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RESUMEN

La zidovudina (AZT) ha sido el farmaco mas utilizado para la terapia antirretroviral.
Para mejorar la terapia con este farmaco, se han propuesto diferentes alternativas,
como la administracion transdérmica. No obstante, debido a sus propiedades
fisicoquimicas y a la barrera de la permeacion natural que impone la piel, se hace
necesario el uso de promotores de la permeacion para favorecer su paso a través
de la misma. En este trabajo se evalué el efecto de dos promotores de la permeacion
fisicos, sonoforesis y microagujas, sobre la permeabilidad de AZT a través de la
piel. Los estudios de permeacion con una solucion de AZT se realizaron en celdas
verticales tipo Franz, utilizando piel de cerdo como modelo biol6gico. La sonoforesis
se aplico bajo diferentes condiciones (es decir, amplitud, ciclo de trabajo y tiempo
de aplicacién), seleccionados de acuerdo con un disefio de experimentos, donde
las variables de respuesta fueron el incremento de temperatura de la superficie de

la piel y el aumento de la pérdida de agua transepidérmica.

La técnica de FTIR-ATR permiti6 demostrar el efecto de los promotores sobre los
componentes de la membrana. La permeabilidad de la AZT a través de piel intacta
resultdé ser muy pobre, con un tiempo de latencia muy largo. El pretratamiento de la
piel con sonoforesis incrementd el transporte de AZT, reduciendo significativamente
el tiempo de latencia. El flujo maximo (27.52 ugcm2h?) y la cantidad total maxima
permeada (alrededor de 624 pg/cm?) se obtuvieron al aplicar sonoforesis en modo
continuo, con una amplitud de 20% y un tiempo de aplicaciébn de 2 min. La
sonoforesis parece tener un impacto sobre las proteinas del estrato corneo. El uso
de microagujas incrementd alin mas el flujo (30.41 ugcm2h?) y la cantidad total
permeada (alrededor de 915.68 ug/cm?) en comparacion con la sonoforesis. En
general, los resultados son alentadores en términos de promover el transporte de

AZT a traves de la piel usando sonoforesis o microagujas.
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1. ANTECEDENTES TEORICOS

1.1. Lapiel
Generalidades

A la piel también se le conoce como tegumento, mientras que el sistema
tegumentario incluye piel y sus 6rganos accesorios (el pelo, las ufias y las glandulas
cutaneas). Se atiende mas a este sistema de 6rganos que a cualquier otro, pues es

el mas visible. [1]

La piel es el 6rgano mas grande y pesado del cuerpo. En adultos, cubre un
area de 1.5 a 2.0 m? y representa casi 15% del peso del cuerpo. Consta de dos
capas: un epitelio escamoso estratificado al que se denomina epidermis y una capa
de tejido conjuntivo mas profundo, la dermis (Figura 1). Debajo de la dermis se
encuentra otra capa de tejido conjuntivo, la hipodermis, que no es parte de la piel
pero que se suele estudiar junto con ella. [2]

Tallo del pelo

Capa cornea

Capa basal

Capilares

Receptor del tacto

Gldndula sebdcea

Conducto de la
gldndula sudoripara

Musculo erector
del pelo

Foliculo piloso

Fibra nerviosa

Células adiposas

Gldndula sudoripara

=\ o) Vénula
‘ e, am T _= Arteriola

Figura 1. Partes de Ila piel. Recuperada de
https://www.bbraun.es/es/pacientes/cicatrizacion-de-

heridas/que-saber-sobre-la-piel.html



Casi toda la piel mide de 1 a 2 mm de grosor, pero va de 0.5 mm en los parpados a
6 mm entre las escapulas. La diferencia se debe sobre todo a la variaciéon en el
grosor de la dermis, aunque la piel se clasifica como gruesa o delgada con base en
el espesor relativo de la epidermis. La piel gruesa cubre palmas, plantas y las
superficies correspondientes de los dedos de manos y pies. En estos sitios, la
epidermis por si sola mide casi 0.5 mm de grueso, a causa de una capa superficial
muy gruesa de células muertas: el estrato cérneo. La piel gruesa tiene glandulas
sudoriparas, pero carece de foliculos pilosos o glandulas sebaceas. El resto del
cuerpo esta cubierto por piel delgada, que tiene una epidermis de casi 0.1 mm de
grosor, y un estrato corneo delgado. Posee foliculos pilosos, glandulas sebaceas y

sudoriparas. [2]

Funciones de la piel

La piel es mucho mas que un contenedor del cuerpo. Tiene varias funciones

importantes que van mas alla de su aspecto, como se menciona en seguida:

1. Resistencia a traumatismos e infecciones. La piel sufre la mayoria de las
lesiones fisicas del cuerpo, pero resiste y se recupera de los traumatismos
mejor que otros 6rganos. Las células epidérmicas estdn empacadas con una
proteina dura, la queratina, y unidas por desmosomas fuertes que son
responsables de la durabilidad de su epitelio. Pocos microorganismos
infecciosos pueden penetrar la piel intacta. Las bacterias y hongos colonizan
la superficie, pero sus poblaciones se mantienen controladas por la
sequedad relativa de la piel, su ligera acidez (pH de 4 a 6) y ciertos péptidos
antimicrobianos defensivos: dermicidina y defensinas. La pelicula &cida
protectora es el manto acido. [3]

2. Sintesis de vitamina D. En la piel ocurre el primer paso en la sintesis de
vitamina D, sustancia necesaria para el desarrollo y mantenimiento de los

huesos. El higado y los rifiones completan el proceso. [3]



3. Sensacion. La piel es el o6rgano sensitivo mas extenso. Contiene
terminaciones nerviosas diversas que reaccionan al calor, frio, el tacto, la
textura, la presion, la vibracion y las lesiones histicas. Estos receptores
sensitivos abundan de manera especial en la cara, palmas, dedos, plantas,
pezones y 6rganos genitales. Hay pocos en la espalda y en la piel que se
encuentra sobre articulaciones como la rodilla'y el codo. [3]

4. Termorregulacion. Las terminaciones nerviosas cutaneas, denominadas
termorreceptores, vigilan la temperatura superficial del cuerpo. Como
respuesta a los escalofrios, el cuerpo retiene el calor al contraer los vasos
sanguineos de la dermis (vasoconstriccion cutanea), conservando la sangre
con mayor cantidad de calor, éste se libera al dilatar dichos vasos
(vasodilatacion cutanea), lo que permite que fluya mas sangre cerca de la
superficie y se pierda calor a través de la piel. Si esto no basta para
normalizar la temperatura, las glandulas sudoriparas secretan sudor. La
evaporacion de este liquido puede tener un efecto enfriador poderoso. Por
tanto, la piel desarrolla diversas funciones en el calentamiento y enfriamiento
del cuerpo. [3]

5. Otras funciones de barrera. La piel es importante como barrera ante el agua,
pues evita que el cuerpo la absorba en exceso cuando se estd bafiando o
nadando; sin embargo, es mas importante aun el hecho de que evita que el
cuerpo pierda agua en exceso. La epidermis también es una barrera ante los
rayos ultravioleta (UV), pues bloquea mucha de esta radiacion que causa
cancer y evita que la misma alcance capas de tejido mas profundas; también

es una barrera ante muchas sustancias quimicas que podrian ser dafiinas.[3]
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Capas de la piel

EPIDERMIS

La epidermis es un epitelio escamoso estratificado queratinizado. Como ya

se habia mencionado su superficie consta de células muertas empaquetadas con

una proteina dura, la queratina. Al igual que otros epitelios, la epidermis carece de

vasos sanguineos y depende de la difusion de nutrientes a partir del tejido conjuntivo

subyacente. [4]

La epidermis esta integrada por cinco tipos de células [5]:

1.

Los citoblastos son células indiferenciadas (se encuentran en el estrato
basal) que se dividen y dan lugar a los queratinocitos.

La mayoria de las células epidérmicas son queratinocitos. Reciben este
nombre por su funcién en la sintesis de queratina.

Los melanocitos (estrato basal), sintetizan la melanina, un pigmento que va
de color marrén a negro.

Las células tactiles (de Merkel) presentes en cantidades bajas, son
receptores para el tacto. Se encuentran en la capa basal de la epidermis y
estan relacionadas con la fibra nerviosa dérmica subyacente.

Las células dendriticas (de Langerhans) se encuentran en dos capas de la
epidermis: el estrato espinoso y el estrato granuloso. Se trata de células
inmunitarias que se originan en la médula 6sea pero que migran a la
epidermis y el epitelio de la cavidad oral, el estbmago y la vagina. La
epidermis tiene como 800 células dendriticas por mm?, que permanecen en
guardia contra las toxinas, los microbios y los patégenos que penetran en la
piel. Cuando detectan a estos invasores, dichas células alertan al sistema

inmunitario para que el cuerpo pueda defenderse.
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Capas de la epidermis

Las células de la epidermis estan dispuestas en cuatro a cinco zonas o estratos

(cinco en la piel gruesa) como se muestra en la Figura 2. [5]

1. Capa basal (o estrato basal): Es la capa mas interna, donde se producen los
gueratinocitos.

2. Capa espinosa (0 estrato espinoso): Los queratinocitos producen queratina
(fibras de proteina y llegan a adoptar forma de huso.

3. Capa granular (estrato granuloso): Comienza la queratinizacion; las células
producen granulos duros y, a medida que éstos migran hacia arriba, secretan
queratina y lipidos epidérmicos.

4. Capa clara (o estrato lacido): Las células estan densamente comprimidas,
aplanadas y no pueden distinguirse unas de otras.

5. Capa cornea (o estrato corneo): Es la capa mas externa de la epidermis y
comprende en promedio, unas 20 subcapas de células muertas, aplanadas,
en funcion de la parte del cuerpo que recubre la piel. Estas células se
desprenden regularmente en un proceso conocido como descamacion. La
capa cOrnea es también asiento de los poros de las glandulas sudoriparas y

las aberturas de las glandulas sebaceas.

— —__—————Células muertas con

queratina
Estrato cérneo

Estrato lucido

1

Estrato granuloso

Granulos lamelares

Estrato espinoso Queratinocito

Estrato basal

Células de Merkel

Melanocito = V. ~

) 3 o Neurona sensorial
Dermis / ,{/

Figura 2. Capas de la epidermis. Recuperada de

https://myuni.adelaide.edu.au/courses/11275/pages/5-
dot-1-layers-of-the-skin 12



DERMIS

Es una capa de tejido conjuntivo que se encuentra debajo de la epidermis. El
grosor de la dermis va de 0.2 mm en los parpados a casi 4 mm en las palmas y las
plantas. Estd compuesta sobre todo por colageno, pero también contiene fibras
elasticas y reticulares, fibroblastos y otras células tipicas de tejido conjuntivo fibroso.
Tiene un suministro amplio de vasos sanguineos, glandulas cutaneas vy
terminaciones nerviosas (Figura 3). Los foliculos pilosos y las raices de las ufias
estan incrustadas en esta capa. En el rostro, los musculos estriados se unen a las
fibras de colageno dérmicas y producen expresiones como sonreir, arrugar la frente

o levantar una ceja. [5]
La dermis esta compuesta de dos subcapas:

1. Capa inferior (0 estrato reticular): Es una capa mucho mas gruesa,
compuesta de tejido conectivo denso e irregular. Parece reticulada (en forma
de red) debido a una malla apretada de fibras de elastina, las cuales le
aportan cierta elasticidad, lo que permite el movimiento. Las fibras de
colageno le proporcionan estructura y resistencia a la traccion.

2. Capa superior (0 estrato papilar): Esta conformada de tejido conectivo areolar
suelto, lo que significa que las fibras de colageno y elastina forman una malla
suelta. Dentro de la capa papilar hay fibroblastos, una pequefa cantidad de
adipocitos y una gran cantidad de vasos sanguineos pequefios. Ademas,
contiene fagocitos, que ayudan a combatir las bacterias u otras infecciones

gue hayan penetrado en la piel.

Dermis
papilar

Dermis

@ reticular

Figura 3. Capas de la dermis. Recuperada de 13

https://thancguide.org/es/cancer-types/skin/anatomy/



HIPODERMIS

Debajo de la piel se encuentra una capa llamada hipodermis o tejido
subcutaneo. El limite entre la dermis y la hipodermis es indistinguible, pero la
hipodermis suele tener mas tejido areolar y adiposo. La hipodermis rellena el cuerpo
y une la piel con los tejidos subyacentes. Los farmacos se introducen en esta capa
mediante inyeccion, porque el tejido subcutaneo es muy vascular y los absorbe con

rapidez. [5]

La grasa subcutanea es hipodermis compuesta de manera predominante por
tejido adiposo (Figura 4). Sirve como depdsito de energia y aislamiento térmico. No
estéa distribuida con uniformidad; por ejemplo, se encuentra casi ausente en el cuero
cabelludo, pero es abundante en las mamas, abdomen, cadera y muslos. El grosor
de la grasa subcutanea es, en promedio 8% mayor en mujeres que en hombres, y

varia con la edad. [5]

Figura 4. Hipodermis vy tejido graso.

