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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Antiguamente se creia que los medicamentos aplicados topicamente sélo podian
ejercer su accion “in situ”, pero después de afios de estudio se ha demostrado
qgue, a través de la piel, via capilares periféricos, los farmacos pueden acceder a
la circulacion sistémica sin sufrir degradaciones producidas por el metabolismo
hepatico o por la acciéon de los acidos y enzimas del tracto gastrointestinal, lo
que supone una gran ventaja (Ariza, 2004).

A finales de 1970 aparecen los primeros Sistemas Terapéuticos Transdérmicos
propiamente dichos: sistemas de soporte de principios activos de accién
sistémica, con liberacién programada, constante y sostenida del farmaco
(Allevato, 2007).

La administracién transdérmica difiere de la administracién tdpica tradicional,
pues esta Ultima implica el transporte del farmaco a tejidos epidérmicos y/o
dérmicos viables de la piel para un efecto terapéutico local, mientras que sélo
una minima fraccion del farmaco se transporta a la circulacién sanguinea
sistémica.

Con el objeto de administrar agentes terapéuticos a través de la piel humana
para obtener efectos sistémicos, se deben considerar la totalidad de las
propiedades morfoldgicas, biofisicas y fisicoquimicas de la piel (Lakshmana et
al., 2008).

La administracion transdérmica de farmacos proporciona una via conveniente
para una variedad de indicaciones clinicas. Para la administracion transdérmica,
la capa mas externa de la piel, el estrato cérneo (SC, por sus siglas en inglés)
es la barrera principal para la penetracién del farmaco; asi que para eludir el SC
y para aumentar el flujo a través de la piel, han sido utilizadas diferentes
alternativas para promover la penetracion (Dhamecha et al., 2009; Lakshmana,
2008; Lakshmi et al., 2012). Estas mejoras han llevado a proponer técnicas
nuevas tanto fisicas como quimicas, enfocadas a ayudar a los farmacos a
penetrar la piel hasta alcanzar el torrente sanguineo y asi, poder tener un efecto
sistémico.

Este tipo de administracién de farmacos ha demostrado ser superior a la
convencional administracién oral debido a sus distintas ventajas. No obstante,
tiene sus propias limitaciones, como su incapacidad para transportar moléculas
grandes o muy hidrofilicas, precisamente atribuible a su incapacidad para
superar las propiedades de barrera del SC entre otras (Prajapati et al., 2011).

Recientemente, los acarreadores coloidales han despertado un gran interés para
la administracion de farmacos por via transdérmica, entre ellos, las vesiculas
lipidicas ultraflexibles, también llamadas liposomas eldsticos (LE), liposomas
ultradeformables o Transfersomas®, los cuales parecen ser una excelente
alternativa por su capacidad para deformarse y pasar intactos a través del SC.
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Un LE es una vesicula artificial disefiada para ser como una vesicula celular, y
se utiliza para entregar fdrmacos o material genético en una célula (Patel, 2009).

Los LE se han usado como portadores de farmacos para una amplia gama de
moléculas pequefias, péptidos, proteinas y vacunas, tanto “in vitro” como “in
vivo” (Vinod et al., 2012.) La singularidad de este tipo de sistemas portadores
de farmacos reside en el hecho de que pueden acomodar en su estructura a
farmacos hidrofilos, lipofilos, asi como anfifilicos.

La via transdérmica es una ruta viable para la administracion de agentes
terapéuticos potentes, de bajo peso molecular, que no pueden soportar el
ambiente del tracto gastro-intestinal y/o son objeto de considerable
metabolismo de primer paso por el higado (Lakshmi et al., 2012). Ademas, es
una ruta atractiva debido a la gran area de la superficie de la piel y facilidad de
administracion, otras ventajas son que no implica el uso de agujas, y no causa
dolor y como ya se habia mencionado se evita la degradacién del farmaco debido
al efecto de primer paso hepatico (Andrews et al., 2013).

Hay muchos farmacos con elevada accion farmacoldgica y bajo peso molecular
que pueden ser administrados por via transdérmica, no obstante, algunos de
estos presentan baja permeabilidad a través de la piel por lo que hay que recurrir
a estrategias que favorezcan su penetracion. En este trabajo se propone
combinar un acarreador (liposomas elasticos) y un promotor de absorcidn fisico
(microagujas) con la finalidad de promover la permeacion de ketorolaco
trometamina.
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2. MARCO TEORICO

El ketorolaco trometamina (KT, Figura 1) es un farmaco anti-inflamatorio no
esteroideo con una actividad analgésica y anti-inflamatoria potente debido al
efecto inhibidor de la sintesis de prostaglandinas. Es un inhibidor no selectivo de
la ciclo-oxigenasa (COX). El farmaco se usa actualmente por via oral y por via
intramuscular en dosis multiples, divididas clinicamente para el tratamiento del
dolor, sobre todo el dolor post-quirdrgico (Begum et al., 2012; Honeywell-
Nguyen et al., 2004) .

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES por sus siglas en inglés)
son los farmacos mas usados a nivel mundial. Especificamente el ketorolaco, fue
introducido al mercado hace mas de una década. Su uso se incremento
rapidamente, por lo que también lo hicieron sus efectos adversos
gastrointestinales, renales y hematoldgicos (Zavaleta et al., 2007).

0 CH,0H
Il |
| AN COH * H,N —(li—CHgl)H
¢ N CH;0H

0

Figura 1. Estructura quimica del KT

El peso molecular del KT es 376.41 g/mol, es soluble en agua con un pka 3.5
con un coeficiente de reparto 0.26 (n-octanol/agua). El KT tiene una vida media
biolégica corta de 4 - 6 horas, por lo que requiere una dosificacion frecuente
para mantener el efecto.

Sus efectos adversos como la hemorragia gastrointestinal, perforacién,
ulceracidn péptica y la insuficiencia renal hacen necesario el desarrollo de otras
estrategias de administracion de este farmaco. La solucién ideal seria la de dirigir
el farmaco sélo a las células o tejidos afectados por la enfermedad (Begum et
al., 2012).

El suministro transdérmico ciertamente parece ser una ruta atractiva de
administracion para mantener los niveles de KT en sangre durante un periodo
prolongado de tiempo (Alsarra et al., 2005).
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2.2 La piel

La piel es el 6rgano de mayor tamano del organismo, asimismo, uno de los mas
complejos. La piel esta constituida por la epidermis, dermis e hipodermis (Figura
2). Cada una de estas estructuras es fisica y funcionalmente diferente, con
apéndices (pelos, glandulas sebaceas y sudoriparas) en diferentes proporciones,
las cuales varian de acuerdo a la especie animal y la localizacién anatdmica
(Villarino, 2006).

estrato corneo

estrato licideo

estrato granuloso EPIDERMIS
estrato espinoso

estrato basal

apila dérmica
tallo del pelo papi r

lamina reticular DERMIS

glandula
sebacea
o Qrasa
glandula ’
sudoripara
HIPODERMIS
(Tejido
subcutaneo)

muasculo

foliculo
pilo=o

artenis
vena

Figura 2. Estructura de la piel (Villasmil, 2011)

La piel sirve como una barrera que protege el cuerpo contra el medio ambiente
y evita la pérdida de agua. Esta funcidon de barrera también evita que los
farmacos mas hidrofilos y con alto peso molecular (> 500 Da) penetren a través
de la piel intacta (Andrews, 2013).

La principal barrera para la administracion transdérmica de farmacos es el
estrato cérneo, la capa superior de la piel. EIl SC mide 10-15 micras de espesor
y estd compuesto por corneocitos que estan rodeados por una matriz
extracelular de lipidos. Seguida por los estratos lucido, granuloso, espinoso y
basal; la epidermis viable, que es un tejido celular, de 50-100 um de espesor.
En la membrana basal de la base de la epidermis ofrece una resistencia al
transporte de la molécula a través de la epidermis. AlUn mas profunda es la
dermis, que es en gran parte un tejido fibroso que mide 1-2 mm de espesor.
Hay un rico lecho capilar en la dermis superficial justo por debajo de la
epidermis, que es el sitio principal de absorcion del farmaco hacia la circulaciéon
sistémica. Por lo tanto, la administracién transdérmica de farmacos exitosa
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tipicamente implica el transporte de farmacos a través de la epidermis a la cama
capilar cutanea superficial. Debido a que el SC es la mayor barrera para el
transporte, la mayoria de los métodos para promover la permeaciéon
transdérmica de farmacos han hecho hincapié en el aumento de la permeabilidad
de éste (Andrews et al., 2013).

La piel permite el paso de ciertas moléculas desde su superficie, atravesando el
SC bajo la influencia de un gradiente de concentracion, y su subsiguiente difusién
a través del SC, epidermis viable y dermis, para alcanzar finalmente el torrente
circulatorio. A este proceso se le conoce como absorcion percutanea (Sinha y
Kaur, 2000; Villasmil, 2011).

La permeacion de los farmacos por via transdérmica se da mediante la difusiéon
a través de la epidermis y apéndices de la piel como foliculos pilosos y glandulas
sebaceas, sin embargo, la contribucion de estos Ultimos se considera
practicamente despreciable ya que solo representa el 0.1% de la superficie total
de la piel (Garcia, 2012).

Hay dos vias generales por las cuales una sustancia puede penetrar a través de
la piel: la via transepidérmica y a través de los poros (Figura 3).

La via transepidérmica se puede dividir en la transcelular e intercelular. La ruta
mas directa es la transcelular, en la que el farmaco tiene que cruzar la piel
pasando tanto a través de las estructuras de lipidos del SC, como de los
queratinocitos muertos, siendo una resistencia significativa a la permeacién, ya
que tienen que cruzar las estructuras tanto lipofilas como hidrofilas. La ruta mas
comun es la ruta intercelular, en donde el paso ocurre a través de la matriz
lipidica, entre los corneocitos (Trommer y Neubert, 2006).

Via poros. Si el farmaco utiliza esta via de acceso lo hara a través de los anexos
cutdneos: glandulas sudoriparas (endocrinas y apocrinas) y sistema pilo-
sebaceo. Ambas alternativas, tienen una contribucién escasa a la cinética de la
penetracion transdérmica (Ariza, 2004).

| Transepidérmica | | Via poros |

Intercelular Transcelular Glandulas Foliculos

e %%&?5

@@Q@ e

Corneocitos

Glandula

Figura 3. Vias de penetracion a través de la piel (Trommer y Neubert, 2006).
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En cualquier superficie cutanea la penetracion de una molécula cumple la ley de
Fick, que establece que el flujo es inversamente proporcional al espesor de la
membrana (Allevato, 2007). La absorcion ocurre por difusién pasiva siguiendo
la primera “ley de Fick” (Ecuacion 1), la cual indica que la transferencia o flujo
(J) de la sustancia que difunde por unidad de area (x) es proporcional al
gradiente de concentracion (C), y se expresa como sigue:

D .f_‘.C]
- Ax
Ecuacion 1. Primera ley de Fick. (Villasmil, 2011)

El signo negativo indica que el sentido del flujo se produce de la mayor
concentracidn a la menor concentracion, es decir, se crea un gradiente negativo.
D es el coeficiente de difusidn. Esta ecuacion describe la difusiéon en estado
estable o estado estacionario.

La segunda ley de Fick (Ecuacion 2) describe la difusion de compuestos en
estado no estacionario y se expresa como:

ac D ac
at = 9x2
Ecuacion 2. Segunda ley de Fick (Villasmil 2011).

Siendo D independiente de la concentracién y la direccion, y considerando la
difusién unidireccional como la situacién experimental mas usual. Esta ecuacion
diferencial de difusidon establece que la velocidad de difusion (dC/dt) es
proporcional a la diferencia de concentracidn que se establece dentro del campo
difusivo (Villasmil 2011).

Existen diversas técnicas “in vitro” para determinar la permeacion de farmacos
a través de la piel, entre las cuales se encuentra el método de la celda de
difusién, en el que una celda clasica consistente de un compartimento donador
y uno receptor separados por una membrana, la cual puede ser sintética o
natural (Garcia, 2012).

La liberacién del farmaco se refiere al proceso por el cual una molécula de
farmaco migra a partir de su posicidn inicial en el sistema de liberacion hacia el
medio de liberacion, posteriormente esta molécula estd sujeta a los procesos
farmacocinéticos y eventualmente estard disponible para su accidn
farmacoldgica. En consecuencia, la liberacion del farmaco a partir del sistema de
liberacién influye en sus efectos farmacoldgicos. Asi, los estudios sobre la
cinética de liberacidon proporcionan informacidon relevante en el desarrollo y
optimizacién de dichos sistemas.

Para que el farmaco ejerza su accion, este debe liberarse del sistema en donde
esta contenido. En el caso de la administracion transdérmica, la liberacion puede
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darse en la superficie donde el sistema se aplicd y a partir de ahi el farmaco
difunde hacia el interior de la piel; o bien, puede el sistema interiorizarse en
capas mas profundas, donde puede absorberse o formar un depdsito, desde el
cual el farmaco se va liberando.

