509

hrAd,

[

R
oy
D

Anilisis de varianza de un factor del TEWL después de 4 horas de haber retirado la formulacion (= 0.01)

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad __los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 109.964 1 9.997 0.531 0.870 2.755
Dentro de los grupos 715317 38 18.824

(Total 825.281 49
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DISENO FACTORIAL AXB (12X3) EN BLOQUES (6) ALEATORIZADO PARA TEWL

NOW SISHL

Tiempo=A Control PG TC_EtOH__AZO DER DER-PG DER-TC DER-EtOH AZO-PG, AZO-TC AZO-EtOH Totales
0h 8.23 7.6 881 88 103 135 13.5 8.1 9 143 12.5 7.5
16.25 17.3 123 115 128 138 221 14.3 15.8 201 135 14.8
10.95 6. . 8 121 12.8 9.3 1 9.6 7.5 15.3 1.1 9.6
13.53 12{ 11.5 125 163 151 14, 17.5 15.3 201 14.5 13.8] 930.35
15.13 226 10q 14) 11 148 19.1 12.4 15 10.6] 86 8.6
12.87| 18 105 135 11 10 16.5 10. 8.5 26.3) 12.5 12.5
ih 7.80 6.5; 7.8 8 7.8 12.q 9.1 7.5 7.7] 1.4 8.8 9
13.1dt S).(i‘l 10.1 101 108 14.3 13.1 11.8 16.3 16.8 14.1 13.8
9.30 75 8.5 8.1 8.5 8 8.6 8.1 6.6 13.6 101 10.1
10.00 105; 10.6 12 18 128 15.6 16 14.3 16: 12.% 13.8 823.15
8 115l 10.6 10 9.6 10.6 145 8.4 8.1 10.3 9.1 9
13.8 203 103 138 128 136 16.3 121 15.5 22.6 12.5 15.8
2h 813 69 83 95 8 14 1 7 8 10 8.1 9.3
102% 9.1 9.1 108 9.5 11.8 1.5 11.% 15.8 15.3 131 141
8.07| 5.6 9.5 6.3 8.5 9.3 8.1 9.1 11.5 12.9 10.3 10.1
1050 11 Mg 112 111 14.6 11.7 14.6 12.8 9.8 1 12.8 774.13
12400 17.6 87 136 101 13.3 15.5 1% 12.5 222 8.5 14
8.40 86 101 9.8 91 10.85 1.1 10.5 7.8 9.3 8.6) 8.5
otales 196.73 206.800 176.80] 195.40| 195.50( 221.701 243.800 200.3 208.01 276.20 199.30 207.10; 2527.63
Anilisis de Varianza
Origen de las Suma de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados |Grados de libertad| _cuadrados F Probabilidad para F
Muestra (Factor A) 177.322 2 88.661 8.853 0.0002 4725
IColumnas (Factor B) 421,668 1 38.333 3.828 5.82298E-05 2.348
Interaccion (AB) 106.942 22 4.861 0.485 0.9756 1.936
Dentro del grupo (Error))  1802.672 180 10.015
LTotal 2508.605 215

Se rechaza Ho (que suponia todas las medias iguales) entonces hay diferencias al menos en un par de medias.
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Prueba de Tukey

DVS=q -

Donde:

PromedioCuaddos

n

DVS = Diferencia verdaderamente significativa

« = nivel de significacion elegido (en este caso es de 1%)
k = nimero de medias en ¢f experimento

N = niimero total de observaciones en el experimento

n = numero total de observaciones en el tratamiento

PC = Promedio de los Cuadrados dentro de los grupos (el Error)

q = Se obtiene de tablas con los valores de «, k y N-k [Daniel, 1993}

q=35.29
n=6

Promedio de los Cuadrados (Error) = 10.01484471
Si DVS es mayor al cambio absoluto entonces no hay diferencia (Las diferencias estan subrayadas y en negritas)

DVS =6.83442774

Aneaos

[ [ Controf PG| 7d eod  Azd  pER DERPG DER-TJ DEREWOH AzO-PG AZO-TQ AZO-EtOH
oh

Sum 76.95000 81.9000 61.70000 72.4000 73.9000 76.3000 97.7000 72.2000 71.10000 106.7000 72.7000 66.8000]

Promediol 12.8250 13.65000 10.2833 12.0667 123167 127167 162833 12.0333  11.8500 17.7833 12.1167] 11.1333

Varian 84223 37.3110| 26217  3.3947 47337 6.0137 142177 11.6947 151390 30.6337] 42577 B.8787
1h

Sumd 620500 6600000 57.9000 62.0000 653000 71.0000 77.2000 63.5000  68.5000( 90.4000 66.8000  71.500(

Promedid  10.3417] 11.00000 98500 103333 10.8833 119833 128667 106000  11.4167] 15.0667 11.1333  11.9167

Varianzd, 66124 2427200 14350 50787, 65937 53617 108747 105840  19.3697] 20.2467 4.4907)  8.4977
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2h
Sumg, 57.7250} 58.9000; S57.20000 61.0000 56.3000 73.50000 68.9000 64.5000 68.40000 79.1000, 59.8000: 68.8000]
Promedicﬂ 9.6208 9.8167 9.5333 10.1667 9.3833 1225000 11.4833 10.7500 1140000 13.1833 9.9667 11.4667]
Varianzal 2.996d 18.1017| 1.3187( 5.7147 1.2497 4.3310 5.6017] 6.7070: 9.4120, 245817 3.6867 6.0987

Diferencia entre los promedios de los tratamientos a cada uno de los tiempos (valor absoluto)
0~ Contro PG TC| EtoH AZO| DER DER-PG DER-TC| DER-EtOH AZO-PG| AZO-TC| AZO-EtOH

Control 0 0.8250] 2.5417] 0.7583 0.5083] 0.1083 34583 07917 07917 49583 07083  1.6917
PG X 0 3.3667) 1.5833 1.3333 0.9333 26333 16167  1.8000 4.1333 15333 25167

TC X X 0 1.7833 2.0333 2.4333 60000 17500  1.5667, 7.5000 1.833 0.8500)
EtOH X X X 0 0.2500, 0.6500 4.2167) 0.0333 02167, 57167, 0.050! 0.8500)
AZO X X X X 0 04000 39667, 0.2833 04667 54667 0.200 1.1833)
DER ;ﬁ b X X b O 3.5667] 0.6833  0.8667] 5.0667 0.6000  1.5833
DER-PG) X X X X X 0 425000 44333 150000 4.1667]  5.1500)
DER-TC X ﬁ b X X X X o 01833 57500 0.0833  0.9000)
DER-EtOH; X X X X X X X 0 59333 0.2667 0.7167]
AZO-PG X X b X X X X X X o 56667  6.6500)
AZO-TC] i X b X X X X X X X 6 09833
AZO-EtOH X X X X X X X X X X 0

1h Contro PG| TC| EtoH AZO| DER DER-PG| DER-TC| DER-EtOH AZO-PG| AZO-TC| AZO-EtOH

—~ f Contro 0 0.6583 0.6917 0.0083 0.5417, 16417 2.5250, 0.2583  1.0750 472500 07917,  1.5750)
= PGl i 31.3500 0.6667) 0.1167 0.9833  1.8667 04000  0.4167 4.0667 0133y  0.9167
-~ TC 0 0.6833 1.2333 2.3333 32167 09500  1.7667| 5.4167 1.4833 22667
s EtOH X X X 0 0.5500 1.6500 2.5333 0.2667] 1.0833 4.7333 0.8000 1.5833

3 AZO i X X X 0 11000 19833 02833 05333 4.1833 02500  1.0333
==t DER X X X X o 08833 13833 05667 30833 08500  0.0667
DER-PG] X X H X X ﬁ 0 22667 14500 22000 17333 09500

— DER-TG X X X XN X X 0 08167 44667 05333 13167
= = DER-E1OH X X P X X X X X O 36500 02833 05000
= = AZO-PG| X X X X X X X X X 0 38333  3.1500
st AZO-TG X X X XN X X X X X X o 07833
= AZO-E10H] X X X X X X X X X X b 0
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2 Conlro] PG| TC] EXOH  AZO| DER DERPG DER-TC DER-EIOH AZO-PG| AZO-10 AZO-EOH
Control 0O 0.1958 0.0875 0.5458 0.2375 2.6292] 1.8625 1.1292;3 1.7792, 3.5625 0.3458 1.8458]
PG Xi O 0.2833! 0.3500 0.4333] 2.4333 1.6667] 0.9333 1.5833 3.3667, 0.1500 1.635004

TC X X 0 0.6333 0.1500, 2.7167] 1.95000 1.2167 1.8667) 3.6500 0.4333 1.9333

EtOH X X 00783320833 13167 05833 12333 30167 02000  1.3000
AZO 4 X ® X ol28667 21000 13667 20167 38000 05833 20833

peR X X x4 X X o 07667 15000 085000 09333 22833 07833
DERPG X X N X X X o 07333 00833 17000 15167 00167
perTd X X X X x A X o 06500 24333 07833  0.7167]
DEREOH X X X X X X X X o 17833 14333  0.0667
AZO-PG X X X K N A X X X o 32167  1.7167]
AZO-TC X X X X X X X X X X o 1.5000
Aaz0Eto0H X X X A X« X X X X X 9

Si el DVS es de 6.83442774 al considerar el promedio de los cambios absolutos podemos decir que ninguna de las formulaciones tiene
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control; no-obstante AZO-PG y TC indican una diferencia significativa al

tiempo cero.




10.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier /

Reflectancia Total Atenuada

Anexos

Estudios estadisticos de las bandas correspondientes a los estiramientos asimétricos (localizados

aproximadamente a 2920 em™) de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato comeo después

de una hora de haber retirado la formulacion

Grupo A: Mcdidas de los nimeros de onda de las bandas correspondientes a los estiramientos

asimétricos (localizados aproximadamente a 2920 cm™) de las cadenas alquilicas de los lipidos

del estrato corneo después de una hora de haber retirado la formulacion

Personas Control Dermad] Der -EtO Der - PGl Der-TQ EtOH] P T
1 2920 2920 2922 2920, 2920 2922 29204 292
2| 2920 2922 2920 2920 2920 2922 2918.1 2020
3 29152 2916.2] 2922 2922 2920 2922 2918.1 29181
4 2918.14 2923.9 2923.9 2922 .9 2924 4] 2922 2918.1 2921
5 2919.5 2922 .4 2922.9 2922 2920 2920.5 2921.5 29171
6 2917.§ 2922 2922 2922.9 2922 4 2916.7] 2917.6 2917,
Promedio| 2918.4 2921.1 2922.1 2921.6 29211 2920.9 2918.9 2919.0
53 1.864 2.697) 1.28 1.31 1. Bsq 2.128 1.52% 1.573
o] 0.064; 0.092 0.04 0.04 0.064; 0.073] 0.052 0.054

Grupo B: Cambio absoluto (Formulacién menos Control) de los niimeros de onda de las bandas

correspondientes a los estiramientos asimétricos (localizados aproximadamente a 2920 cm’') de

las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cérneo despucs de una hora de haber retirado la

formulacion

Personas| Controll _ DermadDer - EtOH, Der - PG| Der- TC| EtOH| PG TC|
1 o 0 2| ¢/ O o a
2] o P ol o o -1.9 [
3 0 1 6.8 6.8 4.8 6.8 2.9 29
4 o 5.8 5.8 4.8 6.3 3.9 o 29
5 o, 29 3.4 2.5 0.5 1.0 2.0 -2.4
6 0 4. 4.4 5.3 4.8 -0.9 0 O
Promedio 2. 3.7 3.2 2.7 2.5 0.5 0.
SD, 2.154 2.49;! 2,862 2.876 2.640 1.69 2.043
CV| 80.43. 67.00 88.655 105.416 107.275 343.473] 363.95
4
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Grupo C: Areas de las bandas correspondicntes a los estiramientos asimétricos (localizados
aproximadamente a 2920 cm’') de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato comeo después

de una hora de haber retirado la formulacion

l Personas; Control Dermad _ Der - EtOH| Der - PG| Der-TC] _ EtOH| PG TC
] 1 1572 11.68 9.06 16.48 1146 1082 100§ 5.83
‘ 2 8.34) 12.46 18.09 36.74 27.95 7.020 27.53 25.24
| 3 711 23.44| 4.33 9.63 4420 1499 96§ 3.96
! 4 30.21 28.45 11.27] 27.03 2449 13.92) 24.23% 17.76
| | 23.09 25.05 9.01 25.72 6.06 6.37] 965 2.22
6 18.0 21.80 12,31 22.56 12.16] 570, 11.221 2.69
Promedio| 17.08] 20.4 10.6 23.02 14.42 9.80 15.3 9.62
SOy 8.800, 6.87 4.55 9.311 9.677) 4.02j 8.213 9.587]

CcV 51 .50'4 33.59 42,62 40.46 G7.10d 41.104 53.35 99.696i

Grupo D: Arcas de las bandas correspondientes a la flexion de amida 11 (localizados
aproximadamente a 1538 cm™) ligadas a proteinas y lipidos del estrato cémeo después de una

hora de haber retirado la formulacion

Personas| Control Dermag__ Der - EtOH Der - PG| Der - TC| EtOH] PG| T
1 40.78; 20.48 12.57] 35.68 19.086 19.73 26.95 14.60
2 27.16| 29.46, 39.65 65.51 90.33% 18.83 61.61 45.04
3 11.14 32.44 5.23 16.94; 12.0q 22.1Zﬁ 18.30/ 8.05
4 6.57 6.21 1.75 4.281 6.37| 3.57| 4.31 5.63
5 3.92 2.5 1.40 2.77 1.33 085 219 1.1
6 3.22 2.86 1.87] 3.25 1.96 1.69 256 1.63
Promadio] 15.47] 15.6 10.41 21,40, 21.8 11.14 19.32 12.6
SD| 15.223] 13.56 14.937| 25.057] 34.203 10.062 23.010 16.601
CVi 98.428, BG.SBj 143.435 117.064 156.516 _90.3601119.100130.950|

