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RESUMEN

RESUMEN.

La administracion transdérmica de farmacos ha sido profundamente estudiada en afios
recientes, debido a que nuevas tecnologias han surgido como novedosas alternativas que
permiten un mayor control para ser dirigidas a la célula diana, tal es el caso de las
nanoparticulas ya que poseen una gran estabilidad en fluidos bioldgicos y cuentan con una
mayor posibilidad de escalamiento.

La absorcion de cualquier farmaco o particula a través de la piel se ve limitado por la
barrera bioldgica de este (estrato corneo) el cual es altamente selectivo para el paso de
farmacos liposolubles.

Existen dos vias por las cuales un farmaco puede a travesar la piel estas son:

1) Via transpendicular
2) Via transepidérmica

En la primera se efectiia el paso de fArmacos a través estructuras diferentes al estrato corneo
como: glandulas sudoriparas y foliculos pilosos. La segunda via permite el paso de
farmacos por medio del estrato corneo.

Los medios por los cuales podemos determinar la cantidad de un farmaco que pasa por la
piel, comprende técnicas in vitro e in vivo, dentro de los cuales podemos mencionar la
técnica mas utilizada, determinacién empleando celdas de difusion tipo Franz. Esta técnica
nos permite conocer la cantidad de fA&rmaco que pasa por la piel a un determinado tiempo
de estudio.

En el presente trabajo se evalud la capacidad que poseen las nanoparticulas de plata para a
travesar las capas de la piel. Por su gran parecido bioldgico con la piel humana y simular
las condiciones in vitro, se utilizo piel de cerdo (oreja) junto con el empleo de celdas de
Franz.
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1. MARCO TEORICO.

1.1. Introduccion.

Son bien conocidas en la industria farmacéutica las vias de administracion por las que un
farmaco puede ingresar al organismo. De ellas, la via oral y la parenteral son vias
tradicionales y cominmente empleadas en la formulacién de un medicamento.

Hoy en dia existen numerosas investigaciones acerca de la formulaciéon de medicamentos
que pueden ser administrados por via transdérmica. Esta via ofrece diversas ventajas sobre
las dos vias antes mencionadas, como la posibilidad de evitar la degradacion de farmacos
por efecto del pH gastrico o de las enzimas presentes en el tracto gastrointestinal. Ademas,
permite evitar el efecto de primer paso hepatico. Por otro lado, esta via puede aplicarse
buscando un efecto puramente local, o bien sistémico, existiendo en el mercado sistemas
trandérmicos de liberacion controlada (parches con distintos farmacos). Por otro lado la piel
representa por su gran tamafo en el organismo una adecuada via de administracion para
farmacos que no puedan ser administrados por otras vias o que simplemente se presenten
como formulaciones novedosas que contribuyan a una mejora en la funcidn sistémica del
organismo.

No obstante, esta via presenta como principal limitante, su funciéon como barrera de
permeacion, lo que limita el transporte de firmacos a través de la piel. La barrera de
permeacion cutanea esta constituida por la capa mas externa y de hecho la mas delgada de
todas las capas de la piel, el Estrato corneo (Ec).

Asi pues los farmacos deben cumplir con ciertas caracteristicas fisicoquimicas para poder
penetrar en la piel, entre las que se encuentran una lipofilia relativamente alta y un peso
molecular bajo (menor a 500 Da).

Ademas, muchos de los farmacos capaces de penetrar el Ec, lo hacen a una velocidad muy
baja o en cantidades reducidas. Es por ello que en las ultimas décadas se han propuesto una
serie de estrategias para vencer la barrera de permeabilidad, favoreciendo el transporte del
farmaco a través del Ec. Estas estrategias consisten en el uso de promotores de absorcion de
tipo quimico y fisico. Los promotores quimicos incluyen una gran variedad de estructuras
(surfactantes o disolventes como el etanol o el propilenglicol) que actian provocando
desorden en los lipidos intercelulares, extrayendo lipidos, desnaturalizando proteinas o
incrementando el coeficiente de particion Ec/formulacion. Los promotores fisicos incluyen
técnicas como la iontoforesis (aplicacion de corriente eléctrica), la sonoforesis (uso de
ultrasonido de baja frecuencia), microagujas y el uso de nanoacarreadores.
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Las nanoparticulas, sobre todo aquellas con tallas inferiores a los 60 nm, se ha visto que son
capaces de penetrar la piel, razon por la cual las formulaciones que emplean nanoparticulas
han despertado un gran interés en la industria farmacéutica.

1.2. PIEL.

1.2.1.1. Caracteristicas Generales.

La piel es el 6rgano de mayor tamafio en nuestro organismo, y desarrolla diversas funciones
que permiten un adecuado funcionamiento del mismo. La piel es un sistema bastante
complejo el cual no solo cumple con funciones basicas como brindar proteccion al impedir
la entrada de agentes extrafios, ademas de esto, ha resultado ser una excelente via para la
administracion de farmacos, por ese motivo podemos decir que la piel, es un 6rgano de
ingenieria Unica, es la principal forma en que entramos en contacto directo con el entorno
(Bouwstra y cols.; 2002).

La funciéon cominmente conocida de la piel es la de proteger a nuestro organismo frente a
factores externos que pueden ocasionar algin dafio grave, estos factores pueden ser:
ambientales, quimicos y microbiologicos, aunque no es de todos conocido, la piel permite
la vida mediante algunas de sus principales funciones como: homeostasis, sensacion,
metabolismo, regulacion de la temperatura y control de la pérdida de agua. El ser humano
esta compuesto aproximadamente de un 70% de agua en todo el organismo y es necesario
mantener esta cantidad por lo que la piel actia como una barrera protectora contra la
pérdida de esta (Poet y Mcdougal; 2002). La piel cuenta ademas con la funcion de indicar
los rasgos unicos de cada individuo como su color, textura y presencia de imperfecciones.
Algunas de sus principales funciones se enlistan en la Tabla. 1 (Poet y Mcdougal; 2002).

Tabla 1. Funciones de la Piel.

Funcion Serie de Actividades
Barrera Control de la pérdida de agua y electrolitos.
Proteccion contra agentes fisicos, quimicos
y bioldgicos.

Sensibilidad Percepcion de estimulos como: frio, calor,
dolor, presion, etc.

Regulacion de la temperatura Variacion del flujo sanguineo, sudoracion.

Control hemodinamico Cambios vasculares periféricos

Secrecion y excrecion Funcién glandular, crecimiento de pelo.

Sintesis Vitamina D.

Funcion Inmunologica Actividad de las células de Langerhans.
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La superficie total de la piel es aproximadamente de 2500 cm? para nifios y de 18000 cm’
para el adulto, su peso aproximado es de 4.9 Kg en el hombre y 3.1 Kg en la mujer. Por
toda la piel podemos encontrar diversas estructuras macro y micromoleculares que la
componen, tal es el caso de los foliculos pilosos, los cuales varian de acuerdo al sexo y raza
de cada individuo. Las barreras de permeabilidad estan situadas en varias capas de células
localizadas en la epidermis, mientras que la dermis y la hipodermis otorgan la proteccion
mecanica a nuestro organismo. La epidermis tiene la caracteristica de ser impermeable
mientras que la dermis suele ser mas permeable, sobre todo en el caso de moléculas
hidrofilicas. La epidermis es la capa mas externa de la piel y por lo tanto representa la
primer barrera de la piel para evitar el paso de sustancias potencialmente nocivas (Poet,
Mcdougal; 2002).

1.2.2.  Constitucion de la piel.

La piel esta constituida por tres distintos estratos: Epidermis, dermis ¢ hipodermis. Estas
tres capas se esquematizan en la figura 1 y se describen a continuacion.

Figura 1. Capas de la piel.
(Junqueira y Carneiro; 2006).

1.2.2.1. Epidermis.

La epidermis es en si una membrana compleja de multiples estratos en la cual podemos
encontrar de 15 a 25 capas de células apiladas, sin embargo estas varian en el espesor que
cada una posee, podemos encontrar capas con espesor desde los 0.06mm hasta los 0.8mm.
El origen de la epidermis se localiza en el ectodermo. La epidermis no contiene vasos
sanguineos y por lo tanto los nutrientes y productos de desecho deben difundir a través de
la capa de union dermo-epidérmica con el fin de mantener la integridad del tejido La
epidermis es un epitelio estratificado pavimentoso en el que sus células superficiales se
encuentran de manera cornificada. La estratificacion es el resultado del cambio en el

8
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interior de los queratinocitos a medida que ascienden al exterior procedentes de la capa
basal, en la que continuamente se estan formando por mitosis hacia la superficie de la piel y
posteriormente se desprenden. La epidermis es la capa externa de la piel y contribuye con
varias funciones vitales, como el desarrollo del Ec. Estd constituida por cuatro capas, las
cuales estan representadas en la Figura 2:

e [Estrato basal

e Estrato espinoso

e Estrato granuloso
e Estrato corneo (Ec)

Una quinta capa, el estrato lticido, es algunas veces descrita pero es usualmente considerada
como una capa baja del Ec.

Cada estrato estd compuesto de varias células cuyo grosor varia en funcion de la
localizacion anatoémica. Los queratinocitos son las principales células que podemos
encontrar dentro de las diversas capas que componen a la epidermis. Las células de la
epidermis se originan en la ldmina-basal. Dentro de esta capa se encuentran diferentes tipos
de células como: melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel.

Figura 2. Representacion esquematica de las capas de la epidermis.
(Williams; 2006).
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Estrato basal.

El estrato basal es una capa continua que da origen a todos los queratinocitos, las células de
la capa basal son similares a las de otros tejidos que se localizan dentro del cuerpo, ellas
contienen los tipicos organelos como son mitocondrias y ribosomas, y las células son
metabodlicamente activas. Esta capa contiene células unicas (queratinocitos) dentro de la
epidermis que sufren una division celular via mitosis. En promedio, las células basales se
dividen una vez cada 200 a 400 horas.

En adicion a los queratinocitos, el estrato basal contiene otro tipo de células especializadas
como los melanocitos. Los melanocitos llevan a cabo la sintesis de melanina, la cual tiene
la funcion de dar energia a la piel por medio de la absorcion de rayos UV. Existen el mismo
numero de melanocitos en una zona del cuerpo determinada en los tipos de piel mas
obscuros y mas claros, pero en la piel mas obscura se tiene mayor actividad y eficiencia de
melanocitos.

Las células de Langerhans también se encuentran dentro del estrato basal. Estas células se
caracterizan por ser células dendriticas y conectar a los queratinocitos. Las células de
Langerhans se derivan de la medula 6sea y son reconocidas como las células de mayor
presencia antigena dentro de la piel. Los antigenos se unen facilmente a la superficie de las
células, y las células de Langerhans, aunque no son en si mismas fagociticas, pueden
presentar los antigenos a los linfocitos en los ganglios linfaticos. En comparacion con otras
membranas del cuerpo, la piel entra en contacto con muchos antigenos potenciales y por lo
tanto las células de Langerhans juegan un papel importante en condiciones tales como la
dermatitis de contacto alérgica.

Otro tipo de célula especializada que se encuentra dentro del estrato basal son las células de
Merkel. Estas células son encontradas en gran cantidad cerca de los sitios sensitivos del
cuerpo como los labios y puntas de los dedos. Las células de Merkel son asociadas con
terminaciones nerviosas que se encuentran en el lado dérmico de la membrana basal y
tienen un rol importante en la sensacion cutdnea.

Estrato espinoso.

El estrato espinoso (también conocido como la capa espinosa o capa de células espinosas)
se encuentra en la parte superior de la capa basal, y junto con estas dos capas se denomina
la capa de Malpighi. La capa espinosa consiste de dos a seis filas de queratinocitos que
cambian de morfologia de células columnares a células poligonales, dando una apariencia
de espinas cuando son observadas por medio del microscopio. Las espinas son, en realidad,
desmosomas, puentes intercelulares que permiten la adhesion y comunicacion entre células.
La estructura molecular de los desmosomas esta muy bien definida. Estdn compuestos de
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proteinas transmembranales, proteinas de placa y filamentos intermedios asociados a
proteinas. Estas moléculas forman conexiones entre las moléculas correspondientes de las
c¢lulas adyacentes.

La diferenciacion epidérmica son los cambios estructurales y bioquimicos, como ocurre con
la migracion de los queratinocitos hacia la epidermis. Este proceso implica la formacion de
queratina y de la cubierta cornificada a medida que los queratinocitos migran hacia la
superficie y los filamentos se agregan en forma de cumulos de queratina. Los queratinocitos
de la capa basal también empiezan la sintesis de los cuerpos lamelares. Tanto la
proliferacion como la diferenciacion estan altamente reguladas por una compleja cadena de
eventos, controlados por factores de crecimiento, interleucinas, acido araquidonico y sus
metabolitos, vitamina D3, calcio y retinoides.

Estrato granuloso.

A medida que pasan desde el estrato espinoso al estrato granuloso, los queratinocitos
continlan con los procesos de diferenciacion y sintesis de queratina y empiezan a
aplanarse. Solo una de tres capas de células del estrato granuloso contiene enzimas, las
cuales comienzan con la degradacion de componentes celulares viables como lo es el
nucleo y organelos. Las células del estrato granuloso se componen de 1 a 4 hileras de
células que contienen granulos de queratohialina.