Como ya se menciond, para estudiar la permeacién de un farmaco a través de
la piel, puede emplearse una celda de difusion (e.g., vertical tipo Franz),
llenando el compartimento receptor con una solucion fisioldgica (e.g., una
solucidon amortiguadora), en el compartimento donador se coloca la formulacion
con el fdrmaco y separando ambos compartimentos se fija la piel, la cual puede
ser humana, o provenir de algin modelo animal (e.g., cerdo). En el caso de los
estudios de liberacién, donde lo que interesa es evaluar el perfil de liberacion del
farmaco a partir del sistema que lo contiene, se coloca entre ambos
compartimentos una membrana sintética. La velocidad a la que se libera el
farmaco a partir del sistema y el mecanismo por el cual esto ocurre, son
fenomenos determinantes en el efecto buscado, es por ello, que se han
propuesto distintos modelos matematicos que ayuden a explicarlos.

Estos modelos, basados en diferentes funciones matematicas, permiten describir
el perfil de disolucion. Entre los modelos mas empleados, pueden mencionarse:
modelos de orden cero, primer orden, Higuchi, Hixson Crowell, Korsmeyer-
Peppas, Baker-Lonsdale, Weibull, Hopfenberg, Gompertz y de regresidon (Aragdn
et al., 2009).

En el presente estudio evaluaremos los modelos de orden cero, primer orden,
Higuchi y Korsmeyer-Peppas, pues son algunos de los mas utilizados para
analizar y describir el mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de liberacién
a partir de nanoacarreadores.

El modelo cinético de orden cero nos indica que la velocidad de disolucién es
constante e independiente de la cantidad de farmaco disuelto, asumiendo que el
area desde la que se libera el farmaco sea constante (Ecuacién 3).

dQ
—~— _k
dt

Ecuacion 3. Modelo cinético de orden cero

En el modelo cinético de orden uno la velocidad de disolucién es proporcional a
la primera potencia de la concentracion del farmaco disuelto (Ecuacion 4).

InQ = InQo — kt

Ecuacion 4. Modelo cinético de primer orden.



MARCO TEORICO

Higuchi propuso un modelo matematico ampliamente utilizado para describir el
proceso empirico de liberacién de farmacos, el cual cumple con la Ley de Fick y
se representa de la siguiente forma (Ecuacién 5):

M. K.t
M

o

Ecuacion 5. Modelo matematico de difusion de Higuchi. (Aragén et.al. 2009)
dénde:

Mi/M« es la fraccidén de farmaco liberada en un tiempo t y
k es la constante de velocidad de liberacién.

Por otro lado, Korsmeyer-Peppas propusieron un modelo matematico que es
generalmente lineal para valores de My/Mw» < 0,6. Este modelo intenta explicar
mecanismos de liberacion de farmacos donde se presenta erosion y/o disoluciéon
de la matriz, y no es mas que una forma generalizada de la ecuacion de Higuchi
que se expresa como (Ecuacién 6):

Ecuacién 6. Modelo matematico de difusion de Korsmeyer-Peppas. (Aragon,
et al.2009)

Donde k es la constante de velocidad de liberacién del sistema de liberacién y n
es el exponente que indica el mecanismo mediante el cual ocurre la liberacién
del farmaco.

La tecnologia de potenciadores de permeacién de farmacos a través de la piel
es un campo en rapido desarrollo, que aumentara significativamente el nimero
de farmacos adecuados para la su administracion transdérmica, con el resultado
de que la piel se convierta en una de las principales rutas de administracion. La
investigacion en esta area ha demostrado la utilidad de los potenciadores de la
penetracién en la mejora de la permeacion del farmaco a través de la piel
(Pathan et al., 2009).

Las posibilidades de que un farmaco penetre en la piel pueden ser nulas
(dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas) ya que la estructura de la piel
no lo permite, pues esa es una de sus funciones. Asi que para superar la barrera
que ofrece el SC y aumentar el flujo a través de la piel, se utilizan diferentes
métodos de potenciacidén de la penetracion (Dhamecha et al., 2009). Por lo que
se han desarrollado métodos fisicos y quimicos para promover la transferencia
de sustancias a través de la piel (Escobar et al., 2012; Kumar et al., 2012).
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Algunas de estas nuevas tecnologias de mejora de la permeacion transdérmica
incluyen: iontoforesis, electroporacion, sonoforesis, ultrasonido y microagujas.
Por otro lado, se ha propuesto el uso de acarreadores que ademas de brindar
proteccién al farmaco y modular su liberaciéon, promuevan su absorcion. Entre
ellos podemos citar a los liposomas, niosomas, microemulsiones, complejos de
inclusiéon, nanoparticulas, y vesiculas elasticas tales como etosomas vy
Transfersomas® o liposomas elasticos (Escobar et al., 2012; Ravi et al., 2012).

Estos novedosos sistemas ofrecen interesantes ventajas terapéuticas (Allevato,
2007; Martinez et al., 2010; Villasmil, 2011):

o Evitar las variables de las condiciones de absorcidn y metabolismo de la
terapia oral, evitando asi, la degradacion enzimatica a nivel
gastrointestinal.

e Evitar el efecto de primer paso hepatico.

e Posibilidad de disefiar sistemas con farmacos de estrecho rango
terapéutico y vida media corta.

e Disminucién de efectos no deseados.

e Tratamiento indoloro.

o Posibilidad de administrar medicamentos, cuando no pueda emplearse el
tracto gastrointestinal.

e Liberacion gradual y flujo controlado en el tiempo, con maxima absorcién.

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

e Permite disminuir la frecuencia de administracién y la dosis de principio
activo.

A su vez estos sistemas potenciadores de la penetracion deben tener las
siguientes caracteristicas (Escobar et al., 2012; Martinez et al., 2010; Pathan et
al., 2009):
e Deben ser no toxicos, no irritantes y biocompatibles.
e Deben actuar con rapidez, y su actividad y la duracién del efecto debe
ser tanto predecible como reproducible.
e Cuando se retira, las propiedades de barrera de la piel deben recuperarse
rapida y completamente.
e Debe ser compatible con excipientes y farmacos.
e Dirigir el farmaco al tejido blanco minimizando la interacciéon con otros
organos o tejidos.
Proteger las moléculas con actividad bioldgica del medio.
e Liberar el activo de manera controlada y predecible.

Como ya se menciond, en el presente proyecto se utilizaron dos promotores de
permeacion, uno fisico, microagujas y uno quimico, LE; los cuales se detallan a
continuacion.
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2.5.1 Microagujas

Las microagujas son una tecnologia que se ha establecido para perforar la
barrera de la piel sin inducir dolor o sangrado, ya que las agujas son demasiado
cortas para estimular los nervios y dafiar los vasos sanguineos de la dermis. Las
agujas estan hechas de silicio, vidrio, metales, polimeros o carbohidratos con
tamanos que van desde sub-micras a milimetros para formar orificios
microscopicos que permiten la entrega mejorada de medicamentos.
Representan una alternativa segura, eficaz y controlable para aumentar la
administracion transdérmica de farmacos (Stahl et al., 2012).

En general, las microagujas pueden ser categorizadas como microagujas sélidas
para el pretratamiento de tejidos, microagujas recubiertas de farmacos,
microagujas solubles, y microagujas huecas; las cuales se detallan a
continuacion y pueden ser observadas en las figuras 4-7 (Kim et al., 2012):

Microagujas solidas (figura 4). Se pueden utilizar como tratamiento previo para
la formacién de poros en la piel. Después de insertar y extraer las microagujas
de la superficie de la piel para la formacion de poros a escala, se puede aplicar
una formulaciéon de farmaco para la lenta difusién del mismo a través de los
poros. Las microagujas pueden penetrar, traspasando el SC, también se puede
raspar la piel con el fin de hacer los agujeros a través de los cuales los farmacos
pueden ser transportados, ya sea para un efecto local en la piel o para la
administracion sistémica después de su absorcion por los capilares de la piel. El
medicamento se puede aplicar a la superficie de la piel, utilizando un parche
cargado con el farmaco o la formulacién, como se utiliza comUnmente en la
entrega transdérmica de farmacos de manera convencional, o bien aplicando en
la piel pre-tratada una formulacién tdpica semisélida, tal como una pomada,
crema, gel o locidon, como es comunmente utilizado para otros tratamientos de
la piel.

Figura 4. Microagujas sélidas. (A) Rodillo de microagujas de titanio, (B)
microaguja de titanio de 200pm. (Stahl et al., 2012)
= Microagujas recubiertas con farmaco. Estas microagujas se caracterizan por
tener los elementos punzantes rodeados de una cubierta formada por el farmaco
y los excipientes. Después de su administracion, estos agentes quedan dentro
de los microporos, disolviéndose y pasando al tejido por difusién (Figura 5).
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Figura 5. Microagujas recubiertas. Microagujas fabricadas de acero inoxidable
de 200um (a) después de recubrimiento con el farmaco, (b) antes de
recubrimiento (Kim et al., 2010).

= Microagujas biodegradables: Estas pueden hacerse completamente de polimero
soluble en agua o biodegradable que encapsula el farmaco dentro de la matriz
de las mismas (Figura 6). De esta manera, las microagujas se disuelven o
degradan completamente en la piel, liberando de este modo la carga util de
farmaco encapsulado y sin dejar tras de si residuos punzantes, (esto debido a
gue las microagujas se han disuelto).

Figura 6. Microagujas solubles. Su tamano es de 500 um. Microagujas
fabricadas por copolimerizacion de dos mondmeros liquidos - vinilpirrolidona
(VP) y acido metacrilico (MAA) (Sullivan, 2008).

= Por ultimo, las microagujas huecas se pueden utilizar para la infusién de
formulaciones liquidas en la piel, la liberacion del farmaco se realiza a través del
orificio interno de la aguja. Los farmacos pueden ir incluidos en parches,
jeringas, inyectores especiales o en bombas de infusién. (Figura 7).

11
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Figura 7. Microagujas huecas. Microagujas de silicon de 320 nm (Wilke et al.,
2005).

El enfoque mas sencillo al utilizar microagujas es emplear microagujas sélidas
para formar un canal en la piel a través del cual pueden pasar los compuestos
de la formulacién topica. Son posibles dos técnicas diferentes: En primer lugar,
el uso de arreglos planos de microagujas sdlidas que se presionan sobre la piel
con el fin de insertarlas u ocasionar un raspado en la piel; y, en segundo lugar,
el uso de rodillos de agujas microscdpicas que se pasan sobre la piel, haciendo
girar el rodillo ejerciendo cierta presion. Los poros producidos por cualquiera de
los métodos son iguales, aunque los rodillos son mas faciles de usar. Exdmenes
“in vitro” con microagujas sodlidas han favorecido la permeacion de materiales a
través de la piel, que van desde los nanomateriales a las proteinas (Stahl et al.,
2012). A continuacién, se muestran los cuatro tipos de microagujas y el método
de liberacién del farmaco en cada una de ellas.

Sélida Recubierta Soluble Hueca

Estrato corneo —>f ——
Epidermis viable =2}~

Dermis —>

&

Figura 8. Métodos de liberacién de farmacos usando microagujas. (A) Primero
son aplicadas sobre la piel. (B) La liberacion del farmaco.

En esta figura se observa la forma de liberacién del farmaco a través de los poros
producidos por las diferentes microagujas; las solidas se utilizan como un
tratamiento previo, después de lo cual el farmaco puede difundir a través de los
orificios residuales en la piel a partir de una formulacion tépica (e.g., un parche).
Después de la insercion de microagujas recubiertas de farmacos en la piel, el
recubrimiento del farmaco se disuelve en el ambiente acuoso de la piel.
Microagujas cargadas de farmaco estan hechas de materiales solubles en agua
o biodegradables que contienen el farmaco que se libera en la piel tras la
disolucién de la microaguja soluble. Microagujas huecas se utilizan para inyectar
formulaciones liquidas en la piel (Kim et al., 2012).
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2.5.2 Liposomas elasticos (LE)

Los liposomas elasticos (LE) son vesiculas altamente deformables constituidas
de lipidos capaces de penetrar la barrera de permeabilidad de la piel de forma
espontanea debido a sus caracteristicas (Barry, 2001). Pueden atravesar poros
de tamafo muy inferior al de ellos mismos (Benson y Heather, 2006), por lo que
resultan muy atractivos como sistemas de transporte y liberacién de farmacos
(Clares, 2003). Los LE estan constituidos principalmente por fosfolipidos y un
activador de superficie (tensioactivo no-ioénico). El lipido que conforma los LE es
el factor de estabilidad y el tensioactivo es el factor desestabilizador. La mezcla
optima de ambos conduce a la flexibilidad de las membranas de la vesicula
(Benson, 2006).

Los LE son particulas coloidales llenas de liquido hidrofilico. Las paredes de estas
capsulas formadas por moléculas anfifilicas (fosfolipidos y tensioactivos)
adquieren una conformacién de bicapa (Figura 9). En un exceso de agua estas
moléculas anfifilicas pueden organizarse en forma de vesiculas, conformadas por
bicapas concéntricas. De este modo, es posible incluir tanto farmacos
hidrofilicos, como lipofilicos. Los farmacos hidrofilicos pueden quedar incluidos
en el compartimiento interior acuoso, los lipofilicos se situan en las regiones
hidréfobas de la vesicula, mientras que los anfifilicos normalmente se adsorben
en la interfase agua-lipido. Moléculas mas grandes tienden a adherirse a las
vesiculas mediante una combinacién de varias interacciones. Por lo tanto,
cualquier tipo de farmacos se puede incluir en estas vesiculas.

Figura 9. Representacion esquematica de los liposomas (Bergstrand, 2003).