Grupo E: Areas normalizadas (area de la banda 2920 / &rea de la banda 1538) de las bandas
correspondientes a los cstiramientos asimétricos de las cadenas alquilicas de los lipidos del

estrato comeo despucs de una hora de haber retirado la formulacién

| _Personas| Control _Dermag _ Der - EtO Der - PG Der-TG ElO PG TC
I 1 0.39 0.57 0.7 0.46 0.60 0.58 0.371 0.40
’ 2 0.31 0.42 0.4 0.58 0.31 0.37] 04y 0.5
' 3 0.64 0.72 0.83 0.57 0.37, 0.68 053 0.49
4 4.60 4.58 6.43 6.31 3.85 389 562 3.1§
1 5 5.89, 9.78 6.43 9.30 4.57| 750 4.4 2.00
6 5.59 7.63 6.57] 6.94 6.22 337, 43 1.68
Promedio| 2,90 3.95 3.57| 4,02 2.6 2.7 263 13
SDy 2.72j 4.057 3.185 3.95j 25600 2795 2.426 1.09

CcVvi 94.03 102.639 89,127, 98.27 96.514 102.493 92.393 79.84
—‘-.-_..1 e 174
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Prucba dc Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov para las bandas (correspondientes a
. . : ] . . -1

altura y area) de los estiramientos asimétricos (localizados aproximadamente a 2920 cm™) de las

cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cornco después de una hora de haber retirado fa

formulacion, grupos A y E)

Grupo A: Niameros de onda de las bandas correspondientes a los estiramientos asimétricos
(localizados aproximadamente a 2920 ecm™) de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato
comeo después de una hora de haber retirado la formulacion

Control Promedio 2918.41
SD 1.9

x Frecuencia Frec acumulada FS (x) 2=(x-2918.41)/1.9 FT |FS-FT|

29152 1 1 0.1667 -1.69  0.0455 0.1212

2917.6 1 2 0.3333 -0.43  0.3336 0.0003]

2918.1 1 3 0.5000 -0.16  0.4364 0.0636

2919.5 1 4 0.6667 0.59 0.7224 0.0557

2920 2 [ 1.0000 0.84 0.7995 0.200

PG Promedio 2918.90
SD 1.52

x Frecuencia Frec acumulada  FS (x) z=(x-2918.90)/1.52 FT |IFS-FT

2917.6 1 I 0.1667 -0.86  0.1949 0.0282]

2918.1 3 4  0.6667 -0.53 0.2981 0.3686

2920 i 5 0.8333 0.72 0.7642 0.0091

2921.5 1 6 1.0000 1.71  0.9564 0.0439
Ic Promedio 2918.97
SD 1.57

x Frecuencia Frec acumulada FS(x) z=(x-2918.97)/1,57 FT |FS-FT

2917.1 | 1 0.1667 -1.19 0.117 0.0497]

2917.6 1 2 0.3333 -0.87 0.1922 0.1411

2918.1 1 3 0.5000 -0.55  0.2912 0.2088

2920 2 5 0.8333 0.66 0.7454 0.0879

2921 1 6 1.0000 1.29  0.9015 0.0985]
EtOH Promedio 2920.87
SD 2.13

x Frecuencia Frec acumulada FS (x) z =(x-2920)/2.13 FT |FS-FT

2916.7 ] 1 0.1667 -1.96  0.0250 0.1417

2920.5 1 2 0.3333 -0.17  0.4325 0.0992

2922 4 6 1.0000 0.53 0.7019 0.2981

TESIS ON 175
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4

TESIS Cow

FALLA DE URIGEN

DER Promedio 2921.08
! 5D 2.70
| x Frecuencia Frec acumulada FS(x) z=(x-2921.08)/2.70 FT IFS-FT
! 2916.2 [ 1 0.167 -1.81  0.0351 0.1316
i 2920 1 2 0.333 -0.40 03446 0.0113]
2922 2 4 0.667 0.34  0.6331] 0.0336
29224 | 5 0.833 0.49 0.6879 0.1454
2023.9 1 6 1.000 1.04  0.8508 0,1492;
DER-PG Promcedio 2921.63
SD 1.33
x Frecuencia Frec acumulada FS (x) z=(x-2921.63)/1.33 FT |FS-FT
2920 2 2 03333 -1.23  0.1093 0.2240
2022 2 4 0.6667 0.28 0.6103 0.0564;
29229 2 6 1.0000 0.95 0.8289 0.1711
DER-TC Promedio 2921.13
SD 1.87
x Frecuencia Frec acumulada FS(x) z=(x-2921.13)/1.87 FT |FS-FT
2920 4 4  0.6667 -0.60 02743 0.3924
2922.4 1 5 08333 0.68 0.7517 0.0814
20244 | 6 1.0000 1.75  0.9599 0.0401
DER-EtOH Promedio 2922.13
SD 1.29
x Frecuencia Frec acumulada FS (x) 2=(x-2922.13)/1.29 FT |FS-FT
2920 1 1 0.1667 -1.65 0.0495 0.1172
2922 3 4 0.6667 -0.10  0.4602 0.206ﬁ
29229 1 5 0.8333 0.60 0.7257 0.1076
2923.9 1 6 1.0000 1.37 0.9147 0.0853
Grupo E: Bandas (Area normalizada de 1a banda que se encuentra aprox. a 2920 cm™)
Control  Promedio 2.90
SD 2,73
x Frecuencia Frecacumulada  FS(x) z=(x-2.9)/2.73 FT |FS-FT
0.31 I 1 0.1667 -0.95 0.1711 0.0044
0.39 1 2 03333 -0.92 0.1788 0.1545
0.64 i 3 0.5000 -0.83 0.2033 0.2967
4.60 1 4  0.6667 0.62 0.7324 0.0657
5.59 i 5 0.8333 0.99 0.8389 0.0056
5.89 1 6 1.0000 1.09 0.8621 0.137
176




+slnevos

PG Promedio 2.63
SD 2.43
x  Frecuencia Frec acumulada  FS (x) z=(x-2.63)/2.43 FT |FS-FT
0.37 | 1 0.1667 -0.93 0.1762 0.0095
0.45 1 2 0.3333 -0.90 0.1841 0.1492
0.53 1 3 0.5000 -0.87 0.1922 0.3078
4.39 1 4 0.6667 0.72 0.7642 0,0975,
4.40 ] 5 0.8333 0.73 0.7673 0.0660
5.62 1 6 1.0000 1.23  0.8907 0.1093
TC Promedio 1.38
SD 1.10
x Frecuencia Frec acumulada FS(x) z=(x-1.38)/1.1 FT |FS-FT
0.40 | 1 0.1667 -0.89 0.1867 0.0200
0.49 1 2 03333 -0.81 0.209 0.1243
0.56 | 3 0.5000 -0.75 0.2266 0.2734
1.65 1 4  0.6667 0.25 0.5596 0.1071
2.00 1 5 0.8333 0.56 0.7123 0. lZlq
3.16 { 6 1.0000 1.62 0.9474 0.052¢
EtOH Promedio 2.73
SD 2.80
x  Frecuencia Frec acumulada FS(x) z=(x-2.73)/2.8 FT |FS-FT,
0.37 1 I 0.1667 -0.84 0.2005 0.0338
0.55 1 2 03333 -0.78 0.2206 0.1127
0.68 1 3 0.5000 -0.73 0.2327 0.2673
3.37 1 4 0.6667 0.23  0.591 0.0757
3.89 1 5 0.8333 0.42 0.6628 0.1705
7.50 1 6 1.0000 1.70 0.9554 0.044
DER Promedio 3.95
SD 4.06
x Frecuencia Frec acumulada FS(x) z=(x-3.95)/4.06 FT |FS-FT
0.42 1 1 0.1667 -0.87 0.1922 0.0255
0.57 ! 203333 -0.83 0.2033 0.1300
0.72 1 3 05000 -0.79 0.2148 0.2852
4.58 | 4 0.6667 0.16 0.5636 0.1031
7.63 I 5 0.8333 091 0.8186 0.0147
9.78 1 6 1.0000 1.44 0.9251 0.0749
177
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FALLA Db UqiGEN

[ DER-PG  Promedio 4.02
SD 3.96
x  Frecuencia Frecacumulada  FS (x) z =(x-4.02)/3.96 FT |FS-FT
0.46 1 1 01667 -0.90 0.1841 0.0174]
0.50 1 2 03333 -0.87 0.1922 0.1411
0.57 1 3 0.5000 -0.87 0.1922 0.3078
6.31 i 4  0.6667 0.58 0.719 0.0523
6.94 1 5 0.8333 0.74 0.7704 0.0629
9.30 1 6 1.0000 1.33  0.9082 0.0918
DER-TC Promedio 2.65
SD 2.56
x  Frecuencia Frecacumulada FS(x) z=(x-2.65)/2.56 FT |FS-FT
0.31 i 1 0.1667 -0.91 0.1814 0.0147
0.37 1 2 0.3333 -0.89 0.1867 0.14646
0.60 i 3 0.5000 -0.80 0.2119 0.2881
3.85 1 4  0.6667 0.47 0.6808 0.0141
4,57 I 5 0.8333 0.75 0.7734 0.0599
6.22 1 6 1.0000 1.39 0.9177 0.0823
DER-EtOH Promedio 3.57
SD 3.18
x Frecuencia Frecacumulada FS(x) z=(x-3.57)/3.18 FT |FS-FT
0.46 i 1 0.1667 -0.98 0.1635 0.0032
0.72 1 2 0.3333 -0.90 0.1841 0.1492
0.83 1 3 0.5000 -0.86 0.1949 0.3051
6.43 2 5 0.8333 0.90 0.8159 0.0174
6.57 1 6 1.0000 0.94 0.8264 0.1736
TESTR (0
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Anaisis Estadistico de las bandas correspondientes a los estiramientos asimétricos (localizados aproximadamente a 2920 cm™) de las

cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cdrneo después de la primera hora de haber retirado la formulacién

Grupo A: Anilisis de Varianza de un factor (a =0.01)

Origen de las Suma de Promedio de los

variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Probabilidad | Valor critico para F
Entre grupos 84.310 7 12.044 3.574 0.004 3.124
Dentro de los

grupos 134.795 40 3.370

[Total 219.105 47

Grupo B: Anilisis de Varianza de un factor (o= 0.01)

Origen de las Suma de Promedio de los
variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Probabilidad | Valor critico para F
Entre grupos 84.310 7 12.044 2.334 0.043 3.124
Dentro de los grupos 206.395 40 5.160
[Total 290.705 47
=]
o
_E_" -3 Grupo E: Anilisis de Varianza de un factor (o= 0.01)
== =3\ [Origen de fas Promedio de los
oo E;i variaciones Suma de cuadrados | Grados de libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
=i ~~ 1 [Entre grupos 31.589 7 4513 0.507 0.823 3.124
. 22t Dentro de los
75 1 larupos 355.736 40 8.893
é‘-’i =21 | fotal 387.325 a7
-
|
P
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Andlisis de varianza de un factor (@ = 0.01) para el cambio absoluto de los tratamientos inmediatamente después de haber
retirado fa formulacién (tiempo cero)

Origen de las Sumade | Grados de {Promedio de los, Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad| para F
Entre grupos 90.013 7 12.859 3.053 0.011 3.124
Dentro de los grupos| 168.457 40 4211
[Total 258.470 47

Diseiio factorial AXB (8X5) en bloques (6) para las bandas localizadas a 2920 em!