Recuperada de
https://sp.depositphotos.com/stock-
photos/la-hipodermis.html?qview=216115438
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Absorcidon percutanea

La penetracion de un principio activo hasta la circulacién sistémica o los
tejidos circundantes involucra multiples procesos: disolucion y liberacion dentro y
desde la formulacién, particion dentro del estrato corneo, difusion a través del
estrato corneo, particion desde el estrato corneo hacia la fase acuosa de la
epidermis, difusion a través de la dermis y acceso a la circulacion sistémica y/o

tejidos circundantes. [6]

El estrato cérneo funciona como una barrera altamente lipofilica, la cual evita
la pérdida excesiva de agua y previene la penetracién de moléculas. Los corneocitos
conforman una barrera que dificulta el pasaje de moléculas, independientemente de
su tipo. Asi mismo, los lipidos hidrofébicos intercelulares lo hacen impermeable a

las sustancias hidrofilicas. [6]

15



1.2. Viade administracion transdérmica

Los sistemas de liberacion transdérmica (SLT) o Sistemas Terapéuticos
Transdérmicos (STT), se definen como formas de dosificacibn auténomas,
discretas, de liberacién controlada [7] que tienen como premisa basica la
penetracion del farmaco a través del estrato corneo y la absorcion en circulacion
sistémica.[8] Son una de las formas farmacéuticas mas recientes (1980) y se utilizan
sobre todo para farmacos de vida media corta que, de otro modo, precisarian de
una administracién oral muy frecuente, o para aquellos cuya absorcion puede ser

mejorada. [9]

Ventajas

En comparacién con los métodos tradicionales tales como la inyeccion y la

via oral, la via transdérmica posee ventajas como: [6, 9-12]

e Gran area superficial.

e La piel es el érgano de mas facil acceso del cuerpo humano.

¢ No invasiva o0 minimamente invasiva (e.g., uso de microagujas).

e Efectos terapéuticos estables y sostenibles.

e Evita degradacién en tracto gastrointestinal por accién quimica o enzimética.

e Evita la descomposicion debida al primer paso hepatico (formacién de

metabolitos inactivos o bien que puedan causar efectos secundarios).
¢ Eliminacion de restricciones dietarias asociadas a la via oral.

e Carencia de efecto irritante local sobre el tubo digestivo.

16



e Es posible conseguir concentraciones séricas constantes, importante sobre

todo para farmacos con vida media corta y estrecho margen terapéutico.

Limitaciones

Algunas de las limitaciones que presenta la via transdérmica se enuncian a

continuacion: [11,12]

e Algunos pacientes desarrollan eritema, comezon y edema local en el sitio de

aplicacion debido a uno o0 mas componentes del sistema.

e Lafuncion de barrera de la piel cambia en un sitio y otro en la misma persona,

de persona a persona y con la edad.

e La administracién transdérmica serd muy dificil, si la dosis terapéutica del

farmaco es mayor a 10 mg/dia.

e Baja permeabilidad para moléculas de alto peso molecular (> 500 Da) e

hidrofilicas (péptidos y proteinas).

Factores que influyen en la liberacidon de los farmacos a partir de un sistema
terapéutico transdérmico

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL FARMACO

Se ha planteado que el éxito de todo STT depende de la capacidad del
farmaco para difundir a través de la piel en cantidades suficientes para lograr el
efecto terapéutico deseado. Algunas de las caracteristicas que debe tener el

farmaco para formularse en un STT son: [6, 12]

e Bajo peso molecular (< 500 Daltons).
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e Elevada potencia farmacoldgica (dosis <50 mg/dia).
e Ausencia de propiedades irritantes para la piel.

e Estable a temperatura ambiente.

e Solubilidad en lipidos y agua (> 1 mg/mL).

e Coeficiente de particion (log P) entre 1-3; ya que si el farmaco es hidrofilico
la cantidad que pase a traves del estrato corneo sera baja y en el caso de
un farmaco muy lipofilico tendera a retenerse en las membranas, sobre

todo en el estrato corneo, formando un depasito.

e Grado de ionizacion, este influye en la solubilidad del farmaco en las
membranas, si una molécula se encuentra no ionizada podra atravesar
mas facilmente el estrato cérneo que una molécula ionizada porque ésta
podria interactuar con los iones presentes en la piel, tendra en general un

caracter mas hidrofilico y por lo tanto no podra atravesar el estrato corneo.

PROPIEDADES DEL VEHICULO

El término vehiculo se deriva basicamente de la distincion entre ingredientes activos
e inactivos, el o los ingredientes activos se afiaden a una matriz, que es justamente
el vehiculo, que ayuda a llevar el activo a la zona de la piel u 6rgano deseado. [13]
La velocidad de penetraciéon de los farmacos a través de la piel dependera de las
interacciones entre el vehiculo, la piel y el farmaco, y puede ser modificada por

varios factores: [9]

e Oclusividad. Los vehiculos lipofilicos son mas hidratantes por su poder
oclusivo y favorecen la absorcién, mientras que los vehiculos hidrofilicos

no favorecen la penetracion y en ocasiones son deshidratantes.
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e Capacidad de penetracion del vehiculo. Los vehiculos que no contienen
emulsificantes u otros aditivos que favorecen la penetracion son los menos
penetrantes y estan indicados para tratamientos superficiales. Para
tratamientos que requieren penetracion interesan excipientes penetrantes

o bien potenciarla incorporandoles promotores de la absorcion.

e Tensoactivos. Son sustancias que solubilizan el farmaco facilitando su
acceso a la superficie cutanea y, por tanto, indirectamente mejoran su
capacidad de penetracion. Los tensoactivos pueden actuar directamente

sobre la membrana, actuando como promotores de la absorcién.

e Disolventes. Son compuestos capaces de modificar la naturaleza del

estrato corneo aumentando temporalmente la permeabilidad de la piel.

Rutas de permeacion

Existe una serie de "compartimientos" y estructuras biologicas en la piel que hacen
posible la penetracién percutanea. La principal barrera a superar es el estrato
corneo. [14, 15] Aunque el estrato corneo consta de sélo 10 a 15 capas de
queratinocitos de espesor, constituye una barrera efectiva tanto para el ingreso,
como para el egreso de moléculas. Tiene la apariencia de “ladrillos y cemento” con
una estructura conformada por corneocitos, los cuales son queratinocitos que al
madurar y alcanzar este estrato han perdido organelos y estan compuestos
basicamente de queratina (ladrillos), inmersos en una matriz intercelular (cemento),
que se compone principalmente de ceramidas de cadena larga, acidos grasos libres,
triglicéridos, colesterol y ésteres de cera. Los corneocitos son poligonales,
alargados y planos, tienen un espesor de 0.2 a 1.5 um y un didmetro de 34 a 46 um.
El contenido lipidico intercelular se genera en la parte media a superior del estrato
granuloso, donde aparecen los granulos lamelares, los cuales migran hacia la
superficie de las células, se funden con la membrana celular, y liberan su carga

lipidica dentro del espacio intercelular. Dentro del estrato coérneo, este material
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extruido se asocia en forma de bicapas lipidicas altamente ordenadas, lo que
contribuye a la efectividad de la barrera de la piel. La presencia de agua es esencial
para mantener la integridad de la barrera del estrato corneo y es considerada como
un factor de hidratacion natural, que actia como un plastificante para evitar el

agrietamiento. [16]

La piel presenta por tanto una barrera no solo desde un punto de vista "fisico", sino
también quimico: el camino de absorcion desde un estrato corneo lipofilico a una
hidrofilia progresiva empezando desde la epidermis y pasando a la dermis y

finalmente el torrente sanguineo. [14, 15]

Hay tres vias basicas mediante las cuales los activos penetran a través del estrato
corneo (Figura 5): [14,15]

(1) Penetracion transepidérmica, modulada por la secrecion de los apéndices

cutaneos. Esta ruta se puede subdividir a su vez en intracelular e intercelular.

(2) Algunas sustancias hidrofilicas pueden penetrar a través de las glandulas

sudoriparas.

(3) Finalmente es posible para algunos compuestos penetrar a través de las
glandulas sebaceas.

Figura 5. Rutas principales
de permeacion a través de :
la piel. 1) Transepidérmica,
2) Transfolicular, 3)
Transglandular. Recuperada
de
http://pigmentationandtexture.
blogspot.com/2013/09/skin-
101-penetracion-percutanea

y.html
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Como el area ocupada por los anexos de la piel corresponde a una fraccién
aproximada al 0.1% de la superficie total de la piel, esta ruta hace una contribucién
insignificante al flujo del farmaco hacia y a través de la piel. Sin embargo, el acceso
a través de los anexos de la piel puede contribuir al ingreso del farmaco en el lapso
que transcurre entre la aplicacion del medicamento y el establecimiento de un flujo
en estado estacionario. Ademas, puede ser una ruta importante para iones, grandes
moléculas polares, polimeros y particulas coloidales. [16] Por lo que la via principal
de permeacion es la 1 (Figura 5): la ruta transepidérmica, es decir, el activo penetra
directamente a través de la capa cérnea (intacta). [14, 15]

La via transepidérmica consta de dos vias, la via intercelular y la via intracelular, las
cuales se muestran en la Figura 6. La via mas directa, la intracelular, es la via de
penetracion primaria para la mayoria de las moléculas pequefas sin carga. [16]
Aunque esta ruta es la mas corta para los farmacos hay una resistencia significativa
a la permeacion porque tendran que atravesar tanto estructuras lipidicas como
hidrofilicas, por lo cual la via mas comun para la permeacion de farmacos es la
intercelular, a través de los intersticios celulares (entre los corneocitos). Para las
moléculas polares, la via dominante residird en la fase acuosa de los espacios
intercelulares y para moléculas no polares, en las regiones hidrofébicas de las
cadenas lipidicas intercelulares. [9, 17] De hecho, el uso de disolventes para
eliminar los lipidos del estrato corneo aumenta el flujo de los farmacos, incluso para

moléculas hidrofilicas de alto peso molecular. [16]
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Figura 6. Rutas de la via transepidérmica: Via intercelular y via intracelular.
Recuperada de Ref [16]

El esfuerzo de los investigadores se ha centrado en el desarrollo de estrategias para
mejorar la penetracion hacia y a través de la piel con el fin de expandir la
administracion transdérmica a una gama mas amplia de farmacos. Estas estrategias
incluyen la optimizacién de farmacos y vehiculos, y la modificacién del estrato

corneo utilizando productos quimicos o métodos fisicos. [16]

Promotores de permeacién/penetracion

Cuando una sustancia se aplica sobre la piel con un simple vehiculo, la terapia
puede resultar insatisfactoria porque la concentracion obtenida en la aplicaciéon es
insuficiente. [18] Sin embargo, el superar las limitaciones inherentes impuestas por

el estrato corneo para lograr una concentracion terapéutica sistémica de los
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farmacos ha llevado a perturbar la barrera de la piel y mejorar la liberacion
transdérmica. Los principales enfoques para mejorar la liberacion transdérmica son
los potenciadores fisicos (ultrasonido, iontoforesis, magnetoforesis, microagujas),
nanoacarreadores (liposomas, niosomas, transfersomas, microemulsiones,
nanoparticulas) y potenciadores quimicos (sulfoxidos, azonas, glicoles, alcanos,

terpenos, etc.). [11, 19]

Los potenciadores o promotores de la penetracion son compuestos o técnicas
gue actuan fundamentalmente sobre los lipidos del estrato corneo modificando su
fluidez. La interaccidén con el estrato corneo puede ocurrir al intercalarse con los
lipidos del estrato corneo alterando asi su organizacion, o bien extrayendo una parte
de los lipidos del estrato corneo, modificando de este modo el contenido total de

lipidos en el estrato corneo y su composicion en la piel. [20]

Algunas de las propiedades ideales de los potenciadores de
penetracion/absorcion son: que sean seguros, que no sean toxicos, que sean
farmacoldgicamente inertes, que no sean irritantes, que no sean alergénicos y que

tengan un efecto reversible, para permitir la recuperacion de la funcion de barrera.