Estrato corneo.

El estrato corneo (Ec) es la capa mas externa de la piel, la cual actia como barrera
protectora de nuestro cuerpo frente al medio ambiente, especialmente limita la salida de
agua y previene el ingreso de micoorganismos y compuestos quimicos. Esta compuesto de
células muertas llamadas corneocitos, aproximadamente se encuentran de 12-15 capas de
corneocitos en el Ec. El espesor promedio del Ec. es alrededor de 10-20 pm (Garidel y
cols.; 2010). La estructura del Ec. (Figura 3) se asemeja a una estructura de ladrillo y
mortero donde la queratina y la porcion interna de la cubierta cornificada forman los
ladrillos y los lipidos forman el mortero que une los corneocitos entre si, proporcionando
una barrera hidrofobica. El Ec de la epidermis sirve como una barrera a la desecacion de las
capas de los tejidos y excluye la entrada de sustancias nocivas del medio ambiente. (Pailler-
Matei y cols.; 2007).

Las células poliédricas planas que forman esta capa compacta experimentan cambios
estructurales y bioquimicos. Estas células estdn compuestas principalmente de filagrina y
queratina, esta ultima se compone de una porcién proteinacea interna compuesta de
proteinas (involucrina, cistatina A, loricrina, tricohialino, filagrina), unidas por enzimas
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transglutaminasas para formar una cubierta insoluble. La porcion externa lipidica de la
cubierta celular cornificada es una capa continua de hidroxiceramida que se une
covalentemente a la porcion interna de la cubierta cornificada. Las clases de lipidos mas
predominantes que podemos encontrar en el Ec son: colesterol y ceramidas (Bouwstra y
cols.; 2002).

El Ec sufre una renovacion de células la cual se produce cada 2-3 semanas. Las células se
descaman continuamente de la superficie de la piel por un proceso llamado descamacion.
En la capa externa del Ec que se pierde, los espacios intercelulares son permeables al sudor
y al sebo. La muda de las células de la piel sana estd en equilibrio con los procesos de
proliferacion y diferenciacion, los tres procesos estan influenciados por los lipidos
epidérmicos. La interaccion entre la porcion lipidica de la cubierta celular cornificada y las
lamelas intercelulares es importante para la cohesion normal y la barrera contra la
permeabilidad epidérmica. Las células muertas que se acumulan durante la descamacion del
Ec forman el estrato lucido.

Una caracteristica importante en el Ec es que posee una baja hidratacion, conteniendo solo
un 20% de agua, razén por la cual el Ec es altamente lipofilico siendo una barrera muy
eficiente frente a los farmacos que son administrados en la piel. Ademas de ser altamente
lipofilico, el espacio intercelular que posee es solo de 0.1pum, no obstante la mayoria de
farmacos que son administrados utilizan esta via como medio de acceso para poder penetrar
y dirigirse hacia el sitio de accion.

Debido a que el uso de seres vivos para la experimentacion es muy restringido, el modelo
animal para la piel humana, es el cerdo. La piel porcina se puede obtener muy facilmente a
partir de granjas o directamente en el rastro. Sus propiedades histologicas y bioquimicas
han demostrado que son similares a la piel humana. Estudios indican que el espesor del Ec
en la piel porcina es de 21-26pum (Godin y Touitou; 2007).

Figura 3. Estrato cérneo (Godin y touitou, 2007).
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En la tabla 2 se muestran las distintas estructuras que componen la epidermis asi como las

principales células de cada estrato y su funcion de estos.

Tabla 2. Componentes de la epidermis y su funcién.

Componentes de Estructuras celulares Funcion
Epidermis
Estrato basal Melanocitos Participa en la regeneracion de la
epidermis
Estrato espinoso Queratinocitos Sintesis de queratina
Estrato granuloso Queratohialina Barrera a sustancias liquidas
Estrato cérneo (Ec) Corneocitos Limita la pérdida de agua y entrada

de sustancias quimicas y bioldgicas

Células transitorias.

Células de Langerhans: Son células presentadoras de antigeno que son capaces de
fagocitar y presentar antigenos procesados a linfocitos T, que pueden iniciar una
respuesta inmune primaria, y también a las células T de memoria. Al realizar esta
tarea, las células de Langerhans protegen al individuo de infecciones superficiales.
Se piensa también que juegan un papel en la prevencion del cancer por su respuesta
a los antigenos tumorales.

Melanocitos: Los melanocitos son células dentriticas productoras de melanina que
se encuentran principalmente en la capa basal. Los melanocitos de los mamiferos
producen dos tipos de melanina: la eumelanina (negra) y la facomelanina (amarilla a
marrdn-rojiza). La melanina absorbe la luz ultravioleta pero también sirve como
destructora de radicales libres.

Células de Merkel: Las células de Merkel son mecanorreceptores de adaptacion
lenta de tipo 1, que se localizan en la capa basal o justo debajo de ella. Estan
localizadas principalmente en la almohadilla tilotrica y en el epitelio del pelo, y
responden a estimulos tactiles.

Pelo y estructuras.

El pelo es una caracteristica de los mamiferos y protege al individuo de diferentes maneras.
Proporciona una barrera fisica, microbiana y quimica y ayuda al camuflaje y a la

sefializacion entre animales. La longitud y la densidad del pelo proporcionan aislamiento
térmico, mientras que el color y el brillo tienen un papel termorregulador.
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El pelo se forma a partir del foliculo piloso en el ciclo de crecimiento que es controlado por
factores internos y externos. Los foliculos pilosos se forman durante el desarrollo
embrionario por interacciones complejas entre las células mesenquimatosas y ectodérmicas.
Su papel es la produccion del pelo en un ciclo claramente definido, para reemplazar la caida
por la muda y condiciones patologicas.

Anatémicamente el foliculo piloso se divide en tres segmentos: el infundibulo, el istmo, y
el segmento inferior. Cada foliculo primario estd asociado a un musculo, una glandula
sudoripara y una glandula sebacea que, juntos, forman la unidad pilosebacea. Los foliculos
agrupados, como los que se encuentran en el perro y en el gato, se refieren a foliculos en los
cuales un pelo primario estd asociado a varios pequefios pelos secundarios, cada uno de
ellos desembocando en la dermis por la misma apertura. El radio entre los pelos primarios y
los secundarios determina los diferentes tipos de capa que se encuentran en las distintas
especies y razas de mamiferos. Los foliculos pilosos compuestos estan agrupados en
unidades foliculares que normalmente comprenden tres foliculos compuestos.

El foliculo piloso representa un importante deposito para la aplicacion de sustancias
topicas, el cual se puede comparar con el Ec. El mayor porcentaje de foliculo piloso puede
ser encontrado en el cuero cabelludo y la frente. El depdsito del foliculo piloso por lo
general se extiende dentro del tejido, alcanzando un profundidad de 2000um, en
comparacion con el Ec el cual se localiza en la capa mas externa de la piel con una
profundidad aproximadamente de Sum (Lademann y cols.; 2007).

Glandulas sebaceas.

Las glandulas sebaceas son glandulas simples, alveolares, con un conducto que se abre
directamente a la superficie cutanea o en el infundibulo. Los primeros tipos de glandulas se
refieren a las sebéceas libres; y los ultimos, a las glandulas pilosebaceas. Su densidad y
tamafio depende del lugar anatomico. Son mas abundantes alrededor de las uniones
mucocutaneas, espacios interdigitales, en la espalda, en la zona anorectal y en la barbilla.
Estan ausentes en el plano nasal y en las almohadillas plantares.

El sebo tiene un papel protector y de comportamiento. Combinado con el sudor forma una
emulsion cérea que proporciona una barrera de proteccion frente a organismos patdgenos.
El sebo es rico en ceras y, al recubrir la superficie de la piel y del pelo, controla el sudor y
proporciona a los animales una capa brillante que puede contribuir a la reflexion del calor.
Las glandulas sebaceas especializadas son capaces de producir feromonas y juegan un
papel en el comportamiento animal. En los Gltimos afios, las glandulas sebaceas se han
usado en la modulacion de la distribucion de medicamentos topicos como los productos
para el control de las pulgas.
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Los lipidos sebaceos son sintetizados activamente por las glandulas sebaceas y son
secretados como el producto de la muerte celular (secrecion holocrina). Sin embargo,
estudios recientes sugieren que el paso de componentes idnicos al sebo resulta de un
transporte paracelular. El sebo es almacenado en las glandulas sebaceas, que son
controladas por factores endocrinos y no-endocrinos. En general, los andrégenos estimulan
la actividad glandular, aumentando y potenciando la secrecion de sebo. Los estrogenos y
los glucocorticoides tienden a tener el efecto contrario.

Glandulas sudoriparas.

Las glandulas sudoriparas son glandulas tubulares simples y en espiral. Las que tienen un
conducto que se abre en el infundibulo son conocidas como glandulas epitriquiales
(anteriormente “apocrinas”), las que tienen los ductos que se abren directamente en la
superficie de la piel son llamadas atriquiales (anteriormente “ecrinas”). En algunas
especies, existen glandulas sudoriparas especificas que estan implicadas en la produccion
de olor.

Aunque el sudor no tiene una funcién universal, protege la piel y sus estructuras
especificas, como los parpados y las almohadillas, de dafios de fricciéon; mantiene la
flexibilidad de la piel, y proporciona defensas microbianas a través de la presencia de
inmunoglobulinas, citoquinas, transferinas e iones inorganicos como el cloruro de sodio.

La secrecion de sudor varia entre las especies, y se describen diferentes modos de
secrecion. Incluye: muerte celular, transporte paracelular, exocitosis, liberacion de
pequetios fragmentos de citoplasma apical de las células y transporte transcelular de iones y
de agua.

Union dermoepitelial.

La unidn dermoepitelial es la interfase entre la epidermis y la dermis. Estd compuesta de la
membrana plasmatica y la membrana basal. Esta ultima se divide en: ldmina ltcida, ldmina
densa y subldmina densa.

Los queratinocitos basales estan firmemente adheridos a los filamentos proteicos de anclaje
que se encuentran en la lamina lucida, principalmente por los hemidesmosomas. Esta union
célula-sustrato estd compuesta por proteinas de placas y proteinas transmembranales. Hay
adhesiones focales que se localizan a lo largo del estrato basal de queratinocitos cultivados
y se les atribuye la mediacion de las adhesiones durante la migracion celular.
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La lamina densa se compone de colageno IV, formando una red robusta que restringe el
paso de moléculas de la dermis a la epidermis y viceversa, pero permite el paso de las
células inmunes en ambos sentidos.

La subldmina densa se localiza debajo de la ldmina densa y estd formada por fibrillas de
anclaje, compuestas por colageno VII, que se insertan en placas de anclaje en la dermis
superficial. Esta intricada red de moléculas provee una amplia base de adhesion entre la
dermis y la epidermis.

1.2.2.2. Dermis.

La dermis consiste principalmente de una matriz extracelular compuesta de colageno,
elastina y glucosaminoglicanos.

La dermis es el mayor componente estructural de la piel (figura 4). Proporciona una matriz
para las estructuras de soporte y las secreciones que mantienen e interaccionan con la
epidermis y sus anexos. Estas incluyen el tejido conjuntivo, vasos sanguineos y linfaticos,
nervios y receptores, y componentes celulares. Es una estructura termorreguladora y
sensorial importante, que contribuye significativamente al almacenamiento del agua en el
cuerpo.

Figura 4. Representacion esquematica de la Dermis.
(Godin y touitou, 2007)
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Tejido conjuntivo.

La matriz del tejido conjuntivo dérmico consiste principalmente en fibras de colageno y
elasticas, organizadas en un patrén coherente, principalmente haces de colageno rodeadas
de fibras elasticas. Los componentes no fibrosos consisten en proteoglicanos, una sustancia
de base y determinadas glicoproteinas. La dermis superficial se compone de fibras delgadas
de colageno irregularmente distribuidas, y una red de finas fibras de elastina. En la dermis
mas profunda el colageno es grueso y denso y las fibras tienden a ir en paralelo a la
superficie cutanea; las fibras de elastina también son gruesas pero menos numerosas.

Colégeno.

El colageno es la mayor proteina extracelular de la dermis, y forma alrededor del 80% de la
matriz extracelular. Estas fibras proporcionan fuerza y elasticidad, pero también estan
involucradas en la migracion celular, la adhesion y la quimiotaxis. Son secretadas por los
fibroblastos cutdaneos. Las fibras son muy resistentes a las proteasas animales pero son
degradadas por las colagenasas que secretan principalmente los fibroblastos.

La renovacion del colageno en la dermis es lenta y se controla por componentes celulares
dérmicos, en concreto fibroblastos pero también células inflamatorias que son capaces de
responder en situaciones particulares como dafio cutaneo o heridas por mordedura. La
hidroxiprolina, un aminoacido que es un componente abundante y vital de las fibras de
colageno, es liberada durante la degradacion del coldgeno.

En los individuos adultos, la mayor parte del coldgeno dérmico esta formado por fibras de
tipo I (87%) y III (10%) que se alinean en fibras relativamente grandes. El coldgeno de tipo
IV, V y VII se encuentra en la membrana basal. El colageno de tipo V, que representa
aproximadamente el 3% del coldgeno dérmico, se encuentra cerca de todos los tejidos
conectivos.