Unidad Experimental = Personas (1-6)
Factor A = Tiempo; Factor B = Promotor (Tratamientos)

1

Xx=cm
Banda2920
: JHo tp, =g, = g3 = M4ee U
Para el factor A se tiene: 2
— , : : : Hi : Por lo menos 1. - par  -sea #
=S
. ]
e £.3 | Parael factor B se tiene: {H" FHE B S S B -
B 2 Hi . Por lo menos 1. par sea #
| (4]
=2
==
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Disefio factorial AXB (8X5) en blogques (6) para las bandas localizadas aproximadamente a 2920 cm™

Promotor =B

Tiempo = A Control Dermag; Der-EtOH. Der-PG_Der-TC, EtOH, PG TC|
Oh 29162 2920 29201 2922 2918.1] 2922 29200 2918.1
29200 2920  2918.1 2920 2920, 2923 2920 2918.1
2916.2 2920 2920 29221 2918,11 2920'| 2920, 2918.1
2918.6f 2921.5 2922 29229 29239 2922 2918.1} 2918.1
29184, 2922 2922.9| 29215 29200 2917.6 2922.4 2916.2
2917.1] 2822.4 2922 2922.9 2922 2916.7 2917.6( 2818.6)

1h 29200 2920 2922 2920 2920, 2922 29200 2920
29200 2922 2920 29200 2920, 2922 2918.1 2920
2915.2) 2916.2| 2922 2922 2920, 2922 2918.1) 2918.1
2918.1| 29239 29239 29229 29244 2922 2918.1 2921
2919.5 29224 29229 2922 2920 2920.5 2921.5 29171
2917.6 2922 2922 29229 2922.4! 2916.7 2917.6 29176

2h 2919.05 2920 2922, 2920 2920 29200 2918.1 2920
29200 2922 2920; 2920 2920l 2922 291811 2920
2916.2 2916.2 2922 2920 2920" 29221 2918.1 2918.1
2918.6, 2922.9 2922, 29244 29224 2922 2919.5 2922
2919.5 29229 29229 29224 29205 2921.5 2922 2919.1
2918.1} 2918.1 2922.4] 2918.1] 29224 2921 2917.8 2922

3h 2919.05 2920 2920 29200 2920 29200 2918.1, 2920
29200 2920 2920, 29200 2920 2920 2918.1 2918.1
29181 2916.2 2922 29200 29221 2922 2918.1] 29181
2920.5 2919.5 29224 29181 29227 2922 2918.6 2921
292058 2922 29224 29224 2921 2921 2921} 2919.1
2919.1] 2918.1 2922.4 2917.6  2922.4| 2921.5 2917.1] 2916.7|

4h 29181 2920 2920, 29200 29200 29200 29200 2920
29200 2920 2920 29200 2920, 29200 2918.1f 2920
2918.1| 29181 2922 29200 29200 2922 2918.1] 2918.1
29200 2918.5 2922 2919.6 2920.5 2921.5 2921 2921.5
29207, 2922 2922 2921.5 2921.5 2921.5 2922.4 2919.5
2916.7] 2917.6]  2921.5 2916.7] 2921 2920.5 2917.1] 2921.5

Anexos
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Aniilisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo a = 0.01

Suma de
Origen de las variaciones| _ cuadrados Grados de libertad |Promedio de los cuadrados F Probabilidad| Valor critico para F
Muestra (Factor A) 10.14259982 4 2.535649955 0.99054469 0.41377784 3.414328378
Columnas (Factor B) 225.5996294 7 32.22851849 12.5899823 2.3975E-13 2.729763082,
Interaccion (AB) 88.47186351 28 3.159709411] 1.23433181( 0.20417707, 1.820964712)
Dentro del grupo (Error) 511.9708321 200 2.559854161
[Total 836.1849248 239
Prueba de Tukey
'PromedioCuadrados
DVS =4, s n-unf~ o
by n
Donde:
a=0.01

k = Numero de medias en el experimento (12*4) =48
n = Namero total de observaciones en el tratamiento = 6
N = nimero total de observaciones en el experimento =(6*12*4) =288

S,

) bl

. =t

NO

N-k =240

q=5.65

Promedio de Cuadrados (Error) = 2.559854161

Si DVS es mayor al cambio absoluto entonces no hay diferencia
(Las diferencias se encuentran subrayadas y en negritas)

DVS =3.690459422



Promedios de las bandas localizadas aproximadamente a 2920 cm’
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Contro Dermag  Der-EtOH; Der-PG Der-TC! EtOH; PG Tc
Oh
Promedio 2917.8, 2921.0 2920.8 2921.9 2920.4 2920.1 2919.7 2917.9
h l
Promedio 29184 29211 29221 2921.6 29211 2920.9 2918.9 2819.0
2h
Promedio 2918.6! 29204 2921.9 2920.&| 2920.9 2921.4 2918.9 2920.2,
In !
romedio 29195 2919.3 2921.5 2919.f 2921.2 2921.1 2018. 29188
4h
Promedio 2918.9 29194 2921.3] 2919.6 2920.5 2920.9 2919.5 2920.1
Diferencia entre los promedios de los tratamientos a cada uno de los tiempos (valor absoluto)
Oh Contro Dermac__ Der-EtOH Der-PG Der-TC EtOH, PG] TG
Contro 0.0000: 3.2333 3.0833 4.1333 2.6000, 2.3000 1.9333 0.1167,
Dermad X 0.0000 0.1500 0.9000 0.6333 0.9333 1.3000¢ 3.1167]
Der-EtOH X X 0.0000 1.0500, 0.4833 0.7833 1.1500 2.9667|
Der-PG X X X 0.0000 1.5333 1.8333 2.2000, 4.0166
Der-TC| X X X X 0.0000, 1.0833 1.4500 3.2667
EtOH X X X X X 0.0000 0.3667| 2.1833
PG| X X X X )Yg X 0.0000 1.8167|
TC X X X X X X 0.0000
1 Control Dermag  Der-EtQH Der-PG Der-TC| EtOH, PG TG
Contro 0.0000; 2.6777 3.7277 3.2277 2.72717 24611 0.4944) 0.5611
Dermag X 0.0000 1.0500] 0.5500 0.0500 0.2166| 2.1833 2.116
Der-EtOH] X X 0.0000] 0.5000) 1.0000, 1.2666] 3.2333 3.1666]
Der-PG| A X X 0.0000 0.5000 0.7667] 2.7333 2.6667|
Der-TC| X X X X 0.0000) 0.2666| 22333 2.1666;
EtOH X X X X X 0.0000, 1.9667| 1.9000%
PG X X b X X o.ooog 0.0667
TCl X X X X X 0.0000
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| 2h Control Dermacg  Der-EtQH, Der-PG Der-TC| EtOH, PG| TC
Control 0.0000] 1.7694) 3.3027, 2.2361 2.3027] 2.8361 0.3194] 1.6194)
Dermad X 0.0000 15333 0.4667] 05333 1.0667] 1.4500 0.1500
Der-EtOH, X X 0.0000; 1.0666 1.0000 0.4666] 29833 1.6833,
Der-PG, X X X 0.0000! 0.0666 06000 1.9167, 0.6167]
Der-TC X X X X 0.0000 0.5334 1.9833 0.6833]
EtOH X X X X X 0.0000! 25167 1.2167]

PG X X X X X 0.0000 1.3000!

TC X X X X X X 0.0000)

3N Contro Dermad___ Der-E1OH Der-PG Der-Tg EtOH, pq T
Contro 0.0000 0.2417 1.9916 0.141 1.6916 15416 1.0417 0.7084
Dermad X 0.0000 22333 0.3833 1.9333 1.7833 0.8000 0.4667,
Der-EtOH X X 0.0000 1.8500 0.3000 0.4500 3.0333 2.7000
Der-PG| X X X 0.0000 1.5500 1.4000 1.1833 0.8500
Der-TC| X X X X 0.0000 0.1500! 27333 2.4000
EtOH X X X X X 0.0000 25833 2.2500

PG| X X X ﬁ j X 0.0000 0.3333

TC X X X X X 0.0000

4 h Contro! Dermac Der-EtOH| Der-PG Der-TC| EtOH; PG TC|
Control 0.0000) 0.4555 2.3222 0.7055 1.5722 1.9889 0.5222 1.1722
Dermac X 0.0000 1.8667 0.2500 1.1167] 15334 0.0667] 0.7167)
Der-EtOH X X 0.0000! 16167, 0.7500 0.3333 1.8000 1.1500
Der-PG| X X X 0.0000 0.8667, 1.2834 0.1833 0.4667
Der-TC X X X X 0.0000 0.4167] 1.0500 0.4000)
EtOH X X X X X 0.0000 1.4667, 0.8167,

PG X X Pl X X X 0.0000 0.6500

TG X X X X X X X 0.0000

Como podemos observar se obtuvieron diferencias al tiempo cero entre el Control y Der-PG asi como entre Transcutol® y Der-

PG y después de una hora de haber retirado la formulacion entre el Control y Der-EtOH.
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Para las dreas de las bandas localizadas aproximadamente a 2920 cm™

Promotor =B
Tiempo = A Controf Dermac] _ Der-EtOH Der-PG| Der-TC] EtOH PG Td
oh 8.204) 10.497] 6.828) 2585 4.424 10.613 32.895 5432
7.924 19.099, 13.622 36.5 12.024 2.634 36 968 16.54
7.04 43.88 0.99 42,296 3.019 18.996 28.873] 5915
17.026 15.296 18.205 20.498 8.664 5.205 17.653 13.337]
295 19.594) 16.301 39,698 18.262 7.494) 24.304 13.191
13327 31.834 10.584) 40.754 8.709 14.663 23.061 3.042
1h 15.724 11.681 9.064 16.475 11.458] 10.819 10.057] 5825
8.3488! 12.461 18.004 36.738) 27.947, 7.022 27.526 15.825
711 23439 4.334 9.629 4.419 14.99 9655 3.956
23.091 25.049 9.013 25.724 6.056! 6.369 9.647 2224
302 28.449 11.2685 27.027) 24.491 13915 24.225 17.762
18.027] 21.797] 12.306] 22.558 12.162) 5.703 11.217 2.688
2 h 9.656] 15.046] 6.417 14.505 7.915 11.794] 11.718 6.438
18.661 14,264 26615 25.427, 24.597 11.203 283 16.75
6.382) 15.501 4.72 6.728 6.05 14.274 11.08 6.252
23.067] 19.007, 5.206 14147 442 6.423 12.982 6.633
27.2] 29.623 12.408 31,649 25.466) 21.082 29,589 21.848
22.727] 13.292 13.738 12537, 12.061 9.891 13.223 3.742
3h 9.882 20.131 6.118 11.955 6.794 12.69 15.023 7.303
10.782 16.822 26.533 25656 44503 18.504 21212 21.419
8.065 16.766! 5931 8.333 7.536] 16.843 10.145 6.246
19.211 12,077, 5.962 10.063 4.426) 10.125 16.39 9.103
- 31.0 30.489 13.188} 36.136) 27687 26.119 30975E 25.309
i 27.643 13.62 15919 13.931 13.649 11.321 11.358 3.202
= 4h 15.776 17.505: 6.015 17.32 7.774 17.266] 13.034 7.719
10.804 21.464 28.881 25.131 25.906] 21.399 31.563 25.466
] 7.5085 14.486 6.355 8.527 8.165 14.608 14.259 8.96
g 24.336 15.486] 7.704 11.833 5.141 12.598 14.607 12.677)
= 321 35.593 18.575 26.436 32,636 27.16 29.462 25.955
18.263 15.207, 17.606 10.779 17.023 12.95 11.632) 5.957]

N0 70 VTV
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Para las ireas de las bandas localizadas aproximadamente a 1538 cm™

Promotor=8

Anexos

NFIMO A¢ ¥TTvd
NOD bISHL

Tiempo = A Control Dermac] _ Der-EtOH Der-PG; Der-T| EtOH PG TC
oh 29.149 14.69(% 15.379 45.176; 18.316 13.728 59.162, 17.007]
31.733, 30.850; 34.904 54.600 31.166) 48.756 64.616, 48.756
15.42 64.800 3.847| 55.983 9.428 24.437) 38.726 11.727]
3.198 2.2501 3.422 2.394 1.217] 0.752 3.234] 3.475
8.3 4.028 2.593 5.823 4.252| 2.296 3.778, 4.309
2.874] 4.274 1.693 4.949| 1.272 4.131 4.352| 1112
1R 40.783 20.482| 12.57 35.678, 19.062] 19.733 26.945 14.600
27.158 29.464 39.6531 65.51q 90.329 45.040 61.610 45.040
11.143) 32.437] 5.234 16.941 12.080 22131 18.300 8.052
3.921 2.560! 1.401 2.766 1.325 0.849 2.192] 1.114
6.6 6.210 1.753 4.2801 6.367] 3.574 4.314 5.627|
3.2245 2.855 1.872 3.250 1.955 1.693 2.555 1.628]
2h 26.049) 28.40 15.683] 31.92: 21.162 23.80 33.331 19.73
35.0875 33.342 57.642, 45.234 83.272 50.307] 67.128 50.307,
11.175 22.858 5.416 11.575 15.192 22.870 22.117| 11.290
4.536, 2510 1.211 0.897| 1.364 1.163 2.906; 1.496
6.4 5.941 2.238 5.594] 7.377, 4.665 5.6% 6.013
3.575 3.194 2.138, 2918 1.785 2.143 2.804 0.705
3h 33.321 39.340 14.519 29.266/ 17.059 26.608; 40.610 20.694
33.531 30.157] 56.916) 45.697| 99.398 60.045 66.333 60.045
13.081 25.946 6.862 12.629 19.531 27.154] 18.209: 12.396,
3.321 2.535 1.649 1.958 1.383 1.466] 3.879 2.226
7.0 6.321 2.289 6.131 7.487] 5.487| 5.926) 6.966|
4.039 3.149 2614 3.434 2.079 2.135 2.764) 1.664
4h 45.043 31.192 14.935 42.331 21.562 36.765 33.981 21.5801
35.244) 44,594 61.343 44.723 87.326 73.106) 76.536 73.108
13.744 20.218 12.637] 14.156) 19.281 23.382, 24.011 14.781
4.248 3.432 1.687| 2211 1.290 1.476| 3.174 2.605
6.9‘ 7.172] 3.887| 4.841 9.465 5.584 5.748, G.BQﬁ
3.951 3.477] 2743 2.863; 2.513 2.346) 2530 1401
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Areas normalizadas (drea de las bandas 2920/ drea de las bandas 1538)