[6]

PROMOTORES QUIMICOS

Con el fin de aumentar la penetracién del farmaco, el vehiculo puede estar
integrado con potenciadores que al interactuar con lipidos intercelulares mejoren el
coeficiente de difusion del farmaco en el estrato corneo. Los potenciadores quimicos
pueden: a) aumentar la capacidad de difusion del farmaco dentro de la barrera,
alterandola al interaccionar con los componentes membranales, fundamentalmente
los lipidos, b) extraer lipidos de membrana, o c) mejorar el coeficiente de reparto
hacia el estrato corneo. [20]

Los excipientes como propilenglicol y dimetilsulféxido (DMSO) pueden incrementar
la difusion alterando la organizacion de los lipidos de la capa coérnea. La
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interferencia con la biosintesis de ciertos lipidos puede alterar la estructura de la
barrera e incrementar la penetracion. [20] Los alcoholes de cadena corta como
etanol e isopropanol son los méas usados; el etanol puede ser utilizado como
codisolvente y como promotor de la penetracion; la habilidad del etanol o mezclas
de etanol-agua para modificar la funcion de barrera de la piel que ha sido reportada

incluye la fluidizacion y extraccion de lipidos. [21]

Los tensoactivos, en particular, tienden a interactuar con la queratina de los
corneocitos, abriendo la estructura densa de la queratina haciéndola mas
permeable. [22] Estudios de calorimetria indican que los tensoactivos alteran la
estructura de los lipidos incrementando asi la permeabilidad de la membrana, [21]
ademas causan la deplecién de lipidos en el estrato corneo por su solubilizacién en
micelas (extraccion de lipidos), debilitando asi la propiedad de barrera y, afectando
el transporte de materiales hidrofilicos, causando el paso de agua a través de la
piel. [20]

PROMOTORES FiSICOS

Los promotores fisicos que se describen a continuacion se encuentran entre los

mas estudiados [11]:

¢ lontoforesis: Aplicacion de corriente constante de bajo voltaje. Promueve
el transporte de moléculas con carga (por un mecanismo de repulsion) y

neutras (mediante flujo electroosmotico).
e Electroporacion: Aplicacion de pulsos de voltaje elevado de corta duracion.

e Microagujas: Arreglos de agujas de talla micrométrica (100-1000 pm).
Traspasan el estrato corneo sin dolor, creando microporos. El farmaco
puede estar incluido en la microaguja, fungiendo ésta como una matriz de

liberacion.

e Sonoforesis: Ondas ultrasonicas de baja frecuencia, facilitan el paso de

sustancias por cavitacion.
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e Sistemas inyectores libres de aguja. Dispositivos capaces de traspasar el
estrato cérneo al impactar particulas o gotas de liquido a gran velocidad

(100-200 m/s), esto por la accion de un gas a alta presion (200-900 psi).

1.3 Microagujas

Generalidades

Cuando la administracion oral de medicamentos no es factible debido a la mala
absorcion del farmaco o la degradacién enzimatica en el tracto gastrointestinal o
higado, la alternativa mas comun es el uso de una dolorosa aguja hipodérmica; por
lo que un enfoque que es mas atractivo para los pacientes es la administracion del
farmaco a través de la piel usando un parche. Sin embargo, la administracion
transdérmica esta limitada por la incapacidad de la mayoria de los farmacos para
penetrar la piel debido al estrato cérneo. Para aumentar la permeabilidad de la piel,
se han estudiado diferentes estrategias que van desde la inclusién de sustancias
gue actlen como promotores quimicos, hasta técnicas fisicas como iontoforesis,
electroporacién y ultrasonido. Aunque los mecanismos son diferentes, estos
métodos comparten como objetivo comun el alterar la estructura del estrato cérneo
para crear “huecos o poros” lo suficientemente grandes como para que las
moléculas penetren. Se cree que el tamafio de los huecos o espacios generados
mediante estos métodos es de dimensiones hanométricas, pero lo suficientemente
grandes como para permitir el transporte de pequefios farmacos. Un enfoque
alternativo implica la formacién de huecos de dimensiones micromeétricas utilizando

agujas microscopicas. [23]

El concepto de usar microagujas se remonta a 1976, cuando Alza Corporation
patento la idea. Por ejemplo, Ganem y Cols. afirman que la aplicacion de las
microagujas en la liberacion transdérmica fue propuesta por Henry y Cols., [24],
cuando demostraron que el uso de las microagujas de silicdn facilitd existosamente

la liberacion de un farmaco modelo, calceina, a través de la piel humana. [25]
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Concepto

Las microagujas (MN, por sus siglas en inglés) constituyen un método mecanico
para favorecer la liberacion de farmacos, el cual es similar a las agujas tradicionales,
pero la diferencia es que las MN se fabrican en escala micrométrica y el tamafo
oscila entre 100 y 1000 micras de longitud y 1 micra de diametro. [26] Las MN
generalmente se fabrican en forma de arreglos que pueden contener un namero
variable de MN por cm? en varias geometrias y materiales (silicon, metal, polimero,

materiales solubles o biodegradables). [27]

Cuando se aplican en la superficie de la piel, las MN atraviesan el estrato corneo.
[28] Las MN son lo suficientemente largas como para penetrar la epidermis, pero lo
suficientemente cortas para evitar la estimulacion de nervios dérmicos o puncion de
vasos sanguineos. [27] Los huecos creados en la piel al insertarse las MN se
pueden aprovechar para administrar farmacos desde la superficie de la piel,
alcanzando la microcirculacion dérmica (Figura 7). Por lo tanto, las MN se

consideran dispositivos minimamente invasivos (sin dolor). [28]

Microagujas
Estrato
cérneo
a

% % % 3\;%'ll%% 3* Epidermis
# | Dermis

Aguija hipodérmica Células dendriticas
Células de Langerhans

Hipodermis

Figura 7. Representacion grafica de la penetracion de las microagujas vs aguja hipodérmica.

Recuperada de Ref. [27]
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Tipos de Microagujas

Existen diferentes tipos de microagujas, las cuales se mencionan a continuacion
(Figura 8):

A. Microagujas sélidas. Se han fabricado a partir de silicon, metales y polimeros
(policarbonato). Se han utilizado metales tales como acero inoxidable y titanio
para la fabricacion de MN solidas. Incrementan la permeabilidad del activo
formando huecos de tamafio micrométrico a través de la piel. [25]

B. Microagujas recubiertas. Las MN recubiertas se pueden fabricar de silicon o
metal y el farmaco y/o medicamento en cuestion se carga en cada aguja del
conjunto de MN en estado sélido (seco) como una capa de revestimiento.
Después de la insercion de las MN recubiertas en la piel, el farmaco se libera
rapidamente en el tejido. Las MN recubiertas ofrecen la ventaja de permitir
una aplicacion de un solo paso en comparacion con las MN sin recubrimiento
que requieren de dos pasos. [25]

C. Microagujas solubles o biodegradables. Se fabrican principalmente de
polimeros debido a su biocompatibilidad, biodegradacion y a sus perfiles de
seguridad. Algunos ejemplos de polimeros utilizados en la fabricacidon de este
tipo de MN son el acido polilactico (PLA), &cido polilactico-co-glicélico
(PLGA), &cido poliglicélico (PGA), polivinilpirrolidona (PVP), acido hialurénico
y quitosano. También se han utilizado otros materiales solubles, entre ellos
carbohidratos como maltosa. En estos casos, la liberacién ocurre por la
degradacion o disolucién de la matriz de las MN en la cual se encuentra
incorporado el farmaco. [25]

D. Microagujas huecas. Se han fabricado en una amplia gama de longitudes y
geometrias, principalmente de silicon y metal. Las MN huecas permiten la
entrega continla de farmacos a través del canal de las MN ya sea por
difusion, presion o aplicando corriente eléctrica. Este tipo de MN permite la
administracion de grandes cantidades de farmaco en comparacion con las
MN recubiertas. [25]
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Figura 8. Representacién de los cuatro tipos de microagujas (MN). (a) MN sdélidas,
(b) MN recubiertas, (c) MN biodegradables o solubles, (d) MN huecas. Recuperada
de Ref. [25]
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1.4 Sonoforesis

Generalidades

Sonoforesis (SN) o fonoforesis, se define como la administracion facilitada de
medicamentos a través de la piel por medio de ultrasonido. Esta técnica se ha
convertido en uno de los promotores fisicos mas prometedores (Figura 9). En esta
técnica, un cristal piezoeléctrico es responsable de convertir la energia eléctrica en
ondas acusticas. [29] La aplicacion de ultrasonido ha demostrado mejorar el
transporte transdérmico de varios farmacos incluyendo macromoléculas. El
ultrasonido se utiliza en un rango de frecuencias que van desde 20 kHz-16 MHz; sin
embargo, se ha observado un transporte mas efectivo a través de la piel empleando

ultrasonido de baja frecuencia (f < 100 kHz). [30]

Entre los mecanismos propuestos por los cuales actia la SN se encuentra la
cavitacion, la cual se considera como la principal responsable. La cavitacién
involucra la rapida formacién y el colapso de cavidades gaseosas, las cuales
impactan la superficie de la piel, alterando la estructura del estrato cérneo. No
obstante, se ha sugerido que este no es el tnico mecanismo, y que el efecto térmico
debido al ultrasonido, también puede contribuir a incrementar la permeabilidad al
aumentar la temperatura de la piel. Ademas, se ha sugerido que la mejoria en la
permeabilidad de la piel depende de los pardametros utilizados, tales como
frecuencia, intensidad, ciclo de trabajo, diametro de radiacion del transductor y el
tiempo de aplicacion del ultrasonido.[31]

Figura 9. llustracion esquematica del tratamiento con sonoforesis.
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Mecanismos de accién

EFECTO TERMICO

Cuando el ultrasonido pasa a través de un medio, la energia se absorbe
parcialmente. En el cuerpo humano, la energia del ultrasonido absorbida causa un
aumento local de temperatura dependiendo de la frecuencia, intensidad, area del
haz de ultrasonido, la duracion y ciclo de trabajo. [32] Los efectos térmicos con
respecto a la sonoforesis se han estudiado con detalle, porque la atenuacion de una
onda de ultrasonido conduce al calentamiento del medio que atraviesa la onda. Un
aumento en la temperatura puede incrementar la permeabilidad de la piel al: a)
aumentar la energia cinética y difusividad de los farmacos, b) generar puntos de
dilatacion en la entrada de la piel (por ejemplo, foliculos pilosos y glandulas
sudoriparas), c) facilitar la absorcion de los farmacos, y d) mejorar la circulacion de
la sangre en el area de tratamiento (en experimentos In vitro) e) desnaturalizacion
de proteinas y queratina, asi como la desorganizacion de lipidos, tal como se

muestra en la Figura 10. [33]

Aplicacion de Desorganizacion
ultrasonido de lipidos

Figura 10. Efecto térmico de la sonoforesis sobre la piel.
Recuperada de https://www.researchgate.net/figure/Schematic-

Expression-of-Drug-Administration-Facilitated-By-Sonophoresis-
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EFECTOS DE CAVITACION

La cavitacion acustica se produce debido a la nucleacién de cavidades de aire
durante los cambios de presion en el medio. La probabilidad de la cavitacion esta
estrechamente relacionada con la frecuencia del ultrasonido, asi como con el
tamafio y forma de la burbuja. [32] La cavitacion se divide en dos categorias: inercial
y estable. En la cavitacion inercial, la burbuja crece rapidamente y luego colapsa
cuando alcanza un cierto diametro (dependiendo de la frecuencia del ultrasonido)
tal como se observa en la Figura 11. Por otro lado, la cavitacion estable se refiere a

burbujas oscilantes estables en el campo de ultrasonido. [34]

Burbuja inestable Colapso inicial
Formacion de

,)J{_\ micro-jets
X Al A |

Figura 11. Tres modos posibles a través de los cuales la cavitacién inercial puede mejorar
la permeabilidad del estrato corneo (SC). (a) El colapso esférico cerca de la superficie del
SC emite ondas de choque, (b) La burbuja de aire colapsa rapidamente, (c) micro-jets
penetrando el SC. Recuperada de http://algix.com/algal-cell-disruption-with-ultrasound-

technology/.
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EFECTO DE CONVECCION

La aplicacién simultanea de una formulacion y ultrasonido mejora el transporte de
un farmaco de 2 formas: (i) por cambios en la estructura de los lipidos de la piel y
(i) a través de mecanismos relacionados con la conveccion. [35] El papel de la
conveccion en la permeacion de los farmacos esta relacionada con las velocidades
de los fluidos que se generan en un medio en contacto con el ultrasonido formando
asi oscilaciones de las burbujas de cavitacion, estas velocidades generadas pueden
afectar el transporte transdérmico al inducir la conveccion del farmaco a través de
la piel, especialmente a través de foliculos pilosos y conductos sudoriparos. Los
hallazgos experimentales sugieren que la conveccion no juega un papel importante

en la mejora transdérmica observada. [36]

32



1.5 Virus de Inmunodeficiencia Adquirida (VIH)

El VIH ataca y destruye los linfocitos CD4 del sistema inmunitario. Los linfocitos CD4
son un tipo de glébulos blancos que desempefian una funcion importante en la
proteccion del cuerpo contra la infeccion. El VIH emplea el mecanismo de las células
CD4 para replicarse y propagarse por todo el cuerpo. Este proceso, que se realiza
en siete pasos o etapas, se llama el ciclo de vida del VIH. [37]

Ciclo de vida del VIH

Para entender el ciclo de vida del VIH, conviene primero saber la apariencia que

tiene el virus (Figura 12) en el cual: [37]

— ARN: es el material genético del virus.