Fibras elasticas.

Las fibras elasticas forman una red en toda la dermis y también se encuentran en la vaina de
los foliculos pilosos y en las paredes de los vasos sanguineos y linfaticos. Estdn compuestas
por dos componentes: elastina y microfibrillas proteicas. La elastina es un material amorfo
que forma la médula de las fibras elasticas totalmente maduras, y que esta rodeada por una
red de microfibrillas.
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Glicosaminoglicanos y proteoglicanos.

Estas sustancias son secretadas por los fibroblastos. Originalmente llamados
mucopolisacaridos (polisacaridos viscosos), el término fue introducido después
(glicano=polisacéridos; glicosamino= que contiene hexosaminas). No obstante, los
polisacaridos estan normalmente ligados a proteinas y son, entonces, llamados
proteoglicanos.

Nervios.

El patréon general de la distribucion nerviosa es similar al de los vasos sanguineos que
discurren generalmente los unos al lado de los otros. Un plexo de nervios se encuentran por
debajo de la epidermis, y terminaciones de nervios libres penetran también en la epidermis
en si. Redes nerviosas estan también asociadas al foliculo piloso, a las glandulas
sudoriparas y sebaceas y al musculo piloerector. Terminaciones nerviosas encapsuladas se
encuentran también en los mecanorreceptores como los corpusculos de Pacini, que se
encuentran en la dermis profunda.

1.3. SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS A TRAVES DE LA PIEL.

La principal funcion de la piel es proveer una barrera para que el agua pueda ser
transportada dentro del cuerpo. La habilidad de una sustancia para penetrar la piel depende
de la composicion del vehiculo. Cuando alguna formulacion farmacéutica es aplicada
directamente sobre la piel, un alto porcentaje de la formulacién no puede atravesar la
barrera mas compleja de la piel, el Ec.

La asociacion de los corneocitos del Ec con los lipidos intercelulares, es crucial para
mantener la funcionabilidad de la barrera y poder brindar una capacidad de transporte al
agua dentro del organismo.

1.3.1. Ventajas y desventajas de los sistemas de liberacién de farmacos en la piel.

Se ha planteado que el éxito de todo sistema terapéutico transdérmico depende de la
capacidad de la sustancia de difundir a través de la piel, en cantidades suficientes para
lograr el efecto terapéutico deseado. Los sistemas de liberacion necesitan poseer
determinadas caracteristicas para poder traspasar la epidermis, si se tiene en cuenta que la
permeabilidad de la piel no es idéntica en toda su superficie y que varia entre individuos.
Con los nuevos sistemas se regula la penetracion a través de la piel conjugando la
permeabilidad y la velocidad de liberacion del principio activo (Saez y cols.; 2003).
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Los sistemas de liberacion en la piel ofrecen una serie de ventajas y desventajas frente a la

administracion convencional, estas se mencionan a continuacion:

Ventajas:

Administracion sencilla.

Liberacion gradual y flujo controlado en el tiempo con méxima absorcion.

Ingreso de una cantidad constante de principio activo con niveles sanguineos
uniformes, constantes y sostenidos.

La administracion de activos a través de la piel elimina el efecto de primer paso
hepatico.

Util para sustancias de semivida de eliminacion muy corta, generalmente

6 a 8 horas.

Permite disminuir la frecuencia de administracion y la dosis de principio activo.

Desventajas.

El nimero de fAirmacos que pueden ser administrados es reducido.
Posibles reacciones adversas en el sitio de aplicacion.

1.4. RUTAS DE TRANSPORTE DE FARMACOS A TRAVES DE LA PIEL.

La piel humana selectiva y efectivamente inhibe la penetracion de cualquier sustancia
quimica. El elemento mdas importante de control es generalmente el Ec y técnicas
acelerantes usualmente tratan de reducir esta barrera con el fin de maximizar el flujo de los
farmacos administrados via cutdnea, aunque en ocasiones la ruta folicular también puede
ser relevante (Smith y Maibach; 2006).

En la superficie de la piel, una molécula tiene dos posibles rutas (figura 5) para alcanzar el

tejido viable, estas son:

1.
°

Via Transpendicular, la cual se divide en:
Transfolicular: a través de los foliculos pilosos y las glandulas sebéceas.
Transudoripara: a través de los conductos y glandulas sudoriparas.
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2. Via Transepidérmica: la cual pasa a través del estrato corneo (Ec).

poro de sudor — ’_[Estrato COrneo
Capilar Sub- L Epidermis
epidermico  —
Conducto de
Ao S |__Glandula
sebacea
Glandula |
sudoripara ,
' __Foliculo
Plexo — piloso
Yascular
Dermis =——t—
M

Figura 5.Vias de transporte a través de la piel.
1) Via transpendicular, 2) Via transepidérmica. (Smith y Maibach, 2006).

De manera general se puede decir que las vias por las cuales un farmaco ingresa a la
circulacion sistémica, pueden ser la epidérmica y folicular, con predominio de la primera.
El paso de los farmacos por cualquiera de las diferentes vias de acceso se desarrolla en dos
pasos. Tras su administracion se establece, en primer lugar, un gradiente de concentracién
de farmaco desde las distintas vias de entrada. En un segundo paso, el firmaco pasa a través
de la piel por difusion pasiva consiguiéndose un flujo del mismo normalmente constante a
lo largo de todo el espesor de la piel (Barry, 2002).

La via de paso mayoritaria es la transepidérmica debido a que el Ec ocupa cerca del 99% de
la superficie cutanea. Dentro de esta via se presentan dos microrutas por las cuales los
farmacos pueden tener acceso a la circulacion. La primer via es la intracelular, esta via
supone el paso de los farmacos a través de las membranas corneas y los lipidos que
impregnan la queratina; la segunda microruta de acceso es la via intercelular, la cual supone
el paso de los farmacos por el espacio lipidico intercelular que une las células del Ec, esta
via no representa un acceso facil para los farmacos y es practicamente despreciable debido
a que solo representa el 1% de espacio en el Ec (Yamashita y Hashida, 2003). Ambas vias
de penetracion estan implicadas en la permeacion de un farmaco y cualquiera de las dos
vias podra ser utilizada, dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas que posea el
farmaco.
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1.5. ABSORCION PERCUTANEA.

Los procesos mediante los cuales un farmaco ingresa al organismo se pueden explicar de la
siguiente manera:

e Liberacion: Se favorece cuando el principio activo se encuentra en forma dispersa.

e Adsorcion: Es el proceso mediante el cual el farmaco queda retenido en la
superficie de la piel, generalmente por uniones fisicoquimicas a componentes
cutaneos de elevado peso molecular.

e Penetracion: Depende de la afinidad del principio activo por la capa cornea y puede
ser favorecida por productos que la mejoren y por propiedades oclusivas de los
excipientes.

e Permeacion: Consiste en el paso del farmaco a través de la piel por difusion desde
una capa histoldgica a otra totalmente distinta.

e Absorcion: Es el proceso que sufre el farmaco tras su aplicacion sobre la piel para
acceder a la circulacion sistémica.

1.5.1. Factores limitantes en la absorcion.
Factores inherentes de la estructura de la piel.

Zona de la piel: El grosor de la misma y el grado de vascularizacion provocan una gran
variabilidad en la tasa de absorcion, siendo baja en regiones plantares (1%) y elevado en la
region escrotal (42%). Las fricciones aumentan el riego sanguineo local y por tanto, la
absorcion.

Estado de la piel: Las lesiones cutaneas que provocan la pérdida de Ec hacen que aumente
el grado de absorcion.

Temperatura de la piel: Al aumentar la temperatura se incrementa la vasodilatacion y la
energia disponible para la difusion pasiva.

Edad: La absorcion de sustancias es mayor en la infancia y menor en la vejez.
pH: Se sabe que la forma no ionizada se absorbe mejor que la forma ionizada.

Hidratacion de la piel: Ya que se establece un equilibrio entre el grado de hidratacion de los
diversos compartimientos estructurales de la piel, el contenido en agua dependerd de la
existencia de sustancias que por su caracteristica hidrofilica o por su constituciéon molecular
la retengan. La hidratacion de la capa cornea estd influenciada por la composicion de las
secreciones de los organos anexos. Las glandulas sudoriparas aportan un alto contenido
hidrico, mientras las glandulas sebaceas ofrecen lipidos hidrofilos (colesterol y derivados)
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formandose una microemulsion O/W o W/O denominada manto hidrolipidico. Este se
extiende por la superficie de la capa coérnea proporcionando el grado de humedad,
lubricacioén y elasticidad propia de cada piel. (Villarino y Landoni, 2006).

En las restantes capas de la epidermis la retencidon de agua se debe al llamado factor de
retencion hidrico NMF (Factor de retencion hidrico) constituido por diversos tipos de
moléculas (acido urico, lactato sodico, citrato, etc.). En la dermis, el papel que desempenan
los mucopolisacaridos (acido hialurénico, sulfato de condroitina, etc.) es fundamental
debido a su alto nimero de grupos polares que posibilitan la retencion de agua (Santos,
Guerrero; 1994).

Factores inherentes a la forma farmacéutica.

Coeficiente de reparto octanol/agua: Es conocido que a mayor coeficiente de reparto O/W
aumenta el grado de absorcion, este es el caso de las hormonas sexuales donde debido a su
alto coeficiente, la posibilidad de absorcion sistémica es bastante grande, caso contrario
sucede con los corticoides que tendran una menor absorcion.

Peso molecular: Presenta una relacion inversa frente a la difusion.

Concentracion: Presenta una correlacion directa en cuanto a la velocidad de penetracion
siempre que no se supere el limite de solubilidad del farmaco en el vehiculo.

Otros factores vendran condicionados al vehiculo, pudiendo interaccionar tanto a nivel de
la piel como del principio activo que vehiculiza. Una interaccion vehiculo/principio activo
influye en la mayor o menor liberacion o cesion del farmaco. La utilizacion de
coadyuvantes como los tensoactivos, aceleradores en las formulaciones tdpicas, pueden
modificar el grado de penetracion de los farmacos.

Los factores que condicionan una absorcion percuanea, se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Factores limitantes en la absorcion.

Factores limitantes en la absorcién

Estructura de la piel Forma farmacéutica
Zona de la piel Coeficiente de reparto o/w
Temperatura de la piel Peso molecular
Edad Concentracion del farmaco
pH Componentes de la formulacion
Hidratacion de la piel

22




MARCO TEORICO

1.5.2. Transporte de farmacos en la piel.

El transporte de fArmacos dentro de la piel se realiza por medio de difusion pasiva, el cual
se efectua por el paso del fArmaco a través de una membrana semipermeable.

El farmaco dentro de sus propiedades debe ser suficientemente lipofilico para poder
atravesar el Ec, aunque también debe poseer un caracter hidrofilico que le permita acceder
a la circulacion sistémica. Desde un punto de vista de la liberacion del farmaco, es mejor
que el control en la liberacion del principio activo, resida en la liberacién de este desde la
formulacion, con objeto de obtener velocidades de absorcion uniformes.

El transporte sobre la piel ocurre primeramente por difusion pasiva, la cual indica que el
rango de difusion o transporte dentro de la membrana es proporcional a la diferencia en la
concentracion del activo en ambos sentidos de la membrana. El farmaco debe encontrarse
en solucion en el lugar de la absorcion. Cuando se atraviesa la membrana, las moléculas se
disuelven en la capa lipidica de la membrana, esto debido a su liposolubilidad y al
coeficiente de difusion. Las moléculas del principio activo dejan la membrana lipidica y se
disuelven nuevamente en el medio acuoso, esta ocasion dentro de la membrana con relacion
a su gradiente de concentracion. Este mecanismo es ampliamente regido por la ley de Fick.

1.5.3.  Modelo matemaético (ley de Fick).

Como se sabe, la mayoria de las moléculas son absorbidas en la piel por medio de difusion
pasiva, ya que el principal obstaculo de la penetracion en la piel se encuentra en una capa
no viable, el estrato corneo (Ec), la ley de difusion de Fick ha sido generalmente aceptada
para la descripcion del transporte de farmacos a través de la piel. De acuerdo con esta ley,
se supone que el transporte es una transferencia de masa de solutos individuales,
impulsados por el movimiento molecular aleatorio (Godin y Touitou, 2007) Desde un punto
de vista macroscopico, la difusion es un proceso que depende del tiempo. En ocasiones es
importante conocer a qué velocidad ocurre la difusion o la velocidad de transferencia de
masas. La ecuacion matematica se puede expresar de la siguiente manera:

M
]_At

En esta ecuacion se expresa como flujo de difusion (J), definido como la masa o numero de
atomos (M), que difunden perpendicularmente a través de la unidad de area de un solido
(A) por unidad de tiempo (t). La forma diferencial de esta ecuacion es la siguiente:
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En donde el flujo de difusion (J) se expresa en kilogramos o atomos por metro cuadrado por
segundo (Kg/m® s). La condicion para que exista un estado estacional es que el flujo de
difusion no cambie respecto al tiempo. Para describir la permeacion de farmacos a través de
la piel es mas conveniente expresar la concentracion en funcion de la masa de las sustancias
que difunden por unidad de volumen (primera ley de Fick). La ecuacion es la siguiente:

dc

J=- ax

En donde la constante de proporcionalidad D se denomina coeficiente de difusion y se
expresa en metros cuadrados por segundo (m”’s). El término dc/dx se refiere al gradiente de
concentracion y se expresa en unidades de atomos/cm’. El signo negativo en esta ecuacion
nos indica que la direccion de difusion es contraria al gradiente de concentracion, es decir,
va de elevada concentracion a baja concentracion.