Anexos
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L
L=

NOD SISEL

Tiempo = A Control Dermac Der-EtOH Der-PG| Der-TC| EtOH PG TC
Oh 0.281 0.715 0.444 0.572, 0.242 0.773 0.556: 0.319
0.250 0.619 0.330 0.668 0.386] 0.054 0.572 0.339
0.457] 0.677| 0.257, 0.756| 0.320 0.777] 0.746 0.504
5.324 6.798 5.320/ 8.562) 7.119 6.922 5.459 3.838
3.567| 4.864 6.287] 6.817) 4.295 3.264 6.433; 3.064
4.637 7.448 6.252 8.235 6.847 3.550! 5.299 273§
1h 0.386 0.570] 0.721 0.462 0.601 0.548 0.373 0.399
0.307, 0.423 0.456( 0.561 0.309 0.156 0.447, 0.351
0.638 0.723 0.828y 0.568, 0.366) 0.677) 0.528 0.491
5.889 9.785 6.433 9.300 4.57 7.502 4.401 1.996
4.601 4.581 6.426 6.315 3.847] 3.893 5619 3.157]
5.591 7.635 6.574 6.940) 6.221 3.369 4.390 1.651
2h 0.371 0.530 0.409 0.454; 0.374 0.495 0.352 0.326
0.532 0.428 0.462 0.562 0.295 0.223 0.422 0.333
0.571 0.678 0.871 0.581 0.398 0.624 0.501 0.554
5.08: 7.573 4.299 15.797| 3.240 5.523 4.467| 4.434
4.251 4.986| 5.543 5.658 3452 4519 5.197| 3.633
6.357] 4.162 6.426) 4.296, 6.757] 4615 4.716 5.308,
3h 0.297] 0.512] 0.421 0.408 0.398 0.477| 0.370 0.353
0.322 0.558 0.466 0.561 0.448 0.308 0410 0.357
0.617| 0.646 0.864 0.660: 0.386] 0.620 0.557] 0.504]
5.789 4.764] 3.616 5.139 3.200 6.907, 4.225 4.089
4.444 4.823 5.761 5.894 3.69& 4.760 5.227 3.633
6.844 4.329 6.090 4.057| 6.565 5.303 4.109 1.924
4h 0.350 0.561 0.403 0.409 0.361, 0.470 0.384 0.358
0.307 0.481 0471 0.562 0.297| 0.293 0.412 0.348,
0.546 0.71¢ 0.503 0.602 0.423 0.625 0.594 0.608;
5.729 4.512 4.56'; 5.352 3.98% 8.535 4602 4.866
4.655 4.963 4.779 5.461 3.448 4.864 5.126 3.766
4.622 4.374 6.41 3.765 6.774 5.52 4.598 4.25.
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Diseiio factorial AXB (8X5) en bloques (6) para las Areas normalizadas (drea de las bandas 2920/ irea de las bandas 1538)

Unidad Experimental = Personas (1-6)
Factor A = Tiempo, Factor B = Promotor
x=cm”

Banda 2920
Para el factor A se tiene: {HO CHy = M, = Ry =M u
2
Hi : Por lo menos 1 par sea #
Para el factor B se tiene: {Ho SHL = f, = Hy = M ﬂu
Hi : Por lo menos i par.  sea. #

Andlisis de Varianza de dos factores con varias muestras por grupo (o = 0.01) para las areas normalizadas de las bandas
localizadas aproximadamente a 2920cm™

Origen de las Suma de Promedio de los Valor critico para)
variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Probabilidad F
Muestra 5.356 4 1.339 0.164 0.957 3414
Columnas 50.614 7 7.231 0.883 0.521 2.730
Interaccion 36.474 28 1.303 0.159 1.000 1.821
Dentro de! grupo 1637.736 200 8.189

[Total 1730.179 239

Como podemos observar no existe diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Estudios estadisticos de las bandas correspondientes u-los estiramientos simétricos (localizados

aproximadamente a 2850 em™) de las cadenas alquilicas de los lipidos del-estrato cérneo después

de una hora de haber retirado la formulacién

Grupo A: Medidas de los nlimeros de onda de las bandas correspondicntes a los estiramientos

simétricos (localizados aproximadamente a 2850 cm™) de las cadenas alquilicas de los lipidos de!

estrato corneo después de una hora de haber retirado a formulacion

Personas| Control Dermad Der -EtOH|  Der - PG| Der - T( EtOH| PG T

1 2852.5 2852.5 2852.5 2852.5 2852.5 2852.5 2852.5 2852.5

2 2852.5 2854.5 2852.5 2852.5 2852.5 2854.5 2852.5 2852.5

3 2848.7| 2848.7 2852.5 2854.5 2850.6 2854.5 2852.5 2852.5

4 2850.1 2853 2853.5 2853 2854 2852.5 2851.1 2853.5

5 2850.8 2852 2853 2852 2851.1 2851.1 2852 2849.6

¢ 2849.6 2852.5) 2852 2852.5] 2851.6 2849.6] 2849.6 2850.1
Promedio| 2850.7 2852.2 2852.7 2852.8 2852.1 2852.5 2851.7 2851.8
SD) 1.553] 1.918 0.51¢ 0.876| 1.21§| 1.916| 1.165 1.555

CV| 0,054 0.067] 0.01§ 0.031 0.043] 0.067, 0.041 0.055

Grupo B: Cambio absoluto (Formulacion menos Control) de los niimeros de onda de las bandas

correspondientes a los estiramientos simétricos (localizados aproximadamente a 2850 cm™) de las

cadenas alquilicas de los lipidos del estrato comeo después de una hora de haber retirado la

formulacidn

[ Personas] Contro Dermag _ Der - E1OH| Der - PG Der - TC EtOH PG TG

1 0 [ q o o s 0 [

2] o 2] [v o o 2 0 [

3 ol o 3.8 5.8 1.9 5.8 3.8 3.8

4 v 2.9 3.4 29 3.9 2.4 1 3.4

5 o 1.2 2.2 1.2 0.3 0.3 1.2 -1.2

6] 0 2.9 2.4 29 2 0 0 0.5

Promedio| 1.5 2.0 2.1 1.4 1. 1.0 1.1

SD| 1.322 1.63:‘ 2,21 1.543 2.233 1.47j 2,025

cVi 87.821 83.03 103.56 113.836 127.42001146.790] 185.940
——

TF

N IR
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Grupo C: Arcas de las bandas correspondientes a los estiramicntos simétricos (localizados

aproximadamente a 2850 cnt™') de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cémeo después

de una hora de haber retirado la formulacion

Personas; Control Dermad Der - EtOH Der - PG Der - TC| EtOH] PG TG
1 25.93 11.27| 12.15 25.34| 14.51 8.44] 23.03 9.50
2 27.84 37.71 30.46] 54.33 62.08 11.7§ 46.62 31.15
3 9.82 56.90 5.28 45.80| 4.09 11.6q 20.18] 4.19
4 32.19 2513 7.67] 25.92 24.56| 10.72 19.35 19.67]

9 20.96] 19.20 5.95 20.2‘4 3.69 3.51 6.22 23
6 16.27 19.44 9.44, 18.17] 9.10 3.M 8.88 4.24)
Promedio| 221 28.27] 11.81 31. 19.67| 8.25 20.71 11.84
sD| 8.191 16.542 9.472 14.82 22.175 3.898 14.343 11.375
cV 36.948 58.504] 80.21 46.849  112.734 47.251 69.247| 96.080f

Grupo D: Arcas de las bandas correspondicntes a la flexion de amida 11 (localizados

aproximadamente a 1538 cm™') ligadas a protefnas y lipidos del estrato cémeo despuds de una

hora de haber retirado la formulacidon

Personas| Control Dermad  Der - EtOH Der - PG| Der-TC| EtOH PG| TG

1 40.78] 20.4 12‘52 35.68 19.0§ 19.731 26.95 14.6q

2] 27.16 29.4 39.6 65.51 90.33 18.83 61.61] 45.04

3 11.14 32.44] 5.23 16.94 12.08 221 18.30 8.0q

4 6.57 6.21 1.75 4.28 6.37] 3.5 431  5.63

5 3.92 2.56 1.40 2.77] 1.33 088 219 1.11

6 3.22 2.86 1.87] 3.25 1.96 1.69 2.56 1.63
Promedio 15.47| 15.67] 10.41 21.40 21.858 1114 19.32 12.68
SD| 15.223 13.56j 14.937| 25,057 34.204 10.062 23.010 16.601

- cV| 98.428J 86.58. 143.43 117.064 156.516 90.3601119.1001130.950]

Grupo E: Arcas normalizadas (area de las banda 2850 / area de las banda 1538) de las bandas

correspondicntes a los estiramicntos simétricos de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato

corneo después de una hora de haber retirado la formulacién

TESI!
FALL;’L,_,»

N

Personas Control Dermag  Der - EtOH Der - PG| Der - TG EtOH PG T
1 0.6 0.8 1.0 0.7 0.8 04 09 07
2 1.0 1.3 0.8 0.8 orf o8 o8 07
3 0.9 1.8 1.0 2.7 0.3 o8 114 05
4 4.9 4.0 4.3 6.1 3.9 30 4.5 3.q
5 5.3 7.5 4.2 7.3 2.8 4.1 28 2.1
] 6 41 6.8 5.0 5.6 4.7 2, 38 286
Promediol 2.8 3.7] 2.7 3. 2.2 1. 2.3 1.7]
SD 2.194 2.95 2.004 2.833 1.8400  1.53§ 1.5700 1.241
cV 78.002] 80,92 73.552 73.35 84.387] 85.940 69.734 74.161
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Prucba de Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov para las bandas (correspondientes a
altura y area) de los estiramientos simétricos (localizados aproximadamente a 2850 em™) de las
cadenas alquilicas de los lipidos del estrato coreo después de una hora de haber retirado la

formulacidn (grupos A y E)

Grupo A: Numeros de onda de las bandas correspondientes a los estiramientos simétricos
(localizados aproximadamente a 2850 cm™') de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato
cérmeo después de una hora de haber retirado la formulacion

Control Promedio 2850.69
SD 1.6

x Frecuencia Frec acumulada FS (x) z=(x-2850.69)/1.6 FT |FS-FT
2848.7 1 1 0.1667 -1.24 0.1075 0.0592
2849.6 1 2 0.3333 -0.68 0.2483 0.0850
2850.1 1 3  0.5000 -0.37 0.3557 0.1443
2850.8 I 4  0.6667 0.07 0.5279 0.1388
2852.5 2 6 1.0000 1.13  0.8708 0.1292]

PG Promedio 2851.70
SD 1.16
z=(x-

x Frecuencia Frec acumulada  FS (x) 2851.7)/1.1.16 FT |FS-FT
2849.06 1 1 0.1667 -1.81 0.209 0.0423
2851.1 1 2 0.3333 -0.52 0.3015 0.0318

2852 1 3 0.5000 0.26 0.6026 0.1026

2852.5 3 6 1.0000 0.69 0.7549 0.2451
TC Promedio 2851.80
SD 1.55

x Frecuencia Frec acumulada  FS (x) z= (x-2851.8)/1.55 FT |FS-FT)|
2849.6 1 1 0.1667 -1.42 0.0778 0.0889
2850.1 1 2 0.3333 -1.10 0.1357 0.1976
2852.5 3 5 0.8333 0.45 0.6736 0.1597
2853.5 1 6 1.0000 1.10  0.8643 0.1357
EtOH  Promedio 2852.45

SD 1.92

x Frecuencia Frec acumulada  FS (x)z =(x-2852.45)/1.92 FT |FS-FT]
2849.6 1 1 0.1667 -1.48 0.0694 0.0973
2851.1 1 2 0.3333 -0.70  0.2420 0.0913]
2852.5 2 4 0.6667 0.03 0.5120 0.1547
2854.5 2 6 1.0000 1.07 0.8577 0.1423
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| DER Promedio 2852.20
! SD 1.92

| x Frecuencia Frec acumulada  FS (x) z =(x-2852.2)/1,92 FT |FS-FT

‘ 2848.7 i 1 0.1667 -1.82  0.0344 0.1323

2852 1 2 0.3333 -0.10 0.4602 0.1269

l 2852.5 2 4 0.6667 0.16 0.5636 0.1031

2853 1 5 0.8333 042 0.6628 0.1705

2854.5 | 6 1.0000 1.20 0.8849 0.1151
DER-PG  Promedio 2852.83
SD 0.88

x Frecuencia Frec acumulada  FS (x)z = (x-2852.83)/0.88 FT |IFS-FT

2852 1 1 0.1667 -0.94  0.1736 0.0069

2852.5 3 4 0.6667 -0.37  0.3557 0.3110

2853 1 5 0.8333 0.19 0.5753 0.25804

2854.5 i 6 1.0000 1.90 0.9767 0.0233
DER-TC  Promecdio 2852.05
SD 1.22

x Frecuencia Frec acumulada  FS (x)z = (x-2852.05)/1.22 FT |FS-FT

2850.6 1 1 0.1667 -1.19 0.117 0.0497

2851.1 1 2 03333 -0.78 0.2177 0.1156

2851.6 | 3 0.5000 -0.37  0.3557 0.1443

2852.5 2 5 0.8333 0.37 0.6443 0.1890

2854 1 6 1.0000 1.60 09452 0.0548
DER-EtOH  Promedio 2852.67
SD 0.52

x Frecuencia Frec acumulada  FS (x)z =(x-2852.67)/0.52 FT |FS-FT

2852 i 1 0.1667 -1.29  0.0985 0.0682

28525 3 4  0.6667 -0.33  0.3707 0.2960

2853 1 5 0.8333 0.63 0.7357 0.0974

2853.5 i 6 1.0000 1.60 09452 0.0548

Grupo E: Bandas (Area normalizada de Ia banda que se encuentra aprox. a 2850 em™)

Control  Promedio 2.81
sD 2.19

x  Frecuencia  Frec acumulada FS (x) z=(x-2.81)/2.19 FT |FS-FT

0.04 | 1 0.1667 -0.99 0.1611 0.0056:

0.88 1 2 0.3333 -0.88 0.1894 0.1439

1.03 | 3 0.5000 -0.81 0.2090 0.2910;

4.09 1 4 0.6667 0.58 0.7190 0.0523

4.90 1 5 0.8333 0.96 0.8315 0.0018]