— Céapside: es el nucleo en forma de bala que contiene el ARN del virus.

— Envoltura: es la superficie externa del virus.

— Enzimas: proteinas que realizan varias funciones en el ciclo de vida del virus.
— Glucoproteinas: “espiculas” de proteina incorporadas en la envoltura del

virus, las principales son las gp120 y gp41.

Glucoproteinas del VIH J

Figura 12. Estructura del Virus de Inmunodeficiencia Adquirida (VIH).

Recuperada de Ref. [37]
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Las siete etapas del ciclo de vida del VIH son (Figura 13):

1.

Enlace (también llamado fijacién). Las gp120 del VIH se enlazan (se fijan) a
los receptores en la superficie del linfocito CDA4. [37]

Fusion. Una vez fijado en los receptores CD4, el VIH activa otras proteinas
presentes en la membrana de la célula denominadas: correceptores CCRS5,
lo que permite que ambas superficies se fusionen (por lo que el VIH entra a
la célula). [37, 38]

Transcripcion inversa. Dentro del linfocito CD4, el VIH libera y usa la
transcriptasa inversa (una enzima del VIH) para convertir el ARN del VIH, su
material genético, en ADN del VIH. La conversion de ARN a ADN le permite
al VIH entrar al nacleo del linfocito CD4 y combinarse con el ADN de este.[35]
Integracion. Dentro del nucleo del linfocito CD4, el VIH libera la integrasa
(Una enzima del VIH). El VIH usa la integrasa para insertar (integrar) su ADN
virico dentro del ADN del linfocito CD4). [37]

Multiplicacion. Una vez que el VIH se integra dentro del ADN del linfocito
CD4, comienza a emplear el mecanismo de ese linfocito para crear cadenas
largas de proteinas del VIH. Esas cadenas de proteinas son elementales
para producir mas copias del VIH. De un VIH pueden salir millones de copias
y ademas de utilizar al linfocito para multiplicarse, al final lo destruye. [37, 38]
Ensamblaje. EI ARN del VIH y las nuevas proteinas viricas producidas por el
linfocito CD4 salen a la superficie de la célula y se ensamblan en un VIH
inmaduro (no infeccioso). [37]

Gemacion. El VIH inmaduro recién formado (no infeccioso) se impulsa hacia
el exterior de la célula CD4 huésped. El nuevo VIH libera a la proteasa (Una
enzima del VIH). La proteasa descompone las largas cadenas de proteinas

en el virus inmaduro, creando el virus maduro (infeccioso). [37]

34



Ciclo de vida

Inactivacién: Antagonistas de CCR5
e Inhibidores posfijacién

Inactivacion:
Inhibidores de la fusidn

(7. Gemacion) e

Inactivacion: Inhibidores @
de la proteasa

Proteasa

6. Ensamblaje
5 Multlphcaaon

A

: 3
4. Integracion

Integrasa

Figura 13. Ciclo de vida del Virus de Inmunodeficiencia Adquirida (VIH).
Recuperada de Ref. [37]
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Conexion entre el ciclo de vida del VIH vy los medicamentos para su

tratamiento

El tratamiento antirretroviral (TAR) consiste en el uso de medicamentos contra el
VIH para tratar dicha infeccion. Las personas con TAR reciben una combinacion de
medicamentos contra el VIH todos los dias, estos medicamentos protegen el
sistema inmunitario al bloquear el virus en diferentes etapas de su ciclo de vida. En
funcién de su diana en el ciclo de vida del virus, en la actualidad se dispone de los

siguientes grupos farmacolégicos para el tratamiento de la infeccion por el VIH:

1. Inhibidores de la transcriptasa inversa anélogos de nucledsidos.
Comercializados en la actualidad son: zidovudina (AZT), didanosina (ddl),
estavudina (d4T), lamivudina (3TC) y abacavir. Estructuralmente, estos
farmacos son anal6gos de los nucledsidos que actian inhibiendo la
transcriptasa inversa (TI) del VIH-1 y del VIH-2. Todos necesitan activarse
(incorporar tres moléculas de fosfato) para poder actuar inhibiendo la TI,
estas reacciones estan catalizadas por enzimas celulares que suelen o
pueden ser diferentes para cada compuesto y para cada tipo de célula. Por
ello a pesar de tener una estructura quimica y un mecanismo de accién muy
similares, se comportan como farmacos diferentes y la combinacion de dos
0 mas puede ser potencialmente sinérgica o aditiva y ampliar el espectro de
células infectadas del huésped sobre las que ejercen su actividad. [39]

2. Inhibidores de la transcriptasa reversa no analogos de nucledsidos. Efavirenz
y nevirapina. Estructuralmente no tienen nada en comun. Inhiben
exclusivamente la Tl del VIH-1 (no son activos frente al VIH-2). No necesitan
metabolizarse para ser activos y basta una o muy pocas mutaciones para
desarrollar una resistencia de alto nivel. [39]

3. Inhibidores de la proteasa. Atazanavir, lopinavir, fosamprenavir, nelfinavir,
saquinavir, ritonavir, indinavir, tipranavir y darunavir. Actdan inhibiendo la
proteasa del VIH; no necesitan transformarse o metabolizarse para ser

activos y actuan en la fase final del ciclo de replicacion virica. [39]
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4.

Inhibidores de la entrada (Inhibidores de CCR5 vy fusion). La enfuvirtida (T-
20) es el primer inhibidor de la fusion disponible en la clinica, si bien presenta
la limitacion de que debe administrarse por via parenteral. EI maraviroc
(antagonista de CCR5) bloquea los receptores de CCR5 en la superficie de
los linfocitos CD4 que necesita el VIH para penetrar en ellos. [39]

Inhibidores de la integrasa. Dolutegravir (DTG), raltegravir (RAL). Esta clase
de medicamentos bloquea la integrasa del VIH, una enzima que necesita el
virus para replicarse. EI TAR no puede curar la infeccién por el VIH, pero
ayuda a las personas a tener una vida mas larga y sana; ademas reducen el

riesgo de transmisién del VIH. [39]

37



1.6 Zidovudina

La zidovudina (3’-azida-3’-deoxitimidina, AZT, Figura 14a) pertenece a los
inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los nucléosidos. Es un
compuesto didesoxinucledsido en el cual el grupo 3’-hidroxi del resto del azlcar es
reemplazado por un grupo azida y es analogo estructural de la timidina (Figura 14b).
[39, 40]

a 0 b 0
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Q HO NN®
O
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@N//N — Grupo azida O H = Grupo hidréxilo

Figura 14. a) Estructura de la zidovudina, b) Estructura de la Timidina.
Recuperada de Ref. [40]

Propiedades fisicoquimicas

— Foérmula molecular: C10H13NsO4

— Peso molecular: 267.24 g/mol.

— Solido cristalino color blanco.

— Solubilidad: en agua 20100 mg/L (a 25 °C).
— Log Kow= 0.05
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Farmacocinética

La zidovudina se administra por via oral. Tras la administracion oral, la zidovudina
se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal. La biodisponibilidad aumenta
cuando la zidovudina se administra con una comida alta en grasas, ya que el
metabolismo de primer paso reduce la biodisponibilidad sistémica a
aproximadamente 65%. Las concentraciones séricas maximas se producen dentro
de 0.5-1.5 horas, aunque la variacion individual es alta en el grado y velocidad de

absorcion. [40]

Los datos sobre la distribucion son limitados, pero se sabe que la zidovudina
atraviesa la barrera de hemato-encéfalica, asi como la placenta y que se excreta en
la leche humana. Tras la administracién de una dosis Unica de 200 mg a mujeres
infectadas por el VIH, se ha encontrado la misma concentracion media de
zidovudina tanto en leche materna como en suero. La unién a proteinas es de 30-
38%. El 5'-glucurénido de AZT es el principal metabolito en plasma y en orina y
corresponde al 50-80% de la dosis administrada, misma que se elimina por
excrecion renal. [40]
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) infecta a las células del sistema
inmunitario, alterando o anulando su funcion. La infecciébn produce un deterioro
progresivo del sistema inmunitario, con la consiguiente “inmunodeficiencia”. Se
considera que el sistema inmunitario es deficiente cuando deja de poder cumplir su
funcién de lucha contra las infecciones y enfermedades, llevando en etapas
avanzadas a la aparicion del SIDA. [41] Actualmente mas de 40 millones de
personas estan infectadas por VIH. El VIH/SIDA, sigue siendo uno de los problemas
de salud publica mas graves del mundo. En México hasta noviembre de 2021, se
registraron 328 791 casos acumulados, de los que soOlo 113 788 personas se
encontraban con tratamiento antirretroviral. [42] No obstante, gracias a los
tratamientos con farmacos antirretrovirales, las personas con esta enfermedad

pueden prolongar su vida, con un mejor estado de salud. [43]

La zidovudina, también conocida como azidotimidina (AZT) es un importante
farmaco usado en el tratamiento para el VIH. Pertenece a la familia de los
inhibidores de la transcriptasa inversa analogo de los nucledsidos (NRTIs por sus
siglas en inglés) y esta estructuralmente relacionada con un grupo azo de la timidina
endodgena en lugar del grupo hidroxilo en la posicidn 3’ del anillo de desoxirribosa.
La presencia del grupo azo previene la formacion de enlaces fosfodiéster necesarios
para la replicaciéon del ADN, causando la terminacién de la cadena. Este es el
mecanismo por el cual la AZT interfiere con la replicacion viral. La eficacia de la AZT
en el tratamiento de la infeccion por VIH se debe a su afinidad selectiva por la
transcriptasa inversa del VIH frente a polimerasas del ADN humano. [44] Ademas
fue el primer compuesto anti-VIH aprobado para su uso clinico, y es uno de los mas
ampliamente utilizados. Después de una administracion oral es rapidamente
absorbido hacia el tracto gastrointestinal con una concentracidbn maxima en suero
en aproximadamente 1 h. Sin embargo, su biodisponibilidad no es muy alta (52-
75%), debido al metabolismo de primer paso y tiene en promedio una vida media
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de aproximadamente 1 h. Para mantener los niveles terapéuticos es necesario que

se administre frecuentemente; en concentraciones de 200 mg cada 4 h. [45]

Es por ello que la ruta transdérmica se presenta como una buena alternativa
para conseguir niveles plasmaticos constantes, que ademdas permitan reducir la
frecuencia de dosificacion. Debido a que la AZT es una molécula relativamente
polar, con un log P -0.05, su permeabilidad transdérmica es pobre, por lo que es
necesario recurrir a diversas estrategias con el fin de incrementar su transporte a
través de la piel: (i) Técnicas fisicas (ej., iontoforesis, sonoforesis, microagujas) y (ii)
promotores quimicos, e€j., disolventes empleados como vehiculos, como etanol y

propilenglicol y terpenos como mentol, cineol, terpineol, etc. [46]

En este trabajo se propone el uso de dos promotores fisicos, sonoforesis y
microagujas, para incrementar el transporte de AZT a través de la piel, como una
forma alternativa para administrar este farmaco, buscando reducir los efectos
adversos (como estrefiimiento, acidez, diarrea, insuficiencia hepatica, entre otros)

después de una administracion oral.
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3. HIPOTESIS

Al utilizar promotores de permeacion fisicos como la sonoforesis y/o microagujas,

se promovera y aumentara el flujo de zidovudina a través de la piel.
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4. OBJETIVOS

General

Estudiar el efecto de dos tipos de promotores fisicos, sonoforesis y
microagujas, sobre la permeacion a través de piel in vitro de una solucion de

zidovudina.

Particulares

— Desarrollar y validar métodos analiticos para la cuantificacién de zidovudina
en el medio receptor al realizar los estudios de permeacion in vitro.

— Desarrollar y validar métodos analiticos para la cuantificacion de zidovudina
remanente en piel al finalizar los estudios de permeacion in vitro.

— Realizar estudios de permeacion in vitro de zidovudina a través de piel de
cerdo intacta, utilizando celdas de difusion tipo Franz.

— Realizar estudios de permeacion in vitro en piel de cerdo pretratada con
sonoforesis 0 con microagujas, empleando celdas de difusion tipo Franz, con
el fin de evaluar el efecto de estos promotores sobre el transporte

transdérmico de zidovudina.
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5. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Metanol (J. T Baker®, EUA), cloroformo (J. T Baker®, EUA), tolueno (J. T Baker®,
EUA), fosfato monobasico de potasio (J. T Baker®, EUA), cloruro de sodio (J. T
Baker®, EUA), lauril sulfato de sodio (J. T Baker®, EUA), agua purificada, etanol (J.
T Baker®, EUA), zidovudina estandar (Sigma-Aldrich®), zidovudina materia prima
(donada por laboratorio APOTEX, México), celdas de difusion tipo Franz (fabricadas
en el taller de vidrio de la FESC), agitadores magnéticos, rodillo de microagujas de
200 pm (Derma Roller System® China), cAmara de elucién en vidrio para
cromatografia en capa fina (CAMAG, Suiza), placas para cromatografia en capa fina
fina Silica gel 60 F2s4 (Macherey-Nagel®, GmbH & Co., Alemania), pre-filtro
(Whatman®, Fisher Scientific, EUA), membrana de 0.45 um (Merck Millipore®, Ltd,

Irlanda).