El gradiente de concentracion indica la forma en que los 4tomos o iones varian en funcién
de la distancia en donde obtenemos que: dc es la diferencia de la concentracion a través de
la distancia dx. Esta ecuacion se aplica a los procesos mediados por difusion en soluciones
isotropicas, bajo condiciones estables. Los factores que afectan la difusion son la
temperatura y el coeficiente de difusion.

La mayoria de las situaciones practicas de difusion son en estado no estacionario o difusion
dindmica de los atomos. En una zona determinada del solido, el flujo de difusion y el
gradiente de concentracion varian con respecto al tiempo, generando acumulacion o
agotamiento de las sustancias que difunden. En una condicion no estacionaria se emplea la
segunda ley de Fick, la cual se describe a continuacion:

ac B ac (DGC)
ot~ dx " Ox

Si se supone que el coeficiente de difusion no es una funcidon de la ubicacion (x) ni de la
concentracion (C) de la especie que difunde, la ecuacion se simplifica de la siguiente
manera:

ac 0%C

E:Daxz
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La difusion es un mecanismo de transporte muy eficaz en distancias cortas. La relacion
entre el tiempo At que tarda una molécula en migrar a lo largo de la longitud media de la
distancia al cuadrado X y su coeficiente de difusion, se observa en la siguiente ecuacion:

At = x2/2D

1.6. MECANISMOS QUE INCREMENTAN LA ABSORCION PERCUTANEA.

Para poder contrarrestar la resistencia natural que opone la piel por medio del Ec, el cual
impide el paso de sustancias, es necesario incluir dentro de las formulaciones farmacéuticas
excipientes que puedan incrementar el paso del principio activo a través de la piel, estas
sustancias son conocidas como promotores de absorcion quimicos o moduladores de la
penetracion. Cuando se desea administrar firmacos de peso molecular demasiado grande,
se emplean técnicas fisicas que favorecen el paso del principio activo desde la piel hasta la
circulacion sistémica, estas técnicas fisicas son conocidas como promotores de absorcion
fisicos.

1.6.1. Promotores de absorcién quimicos.
Hidratacion del estrato corneo (Ec).

El método mas seguro y usado para el incremento en la liberacion del farmaco sobre la piel,
es aumentar el contenido de agua en el Ec. La hidratacion del Ec aumenta la penetracion de
la mayoria de las sustancias. El contenido de agua en el Ec bajo condiciones normales es
cerca de 15-20% del peso del tejido hidratado (esta variaciéon depende en gran medida del
medio ambiente). Los parches oclusivos generalmente son utilizados como un método para
mejorar la penetracion. Algunas sustancias farmacologicamente inactivas y que no causan
dafio al organismo, pueden ser promotores para la hidratacién del Ec, y asi favorecer a la
absorcion de un farmaco.

Acidos grasos.

Los acidos grasos insaturados con cadenas largas hidrocarbonadas son mas efectivos que
los 4cidos grasos saturados. Los &cidos grasos poseen un balance 6ptimo tanto de afinidad
como de coeficiente de particion para los lipidos del Ec. Las cadenas largas de acidos
grasos tienen una mayor afinidad por los lipidos del Ec e incluso pueden retardar la
penetracion de farmacos. La cabeza polar de estas cadenas interactua con los grupos polares
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de los lipidos que conforman la barrera de permeabilidad de la piel (Ec), mientras que la
cadena alquilica se inserta entre las cadenas de la bicapa, rompiendo su orden, lo que
ocasiona mayor fluidez entre ellos y un aumento en la difusion del activo. (Barry B.W;
2001).

Terpenos.

Los terpenos constituyen el grupo de los aceites esenciales. Estos poseen caracteristicas que
pueden ser utilizadas como potenciadores en la liberacién de farmacos de forma pasiva,
esto debido a que tienen la facultad de incrementar la difusion desarticulando la estructura
de los lipidos del Ec. (Mohammed y cols.; 2007).

Alcoholes.

Estas sustancias son utilizadas para modificar la estructura del Ec. Los alcoholes de cadenas
cortas son los menos irritantes y mas utilizados. Este tipo de alcoholes difunden libremente
sin afectar la constante de permeacion del permeante, extraen lipidos y péptidos libres,
incrementando el paso para solutos i6nicos y polares. (Kanikkannan y Mandip; 2002).

DMSO (dimetilsulfoxido).

Es un excelente disolvente aprotico con gran constante dieléctrica. Su efecto como
promotor de absorcion es irreversible. Este compuesto quimico actia por si mismo
aumentando la capacidad disolvente del Ec. En una concentracion mayor al 60% afecta en
gran medida su estructura lipidica. En concentraciones menores a 20% interacciona con las
proteinas de la membrana realizando un desplazamiento del agua. (Williams y Barry;
2012).

Propilenglicol.

Esta sustancia no tiene efectos sobre la penetracion de moléculas hidrofilicas. No penetra
en los queratinocitos, pero estabiliza a la queratina de su desnaturalizacion térmica. El
propilenglicol acta arrastrando aquellas moléculas a las que solubiliza. Desplaza el agua
de los grupos polares de los lipidos, aun sin movilizarlos en gran medida. (Williams y
Barry; 2012).
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En la tabla 4 se enuncian algunos ejemplos utilizados como promotores de absorcion
quimicos.

Tabla 4. Promotores de absorcion quimicos.

Promotores de absorcion quimicos

Mecanismo Sustancia
Hidratacion del estrato corneo H,O
Acidos grasos Dimetilacetamida
Terpenos d-limoneno
Alcoholes Etanol, propanol
Dimetilsulféxido (DMSO)

1.6.2. Promotores de absorcion fisicos.
Tontoforesis.

La iontoforesis es la capacidad de introducir iones fisiologicamente activos a través de la
epidermis y mucosas facilitados por una corriente o carga eléctrica. Es decir, una corriente
continua provoca la transferencia i6nica al colocar iones de la misma carga sobre polos de
igual signo. El objetivo es el envio de concentraciones de un farmaco a una superficie
limitada, con una exposicion minima del resto del organismo a dicha sustancia.

En la iontoforesis los iones activos atravesaran la piel a través de los orificios de las
glandulas sudoriparas, sebaceas y foliculos pilosos en donde se puede presentar un mayor
fluyjo de corriente. La penetracion se estima entre 1 y 5 mm, logrando una mayor
profundidad en el organismo gracias a la circulacion capilar y el transporte de membrana.

Traspasada la epidermis, los iones del electrodo activo se almacenan y actian de forma
local prolongando el efecto durante horas o dias. Asimismo, el deposito de estos iones bajo
la piel parece que altera su pH y ejerce una estimulaciébn quimica alrededor de los
receptores y las terminaciones nerviosas libres, provocando sobre el sistema una accion
terapéutica al activar reflejos viscero-cutdneos. La iontoforesis nos permite introducir
sustancias a través de la piel y evitar el paso a través de la mucosa gastrica y la sobrecarga
del tubo digestivo o la necesidad de una inyeccion parenteral. No obstante, hay que tener en
cuenta que si el fluyjo de sangre local es elevado puede eliminar el medicamento
rapidamente de la zona a tratar y distribuirla por todo el organismo, donde un farmaco via
oral o inyectable logra los mismos efectos, pero de manera mas facil y menos costosa.
(Yiping y cols; 2005).
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Sonoforesis.

Se trata de la introduccidon de sustancias en el interior del organismo mediante energia
ultrasonica (20-100kHz) (Labouta y col; 2013), procedimiento por el que se introducen en
el organismo, moléculas completas, a diferencia de la iontoforesis que introduce iones
dependiendo de su polaridad.

Las moléculas introducidas se desdoblan en el interior de los tejidos diana, en elementos y
radicales mediante procedimientos quimicos naturales, y deben recombinarse con los
radicales existentes en el organismo. Su profundizacion es bastante discutida. Las
sustancias a introducir son muy variables.

1.7. CUANTIFICACION DE FARMACOS EN PIEL.

1.7.1. Métodos in vivo.

Radioactividad en excreciones.

La absorcion percutanea in vivo es determinada mediante el método indirecto de medicion
de la radioactividad en excreciones después de la aplicacion tdpica del compuesto marcado.
Es necesario utilizar una metodologia de marcado debido a que los niveles plasmaticos del
compuesto son muy bajos después de la administracion tdpica del mismo. La sustancia que
normalmente se utiliza como marcador es el tritio. La limitacion en realizar una
determinacion de farmacos por medio de las excreciones es que la metodologia no
considera el metabolismo que ocurre en la piel. (Escobar Chavez, 2006).

Radioactividad en Sangre.

La radioactividad en plasma puede ser medida y determinarse la absorcion percutanea por
relacion de areas bajo la curva del perfil de concentraciones plasmaticas en funcion del
tiempo seguido topicamente y de una aplicacion intravenosa. (Escobar Chavez, 2006).
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1.7.2. Métodos in vitro.

Tape Stripping.

Este método es una técnica simple que nos permite determinar la cantidad de principio
activo que se encuentra en el Ec. Con esta técnica se puede conocer el perfil de
concentracion del principio activo a lo largo del Ec (Silva Alvarez, 2005). Ademas esta
técnica es empleada para obtener informacion acerca de la homogeneidad y la distribucién
de formulaciones en la superficie de la piel y el Ec.

Para poder emplear correctamente esta técnica, es necesario delimitar el area en donde se
aplicard la formulacién. Después de un tiempo establecido el Ec es removido con la ayuda
de una serie de cintas adhesivas que son removidas del sitio de aplicacion de una manera
progresiva. La cinta contiene una cantidad de corneocitos y la correspondiente cantidad de
farmaco en estudio para después ser analizado por algun método analitico.

Esta técnica depende y se ve limitada en gran medida por factores intrinsecos y extrinsecos
ya que afectan la cantidad de SC removido. Como factores intrinsecos se pueden mencionar
algunos como: Espesor del SC, cantidad de lipidos (la cual dependera del sitio en donde se
aplique la formulacion), edad, tipo de piel, raza, época del ano. Los factores extrinsecos que
afectan esta técnica son los siguientes: La fuerza con la que se retira la cinta, duracion de la
presion de la cinta en la piel (Lademann y cols.; 2009).

Celdas de Difusion.

Empleando las celdas de difusion es posible evaluar la absorcion percutanea in vitro. Una
celda de difusion convencional estd compuesta por dos compartimientos uno donador y otro
receptor, los cuales se encuentran separados por una membrana biologica (piel), tal como se
muestra en la (figura 5). El EC se encuentra en contacto con el fairmaco dentro del
compartimiento donador y en el compartimiento receptor se coloca un medio de disolucion
el cual al mismo tiempo estd en contacto con la parte interna de la piel expuesta. La
cantidad de farmaco que pasa a través de la piel se puede cuantificar obteniendo muestras
de la parte receptora a diferentes tiempos para posteriormente analizarlas mediante algiin
método analitico. (Moser y cols., 2001).
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Figura 6. Celda de difusion tipo Franz. (Moser y cols., 2001).

1.8. NANOPARTICULAS DE PLATA.

Los metales de tamafio nanométrico que se encuentran en el intervalo de 1-50nm,
actualmente han cobrado gran importancia dentro de los estudios de la industria
farmacéutica. Estos son obtenidos principalmente como una dispersion de un solido en un
liquido. Las nanoparticulas se caracterizan por poseer una gran area superficial, ya que una
fraccion importante de los atomos que las forman se encuentran en la superficie. Las
nanoparticulas presentan ventajas con respecto a otros sistemas coloidales, como una buena
estabilidad en fluidos biologicos y una mayor posibilidad de escalamiento comparado con
otros sistemas coloidales.

1.8.1. Obtencion de nanoparticulas de plata.

Las nanoparticulas de plata han desarrollado un gran interés en el campo de la
nanotecnologia ya que cuentan con aplicaciones dentro de la medicina que son de gran
utilidad, ayudan como: Biosensores, marcadores y actualmente se emplean como agentes
antimicrobianos.

La mayoria de los métodos actualmente empleados para la obtencion de nanoparticulas de
plata requieren el uso de muchos disolventes, los cuales son altamente reactivos, ademas se
requieren periodos largos para obtener una reaccion favorable en la obtencion de las
nanoparticulas de plata. Las nanoparticulas de plata presentan una inestabilidad
considerable, debido a que cuentan con un periodo de vida muy corto y después de este
periodo tienden a aglomerarse. (Raghuraman Kannan, 2006).
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Existen dos métodos basicos para la sintesis de nanoparticulas de plata, estos son el
método por condensacion y el método por dispersion. En los métodos por dispersion, las
nanoparticulas de plata son formadas a partir de particulas de plata de gran tamaio, por
medio de una ruptura de materia. Los métodos de condensacion consisten en que a partir de
un sistema homogéneo de atomos o moléculas de plata se forman nanoparticulas; la
modificacion en las rutas de sintesis y la variacion en las condiciones de operacion de estos
métodos permiten obtener nanoparticulas de plata de diferentes formas y tamaiios.