B 5.35 1 [ 1.0000 1.16 0.8770 0.123
—
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Adnexos

rG Promedio 2.25
SD 1.57
x  Frecuencia Frec acumulada FS (x) z=(x-2.25)/1.57 FT IFS-FT
0.76 1 1 0.1667 -0.95 0.1711 0.0044]
0.85 1 2 0.3333 -0.89 0.1867 0.1460|
1.10 1 3 0.5000 -0.73 0.2033 0.2967]
2.84 1 4 0.6667 0.37 0.6443 0.0224]
3.47 1 5 0.8333 0.78 0.7823 0.0510
4.48 1 6 1.0000 1.42 0.9222 0.0778]
TC Promedio 1.67
SD 1.24
x Frecuencia Frec acumulada FS (x) z=(x-1.67)/1.24 FT |FS-FT|
0.52 1 1 0.1667 -0.93 0.1762 0.0095
0.65 1 2 0.3333 -0.82 0.2061 0.1272]
0.69 1 3 0.5000 -0.79 0.2148 0.2852
2.08 1 4 0.6667 0.33 0.6293 0.0374
2,60 1 5 0.8333 0.75 0.7734 0.0599
3.50 1 6 1.0000 1.47 0.9292 0.0708}
EtOH  Promedio 1.79
SD 1.54
x Frecucncia Frec acumulada FS (x) z=(x-1.79)/1.54 FT |FS-FT
0.43 I 1 0.1667 -0.88 0.1894 0.0227,
0.53 1 2 0.3333 -0.82 0.2061 0.1272
0.62 1 3 0.5000 -0.76 0.2236 0.2764]
2.02 1 4 0.6667 0.15 0.5596 0.1071
3.00 1 5 0.8333 0.78 0.7823 0.0510
4.13 1 6 1.0000 1.52 0.9357 0.0643]
DER  Promedio 3.66
SD 2.96
x Frecuencia Frec acumulada FS (x) z =(x-3.66)/2.96 FT |FS-FT
0.55 1 1 0.1667 -1.05 0.1469 0.019§]
1.28 1 2 0.3333 -0.80 0.2119 0.1214]
1.75 1 3 0.5000 -0.64 0.2611 0,2389
4.05 1 4 0.6667 0.13 0.5517 0.1150
6.81 1 5 0.8333 1.06 0.8554 0.0221
7.50 1 6 1.0000 1.30 0.9032 0.0968!
K}
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DER-PG  Promedio 3.87
SD 2.84

X Frecuencia Frec acumulada FS (x) z =(x-3.87)/2.84 FT |FS-FT)

0.71 1 1 0.1667 -1.11 0.1335 0.0332]

0.83 1 2 0.3333 -1.07 0.1423 0.1910

2,70 1 3 0.5000 -0.41 0.349 0.1510

5.59 | 4 0.6667 0.61 0.7291 0.0624

6.06 ] 5 0.8333 0.77 0.7794 0.0539

7.33 i 0 1.0000 1.22 0.8888 0.1112]
DER-TC Promedio 2.18
SD 1.84

X Frecuencia Frec acumulada FS (x) z=(x-2.18)/1.84 FT IFS-FT|

0.34 1 1 0.1667 -1.00 0.1587 0.0080

0.69 1 2 0.3333 -0.81 0.209 0.1243

0.76 1 3 0.5000 -0.77 0.2206 0.2794

2,78 | 4 0.6667 0.33 0.6293 0.0374

3.86 1 5 0.8333 0.91 0.8186 0.0147

4.65 1 6 1.0000 1.34 0.9099 0.0901
DER-EtOH Promedio 2.73
SD 2.00

x Frecuencia Frec acumulada FS(x) z=(x-2.73)/2.0 FT |FS-FT

0.77 1 1 0.1667 -0.98 0.1635 0.0032

0.97 1 2 0.3333 -0.88 0.1894 0.1439

1.01 1 3 0.5000 -0.86 0.1949 0.3051

4.25 1 4 0.6667 0.76 0.7764 0.1097

4.32 1 5 0.8333 0.79 0.7852 0.0481

5.04 1 6 1.0000 1.16 0.877 0.1230
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Anevos
Analisis Estadistico de las bandas correspondientes a los estiramientos simétricos (localizados aproximadamente a 2850 cm’') de las

cadenas alquilicas de los lipidos del estrato corneo después de una hora de haber retirado la formulacién

Grupo A: Analisis de Varianza de un factor (o= 0.01)

Origen de las Promedio de los
variaciones Suma de cuadrados| Grados de libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F.
Entre grupos 18.155 7 2.736 1.364 0.247 3.124
Dentro de los grupos 80.265 40 2.007
Tota! 99.420 47
— Grupo B: Andlisis de Varianza de un factor (o =0.01)
E Origen de las
— —3 variaciones Suma de cuadrados | Grados de libertad | Promedio de los cuadrados F Probabilidad | Valor critico para F
o Entre grupos 19.155 7 2.736 0.949 0.481 3.124
e 2 Dentro de los grupos 115.365 40 2.884
R g
= Total 134.520 47
Croag
= =
&
2—‘ Grupo E: Analisis de Varianza de un factor (o =0.01)
Origen de las Promedio de los
variaciones Suma de cuadrados | Grados de libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 27617 7 3.945 0.892 0.522 3.124
Dentro de los grupos 176.964 40 4.424
[otal 204.581 47




"]

NOO SIS

N¥IRO 7q ¥

Disefio factorial AXB (8X5) en bloques (6) para las bandas localizadas aproximadamente a 2850 em”

Promotor

=B
Tiempo =5{ Contro} Dermac Der-EtOH Der-P Der-T(| EtOH PG| TC
Oh 28506, 28525 28525 2854. 2850.6f 28549 28525 2852.9
2850.6{ 2852.5 28525 2852.5 2852.5 28545 28525 2852.5
2848.Ti 2850.6¢ 28525 28506 2850.6 28525 2854.5 2852.5
2849 28525 2852 2853 28545 28525 28506 2870.8
2850.6 2852 2853  2852.5 28516{ 2850.1 2852 2849.6
2849.11 2852.5 2851.680 28525 2853 2849.1 2850.1 2851.1
1h 2852.5] 28525 28525 28525 2852.5§ 2852.5 2852.5 2852.5
2852.§ 2854.5 28525 2852.5 28525 2854. 2852.5 2852.5
2848.7: 28487 28525 28545 2850.6f 2854 2852.5 28525
2850.1| 2853 28535 2853 2854 28528 2851.1 28535
2850.d 2852 2853 2852 2851.1] 28511 28520 2849.6
28495} 2852.5 2852 28525 2851.6] 2849.6 2849.6 2850.1
2h 2851.61 28525 28525 28525 28525 28525 28525 2852.5
28525 28545 285243 28525 28525 2854.5 2850.6, 28525
2848.71 2848.7, 2852. 28506 28506 28545 2850.6 2850.6
2850.1 2853 2852 2853.5 2852 28525 28511 2852,
2850.8 2852 2852 2852 2850.8) 2851.1 2852 2850.6
2850.1;  2850.1] 28516 2850.1 2852 2850.6 2849.6  2851.
3h 28526 28525 28525 2852.5 28525 28525 28525 2852.5
2850.6 2852.5 2852.5 2852.5 28525 2852.5 2850.6 28525
2850.60 2848.7) 2854.5 2850.6 28545 28525 28525 2850.6
2850.6 2850.5 2852 2850.6f 28516 2851.6 2851.1 28516
2850.8 28525 28525 28516 2851.1 2851.6 2852  2850.6
2849.60 2850.60 2851.6 2849. 2852 285111 28496 2850.1
4h 28506 28525 28525 28525 28525 28525 28525 28525
2852.5 28525 28525 2852.5 28525 28525 28506 2852.5
285060 2850.6 2854.5 2850.6 2850.6 28545 28525 2850
2850.6) 2850.6] 2852 2851.1] 28516 28525 2851.1 2852,
2851.3 2852.5 2851.6 2852 2851.1 2851.6 2852,  2850.6
2849.6 2849.60 2851.60 28496 28516 2850.8 2849.6 28496

Anexos
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Diseiio factorial AXB (8X5) en bloques (6) para las bandas locahzadas aproximadamente a 2850 cm™

Unidad Experimental = Personas (1-6)
Factor A = Tiempo; Factor B = Promotor

Anexos

x=cm
Banda 2850 ;
Para el factor A se tiene: {Ho T, = My =My = . u
2
Hi : Por lo menos 1 par sea #*
Para el factor B se tiene: {Ha By = fa= Hy = My p
12
Hi : Por lo menos 1 par sea #

Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo o = 0.01

]

Origen de las Promedio de los
variaciones Suma de cuadrados| Grados de libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Muestra (Factor A) 16.690 4 4172 1.338 0.257 3414
IColumnas {Factor B) 76.232 7 10.890 3493 0.001 2.730
Interaccion (AB) 66.573 28 2.378 0.763 0.800 1.821
Dentro del grupo
(Error) 623.574 200 3.118
[Total 783.069 239
Prueba de Tukey
| g ’ Donde: B d ‘
o DVS =4y, nas \! i"_”'.e_',‘?gfo. a "s -Si DVS es mayor al cambio absoluto entonces no hay diferencia
HE w3 n (L&s dlferencxas se encuentran subrayadas y en negritas)
B alfa=0.01 :
. [ ]
% A k = Nimero de medias en el experimento. (12*4) = 48
- « n = Numero total de observaciones en el tratamiento = 6
- O N = niimero total de observaciones en el experimento =(6*12*4) = 288
QE: = Nk=240 yq=565
P> Promedio de Cuadrados (Error) = 3.117867814
= DVS= 4.0728805639
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Promedies de las bandas localizadas aproximadamente a 2850 cm’

Anexos

WTVY

A (T

8

N

24l

NI

Control Dermad Der-EtOH; Der-PG Der-TC EtOH PG| TC
0 ! !
Promedio '1 2849.8“ 2852.1 2852.4 28526, 2852.1 2852.2) 2852.0 2854.8
1h
Promedio 2850.7) 2852.2 28527 2852.8 2852.1 2852.9 2851.7 2851.8
2h
Promedio 2850.6 2851.8 2852.2| 2851.9 2851.7] 2852.6; 28511 2851.6
3hn
[Promedio 2850.8; 2851.2 2852.6 2851.2 28524 2852.0¢ 28514 2851.3
4n
Promedio 2850.9 28514 2852.5 2851 .41 2851.7) 2852.4 28514 2851.3
Diferencia entre los promedios de los tratamientos a cada uno de los tiempos (valor absoluto)
oh Control Dermag Der-EtOH, Der-PG Der-TC| EtOH PG TG
Control 0.0000, 2.3333 2.5833 2.8333 2.3667] 24333 2.2667| 5.0667]
Dermag] X 0.0000 0.2500 0.5000, 0.0333 0.100 0.0667] 27333
Der-EtOH X X 0.0000; 0.2500 0.2167 0.1500 0.3167] 2.4833
Der-PG X X X 0.0000 0.4667, 0.4000 0.566 2.2333
Der-TC] X X X X 0.0000 0.0667 0.100 d 2.7000
EtOH, X X X X X 0.0000, 0.1667) 26333
PG X X X X X Xi 0.00001 2.8000
TG X X X X X X X 0.0000;
1h Contro Dermag  Der-EtOH] Der-PG Der-TC| EtOH; PG T
Contro 0.0000; 1.5056: 1.9722 2.1389 1.3556| 1.7556] 1.0056! 1.0889
Dermai X 0.0000 0.4667] 0.6333; 0.1500 0.2500, 0.5000( 04167
Der-EtO X X 0.0000| 0.1667| 0.6167| 0.2167, 0.966 0.8833
Der-PG| X X X 0.0000; 0.7833 0.3833 1.1 33% 1.0500;
Der-TC X X X X 0.0000! 0.4000; 0.3500| 0.2667,
EtOH X X X X X 0.0000 0.750q 0.6667)
PG| X X X X X X 0.0000 0.0833
TCl X X X X X X X] 0.0000:
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2h Control, Dermacd  Der-EtOH Der-PG| Der-T EtOH, PG! TC|
Control 0.0000; 11722 1.5556, 1.2389; 1.0722 1.9889 0.4389 1.0056,
Dermag X 0.0000: 0.3833 0.0667| 0.1000 0.8167, 0.7333 0.1667]
Der-EtOH] X X 0.0000; 0.3167, 0.4833 0.4333 1.1167, 0.5500
Der-PG, X X X 0.0000; 0.1667] 0.7500 0.800 0.2333
Der-TG X X X X 0.0000| 0.9167) 0.63331 0.0667|
EtOH X X X X X 0.0000, 1.5500; 0.9833

PG X X X X X X 0.000! 0.5667;

Tq X X X X X X ﬂ 0.0000

3hH Contro| Dermag _ Der-EtOH] Der-PG| Der-TC EtOH| PG TG
Control 0.0000 0.4472 1.8139 0.4472 1.5806 1.1808, 0.5972 0.5306
Dermag X 0.0000 1.3667 0.0000 1.1334 0.7334; 0.1500! 0.0834
Der-EtOH X X 0.0000 1.3667] 0.2333) 0.6333 1.2167] 1.2833
Der-PG| X X X 0.0000 1.1333 0.7333) 0.1500 0.0833
Der-TC| X X X X 0.0000 0.4000| 0.9833, 1.0500)
EtOH X X X X X 0.0000 0.5833 0.6500

PG X X X X X X 0.0000 0.0667]

TC X X X X X X X 0.0000y

4h Control Dermag  Der-EtOH] Der-PGj Der-TC EtOH| PG, TC
Contro 0.0000 0.5222 1.5889 0.5222, 0.7889 1.5056) 0.5222 0.4389
Dermag X 0.0000, 1.0667] 0.0000 0.2667] 0.9833] 0.0000; 0.0833
Der-EtOH X X 0.0000, 1.0667| 0.8000 0.0833 1.0667| 1.1500
Der-PG; X X X 0.0000) 0.2667] 0.9833 0.0000 0.0833
Der-TC{ X X X X 0.0000 0.7167| 0.2667] 0.3500
EtOH X X X X X 0.0000| 0.5833 0.6667)