La razén de que estos acarreadores promuevan la penetracidon/absorcion de un
farmaco reside en que al estar incluidos en la vesicula, el coeficiente de particién
del farmaco no juega un papel determinante en la penetracién y difusion a través
de la piel, por otro lado, el farmaco esta protegido contra posible degradacién
por efecto del medio y debido a su composicion anfifilica, estos sistemas pueden
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fungir como promotores de absorcién, y finalmente, se tiene la ventaja de que
es posible conseguir una liberacion prolongada.

Cevc y colaboradores propusieron que los LE siguen la ruta intercelular al pasar
a través de la piel de manera intacta. Sugiriendo que los liposomas deformables
penetran la capa cérnea debido al gradiente de hidratacidon transdérmico que
normalmente existente en la piel, con el subsecuente cruce de la epidermis e
ingreso en la circulacién sistémica. Los estudios recientes proponen que la
penetracién de las vesiculas en la piel se debe a la combinacién de los dos
mecanismos, via transepidérmica y via poros. Dependiendo de la naturaleza de
la sustancia activa (lipofilico o hidrofilico) y la composicién de los LE, uno de los
dos mecanismos prevalece (Pirvu, 2010).

Con el fin de mejorar la biodisponibilidad de distintos farmacos aplicados via
transdérmica, la formulacién en LE se presenta como una opcién interesante
para favorecer la permeacion a través de la piel (Villasmil, 2011). En la Tabla 1
se observan algunas ventajas y desventajas de estos sistemas de liberacién de
farmacos.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los LE (Cevc, 2004; Cevc y Blume, 1992;
Betz et al., 2005; Benson-Heather, 2006; El Maghraby et al., 2008; Villasmil,
2011; Walve et al., 2011).

Ventajas Desventajas
-Pueden incluir una gran variedad de | - Algunas veces son
farmacos, tanto hidrofilicos como | quimicamente inestables debido
lipofilicos y anfifilicos. |a su predisposicion a |la
-En general, el porcentaje de | degradacion oxidativa.
encapsulacion de los farmacos es |- La falta de pureza de los
elevado. fosfolipidos naturales.

-Protegen al farmaco de la degradacion | - Las formulaciones son caras.
ambiental.

-Son biocompatibles y biodegradables, ya
que estan preparados con fosfolipidos
naturales.

—-Superficie modificable:

Con polietilenglicoles (con lo que se evita
su reconocimiento por el sistema reticulo
endotelial, incrementando su estancia en
el organismo)

Con anticuerpos (promoviendo su
vectorizacién a sitios especificos).

-Al administrarse por via transdérmica se
evita el efecto de primer paso hepatico y
la degradacion enzimatica y quimica a
nivel gastrointestinal. Se evita el dolor
propio de una administracién
intramuscular o subcutanea.
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Los LE tienen estructuras similares a las de los liposomas, encerrando un espacio
acuoso central y, ocasionalmente, otros espacios interlamelares (espacio entre
capas de fosfolipidos). Sobre esta estructura bdsica se pueden insertar otros
lipidos, proteinas, anticuerpos, biomoléculas diversas marcadas con isétopos
radiactivos, sustancias fluorescentes, etcétera. Esta versatilidad estructural le
permite al investigador disefar los liposomas de acuerdo con los objetivos para
los que seran utilizados, como, por ejemplo, transportar sustancias
quimioterapéuticas, anticancerigenas hacia érganos especificos, sin que afecten
a otros érganos o tejidos corporales. Los sustratos por encapsular se ubicaran
en los espacios acuosos, en la fase lipidica, o adoptaran una participacion
estructural comprometida en ambas fases, segun sea su naturaleza (lipofilica,
hidrofilica o anfifilica) (Gonzalez, 2004).

Los mecanismos mediante los cuales los liposomas se desintegran y liberan su
contenido una vez que interactian con la superficie de las células, son aun
especulativos. Las moléculas pueden simplemente escapar de los liposomas y
atravesar la membrana plasmatica por difusion o formacién de poros. De manera
alternativa, estas vesiculas pueden fusionarse con la membrana plasmatica o
pueden ser tomadas por las células mediante endocitosis o fagocitosis. En estos
dos ultimos eventos los liposomas pueden experimentar degradacion en el
entorno relativamente acido del endosoma o fagosoma, o pudieran fusionarse
directamente con la membrana endosomal o lisosomal (Lanio et al., 2009).

El uso de los liposomas como acarreadores de farmacos se ha dirigido a reducir
los efectos téxicos colaterales de los farmacos en érganos sensibles, tales como
higado, corazon vy rifiones, y a lograr una direccionalizacion a tejidos especificos
tales como los tumorales. La arquitectura molecular de estas vesiculas
ultradeformables les permite captar una variedad de agentes activos, a través
de un mecanismo relativamente especifico, proporcionando una via de
transporte que lleve al farmaco al sitio de accion, a concentraciones adecuadas,
con objeto de obtener la respuesta farmacoldgica deseada en condiciones de
eficacia y seguridad, dado el caracter biodegradable, atéxico y no inmunogénico
de este sistema de liberacion (Lanio et al., 2009).

La formacion de los LE sélo tiene lugar a temperaturas superiores a la critica, a
la que las cadenas acilicas grasas de los fosfolipidos son liquidas. La temperatura
de transicién critica o vitrea es una propiedad caracteristica de las bicapas
lipidicas y esta asociada con la transformacidon de un estado ordenado (gel) de
las cadenas hidrocarbonadas grasas en otro mas desordenado (cristal-liquido)
debido a la fusién de éstas (Clares, 2003).

Ademas de fosfolipidos, otros compuestos pueden formar parte de la estructura
de los liposomas, como es el caso del colesterol, que también es componente de
la mayoria de las membranas naturales. Como componente estructural de los
liposomas, el colesterol reduce la capacidad de movimiento de las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos confiriendo rigidez a las vesiculas lo que
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influye principalmente en su permeabilidad. Por otro lado, también se pueden
incluir en la composicién lipidica de los liposomas, moléculas que aporten cargas
a la estructura como son el dipalmitoil-fosfatidil-glicerol, el diacetilfosfato, que
confieren carga negativa; o la estearilamina, que confiere carga positiva a las
vesiculas. Por ultimo, la composicion del liposoma le confiere cierto grado de
fluidez que depende del grado de empaquetamiento de los lipidos, lo cual viene
influenciado por la temperatura de transicidn vitrea (Tg) de estos. De esta Tg
depende la estabilidad de las vesiculas (Murillo, 2001).

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas que tienden a agrupar sus regiones
homodlogas en medio acuoso. La preparacién de las vesiculas, generalmente se
lleva a cabo por hidratacion de las moléculas de lipido y agitacion mecanica. El
proceso de hidratacién de las vesiculas es un paso critico en su formacion ya
gue, en muchos casos, del proceso de hidratacidn dependera el producto final.
En general, una baja concentracion del lipido, agitacidén vigorosa y una cierta
cantidad de lipido cargado produce vesiculas de pequefio tamafio, con pocas
bicapas y homogéneas (Figura 10).

1 ~

:
TG

Figura 10. Visualizacion de liposomas elasticos por microscopia electrénica de
transmisién (TEM) (Sheo et al., 2010).

Las moléculas de agua son liberadas de las colas hidrocarbonadas a medida que
guedan secuestradas en el interior no polar de la bicapa; esta liberacién da como
resultado un gran aumento en la entropia. Los fosfolipidos se agregan para
formar las vesiculas, debido a la tendencia del medio acuoso circundante a
adquirir el estado de maxima entropia en el que las moléculas lipidicas se
disponen de forma que reducen al minimo, el numero de cadenas
hidrocarbonadas expuestas al agua. De esta forma, las bicapas lipidicas tienden
a cerrarse en si mismas, de tal manera que no existan extremos con cadenas
expuestas, lo que da como resultado la formacion de un compartimento central
acuoso. La cabeza polar del fosfolipido se orienta hacia la fase acuosa, en tanto
que la regioén hidréfoba se situa fuera del contacto del agua (Clares, 2003).
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Actualmente se han desarrollado algunas técnicas de obtencidon de vesiculas,
que dan diferente tamafo, forma, numero de bicapas lipidicas, volumen interno,
marcadores de superficie, durabilidad de los mismos, permeabilidad, etcétera.

Las técnicas de preparacidon de vesiculas son muy variadas, e incluyen no sélo
diferentes métodos de obtenciodn, sino la correspondiente seleccion por tamafios,
clasificandose de la siguiente forma: Hidratacion del fosfolipido (hidratacion de
pelicula) y dispersién simple, congelacidon-descongelacion, prensa de French,
fase reversa e inyeccion.

El método de eleccion depende, en cada caso, del tipo de vesicula que se desea
obtener y su tamafo. Influye también el tipo de fosfolipidos que se utilicen y la
aplicacién que se pretende.

Estos métodos se encuentran descritos en la Tabla 2. El tamafio de las vesiculas
puede reducirse y uniformarse mediante técnicas como ultrasonido y extrusion
a través de membranas.

Tabla 2. Métodos de preparacion de liposomas elasticos (Betz et al., 2005; Nava
et al., 2011)

Método Descripcion

Hidratacion vy | Consta de las siguientes etapas:

dispersion 1. Disolucién del lipido en un disolvente organico.

simple 2. Evaporacién a presién reducida del disolvente con

movimiento rotatorio simultaneo, hasta obtener una pelicula
delgada y perfectamente seca en las paredes del matraz.
3. Adicién de la fase acuosa y formacién de vesiculas
mediante agitacion.

Congelacién- Modifica el proceso de hidratacion para mejorar el
descongelacion | porcentaje de encapsulacion.

La técnica consiste en someter una preparacion de vesiculas
a sucesivos ciclos de congelacién en nitrégeno liquido, y
descongelacion en un bafio con temperatura controlada,
formandose los FATMLV (Frozen and Thawed multi-layered
vesicles). En este caso se logra una mayor eficiencia de
encapsulacion y una menor heterogeneidad de tamanos de

vesiculas.
Prensa de | Consiste en la inyeccidn de cierto volumen de suspension de
French vesiculas en el cilindro de una celda de presion de French y

la recuperacion de la muestra después de sucesivos ciclos
de extrusion bajo alta presiéon (20 000 psi). Se obtiene un
rendimiento de 70 % en la produccién de vesiculas.

Fase reversa Este procedimiento consta basicamente de dos etapas:

1. Se forma una emulsién aceite/agua (O/W) por sonicacion
de una mezcla agua-éter, en la que se encuentran disueltos
soluto y lipido respectivamente.
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2. Después se procede a la eliminacion del éter con
formacién de un gel estable, posteriormente ruptura del gel
e inversion de la fase mediante vacio y agitacion simultanea.
Inyeccion Se basa en la formacion espontanea de vesiculas, mediante
la inyeccidon de una solucion organica (éter o etanol) del
lipido en un medio acuoso. En la inyeccion con etanol ocurre
la dispersion de las moléculas de fosfolipidos
instantaneamente al entrar en contacto con el agua.
Cuando las vesiculas se encuentran disueltas en éter se
inyectan lentamente en una fase acuosa a una temperatura
en la cual el disolvente organico se evapora durante el
proceso.

Lo que hace a los LE mas estables que los liposomas convencionales es su mayor
hidrofilia, esto favorece un mayor hinchamiento que el de las vesiculas lipidicas
convencionales. La elevada hidrofilia de la membrana vy flexibilidad, ayuda a los
LE a evitar la agregacion y la fusién, normalmente presente en los liposomas
convencionales expuestos a un estrés osmoético (IDEA AG, 2013).

El tamafio de un LE tipico es comparable con el diametro de los liposomas
utilizados en formulaciones farmacéuticas. Sin embargo, una micela mixta de
lipidos, con la cual una vesicula ultradeformable puede compartir los mismos
componentes basicos, es de dos a diez veces mas pequefia.

La estabilidad quimica de los lipidos durante el almacenamiento es otro aspecto
que requiere atencion, especialmente lo relacionado con la hidrdlisis y, en el caso
de las cadenas lipidicas insaturadas, los procesos oxidativos que estas
estructuras pueden experimentar. Los LE pueden ser almacenados ya bien sea
congelados en suspension o liofilizados, pero es esencial re-evaluar su
distribucién de tamafio, morfologia y cantidad de soluto encapsulado antes de
su uso. La adicién de crioprotectores, tales como la trealosa, es recomendable
para evitar transiciones de fase y fusion de membranas (Carrion et al.,1997;
Lanio et al., 2009).

El control y prediccién de la estabilidad de los LE es importante cuando se
almacenan por un largo periodo de tiempo después de su preparacion.

La estabilidad dependerd mucho de las caracteristicas de cada formulacién
(composicién lipidica, tipo de LE, tamafio de vesicula, potencial Z de las
vesiculas), de la naturaleza del material encapsulado y su interaccion con los
componentes de la vesicula. Durante el almacenamiento, pueden ocurrir
cambios de tamano debido a agregacion o fusion de vesiculas (Gémez-Hens et
al., 2006).
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Evaluar el efecto del uso de microagujas sobre el transporte a través de
la piel de ketorolaco trometamina incluido en liposomas elasticos.

Objetivos particulares

Preparar liposomas elasticos encapsulando ketorolaco trometamina (KT)
como farmaco modelo.

Realizar las pruebas de caracterizacion correspondientes a los liposomas
elasticos, las cuales incluyen: tamafio de vesicula, potencial Z, tasa de
encapsulacion y flexibilidad.