Recientemente se han propuesto métodos para producir nanoparticulas de plata a partir de
extractos vegetales y microorganismos. Estos métodos han permitido reducir los tiempos de
obtencion y evitan el uso de componentes toxicos, siendo mas amigables con el medio
ambiente. (Fayas y cols,2011; Ravindran y cols, 2013).

Método de dispersion.

Entre los métodos de dispersion para la sintesis de nanoparticulas de plata mas
frecuentemente usados a nivel industrial, se encuentra la condensaciéon de vapores
metalicos en gas inerte (IGC).

El principio basico del IGC consiste en que una masa solida de metales de plata, es
introducida dentro del elemento de calentamiento en el que rapidamente es fundida,
tomando temperaturas entre su punto de fusion y ebullicion (por arriba de los 2000°C),
posteriormente un gas inerte es continuamente introducido en la camara, el cual remueve
los vapores metélicos y los conduce a lo largo de la cdmara donde poco a poco el gas inerte
enfria los vapores, formando las nanoparticulas metalicas. Por este método de sintesis
generalmente se pueden obtener nanoparticulas con un tamafio entre 50-10nm, el tamafio de
las nanoparticulas puede ser controlado dependiendo de la temperatura a la cual se caliente
el metal y la presion del gas inerte utilizado.

Método de condensacion.

Por medio de este método se puede tener un mayor control en la morfologia y tamafio de
las nanoparticulas de plata, mediante este método los iones de una sal de plata cominmente
(AgNOs) son reducidos por un agente reductor. Los agentes reductores mas utilizados son:
Citrato de sodio, perdxido de hidrogeno, formaldehido, &cido ascorbico y algunos
monosacaridos. El empleo de un agente estabilizante es importante para el control del
tamafio y la forma que se requiera tener en las nanoparticulas, como lo son:
polivinipirrolidona (PVP), polietilenglicol (PEG), carboxilatos y algunos citratos (Sarkar y
cols., 2009). En el proceso de reduccion se generan dtomos metalicos de plata que mediante
las fuerzas de atraccion de Van de Waals, inician un proceso de nucleacion y crecimiento
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hasta la formacién de nanoestructuras. El control de la morfologia y el tamafo de las
nanoparticulas se pueden regular por la variacion de factores relacionados con las
condiciones de operacion de cada método, lo cual es muy dificil lograr con los métodos de
dispersion.

En la actualidad existen muchos métodos de sintesis de nanoparticulas de plata muy
novedosos en cuanto al empleo de técnicas de control del tamafio y morfologia de las
nanoparticulas. Dentro de los métodos mas empleados para la sintesis de nanoparticulas de
plata por medio de condensacion son el método de sintesis por poliol y el método de micela
invertida.

Meétodo de poliol.

Es uno de los métodos més empleados para la sintesis de nanoparticulas de plata. A través
de este método una sal de plata (AgNO3) es disuelta en un agente reductor (etilenglicol) en
la presencia de PVP el cual actia como agente estabilizante, que impide la formacion de
aglomerados de particulas. El PVP juega un papel importante ya que sus d&tomos de oxigeno
y nitrogeno pueden promover la adsorcion de las cadenas poliméricas en la superficie de las
nanoparticulas metdlicas, actuando como un agente protector que evita la aglomeracion de
particulas (Wang y cols.; 2005). Con el uso de este método se han logrado sintetizar
nanoparticulas de plata con morfologias distintas como son: Esferas, cubos, nanoplatos
triangulares y tetraedros.

Método de micela invertida.

Este método esta formado por una fase polar dispersa, por la accion de un surfactante en
una fase no polar. Este sistema est4 constituido por dos fases las cuales son: Moléculas de
surfactantes que estabilizan las nanoparticulas formadas y solutos en la fase acuosa (sales
de plata y agentes reductores). El surfactante mas utilizado en este método es
sulfosuccinato (AOT). Algunas de las interacciones que se presentan en este método
incluyen: El intercambio de moléculas del surfactante entre las micelas invertidas, fusion de
micelas invertidas, reacciones cinéticas intramicelares, nucleacién de particulas metélicas,
crecimiento de las particulas formadas via uniones intramicelares e intercambio
intermicelar de los contenidos de la fase acuosa (Xu y col., 2006).

Este método es una técnica versatil con la cual se puede tener un control en las propiedades
de las nanoparticulas como lo es: tamafio, geometria, morfologia, homogeneidad y area
superficial. Mediante el control de pardmetros como el tamafio de la micela, la relacion sal
de plata-agente reductor y la velocidad de intercambio micelar, es posible obtener
nanoparticulas de plata con un tamafio de 1nm (Zhang y cols., 2006).
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1.8.2. Propiedades fisicas.

Dentro de las propiedades fisicas de las nanoparticulas de plata, sobresalen sus propiedades
opticas, las cuales son dominadas por el nimero de oscilaciones producidas por electrones
conductores libres, resultantes de las interacciones con la radiacion electromagnética. El
campo eléctrico producido por la radiacion, induce la formacion de un dipolo en la
nanoparticula, una fuerza restauradora en la nanoparticula intenta compensar este efecto y
como resultado se obtiene una Unica y caracteristica resonancia a una longitud de onda
determinada (Espinoza, 2007).

La longitud de onda de absorcion de las nanoparticulas de plata depende de factores como
el tamafio de particula, morfologia, naturaleza del medio que las rodea, asi como la
distancia entre nanoparticulas (Zielinska y cols., 2009). Las técnicas de mayor utilizacion
para la caracterizacion y estudio ha sido el empleo del espectrofotometro de absorcion de
luz (UV-vis), apoyado por el uso del microscopio electronico de transmision (TEM).

1.8.3. Propiedades quimicas.

El area superficial de las nanoparticulas se incrementa marcadamente con el decrecimiento
del tamafio, nanoparticulas con un tamafio de Inm tendran aproximadamente el 100% de
sus atomos en la superficie, en cambio las nanoparticulas con un tamafio de 10nm tendran
cerca del 15% de sus atomos en la superficie, por lo que una nanoparticula con una gran
area superficial serd mucho mas reactiva.

Las nanoparticulas de plata han recibido una considerable atencion debido a sus atractivas
propiedades fisicoquimicas y la fuerte toxicidad para un amplio rango de microorganismos,
lo que ha mostrado ser una promesa como nuevo agente antimicrobiano y antiviral.

El mecanismo por el cual las nanoparticulas de plata tienen accién bactericida no esta
totalmente establecido, una de las teorias mas aceptadas es que la membrana de la bacteria
posee muchas proteinas conteniendo sulfuro y foésforo, lo que podrian ser sitios de
preferencia de las nanoparticulas de plata, esto provocaria imperfecciones a nivel
membrana afectando procesos respiratorios y la division celular, llevando a la muerte de la
bacteria (Espinoza, 2007).
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1.8.4. Nanoparticulas de plata como agentes antimicrobiano.

Desde siglos anteriores la plata ha sido utilizada como tratamiento frente a diversos
padecimientos como: quemaduras, heridas e infecciones bacterianas.

Debido al surgimiento de infecciones causadas por diferentes bacterias junto con el
aumento en la resistencia a antibidticos, ha surgido la necesidad de emplear nuevas
alternativas para el tratamiento de las infecciones causadas por microorganismos. Estas
investigaciones consideran a las nanoparticulas de plata como una novedosa via para
combatir microorganismos.

El mecanismo de accion por el cual las nanoparticulas de plata sirven como agentes
antimicrobianos, no estd muy bien definidos, algunas investigaciones sefialan que una
caracteristica que puede ayudar a las nanoparticulas para que cuenten con estas propiedades
frente a bacterias, es su gran area superficial teniendo un mayor contacto frente a
microorganismos. Las nanoparticulas de plata interactuan con la membrana celular de las
bacterias uniéndose a las proteinas de la pared celular las cuales contienen sulfuro, ademas
se cre¢ que las nanoparticulas de plata pueden a travesar la membrana celular y unirse
directamente al fosforo del ADN de las bacterias atacando directamente al proceso de
respiracion y division celular provocando la muerte de la bacteria. (Sondi y Salopek-Sondi,

2004).

La forma y tamafio de las nanoparticulas de plata son un factor importante a considerar ya
que el efecto antimicrobiano es dependiente de estas dos propiedades (Mahendra y cols.,
2009) sefialan que cuando se tiene un tamafio menor a 10nm incrementa la radioactividad
de las nanoparticulas y se produce un efecto electrostatico dentro de la célula de la bacteria.
La forma triangular de las nanoparticulas de plata puede a travesar facilmente la membrana
celular.

En la actualidad podemos encontrar nanoparticulas de plata en diversos productos como lo
son: dispositivos médicos, productos cosméticos (desodorantes y geles) y en productos
textiles.
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2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo General.

Evaluar la permeabilidad de una dispersion de nanoparticulas de plata a través de piel in
vitro, empleando celdas verticales tipo Franz, con el fin de determinar su capacidad de
penetracion y con ello conocer el riesgo potencial que representa su inclusion en
formulaciones o materiales destinados a proveer un efecto bacteriostatico.

2.2. Objetivos especificos.
e Contar con un método espectrofotométrico que permita la cuantificacion de las
nanoparticulas de plata capaces de permear a través de la piel.
e Realizar estudios de permeacion in vitro de nanoparticulas de plata a través de
piel con el empleo de celdas de Franz.
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3. METODOLOGIA.

3.1. Diagrama de flujo.

La metodologia general que se sigui6 en el presente trabajo se muestra en la figura 7.

Determinaciones previas

Determinacion de
longitud de maxima
absorcion

Curvas de calibracién

Evaluaciones

Permeacion de Visualizacién de
nanoparticulas de plata a nanoparticulas de plata
través de piel en piel por TEM

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia general seguida en el trabajo.
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3.2. Determinaciones previas.

Preparacion de soluciones.

Las soluciones empleadas para realizar los espectros de absorcion y cuantificaciones se
prepararon de la siguiente manera:

Nitrato de plata 10°M. Preparar por dilucion de un estandar de nitrato de plata con una
concentracion 0.1M, las diluciones se llevaron a cabo en agua destilada.

1,10 fenantrolina 10°M. Pesar 49.56mg de 1,10 fenantrolina grado reactivo, diluir y
disolver con agua destilada en un matraz aforado de 250ml.

Bromopirogalol 10* M. Pesar 13.96mg de bromopirogalol mas 2.5g de acetato de
amonio grado reactivo, disolver y diluir con agua destilada en un matraz aforado de 250ml.

Acetato de amonio 20%.  Pesar 20g de acetato de amonio grado reactivo, disolver y
diluir en 100ml de agua destilada.

Espectros de absorcion.

Se determino la longitud de onda de méxima absorcion para las nanoparticulas de plata.
Los espectros se corrieron de 300nm hasta 800nm. Se realizaron 2 diferentes barridos como
se muestra a continuacion

Barrido A. En un matraz de 50ml adicionar 5ml de bromopirogalol (10 M), de la misma
manera adicionar 1ml de 1,10 fenantrolina (10°M) y 1ml de acetato de amonio al 20%.
Llevar a la marca de aforo con agua destilada.

Barrido B. En un matraz de 50ml adicionar 5ml de bromopirogalol (10™* M), de la misma
manera adicionar 1ml de 1,10 fenantrolina (10°M) y Iml de acetato de amonio al 20% y
Iml de suspension de nanoparticulas de plata.

Con estas soluciones se determind la longitud de onda de méxima absorcion que presenta el
complejo entre la plata (Ag), el bromopirogalol (brom) y la fenantrolina (phen), mediante
un barrido de 300nm-800nm. Esto se realizd para cada una de las soluciones antes descritas
con la finalidad de conocer si existia alguna interferencia en el método. La longitud de onda
en la cual se presenta una mayor absorcion es de 605nm.
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3.3. Curvas de calibracion.

Con los reactivos (bromopirogalol, fenantrolina, EDTA, acetato de amonio) preparados
anteriormente se preparo la curva de calibracion adicionando a un matraz volumétrico de
5ml, las siguientes cantidades de cada uno de los reactivos: 1ml de fenantrolina (10°M),
0.5ml de acetato de amonio al 20%, Iml de las diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata, 0.5ml de EDTA, 0.5ml de bromopirogalol (10°M). Estas
soluciones se llevan a la marca de aforo con agua destilada. Las curvas de calibracion se
realizan por triplicado a diferentes concentraciones (0.032, 0.064, 0.096, 0.128, 0.15, 0.19
ug/ml), las cuales se leyeron a una longitud de onda de 605nm.

La reaccion que se lleva a cabo entre la plata y los reactivos se describe a continuacion:
Ag’ +2Phen === Ao (Phen),” ()
Ag (Phen),” + Brom’ ey (ng—phen.Brom) zj BPR” (2)

La reaccion ocurre en una primera instancia entre la plata y fenantrolina, formando una sal,
la cual se hace més reactiva cuando se adiciona el compuesto bromopirogalol ya que este le
otorga la coloracion y da mas sensibilidad al complejo para poder ser cuantificado por
espectrofotometria. Ademds de esto, la incorporaciéon de bromopirogalol hace que la
reaccion tenga mayor estabilidad siempre que el pH de la solucion se encuentre cercano a 7.