PG X X X X X X 0.0000 0.0833

TG X X X X X X X 0.0000

Como podemos observar solo se observan diferencias estadisticamente significativas inmediatamente después de haber

aplicado la formulacién (tiempo cero) entre ¢l control y el Transcutol®.
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Para las dreas de las bandas localizadas aproximadamente a 2850 cm’

Promotor
=8B
Tiempo=A _ Contro} Dermac) Der-EtOH  Der-PG  Der-TC EtOH; PG TC
Oh 13.54) 8.053 10.179| 36.436 8.302 6.419 47.583 6.208
17.25 42377 27.646| 69.899 39.572 5.820 59.473, 33.208
10.292| 56.903 1.332 45.797] 4.094 14.023 39.381 10.857]
14.477| 13.357| 12.504 17.301 7.825 2.720 15.848 18.857,
311 19.316) 11.355 31.353 19.862 5.045 19.818 12.068
9.691 30.868, 9.355 31.84% 5.133! 13.088 17.029 3.727
1h 25.934 11.269 12.147] 25.33% 14.509, 8.441 23.032] 6.316
27.8425 37.711 30.462; 54.329 62.075 11.761 46.616! 31.145
9.82 25.229 5.283] 16.482 4.686, 11.658 20.183, 4.160
20.962 19.201 5.949 20.270 3.687 3.506 6.222, 2.321
322 25.128 7.569 25.917] 24.561 10.717 19.345 19.672
16.271 19.436) 9.439 18.169 9.095 3413 8.877 4.235
2h 16.757] 15.468 10.721 25.497] 12.247] 9.625 28.663, 7.602
47.8895 51.460) 43.325 63.316) 67.751 19.293 51.863 33.922
10.102 16.522] 4.538 10.025 6.937, 11.019 26.085 5.245
19.11 15.299 3.096| 10.148 2.633 3.609 10.272 4.160
251 22.571 7.278 25.77T, 20.836 15.547 24.497| 22.765
18.241 11.527| 10.310) 11.408 9.304 5.621 9.8901 2471
3h 19.389 21.288 9.273 18.471 11.002) 10.562 33.218 8.904
17.561 45.955 41.550; 64.825 73.658 30.803 50.153; 42.614
14.021 26.643 5.128, 14.645 9.750] 26.680, 23.279 7.180
19.102 8.817] 0.492; 7.693 2.693 7.744 13.868, 5.548
277 29.665 10.088 34707, 27.133 26.509 25.258 23.161
22.851 13.017] 12.108, 12.825 10.058 8.758 8.831 4.760
4 h| 25919 17.725 9.295 26.186 12.720, 18.399 29.460 9.500
18.772 52.270 44.770) 67.005 72.955 35.029 57.382, 51.425
14.492 19.132 7421 15.562] 9.822| 22.291 31.250, 14.625
24483 15.274] 4915 9.721 3.312 12.413 15.212 8711
30.5 32.861 12.008] 24.595 30.701 27.323 23.283 25.847|
15.182 14.916 13.282 12.161 14.151 10.436 9.268 4.000

Anexos -
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Para las areas de las bandas localizadas aproximadamente a 1538 cm™

Anexos

Promotor =B
[ Tiempo=A  Control _ Dermac Der-EtOH  Der-PG|  Der-TC EtOH] PG TC
Oh 29.149 14.690 15.379 45,176 18.316 13.728 59.162 17.007]
31.733 30.850, 34.904 54.600 31.166 48.756 64.616; 48.756
15.42 64.800 3.847) 55.983 9.428 24.437 38.726! 11727
3.198 2.250 3.422] 2.394 1.217] 0.752] 3234 3475
8.3 4028 2.593 5.823 4.252 2.296) 3778 4305
2.874 4.274) 1.693 4.949 1.272 4.131 4.352] 1.112)
1H 40.783 20.482| 12,571 35.678) 19.062 19.733 26.945 14.600
27.159 20.464 39.653 65.510) 90.329 45,040 61.610 45.040
11.143 32.437 5234 16.941 12.080 22.131 18.300) 8.052
3.921 2560 1.401 2.766 1.325 0.849 2.192 1114
6.6, 6.210 1.753 4.280 6.367] 3574 4314 5.627)
3.2245 2.855 1.872 3.250) 1.955 1.693 2555 1.628)
2N 26.049 28.405 15.683 31924 21.162 23.807] 33331 19.732
35.0875| 33.342) 57.642 45234 83.272 50.307) 67.128 50.307
11.175 22.858, 5.416) 11.575 15.192 22.870) 22117 11.290
4536 2,510 1211 0.897] 1.364 1.163) 2.906 1.496
6.4 5.941 2.238 5594 7377 4,665, 5604 6.013
3.575 3.194 2.138 2.918 1.785 2.143) 2.804 0.705
3N 33.321 39.340 14.519 29.266] 17.059 26.608] 40610 20.694
33.531 30.157 56.916 45,697 99.398 60.045) 66.333 60.045
13.081 25.946 6.862 12.629 19.531 27.154) 18.209) 12.398
3.321 2.535 1.649 1.958 1.383 1.466 3.879 2.226
7.0 6.321 2.289 6.131 7.487 5.487 5.926 6.966
4,039 3.149 25614 3.434) 2.079 2.135 2764 1.664
4 45,043 31.192] 14.935 42331 21.562 36.765 33.981 21.580)
35.244 44,594 61.343 44723 87.326 73.106] 76.536 73.106
13.744 20218 12.637 14.156 19.281 23.382) 24.011 14781
4.248 3.432 1.687 2.211 1.290 147§ 3474 2605
6.9 7.17 3.887] 4841 9.465 5.584 5.748 6.892
3.951 347 2.743 2.863 2513 2.348) 2530 1.401
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Areas normalizadas (drea de [as bandas 2850 / drea de las bandas 1538)

NIOMO AT 1Y
NOU SISH

Tiempo
= A Control Dermac| Der-EtOH Der-PG| Der-TC{ EtOH, PG; TC
Ohl 0465 0.54 0662 0.807) 0453 0468 0804 0.365
0.544  1.374 07920 12800 12700 0.119 09200 0681
066;] 0.878 0346 0818 0434 0574 1.017] 0.926
452 5.936) 3654 7.227] 6430 3617 4900 5426
3.764 4795 4379 5384 4671 2197 5246 2.803
3.3720  7.222 55260 6435 4035 3.168 3.913 3.352
1h 0.636: 0.550, 0966/ 0710 0761 0428 0855 0.433
1.025  1.280 0.768 0829 0687 0261 0757 0691
0.8811 0.778 1003 0.973 0.388t 0.527 1103 0.517)
5346  7.500 4246( 7.32 2783 4130 2839 2.083
4902 4.046 4.318 6.05; 3.85 2999: 4484 3.496
5.046) 6.808 5042 5590 4.65 2016 3474 2.601
2h  0.643 0.545 0.684 0.799 0,579! 0.404 0.860f 0.385
1.365 1.543 0.752 1400 0814 0384 0773 0.674
0.904 0.723 0.838 0.866 0.457] 0.482 1.179 0.465
4213 6.095 2557 11.313 1930 3.103 3.535 2.781
3936 3.799 3252 4608 2824 3333 430 3.78
5.102 3.609 4822 39100 5212 2623 3.527 3.505
3h 0582 0541 0639 0631 0645 0397, 0818 0.430
0.524) 1.524 07300 1419 0741 0513 0756 0.710
1.0720  1.027| 0747, 1160 0489 0983 1278 0.579
57524 3.474 0298 3929 1.947] 5282 3575 2492
3977 4.693 4407, 5661 3624 4831 4.262 3.325
5.658  4.134 4632 3.735 4838 4.1020 3195 2.861
4h 0575 0.568 0.62@ 0619 0.590 05000 0.867 0.440
0.533% 1.172 0730 1.498 0.835 0479 0.750 0.703
1.054] 0.94§ 0.587] 1.099 0.509 0953 1.301 0.98%
5763 4.450 2913 4397 2567, 8410 4793 3.344
4418 4.582 3.08; 5081 3244 4893 4.051 3.75q
3.843  4.290 4.84 4248 5631 4448 3663 2.855

Anexos
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Anexos

Anilisis de Varianza de dos factores con varias muestras por gruPo (a=0.01) para las dreas normalizadas de las bandas a

2850 cm™
Origen de las .
variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad __Valor critico para £
Muestra : 3.183 4 0.796 0.172 0.952 3414
IColumnas 44.185 7 6.312 1.367 0.221 2730
Interaccion 31.050 28 1.109 0.240 1.000 1.821
Dentro delf grupo 923.569 200 4.618
Total 1001.986: - 239

NEATHO 3@ ¥V
NOO SISAL
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Anexos

Estudios estadisticos de las bandas correspondientes a los estiramientos N-H y O-H.(localizados

aproximadamente a 3275 em™) de lipidos, proteinas y agua del estrato cérneo

Grupo A: Medidas de los nimeros de onda de los bandas correspondientes a los estiramientos

por N-Hl v O-H (localizados aproximadamente a 3275 em™) de lipidos, proteinas y agua del

estrato corneo después de una hora de haber retirado la formulacién

Personas| Control Dermag] _Der -EtOH| Der - PG| Der - TG E{OH PG TC
1 32731 3273.5 3266. 3279.7] 32749 3269.6 3278.3 3275.4
2 3276.4] 3273 3274.9 3273.9 3273 3265.7| 3273 3269.6
3 3269.1 3273 3269.1 3273.5 3273 3272 3269.1 3272.8
4 3273 3274.9 3269.1 3273 3273 3278.8 3274.9 3273
5 3273 3278.8 3274.9 3278.8 3278.8 3271 3276.8, 3274.9
S 3276.85 3273 3271 3276.8 3273 3273 3274.9 3271
Promedio] 3273.581 3274.367 3270.867] 3275.883 3274.283 3271.683 3274.500 3272.730
SDy 2.814 2.293 3.481 2.953 2.340 4.315 3.208 2,224
CV| 0.086 0.070; 0.106 0.090 0.071 0.132 0.098 0.068§
Grupo B: Cambio absoluto (Formulacion menos Control) de los niimeros de onda de los bandas
correspondientes a los estiramicntos N-H y O-H (localizados aproximadamente a 3275 cm™) de
lipidos, proteinas y agua del estrato cérnco
Personas| Controll _Dermag Der -EtOH Der - PG Der - TG EtOH PG TG
1 o/ -2.90 -6.93 6.57] 1.77] -3.53 5.17 2.27
2 o) 3.90 -1.50, -2.90 -3.40 -10.70 -3.40 -6.80
3 O 0.00 0.00 4.40 3.90 2.90 0.00 3.40
4 O 1.90 -3.90 0.00 0.001 5.80 1.90 0.00
5 o 1.95 1.90 5.80 5.80 -2.00 3.80 1.9Q
6 s, -0.58 -5.85 -0.05 -3.85 -3.84 -1.98 -5.85
Promedio| o 0.71lq -2.7139 2.3028 0.702 -1.8972 0.9194  -0.8472
SD| O 2.3804 3.4401 3.8136 3.883 5.7663] 3.3177 4.3923
_______ cv| 334.5259 -126.7601 165.6077 __ 552.5282 -303.9331| 360.8342] -518.4410)

TESIS CON

FALLA DE UiiGEN
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Anexos

Estudios estadisticos de las bandas correspondientes a los estiramientos N-H y O-H (localizados aproximadamente a 3275 em’™) de

lipidos, proteinas y agua del estrato comeo

3

Grupo A: Anilisis de Varianza de Un factor (a = 0.01)

Origen de las variaciones | Suma de cuadrados | Grados de libertad | Promedio de los cuadrados F | Probabilidad | Valor critico para F
Entre grupos 113.236 7l 16.1766, 1.7645 0.1217] 2.2490
Dentro de los grupos 366.713 40 9.1678
[Total 479.949 47|
Grupo B: Analisis de Varianza de un factor (a0 = 0.01)

Origen de las Promedio de los

variaciones Suma de cuadrados| Grados de libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 113.176 6 18.863 1.100 0.382 2.3712
Dentro de los

grupos 600.297 35 17.151

Total 713473 41
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Anexos

10.3.3 Permeaciones

10.3.3.1 Obtencion del Factor de Promocion
Para Obtener los Factores de Promocidn se aplica la siguiente formula:
Ku=Kp /Ko
Donde:
Kg = Factor de Promocion o Flujo Real i
Kp = Valor de Flujo con Promotor (Azonn*' o Dcrmac")
Ko = Valor de Flujo sin Promotor

10.3.3.2 Resultados en nimeros de Curvas de Calibracién y Permeaciones

Las Curvas de Calibracion fueron preparadas con una solucion de EtOH al 40%, las cuales estuvieron previamente en contacto
con componentes membranales durante una hora, para considerar en la curva cualquier interferencia que se pudiera dar por ellos.

Curva de Calibracion para Acetaminofén - Piel C.V. = 4.55%; Resolucién de 25.