Llevar a cabo pruebas de liberacién “in vitro” de ketorolaco trometamina
incluido en liposomas elasticos.

Llevar a cabo la permeacion “in vitro” de ketorolaco trometamina incluido
en liposomas elasticos a través de piel de oreja de cerdo intacta y pre-
tratada con microagujas.

Desarrollar métodos analiticos para la cuantificacién del KT en las
determinaciones de tasa de encapsulacién, cinéticas de liberacion vy
permeacion “in vitro” y extracciones.

Hipétesis

Si los liposomas elasticos penetran a través de la piel, entonces éstos
favoreceran la permeacion transdérmica del ketorolaco trometamina
encapsulado. Ademas, si el pre-tratamiento con microagujas crea poros
transitorios en la capa mas externa de la piel facilitara la permeaciéon del
farmaco incorporado en los liposomas elasticos.
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4. METODOLOGIA

Reactivos

Epikuron® 200 (fosfatidilcolina de frijol de soya), pureza=95.0% (Lucas
Meyer, Hamburg, FRG, Alemania)

Ketorolaco Trometamina (Globe Chemicals, México)

Monooleato de polioxietilieno sorbitan (Tween 80) (Drogueria
Cosmopolita, México)

Alcohol etilico, pureza=99.92%(Fermont, Monterrey, N.L.)

Membranas de policarbonato, tamafio de poro= 0.1 pm y 0.05 pm
(Millipore® Corp., Bedfort, MA, EE. UU.)

Sephadex G10 (Sigma, EE. UU.)

Hidréxido de sodio GR (J.T, Baker, México)

Fosfato monobasico de potasio (Fermont, México)

Agua provista por el sistema de purificacion Milli-Q® (Millipore® Corp.,
Bedford, MA, EE. UU.)

Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4, preparada de acuerdo a la
USP 29.

Material bioldgico

Piel de oreja de cerdo recuperada del rastro antes de ser tratada con agua
caliente.

Equipos

Agitador magnético multiplaza (Barnstead International, EE. UU.)
Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania)

Celdas de difusion verticales tipo Franz (Taller de soplado de vidrio FES
Cuautitlan)

Contador submicrénico de particulas, nanosizer (Coulter N4 Plus, EE. UU.)
Espectrofotdmetro UV-Vis Cary IE95031003 (Varian, Australia).
Microcentrifuga (Hettich EBA 12, Alemania)

Potenciometro (pHmeter 340 Corning, EE. UU.)

Recirculador de liquidos con termostato (VWR Scientific, EE. UU.)

Rodillo de microagujas con longitud de 500 um (MTS-Roller, EE. UU.)
Rotavapor (Laborota 4000, Heidolph, Alemania)

Sonicador (Bransonic Branson 5210, EE. UU.)

Ultracentrifuga. Optima LE-80k (Beckman, EE. UU.)

Vortex (M 16715, Mixer, EE. UU.)

Zetasizer Malvern Systems (ZEN 3600, EE. UU.)

Material de cristaleria en general
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Para cuantificar el KT en los diferentes experimentos realizados se desarrollaron
cuatro métodos analiticos mediante espectrofotometria UV-VIS, estos métodos
analiticos se utilizaron para: (i) Determinar la tasa de encapsulacién del KT en
los LE; (ii) Determinar la cantidad de KT liberado a partir de los LE; (iii)
Determinar la cantidad de KT permeado a través de la piel con y sin el pre-
tratamiento de microagujas; y (iv) determinar la cantidad de KT retenido en la
piel después de los estudios de permeacion.

Se realizaron espectros de absorcion para determinar las longitudes de onda (A)
de maxima absorcion de KT mediante un barrido de 200 a 400 nm en los
siguientes medios que corresponden en orden a los métodos mencionados en el
parrafo anterior: (i) etanol; (ii) solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4; (iii)
solucidén amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel durante 1 h a
379°C, bajo agitacién constante; vy (iv) solucidn de hidréxido de sodio 0.1N en
contacto con piel durante 24 h, bajo agitacion constante.

Para determinar la longitud de onda maxima del farmaco se prepararon
soluciones del mismo a una concentracion de 20 png/mL en los diferentes medios
ya mencionados y se realizé un barrido en un espectrofotdmetro UV-VIS a una
longitud de onda de 200 a 400 nm, utilizando como blanco el medio
correspondiente.

Una vez obtenida la longitud de onda maxima en los diferentes medios, se
procedid a desarrollar los métodos analiticos. Los parametros evaluados fueron:
linealidad, exactitud, precisién (reproducibilidad y repetibilidad); estos se
validaron de forma parcial de acuerdo a la guia de validacién de métodos
bioanaliticos de la FDA (2001); a la guia de validacion de procedimientos
analiticos ICH, Q2 (R1) (1994) y a los Criterios para la Validacion de Métodos
Fisicoquimicos de la Secretaria de Salud (2011).

Se prepararon seis puntos a diferentes concentraciones de ketorolaco
trometamina en los diferentes medios en un rango de concentracion de 5 -30
ug/mL, cada punto se hizo por triplicado y se leyeron en un espectrofotdmetro
a la longitud de onda de maxima absorcién obtenida previamente (320 nm para
etanol, 325 nm para solucién amortiguadora de fosfatos, 324 nm para solucién
amortiguadora de fosfatos en contacto con piel y 320 nm para NaOH 0.1 N en
contacto con piel). A los resultados se les efectué un analisis de regresion lineal
calculando la ordenada al origen, la pendiente, el coeficiente de determinacién
y el coeficiente de variacién.
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Se evalud la repetibilidad y reproducibilidad. Se determind el coeficiente de
variacién (CV) de tres concentraciones diferentes repetidas por sextuplicado en
los diferentes medios estudiados en dos dias diferentes.

Para evaluar la exactitud, se prepararon tres concentraciones diferentes de la
curva de calibracién por sextuplicado en los diferentes medios estudiados y se
determind la concentracion real interpolando los datos en la curva de calibracién
correspondiente y calculdndose el porcentaje recuperado respecto a la
concentracion teodrica, posteriormente se determind el CV.

Los liposomas elasticos se prepararon por el método de hidratacién de pelicula
descrito por Cevc y Blume (1992), el cual consiste en los siguientes pasos:
1. Pesar en un vaso de precipitados la cantidad requerida de fosfatidilcolina

(PC) y agente tensioactivo (Tween® 80), de tal forma que por mililitro se
encuentren en la siguiente proporcién: 86% de PCy 14% de Tween® 80.
El KT se adiciond en este punto a una concentracion de 2 mg/mL.

2. Disolver los componentes anteriores en 25 mL de etanol.

3. Evaporar el disolvente en un rotavapor a presion reducida a 30°C y 30
rpm.

4. Secar a vacio la pelicula formada en el punto anterior durante 12 horas
en un desecador.

5. Suspender la pelicula en una solucion de etanol al 7% (v/v), agitando con
vortex durante 15 minutos. La cantidad de etanol al 7% debera ser tal,
que la concentracion final de fosfatidilcolina sea del 5% (p/v).

6. Dejar hidratar la suspension formada en el punto anterior durante dos
horas.

7. Someter la suspension a ultrasonido (40 kHz) durante 10 minutos.

8. Extruir dos veces la suspension a través de una membrana de
policarbonato con tamano de poro de 100 nm y 11 mm de didmetro.

Los liposomas elasticos obtenidos, se caracterizaron evaluando su tamafio,
potencial zeta, eficiencia de encapsulamiento y elasticidad.
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La determinacién del tamafio promedio de los liposomas elasticos y la
distribucién del tamafo (indice de polidispersién, IP) se realizé con la ayuda del
equipo Nanosizer Coulter, utilizando 4 gotas de la muestra de LE y diluyendo
con agua destilada, directamente en la celda de vidrio en que se realiza la
lectura; considerando cumplir con las condiciones del equipo que son ajustar a
un angulo de 909, y cumplir con el rango establecido de intensidad de la muestra

(5e+4— 1e+6 ct/seqg).

El potencial zeta se determind con ayuda de un Zetasizer (Malvern systems ZEN
3600, EE. UU.), a la viscosidad y constante dieléctrica del agua, 150 volts de
corriente eléctrica, a una temperatura de 25 °C utilizando una celda de capilar
doblado. El medio de dispersién fue agua desionizada. Cada determinacion se
realizdé por triplicado.

Para determinar la eficiencia de encapsulamiento, el farmaco libre, el cual no
esta en el interior de las vesiculas, se separd de las mismas por cromatografia
de permeacion en gel, en columnas de Sephadex® G-10, usando el método de
centrifugacién en minicolumna. De manera general, el Sephadex® G-10 se
hidraté y se dejé hinchar en agua destilada a temperatura ambiente, con
agoitacién ocasional, durante al menos seis horas. El gel obtenido se almaceno a
4°C.

Las minicolumnas se prepararon colocando un papel filtro en la base de jeringas
de 3 mL, posteriormente se llenaron con el gel. El exceso de agua se removid
por centrifugacion a 1500 rpm durante tres minutos.

Se agreg6 una cantidad de 100 pl de suspension de LE y se centrifugd a 1500
rpm durante 2 minutos, posteriormente se hicieron tres lavados a la misma
velocidad y tiempo con 200 ul de agua cada uno para eluir completamente los
LE. Se colectaron los LE cargados con farmaco (el farmaco libre queda retenido
en la columna), se rompieron las vesiculas con etanol absoluto y se llevdé a un
volumen de aforo de 10 ml. La solucion obtenida se leyé en un espectrofotdmetro
a una longitud de onda de 320 nm.

Se lavo el Sephadex centrifugandolo con agua destilada aproximadamente 9-10
veces a la misma velocidad y tiempo, para recuperarlo y poder seguir
utilizandolo.

Para esta prueba se prepararon tres lotes bajo las mismas condiciones. El
porcentaje de eficiencia de encapsulacion de farmaco (% EE) se calculé mediante
la siguiente ecuacion (Begum et al., 2012):
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EE (%) = Cantidad de farmaco incluido en LE 100
o)~ Cantidad inicial de farmaco X

Ecuacién 7. Porcentaje de eficiencia de encapsulacion.

4.3.2.4 Prueba de elasticidad

La elasticidad de las vesiculas fue determinada midiendo el tamano de las
mismas antes y después de ser extruidas manualmente a través de membranas
de policarbonato con un tamafo de poro de 50 nm. El experimento fue llevado
a cabo por triplicado.

4.4 Estudio de liberacion “in vitro” de KT a partir de los LE

Las pruebas de liberacién “in vitro” se llevaron a cabo empleando membranas
de dialisis con un peso molecular de corte de 8000 Da. Las membranas se
hidrataron toda la noche con solucién amortiguadora de fosfatos pH= 7.4
(preparada conforme lo indica la USP 29).

Las membranas se colocaron entre el compartimiento donador y el receptor de
las celdas de Franz (Figura 11), la parte receptora se llené con solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4, de las cuales el volumen receptor oscild entre
17 y 21 mL dependiendo de cada celda (el volumen se midié de manera
individual y se considerd para los calculos) y se colocé 1 mL de suspension de
LE en la parte donadora. Las celdas se mantuvieron a 32°C en un bano de agua
y se tomaron muestras de 4 mL del medio receptor a los 30, 45, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 250, 280, 310 y 350 min. Para cada toma de muestra se repuso
el mismo volumen con soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 7.4. Las muestras
se analizaron espectrofotométricamente a 325 nm.

Compartimento donador

AN | i
_ / 4

Pinza —»

Barra magnética

Compartimento receptor

Figura 11. Celda de difusion tipo Franz
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Para determinar la cinética y el mecanismo de liberacién del farmaco a partir de
los LE, se emplearon los modelos matematicos de orden cero, primer orden,
Higuchi y Korsmeyer-Peppas.

4.5 Prueba de permeacion “in vitro” de KT formulado en LE a través de
piel de oreja de cerdo intacta y pre-tratada con microagujas

Preparacion de la piel

Se utilizé piel de la parte externa de la oreja de cerdo, limpidandola y separandola
del cartilago cuidadosamente para no provocar incisiones en ella, se quité el
exceso de grasa de la oreja y se cortd el exceso de pelo con tijeras. Las muestras
de piel se guardaron en el congelador a -20 °C hasta ser utilizadas en los
estudios de permeacion.

En el caso de la piel intacta, ésta se utilizé tal cual, una vez separada del cartilago
y limpia. En el caso de la piel pre-tratada con microagujas, se utilizé un rodillo
con microagujas de 500 um de longitud (MTS-Roller, USA). Este rodillo se pasé
sobre la piel, en cuatro diferentes direcciones, de acuerdo a lo mostrado en la
Figura 12, manteniendo un angulo y presién firme; esto con la finalidad de tener
perforaciones que atravesaran el SC y facilitar la permeacion de los LE.

PO

Figura 12. Rodillo de microagujas (500 um) MTS-Roller, EE.UU. Y
direcciones para las microperforaciones. (Garcia, 2012)

Para las pruebas de permeacion “in vitro” se utilizaron celdas de difusién tipo
Franz, en las cuales se coloco la piel de cerdo (ya sea intacta o pre-tratada con
las microagujas) entre el compartimiento donador y el receptor. Se colocé 1 mL
de suspensién de LE con KT en la parte donadora y solucién amortiguadora de
fosfatos pH 7.4 en la parte receptora, los volimenes variaron entre 17 y 21 mL
en el caso de cada celda; se colocaron en un bafio de agua, para mantener la
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temperatura del medio receptor a 37 °C, con agitacién constante por un tiempo
de 8 h, tomando una muestra de 2 mL del receptor cada hora y reponiendo este
volumen extraido con solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4.