El complejo final de la reaccion contiene una coloracion azul la cual se debe a la adsorcion
del bromopirogalol por parte del complejo previamente formando entre la plata y
fenantrolina. La coloracion que se observaria cuando solo se forma el complejo plata y
fenantrolina seria una coloracién amarilla la cual es muy répida y poco estable. Esta
coloracion amarilla no se presentd durante este estudio debido a que primero se agregaron y
mezclaron todos los reactivos para finalmente agregar la plata.

3.4. Estudios de permeacion de nanoparticulas de plata a través de piel in vitro.

Se realizaron estudios in vitro por sextuplicado de la permeabilidad de nanoparticulas de
plata en piel, utilizando celdas de difusion tipo Franz, empleando como membrana
biologica piel de cerdo, recuperada del rastro antes de ser tratada con agua caliente o vapor.
Las nanoparticulas de plata empleadas fueron proporcionadas por el grupo de investigacion
del Doctor Yacaman de la Universidad de Texas, USA. Estas nanoparticulas presentan un
tamafio promedio de 6.5nm +2.4nm y una concentracion de plata de 100pg/ml. Para
preparar la piel, esta fue separada del cartilago de la oreja empleando un escalpelo, se lavo
con agua, se cortaron fragmentos de 700um utilizando un dermatoma y se congel6 para su
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uso. Los fragmentos de membrana obtenidos se colocaron en la celda de Franz (drea de
exposicion de 0.78 cm?) empleando como medio receptor agua destilada (1ml de capacidad
del sistema receptor), manteniendo la temperatura del medio a 37°C con agitacion
constante. En el medio donador se colocd Iml de la dispersion de nanoparticulas con una
concentracion de 100pug/ml. Los estudios de permeacion tuvieron una duracion de 6 h
continuas. La cuantificacion se realizé, tomando una muestra del medio receptor y
recuperando esta con Iml de medio fresco. Se realizaron un total de 6 pruebas de
permeacion (una cada semana) y en cada una de estas pruebas se montaron 7 celdas (6 con
dispersion de nanoparticulas y 1 blanco).

3.5. Preparacion de muestras para microscopia electronica de transmision (TEM).

Se tomaron fragmentos de piel expuesta a las nanoparticulas de plata a diferentes tiempos,
en las cuales se busco visualizar las nanoparticulas que se encontraban en la superficie de la
piel. Las muestras se sometieron a la siguiente metodologia para su visualizacion en el
microscopio de transmision electronica: todas las muestras se fijaron con glutaraldehido al
2% en buffer de Cacodilato (0.1 M a pH=7.4) y se dejaron durante 4 horas a temperatura
ambiente. Posterior a las 4 horas de fijacion, las muestras se lavaron durante Smin con
buffer de Cacodilato y sacarosa (4%). El paso de postfijacion se realiza con OsO4 en buffer
de cacodilato, las muestras se deben almacenar a una temperatura de 4°C y se lavan 3 veces
con buffer de cacodilatos durante 10minutos.

Como segunda etapa se procede a la deshidratacion de las muestras en serie creciente de
etanol (30%, 50%, 70%, 90%, 96%, y 2 veces en etanol absoluto), 15 min en cada etapa.
Para la inclusion en parafina se utilizo resina epoxi (EPON Polarbed 812) de la siguiente
manera:

Lavar la muestra con 6xido de propileno (100%) durante 10min, posteriormente pasarla por
diferentes concentraciones de resina como se muestra a continuacion:

* Oxido de propileno - Resina Epoxi 2:1 [60 minutos].
* Oxido de propileno - Resina Epoxi 1:1 [60 minutos].
* Oxido de propileno - Resina Epoxi 1:2 [60 minutos].

* Resina Epoxi (100%). Al terminar esta etapa se dejan reposar las muestras durante toda la
noche. Al siguiente dia se cambia la resina y se polimeriza en estufa a 55°C durante 48h.

Para observar los cortes en el microscopio se utiliz6 un ultramicrotomo que permite un
mayor corte histologico para la percepcion adecuada de los cortes. Los cortes de piel
impregnados con nanoparticulas se observaron sin emplear alguna tincion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Como ya se menciond, las nanoparticulas de plata fueron proporcionadas por el grupo de
investigacion del Dr. Yacaman de la Universidad de Texas USA, por lo que las condiciones
bajo las cuales se obtuvieron las NP de plata, datos de soluciones utilizadas, tamafio de
particula y concentraciones, fueron proporcionadas directamente por estos investigadores
(Yacaman y cols.; 2005).

Los barridos que se muestran en las Figuras 8 y 9 se realizaron conforme a lo descrito en la
metodologia. Estas pruebas nos permitieron conocer la longitud de onda de maxima
absorcion a la cual se realizarian las mediciones correspondientes para conocer la cantidad
de nanoparticulas de plata en los estudios de permeacion, respecto al tiempo. El primer
barrido (Figura 8) muestra la longitud de onda de méaxima absorcion para el complejo
Fenantrolina-bromopirogalol (phen-brom). En un segundo barrido, mostrado en la Figura 9,
se puede ver la longitud de onda a la cual absorbe el complejo final de nanoparticulas de
plata NPs Ag-phen-brom.

Figura 8. Barrido del complejo phen-brom.
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Figura 9. Barrido de complejo NpsAg-phen-brom.

Con estos barridos se determind que la longitud de onda de maxima absorcion para el
complejo Phen-Brom ocurre a 555nm, mientras que para el complejo con plata, el maximo
se encuentra a 605nm, por lo que para cuantificar las nanoparticulas de plata durante los
estudios de permeacion, la cuantificacion se realizoé a 605nm.

A esta longitud de onda se leyeron las soluciones de la curva de calibracion, formando el
complejo con la dispersion de nanoparticulas en la forma ya expuesta en la metodologia.
Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Datos Curva de calibracion. Complejo Nps Ag-Phen-Brom.

0.032 0.057 1.78 | Promedio 1.83
0.032 0.059 1.84 | D.E 0.045
0.032 0.06 1.87 | CV 2.40%
0.064 0.1278 1.99 | Promedio 2.006
0.064 0.1283 2 |D.E 0.02
0.064 0.1302 2.03 | CV 1.03%
0.096 0.1836 1.91 | Promedio 1.9
0.096 0.1835 191 | D.E 5.7x10-3
0.096 0.1832 19| CV 0.30%
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Continuacion tabla 5. Datos curva de calibracion. Complejo Nps Ag-Phen-Brom.

0.128 0.245 1.91 | Promedio 1.93
0.128 0.25 1.95 | D.E 0.02
0.128 0.248 193 | CV 1.03%
0.15 0.2689 1.79 | Promedio 1.76
0.15 0.2595 1.73 | D.E 0.032
0.15 0.2675 1.78 | C.V 1.82%
0.19 0.3389 1.78 | Promedio 1.77
0.19 0.3364 1.77 | D.E 5.77x10-3
0.19 0.338 1.77 | CV 0.32%

Absorbancia

0.4

0.35

0.3

0.25

©
N}

0.15

0.1

0.05

y=1.6757x+0.0235
R?=10.9965

A~

=

-~

0.05 0.1 0.15 0.2
Concentracion (pg/ml)

Gréfica 1. Curva de calibracion para las nanoparticulas de plata.
Empleando agua como medio de disolucién.
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La curva de calibracion que se presenta en la Grafica 1, mostrd ser lineal dentro del rango
de concentraciones probadas, con un coeficiente de determinacion (r*) de 0.9965. Con
excepcion de la concentracion mas baja de 0.032 pg/ml, para el resto de las
concentraciones se obtuvieron coeficientes de variacion menores al 2%, como se muestra
en la tabla 5.

Se calcul6 el limite de cuantificacion (LC) y limite de deteccion (LD) para la curva de
calibracion realizada para los estudios de permeacion, los calculos y resultados se muestran
a continuacion:

c - 10 (D.E ordenada al origen)

pendiente

C = 10 (0.0068)
 1.7195

LC = 0.039ug/ml

D = 3.3 (D.E ordenada al origen)
B pendiente

~3.3(0.0068)
17195

LD = 0.013 pg/ml

Estudios de permeacion.

Debido a sus propiedades antisépticas, las nanoparticulas de plata han sido incluidas en
cremas, diversos productos topicos como geles, textiles y productos quirurgicos. Sin
embargo, poca informacion existe acerca de su capacidad para penetrar y permear la piel.
Es por ello que en este trabajo, con el fin de conocer la permeabilidad de las nanoparticulas
de plata en piel, se realizaron estudios in vitro utilizando el modelo de celdas de difusion
tipo Franz, usando como membrana biologica piel de oreja de cerdo, ya que se sabe que la
piel de cerdo posee caracteristicas histologicas y de permeabilidad parecidas a la piel
humana, tal como lo demuestran estudios realizados por Barbero y Frash (2009), donde se
menciona que la permeabilidad entre los dos tipos de tejido es similar, encontrandose
mayor variabilidad en la permeabilidad de piel humana.
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El tiempo total de exposicion de las nanoparticulas con la piel fue de 6 h, durante los cuales
se tomaron muestras del medio receptor a las 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 y 6h. En el estudio realizado
se determino la cantidad total permeada de nanoparticulas de plata por unidad de area,
dividiendo esta cantidad entre el area expuesta de la piel (0.78cm?), estos resultados se
muestran en la Tabla 6. Como ya se explico, se realizaron un total de 6 permeaciones (una
por semana), cada una por sextuplicado, por lo que en la Tabla 6 se reporta la cantidad
promedio encontrada para cada tiempo. Como puede verse, la cantidad de nanoparticulas
que pasa a través de la piel se va incrementando al transcurrir el tiempo de exposicion
(Tabla 6, Grafica 2). El tamafio que una particula pueda tener es un factor determinante en
la permeabilidad, ya que sustancias con un didmetro pequeno suelen a travesar facilmente
el Ec. Lo esperado en este estudio fue que al tener particulas con un didmetro menor a
10nm, estas atravesaran facilmente la piel. En este caso, desde los primeros 30 minutos ya
se encontro plata en el medio receptor. No obstante al finalizar el estudio de permeacion
solo el 1.5% de nanoparticulas de plata fue capaz de atravesar las capas de la piel. El
calculo para obtener el porcentaje de nanoparticulas se realizo de la siguiente manera:

Concentracion de NP final

x 100
Concentracion inicial de NP

1.55pg/ml

——— x 100 = 1.559
100pg /ml %

Tabla 6. Cantidad de nanoparticulas de plata en el medio receptor/unidad de area de
piel expuesta. (Lg/cm?).

Tiempos Semana D.E Semana D.E Semana D.E Semana D.E Semana D.E Semana

(hr) 1 p 3 4 5 6

0.5 0.1504 0.0244 0.1551 0.0179 0.1947 0.0224 0.1891 0.0090 0.1722 0.0385 0.1923 0.0267
0.1707 0.0385 0.1882 0.0197 0.2073 0.0073 0.2092 0.0045 0.2045 0.0289 0.2141 0.0122
0.1853 0.0359 0.2118 0.0180 0.2282 0.0038 0.2282 0.0063 0.2297 0.0185 0.2254 0.0110
0.2152 0.0208 0.2284 0.0169 0.2368 0.0064 0.2344 0.0026 0.2357 0.0115 0.2357 0.0035
0.2220 0.0188 0.2353 0.0117 0.2378 0.0077 0.2410 0.0055 0.2387 0.0096 0.2353 0.0085
0.2299 0.0212 0.2455 0.0039 0.2489 0.0023 0.2487 0.0090 0.2434 0.0081 0.2455 0.0033
0.2630 0.0170 0.2519 0.0017 0.2543 0.0075 0.2588 0.0107 0.2571 0.0123 0.25 0.0032

Nota: Se muestra el promedio de 6 determinaciones para cada tiempo.

A B A WN PR
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Grafica 2. Cantidad de nanoparticulas permeadas/unidad de area de piel expuesta.
Para las permeaciones realizadas cada semana. En la grafica aparecen las barras de
error expresadas como la desviacién estandar para cada punto.

En los datos mostrados en la Tabla 6, se realizoé la correccion correspondiente por la
dilucion efectuada al extraer la muestra del medio receptor y reponer con un volumen
equivalente de medio, esto a partir de los datos obtenidos que se reportan en el Anexo 1,
Tabla 9. La concentracion inicial de plata fue de 100pg/ml (Yacaman y cols.; 2005). Como
ya se menciond, la cantidad de nanoparticulas que pasé a través de la piel fue
incrementando al transcurrir el tiempo (Tabla 6), algunos estudios muestran que las
sustancias de tamafio nanométrico se introducen a la piel por medio de los foliculos pilosos
en donde existe un rapido proceso con una duracion aproximada de 1hr y posteriormente la
penetracion puede llevarse a cabo fuera de los foliculos pilosos durante varios dias, este
proceso estd determinado por el gradiente de concentracion de la sustancia que sea aplicada
via topica (Lademann y cols.; 2007). Se ha demostrado que las nanoparticulas con tamafios
< 10nm pueden permanecer almacenadas en los foliculos pilosos por un periodo de 10 dias
(Lademann y cols.; 2011). Diversos estudios sefialan la inhabilidad de las nanoparticulas
metalicas para a travesar la piel, como el realizado por Prow y cols. (2011) que sefialan que
las nanoparticulas de plata no atraviesan la piel, encontrando agregados de dichas
nanoparticulas almacenadas en el foliculo piloso; en otro estudio con nanoparticulas de
hierro, Baroli y cols. (2007), demuestran que con un tamafio menor a 10nm, las
nanoparticulas pueden penetrar el Ec pero son incapaces de tener una buena permeabilidad
para a travesar todas las capas de la epidermis, formando aglomerados que practicamente se
almacenan en las capas mas externas de la piel.
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No obstante, en este estudio se encontrd que aunque la mayoria de las nanoparticulas no
permearon, un 1.5 % de la cantidad inicial colocada alcanzé el medio receptor.