Material biolégico

Se empleod piel de oreja de cerdo. Las orejas se recuperaron del rastro, antes de

gue los animales fueran sometidos a tratamiento con agua caliente o vapor.

44



Metodologia general

ePara cuantificar el farmaco en:

\ENTETle] e [N (Siielo[6l38  oEl medio receptor (estudios de permeacién in vitro, por HPTLC).
analiticos. eFarmaco remanente en piel (por HPTLC).

e Estabilidad de la muestra (por espectrofotometria).

- eUtilizar:
Seleccion de las .
wraldees el eAmplitud (20%, 100%).

Sl Al *Tiempo de aplicacion (2 miny 5 min).
incremento de eCiclos (Pulsos o continuo)
temperatura, 2) TEWL eVisualizar alteraciones utilizando SEM.

ePiel intacta.
Estudios de ePiel pretratada con sonoforesis o
permeacion in vitro. microagujas.

eCuantificacién por HPTLC.

eSeleccion de
disolventes.

eCuantificacion
por HPTLC.

Extraccion del farmaco

remanente en piel.
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Métodos especificos

ESTUDIOS DE PERMEACION IN VITRO DE ZIDOVUDINA A TRAVES DE PIEL
DE CERDO

Los estudios de permeacion se realizaron con piel de cerdo, utilizando celdas de
difusion tipo Franz (area de difusion 0.78 cm?) durante 24 h. La piel de la oreja de
cerdo se separo del cartilago con ayuda de un escalpelo, retirando el musculo con
tijeras. La piel se corté con la ayuda de un dermatoma (Zimmer 901, Ohio, E.U.A)
uniformando a un grosor de 750 um aproximadamente. La piel se almacené a -20
°C hasta su uso. El dia del estudio, la piel se descongel6 y se sujetd con pinzas
entre el compartimento donador y el compartimento receptor de las celdas de Franz,
con el estrato corneo hacia el compartimento donador. El compartimento receptor
se llen6 con 2 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en
inglés) pH 7.4, mantenida a 37 °C en un bafio de agua con agitacion magnética
constante durante todo el estudio, utilizando un agitador mdultiple IKA-WERKE
(modelo RO-15, Alemania). La solucion donadora consistio de 1 mL de AZT en PBS
pH 7.4 (2 mg/mL). El método de muestreo que se utiliz6 para los estudios de
permeacion fue el de reemplazo de medio receptor, por lo que el medio se retird por
completo del compartimento receptor en tiempos determinados previamente,
reemplazando inmediatamente el volumen con medio fresco, previamente

calentado a 37 °C.

Una vez que se completaron los estudios de permeacion, se retir6 la solucién de
farmaco del compartimento donador, enjuagando la piel con PBS pH 7.4. En
seguida la piel se corté en fragmentos pequefios con tijeras y se colocaron en
frascos con 5 mL de etanol, después se coloc6 una barra magnética y se cerré el
frasco, manteniendo en agitacion a temperatura ambiente durante 24 h, con el fin
de extraer el farmaco remanente en la piel. Cada muestra se analizé mediante
Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC, por sus siglas en inglés).
Se construyo el perfil de permeacion, graficando la cantidad permeada acumulada

por unidad de area vs el tiempo (h). El flujo (J) se determiné a partir de la pendiente.
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El coeficiente de permeabilidad (Kp) se calculé como el cociente entre el flujo y la
concentracion de farmaco en el compartimento donador (flujo/concentracion de
farmaco). Ademas de la cantidad acumulada de AZT al final del estudio, también se
registro la cantidad de farmaco remanente en la piel. Cada estudio de permeacion

se realizo por sextuplicado.

ESTUDIOS DE PERMEACION DE ZIDOVUDINA EN PIEL PRE-TRATADA CON
MICROAGUJAS

En el caso de los estudios con microagujas, se utilizé un rodillo (MTS-Roller, E.U.A),
con un arreglo de microagujas de 200 um de longitud. Antes de montar la piel en
las celdas de Franz, la piel se fij6 sobre una superficie de espuma de poliestireno
con la ayuda de tachuelas, pasando el rodillo sobre la superficie de la piel un total
de cinco veces en cada direccidn, tal como se muestra en la Figura 15. Después de
este procedimiento, la piel se monté en las celdas de Franz, realizando los estudios
de permeacion como ya se describié en el apartado del método de Estudios de
permeacioén in vitro de zidovudina a través de piel de cerdo. Los experimentos se

realizaron por sextuplicado.

Figura 15. Método de tratamiento de la piel con el arreglo de microagujas sélidas de 200 um

de longitud.
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ESTUDIOS DE PERMEACION DE ZIDOVUDINA EN PIEL PRE-TRATADA CON
SONOFORESIS

Los estudios de permeacion aplicando sonoforesis se realizaron utilizando un
procesador ultrasonico Hielscher UP50H (densidad de potencia acustica: 600
W/cm?; frecuencia de trabajo: 30 kHz + 1 kHz) con un sonotrodo MS2 (didmetro de
punta de 2mm), segun el siguiente procedimiento: Una vez montada la piel en las
celdas de Franz, se afiadi6 al compartimento donador 1 mL de una solucién acuosa
de lauril sulfato de sodio (LSS) al 1% (m/v), utilizada como medio de acoplamiento,
colocando el sonotrodo a una distancia de 1 cm por encima de la superficie de la
piel [47], operando el equipo de ultrasonido, en las condiciones previamente
determinadas, segun un disefio de experimentos factorial 23, teniendo en cuenta los
siguientes factores: Amplitud (20 y 100%, considerando una amplitud maxima de
220 um), tiempo (2 y 5 min) y ciclo (0.5 y 1). Una vez completado el tratamiento con
el ultrasonido, se retird la solucion de LSS del compartimento donador y se enjuagé
la superficie de la piel a fondo con PBS pH 7.4. A continuacion, se llevo a cabo el
estudio de permeaciéon de acuerdo con el procedimiento descrito en el método de
Estudios de permeacion in vitro de zidovudina a través de piel de cerdo. El estudio
se realiz6 por sextuplicado. Ademas, para determinar si el uso de LSS tenia algun
efecto sobre la permeabilidad cutéanea, se realizaron permeaciones sin aplicar
sonoforesis, pero dejando la piel en contacto con LSS durante el mismo tiempo de

pre-tratamiento de la piel con sonoforesis.

METODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION DE ZIDOVUDINA

La cantidad de AZT se determind mediante Cromatografia en Capa Fina de Alta
Resolucién (HPTLC). Las muestras se aplicaron en placas de cromatografia en
capa fina (TLC) utilizando un aplicador TLC automatico 4 (CAMAG, Suiza),
mediante la técnica de spray, en forma de bandas de 6 mm de largo a una velocidad
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de 10 nL/s (soluciones con PBS) y 25 nL/s (soluciones con etanol). El revelado de
las placas se realizé mediante la técnica ascendente, en una camara de vidrio de
doble compartimento utilizando como fase movil cloroformo/metanol/tolueno (8: 2:
2). [48] Se dej6 que la camara se saturara con la fase movil durante 45 minutos
antes de introducir la placa, pasado este tiempo se introdujo la placa en la camara
y se dejo eluir hasta que la fase movil alcanz6 5 cm, la placa se retiré de la camara
y se dejo secar al aire. En seguida las muestras se cuantificaron en un escaner TLC
3 (CAMAG, Suiza), equipado con un software de cromatografia plana win-CATS
1.4.0, en el modo de absorbancia/reflexion a 271 nm. La dimension del slit se fijo en
5 mm x 0.45 mm. El método fue validado, evaluando los siguientes parametros:
Especificidad, linealidad, repetibilidad, precision, exactitud, limite de deteccion y
limite de cuantificacion (para mas detalles, ir a Anexo 1). Las condiciones de

validacion en cada caso fueron las siguientes:

i.  Cuantificacion de zidovudina en el compartimento receptor. Disolvente:
Buffer de fosfato pH 7.4 en contacto con la piel de cerdo con agitacion
mecanica durante 24 h, una vez pasado este tiempo la solucion se filtré a
través de un pre-filtro de microfibra de vidrio (Whatman, Fisher Scientific,
USA) y después a través de una membrana de nylon de 0.45 um (Merck,
Millipore Ltd, Irlanda).

ii. Cuantificacion de zidovudina remanente en piel. Disolvente: Etanol en
contacto con piel de cerdo (cortada en trozos pequefios) con agitacion
mecanica durante 24 h. una vez pasado este tiempo la solucién se filtré a
través de un pre-filtro de microfibra de vidrio (Whatman, Fisher Scientific,
USA) y después a través de una membrana de nylon de 0.45 um (Merck,
Millipore Ltd, Irlanda).

ESTABILIDAD DE LA ZIDOVUDINA EN SOLUCION

La estabilidad de AZT en solucion se realizé por espectrofotometria UV (se realizo
por este método debido a una averia en el equipo de HPTLC), lo que se buscé con

este estudio era corroborar si la AZT era estable en solucion, primeramente debido
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a que los estudios de permeacion se realizaron durante un periodo de 24 h vy el
andlisis de las muestras podria llevarse hasta 8 h después de finalizar los estudios
de permeacién y en segundo lugar, porque pensando en que la AZT pudiera
formularse en un vehiculo acuoso, e.g. un gel dentro de un parche, se tendria un
referente. Siguiendo la NOM 073 Estabilidad de farmacos y medicamentos [50], asi
como de remedios herbolarios. Se realiz6 una estabilidad acelerada, colocando 5
mL de una soluciénde AZT (400 ug/mL) en 3 frascos de vidrio transparente y en 3
frascos de vidrio @&mbar, respectivamente. Las muestras se colocaron en una estufa
ad40 °C £ 2 °Cy 75% = 5% de Humedad relativa (% H.R). Las muestras se

cuantificaron alos 0, 1, 2 y 3 meses.
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Para detectar posibles cambios superficiales en la piel cuando es tratada con
microagujas o sonoforesis la piel se visualizé por microscopia electronica de barrido
utilizando un microscopio JSM-6010LA (Jeol, Tokyo, Japdn). La superficie de piel

tratada se comparé con la de la piel intacta.

MEDICION DE LA PERDIDA DE AGUA TRANSEPIDERMICA

Se utilizé piel de cerdo para evaluar el efecto de la sonoforesis y microagujas sobre
la pérdida de agua transepidérmica (TEWL, por sus siglas en inglés). Esta es una
medida de la cantidad de agua que se evapora pasivamente a través de la piel hacia
el medio externo debido al gradiente de presion del vapor de agua en ambos lados
de la barrera cutanea. Para ello, se separé la piel del cartilago de la oreja de cerdo,
eliminando el musculo y los tejidos grasos con tijeras, uniformando el grosor a
aproximadamente 750 um con la ayuda de un dermatoma (Zimmer 901, Ohio,
E.U.A). La TEWL fue medida con un Tewameter® TM 300 conectado a un
adaptador multisonda MPA 5 Courage und Khazaka (Kdoln, Renania del Norte,
Westfalia, Alemania). Las mediciones se realizaron por triplicado. La piel fue
montada en una celda de difusion tipo Franz, con un area de 0.78 cm?, con el estrato

cérneo hacia el compartimento donador. En el compartimento receptor se colocaron
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2 mL de PBS pH 7.4. El sistema ensamblado se coloco dentro de una caja de acrilico
(construida especificamente para estos fines) durante 30 minutos, para asegurar un
microclima aislado (de movimientos de aire en el ambiente) que permitiera la
medicion de TEWL. Después de este tiempo se midié la TEWL basal. Se registraron
los valores de TEWL de las siguientes muestras: (i) Piel intacta, (ii) Piel pretratada
con microagujas, (i) Piel pretratada con una solucion acuosa de Lauril Sulfato de
Sodio (LSS) al 1% (m/v), (iv) Piel pretratada con LSS 1% (m/v) + sonoforesis, bajo

las condiciones de la Tabla 9.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER Y
REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR-FTIR, POR SUS SIGLAS EN INGLES)

Se obtuvo el espectro de la superficie de la piel de cerdo utilizando un
espectrofotometro FTIR marca Perkin-Elmer® Frontier (Waltham, MA, EUA),
realizando 16 escaneos por espectro, con una resolucién de 4 cm, en la regién de
4000 cm a 500 cm*. Se registraron los nimeros de onda de las bandas asociadas
con los lipidos y proteinas. Para ello, las muestras de piel fueron montadas en
celdas de difusion tipo Franz, llenando el compartimento receptor con 2 mL de PBS
pH 7.4. Una vez retirada la piel de las celdas de Franz, se registro el espectro FTIR
de las siguientes muestras: (i) Piel pretratada con una solucién acuosa de LSS 1%
(m/v) durante 2 min, (ii) Piel pretratada con LSS 1% (m/v) durante 5 min, (iii) Piel
pretratada con LSS 1% (m/v) + sonoforesis, bajo las condiciones que se muestran
en la Tabla 9. Los espectros fueron comparados con uno correspondiente a piel
intacta.