Estas muestras se leyeron en un espectrofotdmetro UV-VIS a 324 nm.

Al finalizar las permeaciones se colectd la piel utilizada, limpiando la superficie
para eliminar el exceso de formulacién y se cortd en trozos pequefos. La piel de
cada celda se colocé en 20 mL de NaOH 0.1N, dejandolo en agitacién por 24
horas. Pasado este tiempo se filtraron a través de papel filtro una vez y por
membrana de policarbonato con tamafo de poro de 0.45 um, dos veces.

Las muestras filtradas se leyeron en un espectrofotdémetro UV-VIS a 320 nm.

26



RESULTADOS Y DISCUSION

5. RESULTADOS Y DISCUSION

El método para la preparacion de los LE se basé en el reporte de Nava et al.
(2011), modificando Unicamente las veces que se sometié a extrusion la
suspension de liposomas (dos veces en lugar de tres); esto porque al pasarlo
dos veces a través de una membrana de 0.1 um, el tamafio de las vesiculas era
uniforme, sin diferencia entre dos y tres extrusiones en cuanto a tamafio y
uniformidad, ademas, porque el proceso de extrusion es dificil, por la presién
qgue hay que ejercer para hacer pasar la suspension de liposomas a través de la
membrana (a pesar de ser elasticos).

El tamafo de los LE estd dado por el procedimiento de elaboraciéon de los
mismos; para controlar el didmetro de vesicula y también la homogeneidad del
tamano es posible aplicar a la suspensién determinado tiempo de sonicacion, es
por eso que al aumentar el tiempo de sonicacion se espera disminuya el tamafio.
En este caso, 10 minutos fueron suficientes, sin que hubiera diferencia en el
tamafio con tiempos de sonicacién mayores.

El procedimiento de extrusién de la suspensién de vesiculas también es un factor
importante, siendo el tamafio de poro y el nUmero de veces que se repita esta
operacién, aspectos que determinan el tamafio y la homogeneidad de tamano
de la suspension final de LE (Simard et al., 2007).

Por lo comentado acerca de los LE podemos decir que se espera que, por tratarse
de vesiculas deformables, la filtracidn repetida de las mismas no tuviera efecto
en su tamafo; de acuerdo a lo reportado en la bibliografia, el tamafio de los LE
antes y después de atravesar los poros es practicamente el mismo, a menos que
dicho tamafo sea muy grande (=200-300 nm). La razén de que las vesiculas
grandes se fragmenten durante la extrusién no es que a un maximo tamafo de
particula dejen de ser deformables, sino que presentan una tendencia inherente
a ser pequefias (aproximadamente 100 nm) (Gamboa, 2006).

La disminucion del tamafio de vesicula puede ser ademas debido a la formacion
de una estructura de micelas en lugar de las vesiculas, que son relativamente
mas pequefias en tamafo. Estos resultados estan de acuerdo con los hallazgos
de otros autores que llegaron a la conclusién de que la reduccién en los tamafios
de vesiculas se debe a la concentracion de fosfolipido decreciente y creciente
concentracidn de tensioactivo (Sheo et al., 2010).
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El tamafo que se determind en los LE fue de aproximadamente 85 nm con un
IP de 0.39 * 0.03 el cual es adecuado (Ver Anexo 1). Comparado con los
tamanos reportados en la bibliografia los obtenidos en este estudio resultan ser
mas pequefios, la razén es que el procedimiento de elaboracion difiere en el
tiempo de sonicacidén y el nimero de extrusiones a las que la suspensién de
liposomas fue sometida.

El tamafio de los LE esta relacionado con el grado de penetracion en la piel; ya
gue a menor tamano la penetracién sera facilitada.

Al tratarse de una suspensién, un factor muy importante es la estabilidad de la
misma y el potencial Zeta nos permite hacer una prediccion acerca de la
estabilidad de las dispersiones coloidales como los liposomas. Usualmente la
agregacién entre particulas se considera menos probable para particulas con
potencial Z alto (>30 mV ya sea positivo o negativo) debido al efecto de
repulsion entre cargas (Garcia, 2012).

Todas las formulaciones mostraron un potencial zeta negativo (-16.99 mV con
una desviacién de -1.54 mV, ver Anexo 2), esta carga es atribuida a la
fosfatidilcolina. A pesar de presentar un potencial Zeta relativamente bajo,
reportes previos han demostrado que los LE a los cuales se les ha adicionado
Tween® 80 como activador de superficie son estables fisicamente (no hay
modificacion en el tamano, ni en el potencial zeta) por largos periodos de tiempo
atribuido a un efecto de estabilizacion estérica dada por este tensioactivo (Nava
et al., 2011).

Actualmente, el mecanismo del Tween® 80 sobre la estabilidad de los liposomas
es desconocido. Se especula que la cadena hidrocarbonada del Tween® 80
podria ser capaz de penetrar en la bicapa lipidica, dejando asi a los grupos de
oxido de polietileno en la superficie de los liposomas, introduciendo de este modo
una barrera estérica en la superficie de los liposomas. (Yang et al., 2007).

Se debe mencionar que independientemente de la concentracion de KT, este no
influye ni en el valor del tamano de particula ni en el potencial zeta (Uchinio et
al., 2011).

Como ya se menciond en el punto 4.4 de la metodologia, una vez separado el
farmaco libre al pasar la suspensién por las columnas de Sephadex, al romper
las vesiculas, el medio de disolucién final fue etanol, en el cual se disolvieron
tanto los fosfolipidos como el farmaco presente.

Una vez seguido el procedimiento ya expuesto en la metodologia, se obtuvo en
promedio de los tres lotes preparados un porcentaje de encapsulacién de
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54.85%, con una desviacion estandar de 3.71% (Ver Anexo 3). Respecto a las
referencias encontradas, este valor puede considerarse bajo ya que se reportan
valores de aproximadamente el 80% de KT encapsulado (Nava et al., 2011).
Esto se justifica contemplando el valor del tamafio de las vesiculas: El valor de
tamafo reportado por Nava et al., es de aproximadamente 120 nm, mientras
que los liposomas obtenidos en el presente trabajo tienen un tamafio promedio
de 85 nm. Al ser estos mas pequefos, la cantidad de farmaco encapsulada es
menor, como el KT es hidrosoluble, este se encontraria encapsulado en el
compartimento acuoso de las vesiculas, al ser estas mas pequefias, el volumen
acuoso también es menor y por lo tanto la cantidad de farmaco encapsulada
también, pero en proporcién, la cantidad de farmaco encapsulado es
aproximadamente la misma en relacién al tamafo. Ademads, el hecho de
encontrar aproximadamente cantidades iguales de farmaco dentro y fuera de los
liposomas, refleja el equilibrio que se establece en el sistema.

5.2.4 Prueba de elasticidad

Los LE deben ser deformables de modo que puedan pasar facilmente a través
de los diminutos poros presentes en la epidermis. Es por ello, que las
formulaciones liposomales preparadas se sometieron a un estudio de
deformabilidad por medicion del cambio de tamafio al ser extruidos a través de
una membrana con un tamafio de poro menor al tamafio promedio de las
vesiculas, en este caso se usaron membranas con un tamano de poro de 50 nm.

Por su naturaleza, las vesiculas tienen tendencia a ser pequeinas debido a la

presencia del tensioactivo, el cual influye tanto en su tamafio como en su

elasticidad, estas propiedades son dependientes de la cantidad y tipo de

tensioactivo agregado a la formulacion (Sheo et al., 2010). Con el fin de evaluar

el grado de elasticidad de las vesiculas, estas se hicieron pasar por una

membrana de 0.05 um (un tamafo mucho menor al de las mismas). En teoria,

el tamafo de las vesiculas no debe verse afectado al pasar por la membrana, o

bien la reduccién del tamano debe ser minima, pues estas son deformables; en

este trabajo se encontré que el tamafio disminuye en aproximadamente 13 %

(Ver Anexo 4), obteniendo un tamano promedio de 74 nm (Grafica 1). El tamafo
inicial de las vesiculas fue de aproximadamente 85 nm.
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Grafica 1. Diferencia de tamafo entre los LE antes (barra azul) y después de

ser extruidos a través de una membrana de policarbonato de 0.05 um (barra

roja).
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Cabe mencionar que, aunque el tensioactivo provee de elasticidad a los LE, no
puede agregarse en mayor cantidad con finalidad de hacerlas mas flexibles, pues
puede provocar la formacion de micelas (Sheo et al., 2010).
Independientemente de la reduccién en tamanfo, las vesiculas demostraron ser
flexibles, pues lograron pasar a través de la membrana. En un estudio previo
(Nava et al., 2011) demostré6 que una dispersion liposomal (vesiculas sin
surfactante y por tanto no flexibles) definitivamente no eran capaces de pasar a
través de la membrana.

El estudio de liberacién del farmaco a partir de los liposomas se realizé utilizando
una membrana de didlisis montada en una celda de difusién tipo Franz, estos
estudios se realizaron a 32 °C, pues es la temperatura de la superficie de la piel,
y cuidando las condiciones como area superficial constante de la membrana de
dialisis, cantidad constante de suspensién liposomal y condiciones sink en el
medio receptor.

El perfil de liberacidon del KT a partir de los LE con respecto al tiempo se muestra
en la Grafica 2.

Un punto esencial en la evaluacion de sistemas para el suministro de farmacos
es la velocidad a la que se libera el farmaco desde el sistema portador, en este
caso los liposomas. Aunque los ensayos de liberacién “in vitro” se utilizan
generalmente en el control de calidad de formulaciones de farmacos, también
se utilizan para predecir su comportamiento “in vivo”. Para sistemas liposomales
de suministro de farmacos tdpicos, los perfiles de liberacidn “in vitro” no siempre
reflejan el comportamiento “in vivo” (Nounou et al., 2006).
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Grafica 2. Perfil de liberacion “in vitro” de KT a partir de los LE.
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Se puede observar que la cantidad de KT liberado en funcién del tiempo fue
aumentando hasta alcanzar un porcentaje de liberacién constante; cabe
mencionar que se empled la formulacién completa (los LE con KT encapsulado y
el farmaco libre que no quedd encapsulado). En la dispersién liposomal se genera
un equilibrio entre el farmaco incluido en las vesiculas y el farmaco en el medio
acuoso externo, sobre todo en el caso del KT de naturaleza hidrofilica. Conforme
el farmaco libre atraviesa la membrana de didlisis y sale al medio de disolucién,
se genera un gradiente de concentracién que favorece que el KT salga de los
liposomas. Como puede observarse en la Grafica 2, la velocidad de liberacién
tiende a ir disminuyendo a partir de los 120 min, en donde se ha liberado
aproximadamente el 55 % del farmaco (Ver Anexo 5). Esto se atribuye, como
ya se menciond, al equilibrio que se establece entre: (i) el fdrmaco encapsulado
y el medio de dispersion de los liposomas; (ii) el farmaco libre en el medio de
dispersion y el medio de disolucion fuera de la membrana de dialisis.

La liberacion in vitro se utiliza como un método indirecto para determinar la
disponibilidad de farmacos para fines de control de calidad y para seleccion y/o
ajuste de la formulacién. Ademas, la correlacion “in vitro”/”in vivo” se busca a
menudo para reducir el tiempo de desarrollo de una formulacién optimizada
(Shazly et al., 2008).

Para analizar la liberacion del KT a partir de los LE, los datos fueron ajustados a
diferentes modelos matematicos: orden cero, primer orden, Higuchi y Peppas y
asi determinar el probable mecanismo de liberacion.

Los valores del coeficiente de correlacion (R?) obtenidos al ajustar los datos a
los modelos matematicos se muestran en la tabla 3. La liberacién de KT a partir
de los LE sigui6 una cinética de primer orden con una R? de 0.9957. Que sea de
primer orden significa que la velocidad de liberacién disminuye con el tiempo.
La liberaciéon del farmaco es proporcional a la cantidad de farmaco que
permanece en la forma de dosificacidén y, por tanto, la liberacion depende de la
concentracion del farmaco.

Para conocer el mecanismo de liberacién del fdrmaco, se aplicaron las ecuaciones
de Higuchi y la de Peppas a los datos de liberacién (Dash etal., 2009, Dominguez
M. 2014), obteniéndose valores altos de coeficientes de correlacién para ambos
modelos. Pero, se puede observar que el modelo de Higuchi es el mas adecuado
para describir el mecanismo de liberaciéon de KT a partir de los liposomas (R2=
0.9961), lo que puede suponer que el mecanismo preponderante de la liberacién
del farmaco a partir de los liposomas es la difusion. El ajuste a los diferentes
modelos se encuentra en el anexo 5.
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Tabla 3. Coeficientes de correlacién y constantes de los modelos matematicos.