Tabla 7. Cantidad acumulada de nanoparticulas de plata/area de piel expuesta.
(Mg/cm?).

Tiempos Semana D.E Semana D.E Semana D.E Semana D.E Semana D.E Semana D.E
(hr) 1 2 3 4 5 6
0.1504 0.0244 0.1551 0.0179 0.1947 0.0224 0.1891 0.0090 0.1722 0.0385 0.1923 0.0267
0.3212 0.0614 0.3434 0.0352 0.4019 0.0290 0.3983 0.0055 0.3767 0.0601 0.4064 0.0387
0.5064 0.0972 0.5551 0.0532 0.6301 0.0277 0.6265 0.0047 0.6064 0.0724 0.6318 0.0497
0.7216 0.1179 0.7835 0.0680 0.8669 0.0226 0.8609 0.0036 0.8421 0.0815 0.8675 0.0527
0.9436 0.1366 1.0188 0.0780 1.1047 0.0291 1.1019 0.0078 1.0808 0.0879 1.1028 0.0514
1.1735 0.1577 1.2643 0.0814 1.3536 0.0294 1.3506 0.0165 1.3241 0.0953 1.3483 0.0506
1.4365 0.1416 1.5162 0.0831 1.6079 0.0334 1.6094 0.0260 1.5812 0.1074 1.5983 0.0518
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Gréfica 3. Cantidad acumulada de nanoparticulas de plata en el medio receptor por
unidad de area de piel.
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Los datos de la tabla 7 y grafica 3 se obtuvieron al realizar de manera consecutiva la
sumatoria de los valores de cantidad de nanoparticulas de plata permeada, previamente
obtenidos para cada tiempo. Esto se hizo puesto que en cada muestreo el volumen del
medio receptor fue retirado en su totalidad. Los célculos se hicieron con los datos
reportados en el Anexo 1 tabla 10. Entonces de acuerdo a los datos que se muestran en la
Tabla 7 Cantidad acumulada de nanoparticulas de plata/area de piel expuesta. (ug/cm2), la
cantidad total permeada, después de 6 h fue de 1.5582 pg/cm® + 0.068. Considerando la
concentracion inicial en el donador, el coeficiente de permeabilidad calculado es de 0.0024
+9.10 x10° cm/h. Los datos obtenidos muestran una tendencia lineal con muy poca
variabilidad en el proceso (grafica 3). Se encontr6 que aproximadamente el 1.5% de la
dispersion de nanoparticulas logréo permear a través de la piel, alcanzando el medio
receptor.

En el caso de las nanoparticulas de plata existe poca informaciéon sobre estudios de
permeacion con los que se pueda hacer una comparacion, algunos estudios como el
realizado por Larese y cols. (2009), sefiala que las nanoparticulas de este material solo se
encuentran en la superficie del Ec y que la via de penetracion mas probable es la
intercelular, teniendo la hipdtesis de que las nanoparticulas de plata que a traviesan la piel
se encuentran como plata elemental.

Para el presente estudio la baja concentraciéon encontrada en la celda receptora puede
deberse a que las nanoparticulas penetraron y se almacenaron en los foliculos pilosos pero
no pudieron a travesar todas las capas de la piel, esto se puede demostrar ya que el flujo
calculado (Tabla 8) fue considerablemente bajo en relacion a la investigacion realizada por
Larese y cols, (2009) en donde obtienen un mayor flujo y por lo tanto una mayor cantidad
de nanoparticulas de plata encontradas en el sistema receptor .

Ademas de que el Ec es la principal barrera para impedir el paso de sustancias a través de la
piel, existen otras caracteristicas que dificultan el paso de las nanoparticulas como son las
cargas electrostaticas y el pH. La naturaleza electrofilica que poseen las nanoparticulas es
otro factor encontrado en la literatura que puede afectar el paso de las nanoparticulas a
través de la piel, existiendo union a las proteinas del Ec y formando asi agregados
moleculares que impiden la penetracion. En otros estudios de permeacion se senala que las
moléculas con alta carga electrofilica pueden formar complejos con las cargas que poseen
las proteinas del Ec, formando grandes depodsitos de moléculas en el Ec y asi la difusion
continuara ain después de que la exposicion a la sustancia haya terminado (Hostynek y
cols; 2006). En un interesante estudio Monteiro-Riviere y cols. (2013) estudian la
penetracion de nanoparticulas de plata en queratinocitos epidermales humanos. Los autores
encuentran que las nanoparticulas de plata son capaces de formar complejos proteinicos
llamados coronas protéicas, que modulan la internalizacion celular de las nanoparticulas.
De este modo, dependiendo de la proteina con la que se asocian, serd su capacidad para
penetrar.
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Para el caso de nanoparticulas metalicas existe la teoria de que puede ocurrir una oxidacion
debido al sudor que se encuentra en la piel haciendo que la penetracion sea muy baja y que
las nanoparticulas permanezcan sobre la superficie de la piel. (Filon y cols.; 2009). En la
figura 10 se muestran fragmentos de piel en donde se puede observar que después de un
periodo de exposicion a las nanoparticulas, la piel presenta manchas obscuras en el area de
contacto, esto puede indicar que las nanoparticulas de plata sufrieron una oxidacion y por
esta razon no pudieron penetrar las capas de la piel, encontrando pequefias cantidades de
plata en el sistema receptor de las celdas de Franz.

A) B)

9

Figura 10. Fotografias de piel al término de las permeaciones en celdas de Franz.
A) Muestra de piel con agua destilada (blanco); B) y C) muestras de piel al finalizar el
tiempo de exposicidn con nanoparticulas de plata.

Para conocer la manera mediante la cual las nanoparticulas penetran la piel es necesario
determinar el flujo que se mantiene durante el estudio de permeacion. En la tabla 8 se
encuentran los datos de los flujos obtenidos para el presente estudio, en donde se observa
(grafica 4) que los flujos obtenidos en los diferentes ensayos realizados fueron bastante
reproducibles.
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La pobre penetracion de las nanoparticulas metélicas tiene una gran utilidad ya que estan
siendo investigadas y aplicadas como agentes bacteriostaticos y debido a que su mecanismo
de accion no esta lo suficientemente claro, lo ideal es que permanezcan en capas externas
de la piel.

Tabla 8. Flujos obtenidos en las pruebas de permeacion (ug/cm?h).

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6
0.203 0.2275 0.2531 0.2445 0.2485 0.2437
0.2293 0.2434 0.2472 0.2487 0.2601 0.2457
0.2459 0.2506 0.2463 0.2561 0.2356 0.2518

0.22606667 0.2405 0.24886667 0.249766667 0.24806667 0.247066667
0.021632 0.011819898 0.00369369 0.005873103 0.01225575 0.0042194

e Los numeros 1, 2 y 3 corresponden a las repeticiones realizadas cada semana,
mencionando ademas que para cada repeticion se montaron 7 celdas de Franz (6 con
nanoparticulas y un blanco).
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Grafica 4. Flujos (ng/cm? h) obtenidos durante las permeaciones de nanoparticulas de
plata en piel.
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Una vez finalizada el estudio de permeacion, las muestras de piel se observaron al
microscopio electronico de transmision (TEM) con la finalidad de observar si existio
acumulacion de nanoparticulas de plata en la superficie de la piel, después de diferentes
tiempos de contacto. En la figura 11 se muestran las imagenes tomadas en TEM, de los
fragmentos de piel que contienen nanoparticulas de plata a los diferentes tiempos de
permeacion. En estas imagenes se puede observar que existe una aglomeracion creciente de
NP conforme transcurre el tiempo de exposicion en la piel: Podemos observar que en la
imagen G de la figura 11 existe una mayor cantidad de nanoparticulas de plata que
permanecen adheridas a la superficie de la piel, como consecuencia del mayor tiempo de
contacto.
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RESULTADOS Y DISCUSION

G

Figura 11. Fotografias por microscopia electrénica de transmision (TEM).

En donde se muestra la superficie de la piel expuesta a nanoparticulas de plata
durante diferentes tiempos de contacto. A) 30 min, B) 1hr, C) 2hr, D) 3hr, E) 4hr, F)
5hr, G) 6hr. Las flechas en las imagenes indican la presencia de nanoparticulas de
plata.

Un factor importante de la permeabilidad de la las nanoparticulas, es el tamafio que estas
pueden poseer, debido a que existen diferentes vias por las cuales las nanoparticulas pueden
penetrar a través de la piel, estas vias pueden ser a través de las glandulas sebaceas o por
medio del foliculo piloso, se conoce tedricamente que particulas con un diametro de 7-
20nm son detectadas en el foliculo piloso (Laresse y col; 2009).

Como se puede observar en las figuras 10 y 11, al transcurrir el tiempo de exposicion de las
nanoparticulas de plata en la piel, estas formaron aglomerados que pueden encontrarse en
los intersticios de la superficie de la piel o bien en los foliculos pilosos, como lo senalan
algunas investigaciones acerca de nanoparticulas metalicas con un tamafio menor a 10nm.

51



RESULTADOS Y DISCUSION

Esto tiene una estrecha relacion con los datos mostrados en las permeaciones, en las cuales
no se encontrd gran cantidad de nanoparticulas en la fase receptora.

Como ya se menciond, aunque los resultados obtenidos en este estudio confirman lo
encontrado por otros autores acerca de la baja permeabilidad de las nanoparticulas de plata
a través de la piel, hay que considerar los siguientes factores: (i) El estudio se llevo a cabo
en celdas de Franz estaticas. En este sentido, lo que se hizo fue remover completamente el
medio receptor para cada muestreo, con el fin de simular lo que ocurre in vivo, en donde el
soluto al alcanzar la dermis es rapidamente removido por torrente sanguineo. (ii) Al montar
la piel en la celda, se tiene una hidratacion excesiva, lo que podria incrementar la
penetraciéon de muchas sustancias. (iii) La piel permanece rigida en la celda de difusion,
mientras que in vivo la flexibilidad de la epidermis puede provocar una traslocacion de las
particulas y por tanto su penetracion, ademas de que la aplicacién de un masaje promoveria
el transporte hacia capas internas (Larese y cols., 2009).
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5. CONCLUSIONES.

e Se empled un método colorimétrico con el fin de conocer la cantidad de
nanoparticulas capaces de alcanzar el compartimento receptor de las celdas
tipo Franz. Este método, basado en la formacion de un complejo con la
plata, mostré ser lineal dentro del rango de concentraciones propuesto.

e Se llevaron a cabo pruebas de permeabilidad in vitro con el fin de evaluar el
paso de las nanoparticulas a través de la piel.

e Los estudios de permeacion mostraron que el 1.5 % de la cantidad inicial
colocada en el donador alcanzé la solucion receptora. Esto confirma lo
encontrado por otros autores en donde la cantidad total de nanoparticulas de
plata capaz de atravesar todas las capas de la piel, es minima, obteniendo un
flujo y coeficiente de permeabilidad bajos. Esta baja concentracion
encontrada en el estudio de permeacion puede deberse a que las
nanoparticulas de plata tuvieron un paso por medio de los foliculos pilosos,
forma agregados dentro de los foliculos.

e Las imdagenes de piel muestran que las nanoparticulas permanecen
preferentemente en la superficie o se filtran por los intersticios o los
foliculos pilosos.
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6. PERSPECTIVAS.

Realizar estudios de permeaciéon con un mayor tiempo de exposicion a las
nanoparticulas de plata para corroborar si estas sufren alguna oxidacidon que impida
el paso por la piel.