VALORACION DE ZIDOVUDINA (MATERIA PRIMA)

Para garantizar que la pureza de la AZT (materia prima) utilizada se mantuviera
dentro del rango establecido (90-110%), se desarroll6 un método
espectrofotométrico UV, utilizando una solucion estandar de AZT (Sigma-Aldrich,

EUA), y como disolvente PBS pH 7.4. El método fue validado, evaluando los
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siguientes parametros: Especificidad, linealidad, repetibilidad, precision, exactitud,
limite de deteccion y limite de cuantificacion. La valoracion de la materia prima se
realiz6 cada 6 meses.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se realizé usando el Software GraphPad Prism
9. Los datos se compararon usando el analisis de varianza de una via (ANOVA), y
una prueba de rango post-hoc de comparacion multiple de Tukey y Dunnett’s. Un

valor de p< 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Condiciones de la Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion para
la cuantificacion de zidovudina en los estudios de permeacion

Para cuantificar la AZT en los estudios de permeacion In vitro se utilizé la
Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucién (HPTLC, por sus siglas en inglés),
por lo que se determinaron las condiciones idoneas para la cuantificacion del

farmaco.

FASE MOVIL

Para la eleccion de la fase movil se inicié con una propuesta por Girum Habte y cols.
[47] la cual consiste en tolueno/ cloroformo/ metanol (1:6:3 v/v/v); sin embargo, con
esta fase las muestras corrian junto con el frente del disolvente. Por lo que se
probaron otras proporciones, las cuales se muestran en la Tabla 1. La fase movil
compuesta por cloroformo/metanol/tolueno (8:2:2 v/v/v) fue la que se eligié debido

a gque presentd un tiempo de elucién menor y un Ri= 0.65.

Tabla 1. Resultados de las fases moviles probadas para eluir las muestras de zidovudina
Disolventes CEMCE S Resultado
(viviv)
Tolueno/cloroformo/metanol 1:6:1.5 R= 0.73, pero tarda en eluir 30 min.
Acetona/tolueno/metanol 4:2:4 La muestra e_Iuye con el frente del
disolvente.
Cloroformo/metanol/tolueno 8:2:2 Ri= 0.65, tarda en eluir 6 min.

CONDICIONES PARA CUANTIFICAR ZIDOVUDINA POR HPTLC

En cuanto a las condiciones del equipo algunas de ellas fueron definidas en base a
lo reportado en la literatura. Para la eleccion de la longitud de onda a la que se
leerian las muestras, se realiz6 un barrido de 200 a 400 nm, encontrando el maximo

de absorbancia a 271 nm. Las condiciones finales se muestran a continuacion:
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e Fase movil: cloroformo/metanol/tolueno (8:2:2 viviv), tiempo de saturacion 1
h.

e Placas para cromatografia en capa fina Silica gel 60 F2s4 (Macherey-Nagel).

e Tamafio de placa: 16.5 x5 cm.

e Slit: 5x0.45 mm.

¢ Inicio de aplicacion: 8 mm.

e Frente del disolvente: 5 cm.

e Rraproximado obtenido: 0.45-0.53.

e Longitud de onda: 271 nm.

¢ Diluyente y blanco: buffer de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel de cerdo.

6.2.Validacion del método analitico por HPTLC para cuantificar la
zidovudina en el medio receptor

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la validacion para cuantificar AZT en el
medio receptor durante los estudios de permeacion in vitro. Tal como se puede
observar los resultados se encuentran dentro de los criterios de aceptacion y como
se muestra en la Figuralé no se observé absorbancia de ninguna sustancia
diferente a la AZT en una longitud de onda de 271 nm. La ecuacién de la recta para
este método fue la siguiente: Area bajo la curva= 10.346*Cantidad (ng/mancha) +

144.46, ademas se obtuvo una correlacion de los datos del 99.37%.

MoCOwrmentnd | @ 271 ren

- : 1

Figura 16. Parametro de especificidad A) Blanco (Buffer de fosfatos pH 7.4), B) Solucién de
zidovudina en buffer de fosfatos pH 7.4 (100 ng/mancha).
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Tabla 2. Resultados de la validacidén del método para la cuantificacion de AZT en el medio
receptor (Buffer de fosfatos pH 7.4 en contacto con piel de cerdo) utilizando HPTLC.

Parametros validados

Resultados

Criterios de aceptacion

[48, 49]
Rango 50-200 ng/mancha

Linealidad
Coeficiente de correlacion (r) 0.9937 r=0.99
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9876 r2>0.98
Intercepto-y | C= 518%;.7%230.65 El'I.C puede incluir el O
Pendiente I.Czlg(?é?gfl.OB El'l.C no debe incluir el 0

Precision

Nivel 1 (50 ng/mancha):
Repetibilidad C.V=4.05%
(3 concentraciones/6 réplicas de | Nivel 2 (100 ng/mancha): C.V < 15%
cada wuna bajo las mismas | C.V=1.71% T
condiciones) Nivel 3 (200 ng/mancha):

CV=177%

Nivel 1 (50 ng/mancha):
Precision intermedia 3 CIV=6'99%

. o Nivel 2 (100 ng/mancha): o
concentraciones/6 replicas en _ o C.V<15%
diferentes dias) C.'V_ 7.63%

Nivel 3 (200 ng/mancha):
C.V=2.87%
Nivel 1 (50 ng/mancha):
91%-111%
Exactitud gl;\(/)zl_lgl(y(oloo ng/mancha): % Recobro = 85%-115%
Nivel 3 (150 ng/mancha):
89%-94%
Ningun componente | No se deben observar

Especificidad

diferente a la zidovudina fue
observado a 271 nm (Ver
Figura 16)

componentes diferentes a
la  zidovudina en el
cromatograma.

Limite de deteccion

9.87 ng/mancha

Limite de cuantificacion

24.67 ng/mancha
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6.3.Validacion del método analitico por espectrofotometria UV para la
cuantificacion de zidovudina en los estudios de estabilidad

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la validacion, tal como se puede

observar los resultados se encuentran dentro de los criterios de aceptacion. La

ecuacion de la recta fue la siguiente: Absorbancia= 0.0306*Concentracion (ug/mL)

+ 0.0126 con una correlacion de los datos de 99.93%.

Tabla 3. Resultados de la validacién del método por espectrofotometria UV para la
cuantificacion de AZT durante los estudios de estabilidad, empleando como disolvente PBS

pH7.4
Parametros validados Resultados Criterios de Zgi—:tptamon [48,
Rango 1-40 pg/mL
Linealidad
Coeficiente de correlacion (r) 0.9993 r=0.99
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9987 r2>0.98
0.0126 . .
Intercepto-y |.C= 0.00399-0.02393 El I.C puede incluir el 0
: 0.0306 . .
Pendiente |.C= 0.0301-0.0310 El'l.C no debe incluir el O
Precision

Nivel 1 (2.5  pg/mL):
Repetibilidad C.V=4.00%
(3 concentraciones/6 réplicas de | Nivel 2 (10 pg/mL): C.V= C.V < 15%
cada una bajo las mismas | 2.54% m R
condiciones) Nivel 3 (15 pg/mL): C.V=

1.24%

Nivel 1 (2.5 pg/mL): C.V=

0

Precision intermedia 3 ill'nl/oz 10 mL): C.V=
concentraciones/6 réplicas- 4'21/2% ( ng/mL): C.V= C.V<15%
if li )
diferentes analistas) Nivel 3 (15 pg/ml): C.V=

3.84%

Exactitud

Nivel 1 (2.5 ng/mL): 89%-93%
Nivel 2 (10 pg/mL ): 100%-
103%
Nivel
102%

3 (15 pg/mL): 99%-

% Recobro = 85%-115%

Especificidad

Ningan componente diferente
a la zidovudina fue observado
a271 nm

No se deben observar
componentes diferentes a la
zidovudina en el espectro de
absorcion.

Limite de deteccién

<1 pg/mL

Limite de cuantificacion

1 pg/mL
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6.4.Validacion del meétodo analitico para cuantificar la zidovudina
remanente en piel

ELECCION DEL DISOLVENTE EXTRACTOR

Antes de llevar a cabo la validacion del método analitico se realizaron pruebas para
la extraccion del farmaco remanente en piel utilizando dos disolventes: buffer de
fosfatos pH 7.4 y metanol. Como se puede observar en la Tabla 4, se extrajo un
porcentaje mayor de farmaco con el metanol, aunque el coeficiente de variacion
(C.V.) fue muy alto (39.88%).

Tabla 4. Resultados de la extraccion del farmaco remanente en piel (n=7) en dos

disolventes.

Extraccion en buffer de fosfatos pH 7.4 Extraccion en metanol
23.98 % 40.32%
48.13% 23.59%
26.72% 76.57%
26.26% 70.49%
62.56% 65.22%
92.03% 30.72%
51.62% 66.61%

Promedio= 47.33% Promedio= 53.36%
C.V.=52.21% C.V.=39.88%

Al no obtener los resultados deseados se decidio realizar la extraccion utilizando
como disolvente el etanol, en el cual de acuerdo a la bibliografia la AZT tiene una
solubilidad > 20 mg/mL. [38] Los resultados de la extraccion de AZT remanente en

piel de cerdo utilizando etanol se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Resultados del
porcentaje de AZT
remanente en piel de cerdo
extraida con etanol.
Muestra % extraido
1 73.62
2 76.90
3 72.75
4 70.62
5 70.61
6 83.42
Promedio 74.65%
CV 6.53%

Debido a los buenos resultados obtenidos se decidio utilizar el etanol al 100%
como disolvente extractor para la cuantificacion de AZT retenida en piel, una vez

terminados los estudios de permeacion in vitro.

VALIDACION DEL METODO POR HPTLC

En la Tabla 6 se muestran los resultados de la validacion del método. Tal como se
observa, los resultados se encuentran dentro de los criterios de aceptacion. La
ecuacion de la recta fue la siguiente: Area Bajo la Curva= 11.46*Cantidad

(ng/mancha) + 519.59 con una correlacion de los datos de 99.61%.
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Tabla 6. Resultados de la validacion del método para la cuantificacion de zidovudina
remanente en piel (extracciéon en etanol) utilizando HPTLC.

Parametros validados

Resultados

Criterios de aceptacion

[48, 49]
Rango 50-400 ng/mancha
Linealidad
Coeficiente de correlacion (r) 0.9961 r=0.99
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9923 r2>0.98
Intercepto-y LC= 3?%?1.%73?668.00 El I.C puede incluir el 0
Pendiente | C= 1101.5.3?12.06 El'1.C no debe incluir el 0
Precision
Nivel 1 (100 ng/mancha):
Repetibilidad C.V=1.87%
(3 concentraciones/6 réplicas de | Nivel 2 (200 ng/mancha): C.V < 15%
cada wuna bajo las mismas | C.V=0.87% T
condiciones) Nivel 3 (300 ng/mancha):
C.V=0.58%
Level 1 (100 ng/mancha):
Precision intermedia 3 C.V=5.19%
. L Level 2 (200 ng/mancha):
concentraciones/6 réplicas en _ CV=s15%
diferentes dias) C.V=1.90%
Level 3 (300 ng/mancha):
C.V=3.46%
Level 1 (100 ng/mancha):
96%-111%
Exactitud cevel o, (P00 nIManeha): | gq pecobro = 80%-120%
Level 3 (300 ng/mancha):

103%-109%

Especificidad

Ningin componente diferente
a la zidovudina fue observado
a 271 nm (Figura 17)

No se deben observar
componentes diferentes a
la zidovudina en el
cromatograma.

Limite de deteccion

12 ng/mancha

Limite de cuantificacion

20 ng/mancha
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1000 1000
900 900
800 A 800 B
700 700
600 600
500 500
400 400
300 300 zidovudina @ 271 nm
200 200
100 100 -

319 0.01 021 041 061 0.81 1.01 1.2 519 0.01 021 041 061 081 1.01 1.21

Figura 17. A: Cromatograma del blanco utilizado (etanol). B: Cromatograma de una solucién de zidovudina en
etanol.