Modelo matematico Coeficiente de Constantes (K)
correlacion (R?)
Orden cero 0.9792 8.1877
Primer orden 0.9957 0.0071
Higuchi | 0.9961 0.0073
Korsmeyer-Peppas | 0.9932 0.7292

5.4 Estudios de permeacion de KT formulado en LE a través de piel
intacta y extraccion del farmaco remanente en la piel.

Las caracteristicas de las vesiculas influyen en su capacidad de penetracion en
la piel, una de estas es el estado termodindamico de la bicapa, es decir la bicapa
puede estar en un estado liquido-cristalino o en una fase-gel. Por imagenes de
microscopia confocal se ha demostrado que los liposomas cuya bicapa se
encuentra en fase-gel, no penetran a capas profundas de la piel como los
liposomas en un estado liquido-cristalino (Bouwstra et al., 2003). Otras
propiedades fisicoquimicas tales como tamafio, carga, y la elasticidad también
pueden influir en la eficacia de las vesiculas como vehiculo de administracion
transdérmica (Uchino et al., 2011).

Dos tipos de interacciones entre la piel y las vesiculas pueden inducir el efecto
potenciador de estas ultimas sobre la administracion transdérmica de farmacos:
(1) Adsorcién y fusion de las vesiculas cargadas con el farmaco sobre la
superficie de la piel, lo que conduce a un gradiente termodindmico de alta
actividad en la interfase farmaco-SC; y (2) las vesiculas pueden causar cambios
en el SC, disminuyendo las propiedades de barrera del mismo (Fang et al.,
2001).

Los liposomas elasticos superan la dificultad de penetrar en la piel,
posiblemente, extruyéndose a si mismos a lo largo de los lipidos intercelulares
de la capa cérnea. La razon de esto es la alta deformabilidad de las vesiculas, lo
que les permite responder a la tension mecanica que las rodea de una manera
autoadaptable. Estos LE contienen una mezcla de lipidos de membrana y
activadores de superficie biocompatibles. La mezcla éptima conduce a la
flexibilidad de las membranas de los liposomas haciendo posible su penetracion
a través de canales de la piel (Sheo et al., 2010). La fuerza impulsora para la
penetracidon en la piel de los LE es el "gradiente de hidratacién transdérmico"
causado por la diferencia en el contenido de agua entre la superficie de la piel
relativamente deshidratado (aproximadamente 20 % de agua) y la epidermis
viable acuosa (cerca de 80 %); entonces el transporte de LE es impulsado por
el gradiente osmético a través de la piel (Lakshmi et al., 2012). Los fosfolipidos
tienen una alta afinidad por las membranas bioldgicas, por lo que la mezcla de
fosfolipidos del sistema de soporte con el lipido de la piel de las capas
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intercelulares también puede contribuir a incrementar la permeabilidad de la piel
a las vesiculas de lipidos (Gupta et al., 2005).

Para las permeaciones realizadas sin la aplicacién de microagujas, esto es, con
piel intacta, los resultados muestran que el farmaco incluido en los LE no fue
capaz de permear hacia el medio receptor o bien que la cantidad permeada fue
tan poca, que no se encontré una respuesta analitica para ninguna de las
muestras, a pesar que se tienen liposomas flexibles (en estado liquido cristalino).
Estos resultados se atribuyen a la naturaleza lipidica del SC, el cual constituye
la principal barrera de permeabilidad de la piel y a las propiedades fisicoquimicas
del farmaco (Puglia et al., 2006).

Estudios previos han demostrado que no solo el SC presenta cierta
impermeabilidad ante moléculas, sino también la epidermis completa, es decir
la epidermis viable plantea una barrera significativa a la difusién transdérmica
tanto a pequefias moléculas como a macromoléculas, convirtiéndose en la etapa
limitante de la velocidad de permeacion (Andrews et al., 2013).

Tomando en cuenta que la suspensién liposomal incluye tanto fadrmaco incluido
en las vesiculas como farmaco libre (aproximadamente 50 %), la naturaleza
hidrofilica del KT dificulta su paso a través del SC en su forma libre; y, por otro
lado, el incluido en los LE, aunque flexibles, no penetraron en la piel.

Probablemente tiempos de contacto mas prolongados, hubieran permitido
detectar farmaco en el compartimento receptor.

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

Estudios de permeacién de una solucion hidroalcohdlica de KT en piel (Nava et
al., 2011), indican que el paso del farmaco a través de la piel sin utilizar
microagujas es insignificante, esto nos lleva a que la cantidad de KT libre
presente en la formulacion de LE no permeara y, por lo tanto, es otra razéon por
la que no existira la presencia de farmaco en el medio receptor. A diferencia de
estudios previos en los que se utiliza piel de un determinado grosor (alrededor
de 500-750 um), en este estudio se utilizé piel completa, siendo otro factor a
tomar en cuenta.

Tampoco se encontré farmaco retenido en la piel después de los estudios de

permeacion. Por lo que se puede decir que los LE no fueron capaces de penetrar
a través del SC y difundir a capas profundas de la piel.
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El KT libre que no estd encapsulado esta en forma ionizada ya que el pKa que
presenta el KT es de 3.5, y al tratarse de un acido débil en un medio de pH
mayor, la molécula se encuentra ionizada, por lo cual le es mas dificil penetrar
las membranas bioldgicas y por lo tanto el paso hacia el medio receptor.

La piel es muy eficaz como barrera de penetracidn selectiva. La absorcion
percutanea implica el paso de la molécula de farmaco desde la superficie de la
piel en el SC bajo la influencia de un gradiente de concentracién y su posterior
difusién a través del SC y la epidermis subyacente, a través de la dermis, y a la
circulacién sanguinea. La piel se comporta como una barrera pasiva a la molécula
penetrante. El SC proporciona la mayor resistencia a la penetracion, y es la etapa
limitante en la absorcién percutdnea (Sinha et al., 2000). Es por esta razéon que
la permeacion sin microagujas no fue satisfactoria y los LE no pudieron pasar a
través de la piel, esto se justifica tanto por las propiedades fisicoquimicas del
SC, como por las del farmaco.

5.5 Estudios de permeacion “in vitro” de KT a través de piel tratada
con microagujas y extraccion del farmaco remanente en la piel

El paso de los LE a través de la piel se vio favorecido con el pretratamiento con
microagujas, observandose presencia de KT en la fase receptora.

La penetracion de los LE se atribuye a los canales formados por las microagujas,
la sinergia de los LE y las microagujas se complementa para dar lugar a la
permeacion.

En la gréfica 3 se observa la cinética de permeacion, que es la cantidad de KT
permeada por unidad de area de la piel (ug/cm?) a la cual estuvieron expuestos
los LE en funcion del tiempo (h). De la pendiente de la grafica se puede obtener
la velocidad a la cual una sustancia difunde a través de la piel (flujo; pg/cm?2-h).

En la grafica se puede observar que el proceso de permeacién del KT a través
de la piel pre-tratada con microagujas es bifasico, observandose en el perfil de
permeacion dos pendientes y por lo tanto dos flujos, el primer flujo corresponde
a las primeras cinco horas (J:) y la segunda pendiente donde hay un cambio en
el comportamiento de la permeacion es el flujo final (J2) y comprende las ultimas
dos horas del estudio. El segundo flujo como se puede observar en la tabla 4 es
mayor que el primero, esto se atribuye a que el KT presente en los LE que se
encuentran en los espacios provocados por las microagujas, se queda formando
un depodsito y pasado el tiempo este sigue difundiendo, lo cual se ve reflejado
en la pendiente del segundo flujo.

El tiempo de latencia (t.), se obtuvo graficamente de la cinética de permeacién
mediante la extrapolacion cuando la concentracién permeada es cero. Este es el
tiempo que el farmaco tarda en permear hasta el medio receptor. Se observa un
tiempo de latencia de aproximadamente -0.25 h el cual puede considerarse
como cero. El tiempo es negativo ya que al estar en contacto el farmaco con la
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piel pre-tratada con microagujas, este empieza inmediatamente a permear. El
paso de KT a través de la piel se atribuye sin duda a los canales formados por
las microagujas, los cuales facilitaron enormemente el paso del KT (libre e
incluido en los liposomas).
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Grafica 3. Permeacion a través de piel de oreja de cerdo de KT incluido en LE.

Tabla 4. Parametros de la cinética de permeacion.

Parametro Resultado
Primer flujo (J1) 5.81 +/- 0.41
pg/cm?-h
Segundo flujo (J2) 20.08 +/- 6.18
pg/cm?-h
Tiempo de latencia(h) | 0

El tamano pequeiio de los LE cargados con KT pudo facilitar su difusién a través
de los microcanales creados en la piel por la insercion del arreglo de microagujas,
extendiéndose hacia la epidermis viable. Sin embargo, seria dificil que las
vesiculas intactas penetraran mas alla de los microconductos creados por el pre-
tratamiento con microagujas y el farmaco tendria que ser liberado de las
vesiculas y depositarse en la piel, desde donde podria difundir a la dermis. La
combinacion de LE y microagujas podria proveer mayores y mas estables grados
de liberacion trasdérmica de farmacos sin las limitaciones de la difusién pasiva
tradicional, como el tamafio molecular y la solubilidad (Qiu et al., 2008).

El comportamiento bifasico de la permeacién puede atribuirse a que en primera
instancia penetra el farmaco libre junto con los LE (Figura 13), estos ultimos
podrian formar un depdsito en el fondo de las perforaciones de la piel provocadas
por las microagujas, originando la segunda parte de la curva. La permeacion del
farmaco libre pudo haberse facilitado por encontrarse en el area de la dermis de
la piel y a su naturaleza hidrofilica (primera fase de la curva) y posteriormente
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el farmaco se libera a partir de los liposomas acumulados en la base de las
perforaciones producidas por las microagujas, dando la segunda fase de la curva,
la cual se ve reflejada en la grafica 3 a partir de la séptima hora de permeacion.

Vesiculas con farmaco

'
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Formulacién 4

Liberacién de farmaco a partir de vesiculas |

Microagujas

Piel intacta Piel pretratada

con MC

Figura 13. Proceso de permeacion de LE con KT empleando microagujas
(Modificada de Rattanapak et al., 2013).

De acuerdo a los resultados, el pretratamiento con microagujas permitié el paso
del 12.99 % del KT total en la formulacion, después de 8 horas; esto es 265.07ug
+ 38.34 pg (Ver Anexo 6). En la grafica 4 se observa que el uso de las
microagujas, favorece la permeacion del KT formulado en LE, sin que se haya
encontrado KT en el medio receptor al utilizar piel intacta
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Grafica 4. Porcentaje de KT formulado en LE que paso a través de la piel en los
estudios de permeacion a través de piel intacta (LE) y al tratar la piel con
microagujas (LE MC).

La cantidad de farmaco retenida en piel después de la permeacién fue de un
11.05% + 0.83%, esto es 224.91ug de farmaco al pretratar con microagujas
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(Ver Anexo 7). EI KT al estar en un medio basico, se encuentra en forma ionizada
y por lo tanto soluble.
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Grafica 5. Porcentaje de KT extraido de la piel al final de los estudios de
permeacion en piel intacta (LE) y piel tratada con microagujas (LE MC).

Los resultados (grafica 5) muestran que el pre-tratamiento de la piel con
microaguajas permite la acumulacién de KT formulado en liposomas en la piel,
asi como su liberacién transdérmica con respecto a la aplicacion de los LE en piel
intacta. Resultados de diferentes estudios han demostrado que los LE solo
promueven la deposicion en la piel de algunos farmacos. Se cree que el gradiente
osmotico provee la fuerza impulsora para la penetracion de los LE, facilitada
también por la elasticidad de su membrana. En el estrato granuloso de la
epidermis el nivel de agua aumenta con respecto al SC, por lo que el proceso de
penetracion se detiene. Esto implica que los LE permanecen confinados en el SC
donde el fdrmaco permanece asociado a ellos y posteriormente se podria dar su
liberacion hacia capas mas profundas de la piel. Esta liberacion puede ser
afectada por: a) la afinidad del fdrmaco con las vesiculas y b) la solubilidad del
farmaco en los lipidos del SC. La liberacion del farmaco a partir de las vesiculas
en el SC es un factor importante que afecta el flujo transdérmico, y si como en
este caso el farmaco es hidrofilico puede resultar en una liberacién lenta en el
SC, donde los fosfolipidos pueden formar una barrera lipidica extra,
disminuyendo la permeacion del farmaco. Esto podria explicar los resultados
obtenidos, en los que no se logré la liberacidén trasdérmica del KT formulado en
LE en piel intacta (Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2005). Por el contrario, el
tratamiento con microagujas permitié que el farmaco libre penetrara a zonas de
la piel con elevado contenido acuoso y que los LE formaran un depésito en la
base de los microcanales formados por las microagujas donde el farmaco puede
seguir liberandose, lo cual explica el flujo transdérmico y la deposicion del
farmaco en la piel (Gupta et al., 2011; Rattanapak et al., 2013).
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6. CONCLUSIONES

Se prepararon liposomas elasticos mediante el método de hidratacién de
pelicula, los liposomas obtenidos presentaron un tamano promedio de 85
nm, un potencial Zeta de -17 mV y una eficiencia de encapsulamiento del
55%.

La prueba de elasticidad demuestra que el tamafio de los LE disminuye en
aproximadamente un 13% después de ser extruidos a través de una
membrana de 50 nm.

Las pruebas de liberacion “in vitro” y la aplicacién de los modelos
matematicos permitieron determinar que la liberacién es de tipo anémala,
y que sigue una cinética de primer orden.

Se demostrdé que la suspension de LE, conteniendo KT incluido en las
vesiculas y en forma libre, no es capaz de permear a través de piel intacta.