Utilizar una técnica de microscopia en la cual se pueda observar las diferentes capas
de la piel y conocer detalladamente en que sitio permanecen las nanoparticulas.
Evaluar el comportamiento de diferentes formulaciones y tamafios de
nanoparticulas de plata con la finalidad de conocer la via de acceso que pueden
presentar.
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ANEXOS

Anexo I. Datos estudio de permeacion.
Tabla 9. Resultados de permeaciones obtenidas a las diferentes semanas de estudio y a los
tiempos de exposicion indicados.

dvo | Absorbancia  Concentracion  Absorbancia  Concentracion  Absorbancia  Concentracion

(o) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0.5 0.0436 0.0191 0.0544 0.0252 0.056 0.0261
1 0.0467 0.0208 0.0564 0.0263 0.0679 0.0328
2 0.05 0.0227 0.0637 0.0304 0.0693 0.0336
3 0.0628 0.0299 0.0712 0.0347 0.0738 0.0361
4 0.0656 0.0315 0.0719 0.0351 0.0759 0.0373
5 0.0671 0.0324 0.074 0.0362 0.0788 0.039
6 0.0879 0.0441 0.0799 0.0396 0.0795 0.0394

Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0.0472 0.0211 0.0554 0.025 0.0568 0.0265
0.0584 0.0274 0.059 0.0278 0.068 0.0329
0.0637 0.0304 0.0677 0.0327 0.0735 0.036
0.0675 0.0326 0.0753 0.037 0.0758 0.0373
0.071 0.0346 0.077 0.0379 0.0764 0.0376
0.0764 0.0376 0.0784 0.0387 0.0782 0.0386
0.0788 0.039 0.0796 0.0394 0.0798 0.0395

Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0.0648 0.0313 0.0567 0.0265 0.0687 0.0333
0.067 0.032 0.0654 0.0314 0.0693 0.0336
0.0744 0.0362 0.0728 0.0356 0.0718 0.035
0.0758 0.0373 0.0766 0.0377 0.0732 0.0358
0.0776 0.0383 0.0773 0.0359 0.0755 0.0371
0.0792 0.0392 0.0785 0.0388 0.0779 0.0385
0.084 0.041 0.0793 0.0392 0.0786 0.0388
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Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0.0638 0.0305 0.0632 0.0301 0.059 0.0279
0.0673 0.0325 0.0665 0.032 0.0689 0.0334
0.0724 0.0353 0.0714 0.0348 0.0736 0.0367
0.0737 0.0361 0.0749 0.0368 0.075 0.0368
0.0749 0.0368 0.0763 0.0375 0.0779 0.0385
0.0762 0.0375 0.0782 0.0386 0.0812 0.0403
0.078 0.0385 0.0822 0.0409 0.0837 0.0417

semana 5

Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0.0478 0.0214 0.0688 0.0333 0.0557 0.0259
0.0665 0.0321 0.0741 0.0363 0.0582 0.0273
0.0758 0.0373 0.0765 0.0377 0.0673 0.0325
0.0764 0.0376 0.0771 0.038 0.0712 0.0347
0.0731 0.0357 0.0784 0.0387 0.0758 0.0373
0.0775 0.0382 0.079 0.0391 0.0746 0.0366
0.0793 0.0392 0.0847 0.0423 0.0785 0.0388

semana 6

Concentracion Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion

Absorbancia

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0.0544 0.0252 0.0664 0.0321 0.0678 0.0327
0.0653 0.0313 0.0699 0.0339 0.0734 0.035
0.0684 0.0332 0.0733 0.0359 0.0742 0.0364
0.0739 0.0362 0.0759 0.0373 0.0749 0.0368
0.0757 0.0372 0.0721 0.0352 0.0765 0.0377
0.0782 0.0386 0.0765 0.0377 0.0782 0.0386
0.0789 0.039 0.0779 0.0385 0.0797 0.0395
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Tabla 10. Cantidad de nanoparticulas de plata por unidad de area. (ng/ml).

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1224 0.1615 0.1673 0.1504 0.0244

0.1333 0.1685 0.2102 0.1707 0.0385

0.1455 0.1948 0.2153 0.1852 0.0359

0.1916 0.2224 0.2314 0.2151 0.0208

0.2019 0.225 0.2391 0.2220 0.0187

0.2076 0.2320 0.25 0.2299 0.0212

0.2826 0.2538 0.2525 0.2630 0.0170

Semana 2
Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1352 0.1602 0.1698 0.1551 0.0178

0.1756 0.1782 0.2108 0.1882 0.0196

0.1948 0.2096 0.2307 0.2117 0.0180

0.2089 0.2371 0.2391 0.2284 0.0168

0.2217 0.2429 0.2410 0.2352 0.0116

0.2410 0.2480 0.2474 0.2455 0.0038

0.25 0.2525 0.2532 0.2519 0.0016

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.2006 0.1698 0.2134 0.1946 0.0224
0.2051 0.2012 0.2153 0.2072 0.0072
0.2320 0.2282 0.2243 0.2282 0.0038
0.2391 0.2416 0.2294 0.2367 0.0064
0.2455 0.2301 0.2378 0.2378 0.0076
0.2512 0.2487 0.2467 0.2489 0.0022
0.2628 0.2512 0.2487 0.2542 0.0075
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Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1955 0.1924 0.1788 0.1891 0.0089

0.2083 0.2051 0.2141 0.2091 0.0045

0.2262 0.2230 0.2352 0.2282 0.0063

0.2314 0.2358 0.2358 0.2344 0.0025

0.2358 0.2403 0.2467 0.2410 0.0054

0.2403 0.2474 0.2583 0.2487 0.0090

0.2467 0.2621 0.2673 0.2587 0.0106

Semana5
Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1371 0.2134 0.1660 0.1722 0.0385

0.2057 0.2326 0.175 0.2044 0.0288

0.2391 0.2416 0.2083 0.2297 0.0185

0.241 0.2435 0.2224 0.2356 0.0115

0.2288 0.2480 0.2391 0.2386 0.0096

0.2448 0.2506 0.2346 0.2433 0.0081

0.2512 0.2711 0.2487 0.2570 0.0122

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1615 0.2057 0.2096 0.1923 0.0267

0.2006 0.2173 0.2243 0.2141 0.0121

0.2128 0.2301 0.2333 0.2254 0.0110

0.2320 0.2391 0.2358 0.2356 0.0035

0.2384 0.2256 0.2416 0.2352 0.0084

0.2474 0.2416 0.2474 0.2455 0.0033

0.25 0.2467 0.2532 0.25 0.0032
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Tabla 11. Cantidad de nanoparticulas de plata acumulada a diversos tiempos. (| g/cmz).

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1224 0.1615 0.1673 0.1504 0.0244
0.2557 0.3301 0.3775 0.3211 0.0613
0.4012 0.525 0.5929 0.5064 0.0971
0.5929 0.7474 0.8243 0.7215 0.1178
0.7948 0.9724 1.0634 0.9435 0.1365
1.0025 1.2043 1.3134 1.1735 0.1577
1.2852 1.4583 1.5660 1.4365 0.1416

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1352 0.1602 0.1698 0.1551 0.0178
0.3108 0.3384 0.3807 0.3433 0.0351
0.5057 0.5480 0.6115 0.5551 0.0532
0.7147 0.7852 0.8506 0.7835 0.0679
0.9365 1.0282 1.0916 1.0188 0.0779
1.1775 1.2762 1.3391 1.2643 0.0814
1.4275 1.5288 1.5923 1.5162 0.0830

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.2006 0.1698 0.2134 0.1946 0.0224
0.4057 0.3711 0.4288 0.4019 0.0290
0.6378 0.5993 0.6532 0.6301 0.0277
0.8769 0.8410 0.8826 0.8668 0.0225
1.1224 1.0711 1.1205 1.1047 0.0290
1.3737 1.3198 1.3673 1.3536 0.0294
1.6365 1.5711 1.6160 1.6079 0.0334
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Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1955 0.1929 0.1788 0.1891 0.0089
0.4038 0.3980 0.3929 0.3982 0.0054
0.6301 0.6211 0.6282 0.6264 0.0047
0.8615 0.8570 0.8641 0.8608 0.0035
1.0974 1.0974 1.1108 1.1019 0.0077
1.3378 1.3448 1.3692 1.3506 0.0164
1.5846 1.6070 1.6365 1.6094 0.0260

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1371 0.2134 0.1660 0.1722 0.0385
0.3429 0.4461 0.3410 0.3767 0.06014
0.5820 0.6878 0.5493 0.6064 0.0723
0.8230 0.9314 0.7717 0.8420 0.0814
1.0519 1.1794 1.0108 1.0807 0.0879
1.2967 1.4301 1.2455 1.3241 0.0952
1.5480 1.7012 1.4942 1.5811 0.1074

Tiempos Cantidad Cantidad Cantidad Promedio Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1615 0.2057 0.2096 0.1923 0.0267
0.3621 0.4230 0.4339 0.4064 0.0386
0.575 0.6532 0.6673 0.6318 0.0497
0.8070 0.8923 0.9032 0.8675 0.0526
1.0455 1.1179 1.1448 1.1027 0.0513
1.2929 1.3596 1.3923 1.3482 0.0506
1.5429 1.6064 1.6455 1.5982 0.0517
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Anexo I1. Flujos obtenidos para estudios de permeacion.
Tabla 12. Flujos de estudios de permeacion. (pg/cm? h).

Semana 1

Promedio  Desv. Estandar

Tiempos Flujo

(hr)

0.5 0.1224 0.1615 0.1673 0.1504 0.0244
0.2557 0.3301 0.3775 0.3211 0.0613
0.4012 0.525 0.5929 0.5064 0.0971
0.5929 0.7474 0.8243 0.7215 0.1178
0.7948 0.9724 1.0634 0.9435 0.1365
1.0025 1.2044 1.3134 1.1735 0.1577
1.2852 1.4583 1.5660 1.4365 0.1416

Semana 2
Tiempos Flujo Flujo Flujo Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1352 0.1602 0.1698 0.1551 0.0178
0.3108 0.3384 0.3807 0.3433 0.0351
0.5057 0.5480 0.6115 0.5551 0.0532
0.7147 0.7852 0.8506 0.7835 0.0679
0.9365 1.0282 1.0916 1.0188 0.0779
1.1775 1.2762 1.3391 1.2643 0.0814
1.4275 1.5288 1.5923 1.5162 0.0830

Semana 3
Tiempos Flujo Flujo Flujo Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.2006 0.1698 0.2134 0.1946 0.0224
0.4057 0.3711 0.4288 0.4019 0.0290
0.6378 0.5993 0.6532 0.6301 0.0277
0.8769 0.8410 0.8826 0.8668 0.0225
1.1224 1.0711 1.1205 1.1047 0.0290
1.3737 1.3198 1.3673 1.3536 0.0294
1.6365 1.5711 1.6160 1.6079 0.0334
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Tiempos Flujo Flujo Flujo Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1955 0.1929 0.1788 0.1891 0.0089
0.4038 0.3980 0.3929 0.3982 0.0054
0.6301 0.6211 0.6282 0.6264 0.0047
0.8615 0.8570 0.8641 0.8608 0.0035
1.0974 1.0974 1.1108 1.1019 0.0077
1.3378 1.3448 1.3692 1.3506 0.0164
1.5846 1.6070 1.6365 1.6094 0.0260

Tiempos Flujo Flujo Flujo Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1371 0.2134 0.1660 0.1722 0.0385
0.3429 0.4461 0.3410 0.3767 0.0601
0.5820 0.6878 0.5493 0.6064 0.0723
0.8230 0.9314 0.7717 0.8420 0.0814
1.0519 1.1794 1.0108 1.0807 0.0879
1.2967 1.4301 1.2455 1.3241 0.0952
1.5480 1.7012 1.4942 1.5811 0.1074

Tiempos Flujo Flujo Flujo Promedio  Desv. Estandar

(hr)

0.5 0.1615 0.2057 0.2096 0.1923 0.0267
0.3621 0.4230 0.4339 0.4064 0.0386
0.575 0.6532 0.6673 0.6318 0.0497
0.8070 0.8923 0.9032 0.8675 0.0526
1.0455 1.1179 1.1448 1.1027 0.0513
1.2929 1.3596 1.3923 1.3482 0.0506
1.5429 1.6064 1.6455 1.5982 0.0517
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Anexo I11. Pruebas estadisticas.
Se realiz6 un andlisis estadistico para determinar si los datos presentan una distribucion
normal.

Como se puede observar en la grafica 5 existe una relacion directamente proporcional entre
la absorbancia y la concentracidon, esto se puede saber ya que los datos graficados de
absorbancia y concentracion de las NP-Ag tienden a formar una linea recta. La relacion
entre la absorbancia y la concentracion es importante de acuerdo a la ley de beer A=€1C. En
la cual nos indica que la concentracién es directamente proporcional a la absorbancia
obtenida de un analito.

Grafica de dispersion de Absorbancia vs. Concentracion

0.085

0.080 1

0.075 41

0.070 4

0.065

Absorbancia

0.060 1

0.055 1

0.050

0.025 0.030 0.035 0.040
Concentracion

Gréfica 5. Dispersion absorbancia vs concentracion.

En la grafica 6 se observa que los datos obtenidos de concentracidon presentan una tendencia a
una distribucidon normal, algunos datos se encuentran fuera de la linea de tendencia, la linea del
histograma debe ser similar a una campa de gauss en donde establece que todos los datos dentro
de esta linea tienen un comportamiento normal. En este estudio la falta de penetracidn por parte
de las nanoparticulas hace que no todos los datos tengan un comportamiento estadisticamente
normal.
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Distribucion Normal NP-Ag

0.024

0.028

0.032

0.036

0.040

T

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 1.15
Valor P < 0.005
Media 0.034720
Desv .Est. 0.004431
Varianza 0.000020
Asimetria -0.917768
Kurtosis 0.175918
N 42
Minimo 0.023400
ler cuartil 0.032225
Mediana 0.035817
3er cuartil 0.038050
Maximo 0.041000

Intervalos de confianza de 95%

Media I

Mediana

Intervalo de confianza de 95% para la media
0.033339 0.036101
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
0.033755 0.036895
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
0.003646 0.005651

0.033

0.034

0.035

0.036

0.037

Graéfica 6. Histograma distribucion normal para la concentracion de NP-Ag.
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