6.5.Estabilidad de una solucién de zidovudina

Se determino la estabilidad acelerada de una solucién de AZT basandose en la
NOM-073 [50], colocando las muestras a 40°C + 2°C / 75% + 5% H.R. En la Tabla
7 se muestran los resultados en los meses 0, 1, 2 y 3, en muestras almacenadas en
frasco ambar o transparente. Tal como se puede observar, al comparar el promedio
de AZT inicial (O meses) y el final (3 meses) hay una disminucién del 5.54% y del
5.05% en frasco ambar y transparente respectivamente. Pero a pesar de esta
disminucion, las soluciones en ambos frascos no mostraron cambios visibles
durante este tiempo y la valoracion se mantuvo dentro de especificacion (90-110%).
En base a estos resultados se concluy6 que la AZT es estable durante este periodo
de tiempo. Con estos datos ademas se tiene un referente de la estabilidad de AZT

para su formulacion en un parche transdérmico por ejemplo.
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Tabla 7. Porcentaje de AZT cuantificado durante la estabilidad acelerada.
Tiempo % de zidovudina /Frasco ambar % de zidovudina /Frasco
(mes) transparente
M= 99.69 M1=99.69
M>=100.32 M>=100.32
0 Ms=100.20 Ms=100.20
Promedio= 100.07, C.V=0.33% Promedio= 100.07, C.V=0.33%
M;=101.32 M1=96.97
M>=105.56 M>=99.64
1 M3=104.64 M3s=97.45
Promedio= 103.84, C.V=2.15% Promedio= 98.02%, C.V= 1.45%
M;=92.36 M1=94.59
M,=95.50 M>=96.32
2 Ms=93.09 Ms=93.17
Promedio= 93.65, C.V=1.75% Promedio=94.69, C.V=1.67%
M:=94.28 M1=93.86
M»=96.31 M,=97.85
3 Ms=93.01 Ms=93.34
Promedio= 94.53, C.V=1.76% Promedio= 95.02, C.V= 2.60%

6.6.Diseflo de experimentos para determinar las condiciones Optimas de
sonoforesis

Para el tratamiento previo de la piel con sonoforesis se consideraron 3 variables: la
amplitud, el tiempo y el ciclo de trabajo. Con el fin de determinar las condiciones
Optimas con las cuales se consiguiera una buena difusion del farmaco a través de
la piel, sin provocar dafio (quemaduras, por ejemplo), se realiz6 un disefio de
experimentos factorial multinivel el cual se muestra en la Tabla 8 en donde 1
corresponde a la condicién alta y -1 a la condicion baja. Se evaluaron dos

respuestas: el incremento en la temperatura de la piel y la TEWL.
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Tabla 8. Disefio de experimentos factorial multinivel
utilizado en el tratamiento con Sonoforesis.

Bloque | Experimento | Amplitud* | Tiempo** Ciclo***
1 1 1 1 1
1 2 1 1 -1
1 3 1 -1 1
1 4 1 -1 -1
1 5 -1 -1 1
1 6 -1 -1 -1
1 7 -1 1 -1
1 8 -1 1 1

*Amplitud: 1=100%, -1= 20%.
**Tiempo: 1= 5 min, -1= 2 min.
***Ciclo: 1= 1, -1=0.5.

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos del incremento de temperatura
asi como el promedio de TEWL en la piel. De acuerdo con los resultados las mejores

condiciones para pretratar la piel con sonoforesis fueron:

i.  A=100%, c=0.5, t=5 min
i. A=100%, c=1.0, t=2 min
iii. A=20%, c=0.5, t=5 min
iv. A=20%, c=1.0, t=2 min
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Tabla 9. Resultados de la pérdida de agua transepidérmica (TEWL) y el aumento de
la temperatura en piel, después del tratamiento bajo distintas condiciones. Piel
intacta (sin tratar); LSS (Pretratamiento con LSS durante 2y 5 min)
Pretratamiento . o _ TEWL
Condiciones AT (°C) TEWL (n=6) Relativa
Ninguno Piel intacta 29.32 £ 0.85 1
Sin sonoforesis LSS, t= 2 min 28.52 £ 2.09 0.973
LSS, t= 5 min --- 31.49 + 2.30 1.074
= 0, = =
! AZ100% ¢=0.515 | 275052 | eL18x053 | Z0%
2 AZ100% c= 10,122 | 534052 | 5960500 | Z0%
= 0, = =
3 Az 20% 0555 1 30+155 | 6403+370 | 21O
= 0, = =
4 A= 20% 10,52 | 324075 | 53.16+3.74 1.813
— 0, — —
5 A=100 /om?r; 1.0,t=5 9.3+£1.15 72.00 £ 0.92 2456
= 0, = =
6 A= 20% ¢ 1055 | 574058 | 69.83+3.05 2.382
= 0, = =
! AZ100% ¢=0.512 | 33+058 | 3127084 | O
= 0, = =
8 A= 20% ¢ 0552 | 07+058 | 39.50+0.61 1.347
Microagujas 200 pum de longitud 58.53 + 1.97 1.996

6.7.Microscopia electronica de barrido

En general, los cambios en la estructura de la piel cuando se aplica sonoforesis
estan directamente relacionados con la frecuencia, intensidad, ciclo, tiempo de
aplicaciéon, y por supuesto del modelo animal utilizado [53]. Las técnicas de
microscopia tales como microscopia electronica de barrido y microscopia
electronica de transmision han sido utilizadas para revelar alteraciones en la
estructura de la piel. En este trabajo, la superficie de la piel fue observada por
microscopia electrénica de barrido, con el fin de determinar cualquier alteracién
visible en la piel pretratada con sonoforesis. En la Figura 18 se muestran las
micrografias de dos de las condiciones de sonoforesis probadas (Tabla 9): La
condicion 8 presentd un bajo incremento en la temperatura de la piel y uno de los

valores mas bajos de TEWL, mientras que la condicidbn 5 presenté el mayor
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incremento de temperatura y de TEWL. De acuerdo con esto, se esperaba que el
tratamiento de la piel con sonoforesis se reflejara en un cambio estructural de la
superficie de la piel. Como se puede observar en la Figura 18A, la piel intacta
presenta una superficie bastante lisa, mientras que en las imagenes de la piel
pretratada con sonoforesis, la superficie ya no es tan lisa, especialmente para la
condicion 5, con un tiempo de exposicion de 5 min, 100% de amplitud y un ciclo
continuo. Aunque en ambos casos parece que la aplicacion de ultrasonido
desorganiza la capa mas externa del estrato corneo, esto es mas evidente en la
condicion 5, que puede estar relacionado con el resultado del aumento de
temperatura (aproximadamente 9 °C) y el aumento de TEWL (alrededor de 2.4
veces mas comparada con la piel intacta), tal como se muestra en la Tabla 9. Sin
embargo, aungue esta ultima condicién podria promover el paso de mayor cantidad
de AZT através de la piel, los estudios de permeabilidad no se llevaron a cabo con

esta condicion debido al gran aumento de temperatura en la piel.
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Figura 18. Micrografias de piel de cerdo obtenidas por SEM. A) Piel intacta (sin tratamiento); B)
piel pre-tratada con sonoforesis (A= 20%, c= 0.5, t= 2 min); C) piel pre-tratada con sonoforesis
(A= 100%, c= 1.0, t= 5 min). El numero 1 se refiere a una amplificacion de 100X (la barra
corresponde a 100 um), y el nimero 2 se refiere a una amplificacién de 350X (la barra

corresponde a 50 um).
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Otros autores han estudiado los cambios histoldgicos en la piel cuando aplican
sonoforesis bajo diferentes condiciones de intensidad, ciclo y tiempo de tratamiento.
Por ejemplo, Yamashita y cols. [51], encontraron un desprendimiento total del
estrato corneo en piel de ratén, asi como la formacion de poros, una vez que la piel
fue expuesta a ultrasonido durante 5 min a 48 kHz y 0.5 W/cm?; mientras que en
piel humana, solo observaron un ligero desprendimiento de queratinocitos alrededor
de los foliculos pilosos. Boucaud y cols. [52], reportaron desprendimiento
epidérmico y edema en la dermis superior al aplicar ultrasonido con una frecuencia
de 20 kHz y una intensidad de 5.2 W/cm? en modo de pulsaciones, e incluso
guemaduras con intensidades mas altas, en estudios in vitro utilizando piel humana
con el espesor completo. Estos autores no encontraron cambios en la estructura de
la piel cuando aplicaron ultrasonido con intensidades menores a 2.5 W/cm?. Los
autores atribuyeron estos efectos principalmente a la cavitacion y no al aumento de
temperatura en la piel. Es importante tener en mente que las alteraciones en la piel
causadas por la sonoforesis no se limitan solo a alteraciones visibles en la superficie
de la piel. Otras alteraciones pueden ocurrir dependiendo del tipo de tratamiento
(por ejemplo, tiempo de aplicacion, ciclo, intensidad, frecuencia, etc.) incluidas, por
ejemplo, extraccion de lipidos, desprendimiento de la dermis y degeneracion de
fibras de colageno.

6.8.Espectroscopia FTIR-ATR

La espectroscopia infrarroja es una de las técnicas mas utilizadas para revelar el
estado de la permeabilidad de la barrera de la piel y el efecto de los promotores de
absorcién, tanto quimicos como fisicos, sobre la estructura de los componentes de
la membrana (es decir, lipidos y proteinas). En el presente trabajo, se corrieron los
espectros infrarrojos de la piel tratada con LSS durante 2 y 5 min, asi como con
sonoforesis bajo las distintas condiciones probadas. Estos espectros se compararon
con los obtenidos en piel intacta. Se analizaron las bandas relacionadas con
proteinas que aparecen cerca de 1645 cm™ (Amida I) y 1540 cm™ (Amida Il); asi

como las bandas relacionadas con los lipidos que se observan cerca de 2920 cm™
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y 2850 cm%, correspondientes al estiramiento simétrico y asimétrico de las cadenas
alquilicas hidrofébicas. En la Figura 19A se muestran los espectros
correspondientes a la piel intacta, piel tratada con LSS durante 5 min y piel tratada
con sonoforesis. En la figura 19B se muestra la relacion del nimero de onda de la
piel tratada (con LSS o con sonoforesis)/ nimero de onda de la piel intacta. En este
sentido, un valor de 1 indica que la posicion de estas bandas no cambi6 al tratar la
piel, mientras que valores distintos de 1 se asocian con un cambio en el nUmero de
onda de las bandas. En el caso de bandas asociadas con los lipidos, la posicion
espectral proporciona informacion del empaquetamiento del grupo acilo de los
lipidos, asi como su orden conformacional, por ejemplo, la isomeria trans-gauche.
En general, se supone que un cambio hacia frecuencias mayores estéa relacionado
con el desorden de los lipidos (mayor proporcion de isbmeros gauche) que se
conoce como “fluidizacion”. Un cambio hacia frecuencias mas bajas, por otro lado,
es indicativo de un orden superior en la membrana. [53] Los resultados de la Figura
19B muestran que con excepcion de la banda de la Amida Il, no hubo
desplazamiento en el resto de las bandas. La banda de la Amida Il mostré cambios
hacia nUmeros de onda menores, de aproximadamente entre 4 y 13 unidades, lo
gue algunos autores lo atribuyen a los cambios en la estructura secundaria de las
proteinas [54]. Estos cambios parecen estar relacionados con el aumento de la
permeabilidad de la AZT. Como se vera mas adelante, las condiciones 2y 4 (Tablas
9 y 10) son las que presentaron los valores mas altos de J, Kp y cantidad total
permeada, estando también entre aquellos donde los desplazamientos de la banda
correspondiente a la Amida Il son mayores. Por lo que no se descarta que la
posibilidad de un aumento en la permeabilidad, esté asociado con una modificacién
en la estructura de las proteinas, debido al efecto de la sonoforesis. Algunos autores
también reportan un aumento en la permeabilidad debido a la extraccion intercelular
de lipidos, resultado de la cavitacion, fendmeno que se refleja como una disminucion
en el &rea bajo la curva de las bandas. Sin embargo, como afirman Alvarez- Roman
y cols. [55] en este trabajo esto no se pudo demostrar, ya que los espectros
corresponden solo a la parte mas externa del estrato cérneo y no a la membrana

completa.
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Figura 19. (A) Representacion del espectro FTIR-ATR de piel de oreja de cerdo tratada con: Sonoforesis

(Condicién 4: A= 20%, t= 2 min, c= 1.0), y con LSS durante 5 min. Para efectos de comparacion, se incluye el
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espectro de la piel intacta. (B) Relacion del nimero de onda de la piel tratada con sonoforesis bajo %as

condiciones probadas o LSS (v tratado) y el nimero de onda de la piel intacta (v sin tratar).