El pretratamiento de la piel con un arreglo de microagujas con longitud
de 500 um, permitid el paso de la suspension de LE conteniendo KT,
determinando un 24 % de farmaco permeado: 13 % en la fase receptora
y un 11 % retenido en la piel.

Los métodos utilizados para la cuantificacion de KT por medio de
espectrofotometria UV-VIS fueron parcialmente validados, demostrando
ser lineales, precisos y exactos.

Se encapsuld KT en una forma farmacéutica diferente a las tradicionales
(LE), ofreciendo una alternativa a la administracién de farmacos por via
oral, evitando asi los problemas ocasionados por este farmaco en el tracto
gastrointestinal.
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7. PERSPECTIVAS

1. Segquir las pruebas de permeacién “in vitro” por tiempos mas
prolongados (e.g., 24 h) para poder contar con mas elementos que
permitan inferir el comportamiento del sistema.

2. Observar por microscopia confocal la distribucion de los LE en piel
intacta y piel pretratada con microagujas, verificando si al emplear
microagujas estos pueden formar un depdsito en los microcanales
formados.

3. Realizar pruebas de estabilidad para evaluar esta forma farmacéutica.

4. Llevar a cabo pruebas “in vivo” para conocer a nivel sistémico los
efectos de la formulacion de KT en LE, y comparar con formulaciones
comerciales tépicas que incluyan KT.

5. Considerar el uso de microagujas en parches que contengan LE y
evaluar su uso como sistemas de liberacién sostenida.
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ANEXOS

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de tamano
de vesicula, realizada a tres lotes de LE con KT.

Tabla 5. Datos del Tamafio de los liposomas elasticos de tres lotes diferentes.

Muestra Tamano Desviacion Indice de

(nm) Estandar polidispersion

L1 81.4 32.2 0.415
L1 82.4 32.2 0.394
L1 82.3 31.9 0.374
L2 88.4 34.3 0.379
L2 89.1 34.9 0.397
L2 89.8 35 0.388
L3 82.8 32.5 0.402
L3 82.7 32.8 0.424
L3 85.5 32.4 0.336

Desv. 3.330 1.238 0.0257

Estandar
Media 84.876 33.113 0.389
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Anexo 2. Potencial Z.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de potencial
Z, realizada a tres lotes de LE con KT.

Tabla 6. Valores de Potencial Z en tres lotes diferentes.

Potencial Z

Muestra potencial Z
(mV)
L1 -18.3
L1 -18.1
L1 -17.4
L2 -16.2
L2 -19.5
L2 -14.2
L3 -15.9
L3 -17.3
L3 -17.2
Media -16.99
Desviacion 1.54
Estandar
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Anexo 3. Eficiencia de encapsulamiento

Método analitico para la determinacion de la eficiencia de
encapsulamiento

Se desarrolld6 un método espectrofotométrico para evaluar la eficiencia de
encapsulamiento de KT en LE, empleando como medio etanol.

Al realizar un barrido de 200-400 nm, utilizando como blanco etanol (Grafica 6),
se observa que el KT en etanol presenta dos maximos de absorbancia,
eligiéndose la de 319.9 nm para desarrollar el método analitico.

1.2

Absorbancia
o o o
D (o)} (0]

o
[N}

200 250 300 350 400
Longitud de onda A (nm)

Grafica 6. Espectro de absorciéon de KT en etanol.

Los datos (Tabla 7) y la curva de calibracion utilizada para cuantificar el farmaco
incluido en los LE se muestra en la Grafica 7. La Tabla 8 muestra los parametros
evaluados a la curva de calibracién. Como puede verse, la curva muestra un
coeficiente de determinacion superior a 0.99 por lo que podemos decir que la
curva es lineal; se determind un coeficiente de variacion de 1.90%, el cual es
menor al 2% requerido.
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Tabla 7. Datos de curva de calibraciéon de KT en etanol, para la prueba de
cuantificacion de % eficiencia de encapsulamiento.

C

(Hg/ml)

5.15
5.15
5.15
10.3
10.3
10.3
15.45
15.45
15.45
20.6
20.6
20.6
25.75
25.75
25.75
30.9
30.9
30.9

Absorbancia

Abs

0.2742
0.2779
0.2786
0.5288
0.5273
0.5272
0.7916
0.8056
0.8012
1.0827
1.0733
1.0807
1.3121
1.3123
1.3115
1.5922
1.5933
1.5899

1.8000 -
1.6000 -
1.4000 -
1.2000 -
1.0000 -
0.8000 -
0.6000 -
0.4000 -
0.2000 -

0.0000 -

Abs/C

0.05324
0.05396
0.05410
0.05134
0.05119
0.05118
0.05124
0.05214
0.05186
0.05256
0.05210
0.05246
0.05096
0.05096
0.05093
0.05153
0.05156
0.05145

Tabla 8. Parametros de la curva de
KT en etanol.
Parametros

Media 0.05192

Desviacion estandar | 0.00098

C.V. 1.90506

r? 0.9995

y = 0.0507x + 0.0129
R? = 0.9999
10 15 20 25 30 35

Concentracién(pg/ml)

Grafica 7. Curva de calibracidon de ketorolaco trometamina en etanol
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Reproducibilidad y Repetibilidad

Se realizaron determinaciones en dos dias de tres concentraciones de KT en
etanol por sextuplicado (Tabla 9) determinando un C.V. menor al 2%, y
realizando una prueba de t obteniendo un valor de t calculado menor al valor de
t de tablas, no habiendo diferencia significativa, por lo que el método es
reproducible y repetible.

Tabla 9. Datos de reproducibilidad y repetibilidad del método de cuantificacion
del % de encapsulamiento.

-~ Concentracién(pg/mL)

Repeticion 5 20 30
1 0.2731 1.0848 1.6209
2 0.2689 1.0847 1.6103
3 0.2751 1.0843 1.6167
4 0.2708 1.0869 1.6123
5 0.2693 1.0862 1.6199
6 0.2684 1.0854 1.6139
Media 0.2709 1.0854 1.6157
SD 0.0027 0.0010 0.0042
cv 0.9807 0.0917 0.2621

Concentracion(pg/mL)

Repeticion 5 20 30
1 0.2732 1.0895 1.6199
2 0.2741 1.0842 1.6163
3 0.2766 1.0856 1.6116
4 0.2728 1.0876 1.6109
5 0.2719 1.0892 1.6112
6 0.2718 1.0902 1.6147
Media 0.2734 1.0877 1.6141
SD 0.0018 0.0024 0.0036
cv 0.6531 0.2191 0.2212

En la tabla anterior se observa que todos cumplen CV<2%, entonces se puede
decir que el método es reproducible y repetible.

Exactitud

Para determinar exactitud se prepararon tres concentraciones diferentes de la
curva y se realizaron por sextuplicado, se determind la concentracién real
interpolando en los datos de la curva de calibracién correspondiente y se calculd
el porcentaje respecto a la concentracion tedrica, posteriormente se midié el CV,
se observa en la tabla 10 que se obtuvo un CV menor al 2%, lo cual quiere decir
gue se comprobd exactitud en el método.
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Tabla 10. Datos para el parametro de exactitud para el método de eficiencia de
encapsulamiento.

%Recuperado

Repeticion | 5ug/mL 20pg/mL 30ug/mL
1 99.79 102.06 101.99

2 98.19 102.05 101.32

3 100.55 102.01 101.72

4 98.91 102.26 101.44

5 98.34 102.19 101.93

6 98.00 102.11 101.55
Media 98.9577 102.1111 101.6575
SD 1.0096 0.0945 0.2681
cv 1.0202 0.0926 0.2638

Resultados de la prueba de permeacion con piel pre-tratada con
microaguajas

Tabla 11. Datos obtenidos en la prueba de permeacion en piel tratada con
microagujas.

Muestra  Absor- Concentra- Hg en 10ml ug totales %
bancia cion. (ug/ml) Etanol muestra encapsulado

Lote 1 0.5891 11.365 113.649 203.3 55.90
Lote 1 0.5856 11.296 112.959 203.3 55.56
Lote 1 0.5458 10.511 105.108 203.3 51.70
Lote 2 0.5834 11.252 112.525 200 56.26
Lote 2 0.6235 12.043 120.434 200 60.22
Lote 2 0.6244 12.061 120.611 200 60.31
Lote 3 0.5485 10.564 105.641 200 52.82
Lote 3 0.5154 9.911 99.112 200 49.56
Lote 3 0.5434 10.464 104.635 200 52.32
media 54.849

desv. Std 3.717
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A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de
elasticidad realizada a tres lotes de LE con KT.

Tabla 12. Datos de tamaio de vesicula para la prueba de elasticidad.

muestra tamafno Desviacion Indice de
estandar polidispersion
Lote 1 72.3 31.4 0.761
Lote 1 73.2 28.7 0.4
Lote 1 73.1 31.7 0.754
Lote 2 73.6 32.8 0.564
Lote 2 77.5 28.3 0.286
Lote 2 77 18.2 0.072
Lote 3 70.3 30.6 0.704
Lote 3 72 29.5 0.509
Lote 3 75.6 35.5 0.884
Desviacion @ 2.3922 2.3922 4.8238

estandar

Media 73.8101 29.2069 0.4555

ANEXOS

51



ANEXOS

Anexo 5. Liberacion “in vitro” del KT formulado en LE

Método analitico para evaluar la liberacion “in vitro” del KT formulado
en LE

Para evaluar la liberacion del KT a partir de los liposomas se desarrolld un
método espectrofotométrico empleando como disolvente el medio que se utilizé
en dicha prueba el cual es solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4.

El espectro de absorcion obtenido de una solucion de KT en la solucién

amortiguadora presenta dos maximos de absorbancia (Grafica 8), eligiéndose
para desarrollar el método la longitud de onda de 325 nm.

1.2

Absorbancia
o o
D [00]

o
ES

o
[N}

200 250 300 350 400
Longitud de onda A (nm)

Grafica 8. Espectro de absorcién de KT en solucidon amortiguadora de fosfatos
pH 7.4.

Los datos y la curva de calibracion utilizada para la cuantificacidon del farmaco
liberado se muestran en la grafica 9 y en la tabla 13. Los parametros evaluados
de la curva se muestran en la tabla 14. Como puede verse, esta curva presenta
un coeficiente de determinacidon de 0.9999, y esto nos dice que es lineal, se
determind un coeficiente de variacion de 1.16%, el cual es menor al 2%.
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Tabla 13. Datos de curva de calibracion de KT en solucidn amortiguadora de
fosfatos pH 7.4, para la prueba “in vitro” de liberacién de KT en TFS.
C Abs A/C

(ng/ml)
5.15 0.2819 0.05474

5.15 0.2845  0.05524
5.15 0.2804  0.05445
10.3 0.557 0.05408
10.3 0.5559  0.05397
10.3 0.5629  0.05465
15.45 0.8256  0.05344
15.45 0.8278  0.05358
15.45 0.8334 0.05394
20.6 1.1005 0.05342

20.6 1.1004 0.05342 Tabla 14. Parametros de la curva de
20.6 1.1009 0.05344 KT en solucién amortiguadora de
25.75  1.3736  0.05334 fosfatos pH ;é“rémetms

25.75 1.3706 0.05323 Media 0.05376
25.75 1.3718  0.05327 Desviacion esténdar = 0.00062
30.9 1.6413 0.05312 C.V. 1.16826
30.9 1.6434 0.05318 re 0.9999

30.9 1.6473  0.05331

1.8000 -
1.6000
1.4000 -
1.2000
1.0000 -
0.8000 -
0.6000 -
0.4000 -
0.2000 -

0-0000 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion (ug/ml)

Absorbancia

Grafica 9. Curva de calibracion de ketorolaco trometamina en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.4.
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Reproducibilidad y repetibilidad.

Se analizaron en dos dias tres concentraciones por sextuplicado determinando
un C.V. menor al 2%, por lo que el método es reproducible y repetible (Tabla
15).

Como se expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion durante
un intervalo de tiempo, el método se considera repetible.

Tabla 15. Datos para reproducibilidad y repetibilidad del método de
liberaciones de KT en LE.

Concentracion pg/mL

Repeticion 5 20 30
1 0.2801 1.1055 1.6454
2 0.2826 1.1033 1.6446
3 0.2808 1.1012 1.6455
4 0.2805 1.1010 1.6440
5 0.2850 1.1019 1.6492
6 0.2832 1.1021 1.6501
Media 0.2820 1.1025 1.6465
SD 0.0019 0.0017 0.0025
cv 0.6745 0.1523 0.1544

Concentracion(ug/mL)

Repeticion 5 20 30
1 0.2807 1.0985 1.6416
2 0.2801 1.1017 1.6502
3 0.2782 1.0996 1.6507
4 0.2798 1.1011 1.6448
5 0.2826 1.0980 1.6507
6 0.2808 1.1031 1.6488
Media 0.2804 1.1003 1.6478
SD 0.0014 0.0020 0.0038
cv 0.5138 0.1793 0.2287
Exactitud

Se prepararon tres concentraciones diferentes de la curva y se realizaron por
sextuplicado, se determiné la concentracion real interpolando en los datos de la
curva de calibracion correspondiente y se calculdé el % respecto a la
concentracidn teodrica, posteriormente se midid el CV, se observa en la tabla que
se obtuvo un CV menor al 2%, lo cual quiere decir que se comprobd exactitud
en el método (Tabla 16).
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Tabla 16. Exactitud para el método de cuantificacién de liberaciones de KT en
LE.