A0 10 ¥TTYA
NOD SI5AL

YT
¥

ng Propiedad (area
1154.34 52965.6]
1154.34) 52274.6
1154.34 52647.3
944 .46 44204.1
944 46 44283
944.46 42746.7]
734.58 35186.2
734.58 35842.3
734.58 34321
524.7) 25830.3
524.7| 24624 2
524.7) 24745
314.82 15467.9
314.82 15317]
314.82 13408.1
104.94 4313
104.94 4928
104.94 4841.4
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Anexos

Control: Acetaminofén-Piel
Cantidad acumulada en 1 cm’ [=] pg/em’

hi 12 3 4 5 6 7 8
a0 0 0 0 0 2.42793997] 5.29538347] 7.6184381

b 00 0 o 0 4.78107755 10.7541576 14.3893355
c¢0o0 0.14314257] 0.14314257] 0.35815129 10.057476 23.6103148 33.8878872
ﬁ d 0 3.985047Qd 3.98504796 8.74210007, 15.2010297] 17.7813929,

Promotor Azona™: Cinética de Permeacién Acetaminofén — Piel
Cantidad acumulada en 1 em® [=] pg/em®

1 2 3 4 S § 7 8
20.52471785  81.0572741| 139.928587| 200.228331 251.191734] 297.577722) 341.198417,  378.342621
10.20102827| 59.4919687| 135.849461 198.934118 253.946775 285.567755 320.367804; 356.890846

13.5712369 65.5266665  120.504025  185.901998  239.473407] 288.555332 345.90197] 397.233519
18.02880022]  76.5953493  129.259637]  198.929633 257.287711]  310.353145 _ 370.528133 413.79911

=0 0O 0 I

Promotor Dermac®: Cinética de Permeacion Acetaminofén - Piel
Cantidad acumulada en 1 cm® [=] pg/em’

1 2 3 4 5 6 7 8
0.630818349  4.15952657] 9.30924974 18.4B05679 30.8546062 48.3259723 59.8234511  78.7475685
0418255988  2.70068757] 7.89650054] 10.8528961 14.8280566 23.4912324]  28.200313  34.3351596
0208863417  5.14846567) 127930232 21.900032§ 343131866 495300274 623697538  75.3106487)

0 3.065119  8.66033421] 152112443 221168508  33.894167] 42.7554332]  53.7953859
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Curva de Calibracion para Acido Salicilico - Piel C.V. = 6.979%

ng Propiedad (érea

9300
9249.2
8690.3
7429.7
7221.8
7198.2
5591.8
5368.7]
5400.5
3861.2
3782.3
3637.1
2173.7]
2110.2
1729.2

987.2
1072.6
968.6

Cinética de Permeacién para Acido Salicilico — Piel
Cantidad acumulada en 1 cm? [=] pg/em’

Ancros

0.25]

0.5

0.75 1

2

3

4

§

6

7

g

P 2 O & I

COOO OO

0
0
0
3.88191909
5.84356074)
0

6.32730191 20.1518227|
5.49872851| 19.0132555
4.18995297| 15.5449625

26.389118 57.4117439
25.9877891| 54.5047654)

2.56338509  11.277029

126.709061
155.618821
195.241993
328.729337
287.130887,

160.841339

352.515028
352.154491
512.517186)

678.22055
610.149014

391.834856|

612.571146
565.010287
835.271638
110217741
1088.81011

627.749677

901.940321
768.123309
1174.73279
1601.46243
1653.49619

835.914267}

1265.1493)
1040.61788
1687.05959
2231.88052
2283.49461

1064.65836]

1682.95526
1373.86052
2302.76951
2898.75759
2966.82677|

1327.90096

2076.44201
1696.32392
2791.04499
3391.06223
3485.38469
1603.16975
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Promotor Azona': Cinética de Permeacion para Acido Salicilico - Piel
Cantidad acumulada en 1 cm” [=] ugiem”

Anexos

{ nl 025 0.5 0.75 1 2 3 4 5 8 T g
. @ (0 33068005 139618508 37.1896634 301.335025 681510275 1167.40408 1687.6189 233171653 2071.18649 3665.76278
b 0 0 103718522 33.5906917) 330.937458 823666336 1456.06592 2087.47945 2838.00246 35536106 423219731
¢ 0 362524173 15700896 37.2796123 329.12679% 822.29917] 1361.51838 1916.64127 2581.04243 3273.79161, 3893.8756
e 0 1.1421103{ 8.00057592i 25.4788334| 223.106193 514.399134/ 908.705642 1346.3575 1920.75203 2502.82305 3117.33344
fi 0 0 6.18038233 2569902221 29237239 727.880391| 1253.79209 1813.98517 2483.81553 3168.15585 3812.95332
Promotor Dermac”: Cinética de Permeacion para Acido Salicilico - Piel
Cantidad acumulada en | em? [=] pg/em’
1 h 0.25 0.5 0.75 1 2 3 4 5 6 7 8
i al 072098197 2.37859845 3.56034417] 8.84341946! 58.325395 130.735689 206.926168| 337.319106) 474155411]‘ 620.822716i 798.77984
b 1.46054207; 2.47938186] 2.94390879 4.89602114) 38.1275636) 110.369419 191.371367} 302.128982, 413.29371% 520.607649i 645.703968,
d, 12.8688176 13.7608459 14.7928114, 16.8570426, 50.5016645 121.288074) 198.944988 306.973882 418.947832" 546 256256i 713.352182
i 0 0 0 1.90146164] 29.3658901] 85.3236273 152.743819] 251.421959| 350.938421] 452.572186! 583.841028
Curva de Calibracion para Lidocaina C.V = 5.3597%
nd Propiedad (area|
! 1004 465.25
J‘ 1004 487.7,
1= 1004 4428
; ' 2008 1044.3
g g 2008 1076.8
= 2008 931.5
e 52 3012 1580.8
153 3012 1533.6
o2 3012 1503.1
1 O 401 2094
= = 4018 2071.2
&3 4016 2036.2
= 5020 2482.5
5020, 2451.9
5020 2606.9
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Cinética de Permeacion Lidocaina - Piel
Cantidad acumulada en 1 cm® (=] pg/em?

h 0.250.51 2] 3 4 5 6 7 8
b q G0 32.930313] 61.9307126 130.241491) 215.205207] 308.675301] 400.419383 497.527037]
'r: 0 00 18.0371219 60.317143 111.390275 199.204443 332.541514] 454.296865 498.527788,
F 0 00 227766312 77.5210558 1284199  194.30189 256.433877 329.0625 416.837313

e 0 00 26.0824811) 52.5697601] 103.013207; 161.783122] 260.824811] 329.501031] 413.210998
Promotor Azona®: Cinética de Permeacion Lidocaina — Piel

Cantidad acumulada en | cm’ {=] pg/em’

h 025 0.51 2 3 4 E S 7 8

C O 00 13.2241226, 59.1257049 168.203983 269.710722| 401.221666] 502.803127| 606.519497]

d G 00 24.9265098 62.9432722 151.098916; 240.902855 333.751486] 393'963726\ 464.427076]

e 0 00 257880655 61.9261212) 147.311502) 233.060966) 344.416946) 436.734491| 517.149852]

f 0 00 30.4825973 63.430058 128.395631] 189.934289 258.958664] 318.571908] 381.794601

Promotor Dermac®: Cinética de Permeacién Lidocaina ~ Piel

Cantidad acumulada en 1 cm’ (=] pg/em’

hl1 2 3 4 5 6 7] 8
a0l 26.334983 104.172926 202.672218 279.793914) 386.978899 485.540266f 589.00554]
b0 56.1755566 119.137762 199.602945 258.63008, 353.175269 427.727066 511.000704
dio 9.89037594 41.5604875 113.009636 187.922423 284.018312 357.690314, 449.17154)

0 32.030693 118.429983 223.54104 308.737095 417.270034) 509.826364] 608.533864

Anexos
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Curva de Calibracion Acetaminofén — Mucosa Bucal C. V. =4.925%

ng Propiedad (area)

1187.01
1187.01
1187.01
971.19
971.19
971.19
755.37)
755.3%
755.37]
539.5
539.55
539.55
323.73
323.73
323.73
107.91
107.91

107.91

57853.3
55979.9
56449
49367.8
49189
48861.4
39947.9
40038.4
38092.4
29549.5
27730.4
26288.7,
17700.6
16689.4
15038.
5159.3
5512.
520

Cinética de Permeacion Acetaminofén - Mucosa Bucal
Cantidad acumulada en 1 cm® [=] pg/cm?

h 1 2 3 4 5 6 7 g
a 282.1404059 1174.09992 2132.01065 3240.73136 3979.87849 5151.86587] 6473.97556) 7606.93985
B 0 174.189543 446512329 778408667 911167203 1311.86163  1769.2303  2189.76028
g o 182733288  60.820184 292.803549 385506895 712.115146 1077.87167  1415.88589
e 412.284725 1601.47561 2692.81765 3852.71235 4625.97548 5690.4254; 6877.04337) 7928.53162
f  300.5352446  1259.32417]  2112.3019  2928.47439  3472.58938 421170073  5038.38634)  5749.99134

Anexos
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Promotor Azona®: Cinética de Permeacién Acetaminofén — Mucosa Bucal
Cantidad acumulada en 1 em? [=] pug/cm®

1 )

l} 1 2 3 4 5 6 7 8
b 1024.662272f 2351.33308] 401272779 547533365 6936.78034] 8382.69414 9825.29985 11651.443
g 641.7089019  1816.42688  3392.24722f 4948.21665 6581.64789  7940.342971 9318.67788) 11168.2635
d 540.2929421 1568.9923] 2802.23933  4079.67337] 5605.68175 6973.04114 8342.30015  10007.281
f 1656.315402 1734.9794; 3717.23673  5261.38757) 7074.653527 8585.64914] 10158.5964]  12258.8271
Promotor Dermac®: Cinética de Permeaci6n Acetaminofén — Mucosa Bucal
Cantidad acumulada en 1 cm’ {=] pg/em?
hy 1 2 3 4 5 6 7 §
a O 372.882907] 9324346420 1675.31145 2730.71626) 3626.2224] 4697.46327] 5693.49759
b 9.637347782)  558.481771 1261.26573 1960.63831 2874.28674;  3523.41467; 4367.01503  5205.40096
g 0 285022171 791.767833 1426.01689 2418.91717] 329599186 4543.08583  5716.99989
dj 453.501668 1681.383  3203.54048  4833.08268 6840.48874] 8714.01042  10764.4881 12558.6951
€ 686.5746261 2163.00434] 3715.88063 5238.9608% 7275.59244] 9154.75168 11352.983  13250.8221
i 580.2397543  1984.0288) 3633.75212]  5258.64288]  7543.31375  9787.10727]  12306.8145  14733.492

Anexos
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Anexos

Curva de Calibracién Acido Salicilico - Mucosa Bucal C.V. = 4.783%

ng/Propiedad (érea
1080 10344.3
1080 10347.7]
1080 10108.4;
864 8261.8
864 82191
864 7730.6
648 6034.4
648 5980.5
648 5939.9
432 4381
432 4389.3
432 4118.2
216 22399
216 1966.9
216 2246.7)
10 958
103 1006.4
10 1033.4

Cinética de Permeacion Acido Salicilico - Mucosa Bucal
Cantidad acumulada en 1 em’ (=} 1.1g_/cm2

b 025 0.5 0.7 1 2 3 4 8 7 8
B 1.787133 18.20469 55.9151] 97.56008] 516.1264] 1298.301| 2527.356 3592.363 4816.071 5955.082  7278.119
d 3.140653 17.3309 70.42149 126.2692} 519.7063 1174.721) 2395.388 3428.069 4690.560 5805.887]  7121.738
0 6.048942 27.31340 58.16091] 405.3893 1079.781 2397.679 3650.038 5062.636 6359.15% 7754.318
O 2.36003 14.94158 38.9271| 319.4182 603.6109 1277.386 2066.794] 3113.456] 4056.650! 5136.529
0] 19.02639 65.24721 132.8062] 983.0385 2102.612] 3847.218  5155.9 6639.913 7952581  9403.458

d
e
f
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—
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Promotor Azona®: Cinética de Permeacién Acido Salicilico - Mucosa Bucal
Cantidad acumulada en 1 cm’ [=] pg/em?