%Recuperado
Repeticion | 5ug/mi 20pg/ml 30pg/ml
1 98.48 100.51 100.10
2 99.40 100.31 100.05
3 98.74 100.11 100.10
4 98.63 100.09 100.01
5 100.29 100.18 100.33
6 99.62 100.19 100.38
Media 99.19 100.23 100.16
SD 0.70 0.15 0.16
cv 0.71 0.15 0.16

Resultados de la prueba de liberaciéon in vitro del KT a partir de los
liposomas elasticos

Tabla 17. Datos obtenidos de la prueba de liberacién de KT en LE.

% liberados de KT
Tiempo @ % celda % celda % celda % celda % celda Media

(min) 1 2 3 4 5
30 19.143 21.059 23.272 21.072 23.247 21.502
45 27.788 28.300 31.095 28.751 31.152 29.383
60 36.224 36.962 39.747 37.428  40.240 38.087
90 48.716  47.427 52.203 49.765 53.282 50.232

120 56.618 52.466 61.868 58.382 61.943 58.145
150 62.385 58.221 69.757 66.011 68.948 64.920
180 66.372 60.349 74.402 70.751 73.117 68.801
210 70.698 61.978 78.494 75.762 76.704 72.469
240 70.382 62.822 80.193 78.218 78.049 73.634
300 71.377 63.814 81.724  80.503 79.170 74.996
360 71.716 64.054  82.457 81.620 79.946 75.613

Modelos cinéticos para conocer el tipo de difusion.
2000
y =-8.1877x+ 1774.4

o.
= 1500 4+ @ o.... R2=0.9792
= @
1000 @,

(éj ....... P
o]

500

0
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)
Grafica 10. Modelo matematico de orden cero.

55



ANEXOS
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Grafica 11. Modelo matematico de Primer orden.
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Grafica 13. Modelo matematico Korsmeyer-Peppas
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Anexo 6. Permeacion de KT en LE a través de la piel tratada
con microagujas

Método analitico para evaluar la cantidad de KT permeado a través de
la piel

El medio receptor empleado para las permeaciones fue una solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 a 379C. Para preparar el medio para este
método analitico lo que se hizo fue poner piel de oreja de cerdo en contacto con
la solucion amortiguadora a 37°C con agitacién constante durante una hora,
posteriormente esta solucion se filtré y se utilizd para desarrollar el método.

En el espectro de absorcién (Grafica 14), se puede observar que la Amax para el
KT en solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel fue de 324
nm. A esta longitud de onda se leyeron las soluciones de la curva de calibracién
utilizada para cuantificar el KT permeado (Grafica 15).

1.2 4

o
(o]
|

Absorbancia
o
[e)]
|

o
D
1

0 T T T |
200 250 300 350 400

Longitud de onda A (nm)

Grafica 14. Espectro de absorcién de KT en una solucidon amortiguadora de
fosfatos pH 7.4 en contacto con piel.

En la Tabla 18 se muestran los datos obtenidos para construir la curva de
calibracion y en la grafica 15 se muestra la curva obtenida. En la tabla 19 se
muestran los parametros evaluados a dicha curva, se puede observar que la
curva es lineal con un coeficiente de determinacion de 0.9993 y un coeficiente
de variacién de 1.56%, el cual es menor al 15% requerido para métodos
bioldgicos.
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Tabla 18. Datos de curva de calibracion de KT en solucion amortiguadora de
fosfatos pH 7.4 en contacto con piel.
Concentracion

(ng/ml)

5.08
5.08
5.08
10.16
10.16
10.16
15.24
15.24
15.24
20.32
20.32
20.32
25.4
25.4
25.4
30.48
30.48
30.48

Absorbancia

1.8000
1.6000
1.4000
1.2000
1.0000
0.8000
0.6000
0.4000
0.2000
0.0000

Abs A/C
0.2638 0.05193
0.2614 0.05146
0.2625 0.05167
0.5102 0.05022
0.5106 0.05026
0.5096 0.05016
0.7958 0.05222
0.7918 0.05196
0.7872 0.05165
1.0589 0.05211
1.0549 0.05191 Tabla 19. Parametros de la curva de
1.0635 0.05234 calibracion de KT en buffer de
1.3063 0.05143 fosfatos pH ;:r;rr’;ectc;zgacto con piel.
1.303 = 0.05130 Media 0.05165
1.3027  0.05129 Desviacién estandar = 0.00080
1.6023 0.05257 C.V. 1.56445
1.6028 0.05259 re 0.9993
1.6125 0.05290

i y = 0.0527x - 0.0144

| R? = 0.9993

0 10 15 20 25 30 35

Concentracion (pg/ml)

Grafica 15. Curva de calibracion de ketorolaco trometamina en solucion

amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel.

Podemos observar que el coeficiente de variacidon no pasa el 15% requerido para
pruebas con matriz bioldgica (Guidance for Industry: Bioanalytical Method
Food and Drug

Validation(U.S DEpartment of Health Human Service,

Administration, 2001).
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Reproducibilidad y repetibilidad.

Se analizaron en dos distintos dias tres concentraciones de KT en solucidn
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel, por sextuplicado
determinando un C.V. menor al 15%, por lo que el método es reproducible y
repetible (Tabla 20).

Como se expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacion durante
un intervalo de tiempo, el método se considera repetible.

Tabla 20. Reiroducibilidad i reietibilidad del método de cuantificacion.

Concentracion(ug/mL)

Repeticion 5 20 30

1 0.2583 1.0668 1.5893

2 0.2646 1.0611 1.5966

3 0.2698 1.0612 1.5999

4 0.2691 1.0634 1.6036

5 0.2655 1.0638 1.613

6 0.2599 1.0642 1.5905
Media 0.2645 1.0634 1.5988
SD 0.0047 0.0021 0.0088
Ccv 1.7721 0.1994 0.5523

Concentracion(ug/mL
)
Repeticion 5 20 30

1 0.2623 1.0698 1.6123

2 0.2655 1.068 1.6028

3 0.268 1.0685 1.6132

4 0.2652 1.0568 1.6027

5 0.2654 1.0654 1.6061

6 0.2684 1.0605 1.6011
Media 0.2658 1.0648 1.6064
SD 0.0022 0.0051 0.0052
cv 0.8322 0.4821 0.3245

Se observa que todos cumplen CV<15%, entonces se puede decir que el
método es reproducible y repetible.

Exactitud

Se prepararon tres concentraciones diferentes de la curva y se realizaron por
sextuplicado, se determind la concentracidn real interpolando en los datos de la
curva de calibracidon correspondiente y se calculd el % respecto a la
concentracién tedrica, posteriormente se midid el CV, se observa en la tabla 21
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que se obtuvo un CV menor al 15%, lo cual quiere decir que se comprobd
exactitud en el método.

Tabla 21. Exactitud del método.

%Recuperado
Repeticion = 5ug/ml 20pg/ml 30pg/ml
1 101.86 100.97 99.84
2 104.21 100.43 100.29
3 106.16 100.44 100.50
4 105.90 100.65 100.73
5 104.55 100.69 101.31
6 102.46 100.72 99.91
Media 104.18 100.65 100.43
SD 1.75 0.20 0.55
cv 1.68 0.20 0.55

Resultados de la prueba de permeacion de KT incluido en LE en piel
pre-tratada con microagujas (500 pm)

Tabla 22. Datos obtenidos para la prueba de permeacion de KT en LE en
piel tratada con microagujas.

Tiempo Muestra Muestra Muestra Muestra ,
(horas) o 2 3 4 Qluwg/cm?)
(ug/cm?) (ug/cm?) (ug/cm?) (ug/cm?)

1 7.473 9.113 7.702 7.748 7.984
2 10.920 13.272 10.941 14.435 12.300
3 18.224 21.288 19.051 19.275 19.428
4 21.776 25.295 21.436 22.353 22.666
5 30.661 35.182 30.264 31.439 31.829
6 26.761 31.979 27.744 25.763 27.966
7 27.059 30.397 26.125 24.425 26.916
8 49.701 51.991 37.193 49.441 46.689
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Anexo 7. Extracciones de KT retenido en la piel

Método analitico para evaluar la cantidad de KT retenido en la piel

Para las extracciones del farmaco retenido en la piel al final de la permeacién se
utilizé NaOH 0.1N, por lo que las condiciones para obtener el espectro de
absorcién (Grafica 16) y la curva de calibracion (Grafica 17) fueron KT en una
solucién de NaOH 0.1N en contacto con piel, encontrando una Amaxde 315 nm.
1.4
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Grafica 16. Espectro de absorcion de KT en NaOH 0.1N, en contacto
con piel.

La tabla 23 muestra los datos que se obtuvieron para construir la curva de
calibracion (grafica 17). La tabla 24 muestra los parametros evaluados a la curva
obtenida. Puede observarse que, la curva muestra un coeficiente de
determinacién de 0.9996 por lo que podemos decir que la curva es lineal; se
determind un coeficiente de variacién de 2.10%, el cual es menor al 15%
requerido.
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Tabla 23. Datos de curva de calibracion de KT en NaOH 0.1N en contacto con

piel.

Concentracion
(Hg/ml)

5.1

5.1

5.1
10.2
10.2
10.2
15.3
15.3
15.3
20.4
20.4
20.4
25.5
25.5
25.5
30.6
30.6
30.6

Absorbancia

Abs

0.2643
0.268
0.2713
0.5129
0.5039
0.5154
0.7879
0.7812
0.7727
1.0533
1.0487
1.0464
1.2934
1.2715
1.2771
1.6029
1.5153
1.532

1.8000
1.6000 -
1.4000 -
1.2000 -
1.0000 -
0.8000 -
0.6000 -
0.4000 -
0.2000 -
0.0000

A/C

0.05182
0.05255
0.05320
0.05028
0.04940
0.05053
0.05150
0.05106
0.05050

0.05163
0.05141 Tabla 24. Pardmetros de la curva de
0.05129 calibracion de KT en NaOH 0.1N en
0.05072 contacto coanie,I. .

arametros
0.04986 Media 0.05097
0.05008 Desviacion estandar 0.0010
0.05238 C.V. 21021
0.04952 2 0.9996
0.05007

y =0.0503x + 0.0079
R?=0.9996

5 10 15 20 25 30 35
Concentracion (ug/ml)

Grafica 17. Curva de calibracion de ketorolaco trometamina en NaOH 0.1N-

piel.

Podemos observar que el coeficiente de variacién no pasa el 15% requerido,
entonces podemos considerar precision del método.
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Reproducibilidad y repetibilidad.

Se analizaron en dos dias diferentes tres concentraciones por sextuplicado
determinando un C.V. menor al 15%, por lo que el método es reproducible y
repetible (Tabla 25)

Como se expresa la precisidon bajo las mismas condiciones de operacién durante
un intervalo de tiempo, el método se considera repetible.

Tabla 25. Reproducibilidad y repetibilidad del método.

Concentracion(ug/mL)

Repeticion 5 20 30
1 0.2583 1.0668 1.5893
2 0.2646 1.0611 1.5966
3 0.2698 1.0612 1.5999
4 0.2691 1.0634 1.6036
5 0.2655 1.0638 1.613
6 0.2599 1.0642 1.5905
Media 0.2645 1.0634 1.5988
SD 0.0047 0.0021 0.0088
cv 1.7721 0.1994 0.5523
Concentracion(ug/mL)
Repeticion 5 20 30
1 0.2623 1.0698 1.6123
2 0.2655 1.068 1.6028
3 0.268 1.0685 1.6132
4 0.2652 1.0568 1.6027
5 0.2654 1.0654 1.6061
6 0.2684 1.0605 1.6011
Media 0.2658 1.0648 1.6064
SD 0.0022 0.0051 0.0052
cv 0.8322 0.4821 0.3245

Se observa que todos cumplen CV<15%, entonces se puede decir que el
método es reproducible y repetible.

Exactitud

Se prepararon tres concentraciones diferentes de la curva y se realizaron por
sextuplicado, se determiné la concentracién real interpolando en los datos de la
curva de calibracion correspondiente y se calculé el % respecto a la
concentracién tedrica, posteriormente se midid el CV, se observa en la tabla 26
que se obtuvo un CV menor al 15%, lo cual quiere decir que se comprobd
exactitud en el método.



Tabla 26. Exactitud para el mé

todo.

% Recuperado

No. de
veces

AU NWNKR

Media
SD
Ccv

S5pg/ml - 20pg/ml 30pg/mi
97.61 103.19 102.74
100.07 102.64 103.22
102.09 102.65 103.43
101.82 102.86 103.67
100.42 102.90 104.28
98.23 102.94 102.82
100.03 102.86 103.36
1.83 0.21 0.57
1.83 0.20 0.56

Resultados de la prueba de extraccion del KT en piel

ANEXOS

Tabla 27. Datos obtenidos de la prueba de extraccion de KT en piel de prueba
de permeacién tratada con microagujas.

interpolando

2.04mg/ml

Muestra | Absorbancia (pg/ml)

0.522

ANWNR

10.382

0.6179 12.336
0.5461 10.873
0.5808 11.580

media

Hg en
20ml

207.658
246.721
217.475
231.609
224.913
Media
S.D.

% extraido

10.179
12.094
10.661
11.353

11.048
0.835
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