Anexos

0.2§ 0.5 0.7

1

2

4 5 6 7 8

0 205648775 53.0837169
0 13.3354903 36.1213125
0 18.119454) 41.98618464
0 40.3411006; 113.986811
0 25.5433636) 63.4666553

= 0. QA Q T Q

1.1998 26.4492178; 63.1437819

141.680856)
94.5573405
99.4103303
278.980676
161.414914
170.215898

1563.73283 3332.53066
1281.02365 2901.67939
1262.18732) 2773.0913%
2144.44561 4380.82132
1771.34704) 3783.38957|
1182.18371] 3451.4822¢

5466.51665 7522.31335 9589.96038 12441.7103 14960.9704;
4921.718161 6797.99846; 8746.68415 11500.5306] 14094.516
4720.64153 6555.95658) 8485.10493 11071.8795 13271.3176
7063.78013 9654.82956) 11021.5978 14542.5945 17791.5211
6191.51127) 8517.43104) 10742.296 13761.0485 16472.8634)
6016.35163) 8339.18638] 10766.718 13965.7076; 16896.0104

Promotor Demac®: Cinética de Permeacion Acido Salicilico - Mucosa Bucal
Cantidad acumulada en 1 cm? [=] pg/cm®

0.25 0.5 0.75

1

2 3

4

5 6 7 8

1.077302] 17.86229 56.86593
1755720y 7.150491) 30.77010)
4.669827] 21.73324] 56.09569
0414015 4.869342 22.35052

D O PIT

119.8837] 1
69.26297|
117.8867] 9

61.00997] 448.437279 1194.22065

111.88806) 2515.34772
501.08706] 1299.40341
57.909148 2225.64825

3916.99848
2239.21713
3611.88552

2138.30535

5185.68118 6534.37758 7913.85544) 9507.65788)
3079.75638 4085.89196 5122.56501 6397.2637|
5102.87274) 6799.21052 8330.61824) 10041.4752
3263.12062] 4501.97943 5668.49222) 7015.00948
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Curva de Calibracion Lidocaina — Mucosa Bucal 1006 a 5030 ng
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C.V.=15.239%
ngl Propiedad (&rea
1006: 4537,
1006 485.1
10086 491.2
2012 1128.7]
2012 1228.3
2012 1228.5
3018 1835
3018 1852.9
3018 1901.5
4024 2698.5
4024 2913.6
4024 2922 4
5030 3512.3
5030, 3695
50301 3704.4
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Curva de Calibracién Lidocaina ~ Mucosa Bucal 6036 a 11066 ng

C.V.=2345%

ng Propiedad (area

6036
6036
6036,
7042
7042
7042
8048
8048
8048
9054
9054
9054
10060,
10060
10060,
11066
11066
1106d

3946.45
4025
39937
4320
44278
4497.9
5025.5
5072.7
5130.6
5750.7|
5900.6
5941.4
6277.8
6359.6
6489.7|
6853.7|
7108.2
6968.8)




Cinética de Permeacién de Lidocaina - Mucosa Bucal
Cantidad acumulada en 1 cm? [=] pg/em’

Anexos

NEOM™ 51 YTV

94l

4y
b)l

U

h 0.25 0.5! 0.75 1 2 3 4 5 6 7 8
a 0 36.4974627| 87.5363804] 161.465137] 608.456158, 1162.769 1714.2001] 2335.01862] 2953.68353 3226.46931| 3809.86621
by 0 0 0 21.7581695 163.706746] 379.898624| 674.322174] 978.242937, 1363.96534] 1667.038 2096.48369
d 0 0o 0 32.0454446/ 257.701124] 607.301028 1046.77609 1478.33475 1934.18743 2358.08541| 2873.67805
o 0 19.1291714| 70.6664913 166.27934, 739.598238 1355.41056) 2025.29757] 2630.62868 3216.78954] 3787.63645 4468.15299)
f 0 0 0 0 123.161499 330.340931] 630.607598] 944.846927] 1302.37374] 1642.79624, 2048.36066]

Promotor Azona®: Cinética de Permeacion de Lidocaina - Mucosa Bucal

Cantidad acumulada en 1 cm® [=] y,tg/cm2

h 0.2 0. 0.75 1 4 5 6 7 \

a o 0 46.2871315 124.562214] 631.027835 853.708828, 1461.33582 2234.60918 2833.85328, 3302.78019 3910.03204|

by 0 0! 43.3554868 138.426604] 556.177844] 1044.22216 1572.63925 2195.07949 2738.25531 3301.5023  3859.7359

c v 0 41.4380831] 108.469371; 509.896294] 1129.0965 1693.94426 2333.43004] 2931.99948] 3534.57964 4119.09398

€ o 0 67.4647381 165.549113 780.185327| 1582.88316| 2310.62684] 3058.68907] 3779.27251] 4473.87669 5185.85661

f O 46.9534494 129.646265 256.185064] 1031.33848 1851.7857§ 2639.4325é 3488.50436) 4347.49079] 5112437820 5933.79088

Promotor Dermac®: Cinética de Permeacién de Lidocaina — Mucosa Bucal

Cantidad acumulada en 1 cm? [=] pg/em’
h| 0.25 0.5 0.75 1 2 3 4 5 6 7] 8
E 0 0 27.075137| 80.7711978 414.569861 869.108352 1410.47862 1986.85913 2575.02357| 3142.66219 3629.78795
by 0 0 o 0 162.710624 443.18887] 806.29515 1260.50275 1737.87261| 2198.13229 2617.15888
[> O 25.12598 62.6547992) 133.887728 601.908331 957.1712) 1653.37684] 2420.39492) 3104.47684 3732.62864] 4335.58585
f 0 0 28.318175 755012418 423.396109 851433535 1469.39815 2166.82335 2831.25878 3507.0772 4057.38149




10.3.3.3 Comparacién en niimeros de las dos membranas

dnexos

A continuacién sc muestra un resumen-de los resultados numéricos ‘de las permeaciones

obtenidos en piel y mucosa bucal.

Recordando los valores del logaritmo del Coeficiente de Particién octanol — agua obtenidos del

programa ACDLABS:

Acctaminofén Log P = 0.34 + 0.21

Acido Salicilico Log P =1.19 + 0.23

Lidocaina Log P =2.36 + 0.26

Los Valores de Flujo se obtuvieron mediante la siguiente férmula: J = T Donde:

AQ/ S = Cantidad de soluto transferido por unidad de drea y 4r = Tiempo .

AQ/S

Los valores de flujo corresponden a la pendiente de la seccidn. lineal de -las cinéticas de

permeacion y la interseccion con el eje de las “x" corresponde al tyg.

Piel

Valores de Flujo (J)
J[=] pg/h em?

Micosa Bucal

Valores de Flujo (J)
J[=] ug/h emi?

TRSIS (W
FALLA Di uaiGEN

J SD J SD
IAcetaminofén (Control) 59213 + 3.8163 Acetaminofén (Control) 674.8420 + 400.5145]
IAcetaminofén-AZO 53.7250 + 3.3412 [Acetaminofén-AZO 1487.1250 + 92.8638
[Acetaminofén-DER 8.8164 + 3.0414 iAcetaminofén-DER 1341.1033  + 592.3367,
J SD J SD
Lidocaina (Control) 748763 + 10.8882 Lidocaina (Control) 447.0280 + 129.0468]
Lidocaina-AZO 81.9555 + 17.9731 Lidocaina-AZO 644.5940 + 120.2876
Lidocaina-DER 85.6913 +  11.2332 Lidocaina-DER 533.3825 +  103.2583|
J SD J SD
lAcido Salicilico (Control) | 389.4050 + 136.5928 Acido Salicilico (Controt)] 1153.3680 + 217.5154
Acido Salicilico - AZO 582.4520 + 63.3128 Acido Salicilico - AZO 2328.2167 * 239.6727|
lAcido Salicilico - DER 107.0395 + 13.1109] Acido Saticilico - DER 1245.0176  + 251.1768
217



Picl

Cantidad Méxima Acumuiada en 8 h (CM)

CM =] pg/cm2

Mucosa Bucal

Anexos

Cantidad Maxima Acumulada cn 8 h (CM)

CM [=] ug/cmz

CM Sb cM SD
cetaminofén {Control) 184193 +  11.1443 IAcetaminofén (Control) | 4978.2218 + 3028.0303]
tAcetaminofén-AZO 386.5665 + 24.5199 |Acetaminofén-AZO 11271.4538 + 953.6032
IAcetaminofén-DER 60.5472 + 20.671d cetaminofén-DER 0526.4846 + 44284002

CM SD CcM SD
Lidocaina (Control) 456.5268 + 47.946q Lidocaina (Control) 3059.3083 + 1064.3878]
Lidocaina-AZO 4924728 + 94.2547] Lidocaina-AZO 4601.7019 * 918.9027
Lidocaina-DER 539.4279 + 73.4572 Lidocaina-DER 3659.9785 + 753.3832

CM SD CM SD
lAcido Salicilico (Control)| 2507.2379 + 834.1425 Acido Salicilico (Control)|  7338.8327 + 1527.7651
lAcido Salicilico - AZO 3744.4245 + 407.5491 cido Salicllico - AZO 16581.1998 *+ 1751.5582
lAcido Salicilico - DER 6854193 + 92243 cido Salicilico - DER 8240.3516_+ 1802.6414
Factor de Promocion (Kg) Factor de Promocién (Kg)

Kr SD Kg sD
lAcetaminofén (Control) 1 lAcetaminofén (Control) 1
lIAcetaminofén-AZO 9.0732 + 0.5643 Acetaminofén-AZO 2.2037 + 0.1376]
lAcetaminofén-DER 14889 + 0.5136i lAcetaminofén-DER 1.9873 +. . 0.8777

Kg SD Kr sD
Lidocaina (Controt) 1+ O(J Lidocaina (Control) 1
Lidocaina-AZO 1.0945 + 0.24 Lidocaina-AZO 1.4420 + 0.2691
Lidocaina-DO 1.1444 + 0.1500 Lidocaina-DER 1.1932 ‘+ 0.2310§

Kk SD Kgr SD
lAcido Salicitico (Control) 1 % lAcido Salicilico (Control) 1
lAcido Salicilico - AZO 1.4957 + 0.162§l cido Salicilico - AZO 2.0186 + 0.2078]
lAcido Saticilico - DER 0.2749 + 0.033 cido Salicllico - DER 1.0795 + 0.217§]
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Piel

Tiempos de Latencia (tiag)

e [F]h
Liag
iAcetaminofén {(Control) 4.822927398;
Acetaminofén-AZO 0.566347138
IAcetaminofén-DER 1.614264326
tI;lg
lAcido Salicilico (Control) 1.753986801
Acido Salicilico-AZO 1.743153919
Acido Salicilico-DER 1.960014948|
lI;\;:
Lidocaina (Control) 2.093461189
Lidocaina-AZO 2.023280785
Lidocaina-DER 1.806840858,

Anexos

Mucosa Bucal

Tiempos de Latencia (tig)

tI:l[; [=] h

llug
IAcetaminofén (Control) 0.782544269
IAcetaminofén-AZO 0.594694372
Acetaminofén-DER 1.149504138

biag
lAcido Salicilico (Control) 1.767470088,
lAcido Salicilico-AZO 1.5054 11906
lAcido Salicilico-DER 1.5637429719

Lag
Lidocaina (Control) 1.233161085
Lidocaina-AZO 0.888580338
Lidocaina-DER 1.239154074

TESTS "o
FALLA DE uriGEN




Anexos

10.3.3.4 Valores de Flujo y Fnc,torcsk de-Promocién: para scis activos obtenidos en este
laboraterio usando como promotores Azona®y Dermac® .

Piel

J{=lpg/hcm

2 .

Valores de Flujo Log P Kr
Piel' J SD Log P Kr
5-Fluarouracilo (Control) 665.3265 + 106.3400
5-Fluorouracilo - AZO 751.7015 + 72.8699 -0.95 1.3297
5-Fluorouracilo - DER 3714339 + 29.6989 0.6570
Piel’ J SD Log P Ki
Cafeina (Control) 449.3484 + 95.9561
Cafeina - AZO 1411.8998 + 143.9642 -0.07 3.1421
Cafeina - DER 721.5018 + 86.8513 1.6057
Piel J SD LogP Kan SD
IAcetaminofén (Contro!) 59213 + 3.8163 +
lAcetaminofén - AZO 53.7250 * 3.3412} 0.34 £ 0.21 9.0732 + 0.5643]
Acetaminofén — DER 8.8164 + 3.0414 1.4889 + 0.5136
Piel J SD Log P Kgr SD
lAcido Salicilico {Controt) 389.4050 + 136.5928
lAcido Salicilico - AZO 582.4520 + 63.3128( 1,19+ 0.23 | 1.4957 + 0.1626
Acido Salicilico ~ DER 107.0395 + 13.1109) 0.2749 + 0.0337]
Piel J SD Log P Kr SD
Lidocaina (Control) 74.8763 + 10.8882
Lidocaina — AZO 819555 + 17.9731] 236 +0.26 | 1.0945 + 0.2400|
Lidocaina — DER 85.6913 + 11.2332 1.1444 + 0.1500
Piel' J sD LogP Kg
Ibuprofeno (Control) 60.1873 + 17.9329
Ibuprofeno — AZO 188.6039 + 25.9009 3.51 3.1336
Ibuprofeno - DER 133.5752 + 32.1429] 2.2193
' Datos obtenidos de Acevedo Pefia J. Tesis de Licenciatura, UNAM. 1999
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Mucosa Bucal

JElpg/hem

Anexos

Valores de Flujo 2 Log P Kx

MB? J SD logP Ka sD
5-Fluorouracilo (Control}) 128,8098 + 6.1927|

5-Fluorouracilo - AZO 249.5667 +  28.6453 -0.95 1.9410 + 0.2420
5-Fiuorouracilo - DER 56.7716 + 8.2909 0.4420 + 0.0670]
MB? J SD Log P Ka sSD
Cafeina (Control) 194,8292 + 40.6138

Cafeina - AZO 381.6232 + 44,280 -0.07 2.0210 + 0.4820
Cafeina — DER 180.6511 + 34,4425 0.9567 + 0.2700
MB J SD Log P Kr SD
IAcetaminofén {Control) 6748420 =+ 400.5145

lAcetaminofén - AZO 1487.1250 # 92.8638| 0.34 +0.21 | 2.2037 + 0.1376]
lJAcetaminofén - DER 1341.1033 + 592.3367| 1.9873 + 0.8777|
MB J SD LogP Kr SD
lAcido Saticilico (Control) 1153.3680 + 217.5154

lAcido Salicilico - AZO 2328.2167 + 239.6727| 1.19+0.23 | 2.0186 + 0.2078|
tAcido Salicilico - DER 1245.0175 251.1768 1,0795 + 0.2178|
MB J sD | logP Kg sD
Lidocaina (Control) 447,0280 + 129.0468|

Lidocaina ~ AZO 644.5940 + 120.2876| 2.36 + 0.26 | 1.4420 + 0.2691
Lidocaina-DER 533.3825 + 103.2583] 1.1932 + 0.2310)
MB? J SD| _LogP Kr sD
Ibuprofeno (Controf) 132.1998 + 18.8518

Ibuprofeno - AZO 147.0032 + 67.9061 3.51 1.1310 + 0.5470]
Ibuprofeno ~ DER 37.4740 + 8.2909 0.2880 + 0.0430]

TESIS (N

FALLA DE UilGEN

? Datos obtenidos de Rosendo Valdez 1, Tesis de Licenciatura. UNAM. 1999
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