6.9.Permeaciones in vitro de zidovudina a través de piel de cerdo

El interés de este trabajo se centré en el estudio y comparacion del efecto de dos
promotores fisicos, microagujas y sonoforesis, sobre el transporte de AZT, para
poder proporcionar informacién sobre su posible aplicacion en la administracion de
este farmaco a través de la piel. Por lo que se realizaron permeaciones de AZT a
través de piel intacta (piel no tratada); piel pretratada con microagujas sélidas (200
um) y piel pretratada con sonoforesis. En la Figura 20 se muestran los perfiles de
permeacion y en la Figura 21 se incluye la cantidad de AZT en la solucion receptora
a las 24 h, la cantidad retenida en piel al final de los estudios de permeacion, asi

como la cantidad total permeada (es decir, AZT en el receptor + AZT retenida en

piel).
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SLS 2 min —0—100%, 1.0, 2 min —@—20%, 1.0, 2 min

Figura 20. Resultados de la permeacion de ATZ a través de la piel de la oreja de cerdo sometida a
diferentes tratamientos: Lauril Sulfato de Sodio (LSS) 1% (p/v) durante 2 y 5 min; sonoforesis bajo
diferentes condiciones de amplitud, tiempo de aplicaciéon y ciclo; y microagujas. Los puntos
corresponden al promedio de los resultados y las barras de error representan la desviacion estandar
(n=6).
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Figura 21. Resultados de la cantidad de ATZ al final de los estudios de permeacién (24 h). En el
medio receptor, retenido en la piel, y la cantidad total permeada (cantidad en el receptor +

cantidad retenida en piel).

Las permeaciones se llevaron a cabo reemplazando la solucion receptora
peribdicamente hasta las 8 h, y posteriormente a las 24 h. En el caso de la piel
intacta, el farmaco se encontrd en el medio receptor solo en la muestra de 24 h
(Tabla 14, Figura 21), lo que muestra que la cantidad de AZT capaz de penetrar a
través de la piel es muy baja (Cantidad acumulada en el receptor= 22.76 + 4.7
ug/cm?). Esta cantidad coincide con la reportada por Takmaz y cols. [56], quienes
encontraron una cantidad permeada de AZT de 24 ug/cm?. Sin embargo, esta
cantidad se encontré a las 8 h de la permeacion, lo que puede atribuirse a que la
piel de rata tiene mayor permeabilidad en relacion con la piel de cerdo [57]. Otros
autores como Oh y cols. [58] cuantificaron la cantidad de AZT en el medio receptor,
encontrando una cantidad acumulada de 44 ug/cm? a las 24 h para una solucién de
ATZ de 10 mg/mL, y de 82 ug/cm? para una solucién de AZT de 20 mg/mL. La
diferencia en la cantidad permeada encontrada por estos autores en relacion con lo

encontrado en este trabajo se atribuye fundamentalmente al hecho de que usaron
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piel de raton, y que la concentracion de AZT fue mayor (en el presente trabajo se
utilizé una solucion de AZT de 2 mg/mL). Obviamente, la cantidad permeada es
mayor a medida que aumenta la concentracion de AZT, como también lo ha
informado Seki y cols. [59]. Practicamente todos los autores han encontrado una
baja permeabilidad de AZT a través de la piel con mas o menos largos tiempos de
latencia largos, dependiendo del vehiculo. Por ejemplo, Kumar Narishetty y
Panchagnula [60] y Tomas y Panchagnula [61], reportan flujos de 11.7 ugcm=2hty
23.4 pgecm-2h! asi como un tiempo de latencia de 14.2 y 46.9 h, respectivamente,
para una solucién acuosa de AZT de 50 mg/mL. En nuestro caso no fue posible
obtener un valor de flujo, ya que como se menciong, la AZT solo se logré cuantificar

en el medio receptor a las 24 h.

6.10. Estudios de permeacion de zidovudina en piel pretratada con
sonoforesis

Las frecuencias bajas de sonoforesis han mostrado ser mas efectivas en la
promocién del transporte de farmacos a través de la piel, reduciendo el tiempo de
latencia. La sonoforesis se puede aplicar simultdneamente (junto con el farmaco), o
pretratando la piel antes de aplicar el farmaco [62]. En este trabajo, se decidié
pretratar la piel, considerando que el pretratamiento con sonoforesis permite
aumentar la permeabilidad de la piel durante un periodo de tiempo, en el cual es
posible administrar un farmaco. Generalmente, la aplicacion de la sonoforesis
implica el uso de un medio de acoplamiento, es decir, un liquido presente entre el
transductor del ultrasonido y la piel, que generalmente consiste en una solucion
acuosa de un tensoactivo. En este trabajo se utiliz6 como medio de acoplamiento
una solucion acuosa de Lauril Sulfato de Sodio (LSS) al 1% (p/v). Mitragotri [63]
mostro que la adicion de LSS como medio de acoplamiento, provoca un aumento
lineal en la permeabilidad de la piel en un rango de concentracion de LSS de 0-1%.
Cabe mencionar que el LSS ha sido aprobado por la FDA para su uso en diversos

cosméticos y productos farmacéuticos.
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En este trabajo, se evalud la influencia de la amplitud, ciclo y tiempo de aplicacion,
de acuerdo al disefio de experimentos 23. Para cada condicién, se evalué el
incremento de temperatura en la superficie de la piel y la medida de pérdida de agua
transepidérmica (TEWL). Se supone que un aumento de TEWL implica una mayor
permeabilidad de la piel [64], por lo que, de las diferentes condiciones evaluadas,
se eligieron aquellas que presentaron un mayor incremento en el valor de TEWL.
De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 9, las condiciones 1, 2,3y 4
presentaron el mayor incremento en el TEWL, sin que hubiera un aumento
significativo en la temperatura, y a pesar de que otras condiciones como la 5
presentaron un mayor valor de TEWL, estd no fue seleccionada, debido al alto
incremento de temperatura que registré [65, 66]. De acuerdo a estos resultados, los
estudios de permeabilidad con sonoforesis se realizaron bajo las condiciones 1, 2,
3y 4. Como puede verse en la Tabla 10, al utilizar un ciclo de 1 (condiciones 2y 4)
se favorece el transporte de AZT a través de la piel, obteniendo valores més altos
para el flujo (J) y coeficiente de permeabilidad (Kp) que con un ciclo de trabajo de
0.5 (Condiciones 1y 3).

En cuanto a la cantidad permeada en el medio receptor a las 24 h, el promedio
también fue mayor para un ciclo de trabajo de 1.0, mostrando una diferencia
significativa (p < 0.05) entre todos los tratamientos, a excepcién de la piel intacta vs
condicién 1, y condicién 2 vs condicién 3 (ver ANOVA y prueba de comparaciones
multiples en Anexo 2). El ciclo se refiere al tiempo que el ultrasonido est4 encendido.
En este sentido, un ciclo de trabajo de 1.0 implica una aplicaciéon continta de
ultrasonido, mientras que en un ciclo de trabajo de 0.5 la aplicacion es en pulsos,

estando 50% del tiempo encendido y 50% del tiempo apagado.

Para la cantidad de AZT retenida en piel, se encontraron diferencias significativas
(p< 0.05) entre la piel intacta vs condicion 3, y condicién 1 vs condiciones 2, 3y 4.
(ver ANOVA vy prueba de comparaciones multiples en Anexo 2) Comparando las
cuatro condiciones evaluadas, la condicion 4 (A= 20%, t= 2 min, c= 1.0) mostro el
mayor transporte de AZT, obteniendo el mayor J, Kp y cantidad permeada (Tabla
10, Figura 21).
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Tabla 10. Parametros de permeacion de zidovudina a través de piel de cerdo (promedio + S.D., n=6)

Pretratamiento con LSS

Sonoforesis utilizando LSS como medio de acoplamiento

Microagujas

Condicion 1 Condicion 2 Condicion 3 Condicion 4
Pardmetro Piel intacta
5 min 2 min 200 pm
A=100%,t=5 | A=100%, t=2 A=20%, t=5 A=20%, t=2
min, c= 0.5 min, c=1.0 min, c= 0.5 min, c=1.0
Jdela7h
(ugem2h'Y) - 1.89+1.40 1.46 £2.02 2.51+1.003 14.06 £ 4.01 1.97+1.69 27.52 +£4.08 30.41+6.64
Ko x 102 - 0.945 0.73 1.25 7.03 0.98 13.76 15.21
(cm/h)
AZT en el
receptor a las 22.76 +4.70 | 160.19+27.61 | 75.41+32.43 | 71.75+37.46 | 255.32+44.89 | 196.88+19.89 | 390.57 +48.32 | 562.10 £51.73
24 h (ug/cm?)
AZT retenida en
pielalas 24 h 76.62 +25.77 | 173.72+73.40 | 160.95+59.66 | 72.97 £19.49 | 131.71+29.40 | 221.39+74.96 | 296.42 £+ 65.10 | 353.58 +112.14
(ug/cm?)

Lauril Sulfato de Sodio (LSS); amplitud (A); tiempo (t), ciclo (c), Flujo (J); coeficiente de permeabilidad (Kp= J/Co); Co= Concentracién de zidovudina en el
compartimento donador.
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Sin embargo, a pesar de que la condicibn 4 muestra los mejores resultados en
cuanto al transporte de AZT a través de la piel, aparentemente no hubo una relacion
directa entre los datos obtenidos de la permeacion y los valores de TEWL, ya que
como se puede observar en las tablas 9 y 10, de las cuatro condiciones probadas,
fue la condicion 4 la que tuvo un valor promedio de TEWL mas bajo. No obstante,
al realizar un ANOVA y una prueba de comparaciones multiples para los valores de
TEWL obtenidos con todas las condiciones probadas (Anexo 2, Tablas 24 y 25), se
encontré que si hay una diferencia significativa en la TEWL de piel intacta y la
condicion 4. Como se mencion6 se utilizé LSS como medio de acoplamiento, para
el pretratamiento con sonoforesis, por lo que estabamos interesados en determinar
si usar solo LSS tendria algun impacto en el transporte de AZT. Por lo tanto, se
realizaron permeaciones en piel pretratada con LSS (sin aplicar sonoforesis),
probando dos tiempos de contacto, 2 y 5 min. El LSS es conocido por sus
propiedades como promotor de la absorcion. [67, 68] En la Tabla 10 se puede
observar que el paso de AZT a través de la piel se ve favorecido al pretratar la piel
con LSS, comparado con la piel intacta (sin tratar). Con un tiempo de contacto de 5
min, la cantidad total permeada se incrementa 7 veces, comparada con la piel
intacta. El tiempo de contacto también es importante, ya que los valores de J y Kp,
fueron 1.3 veces més altos con un tiempo de contacto de 5 min, comparados con
un tiempo de contacto de 2 min, y la cantidad total permeada fue 2 veces mayor con
5 min en relacion con 2 min. En cuanto a los valores de TEWL (Tabla 9), se observa
ue para tiempos de contacto de 2 y 5 min con LSS, estos son muy parecidos a los
de piel intacta, sin que se encontraran diferencias significativas entre ellos (Anexo
2, Tablas 24 y 25), lo cual afirma que no necesariamente hay una relacion directa
entre TEWL y permeabilidad. En contraste, la cantidad retenida en piel al final de la
permeacion, para estos tiempos de contacto fue practicamente la misma. Segun
Dragicevic y cols. [35], el efecto potenciador de los tensioactivos anionicos, como el
LSS se puede atribuir a su interaccion con las estructuras lipidicas y proteicas de la
piel. Aunque algunos autores han reportado un efecto sinérgico entre LSS y
sonoforesis [27, 29, 34], la condicién 1 (c= 0.5, t= 5 min) mostré un valor mas bajo

de la cantidad total permeada en relacidon con un tratamiento solo con LSS durante
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5 min (Tabla 10, Figura 21). De hecho, de todos los tratamientos, la condicion 1
resulté en la menor cantidad de AZT permeada hacia y a través de la piel. Las
condiciones 2 y 4 (ciclo de trabajo de 1.0, tiempo de aplicacion de 2 min)
incrementaron el transporte de AZT en relacién con el tratamiento s6lo con LSS,
siendo la condicidén 4, como ya se menciond, la que lo incrementdé mas. Varios
mecanismos de accion explican el efecto promotor de la sonoforesis, tales como: (i)
cavitacion; (ii) conveccion; (iii) efectos térmicos (en general el aumento de
temperatura esta relacionado con la intensidad del ultrasonido y el ciclo de trabajo);
(iv) extraccion de lipidos; (v) hidratacién del estrato corneo (el ultrasonido puede
aumentar la fraccion de regiones acuosas en el estrato cérneo) [35]. De todos ellos,
la cavitacion parece ser la mas importante. Se ha informado que durante la
cavitacion, el colapso de las burbujas en la solucion da como resultado la formacién
de una onda de choque, causando la desorganizacion de la bicapa lipidica del
estrato corneo. Esta pérdida en la integridad estructural de los lipidos favorece la
penetracion del medio de acoplamiento en el estrato cérneo y por lo tanto la
insercion de LSS en la bicapa lipidica. Por lo tanto, la incorporacion de agua y
surfactante dentro de la bicapa lipidica, ayuda a aumentar la desorganizaciéon de

esta, abriendo asi vias para la permeacion del soluto [66, 69].

Diferentes autores han probado el uso de promotores fisicos para promover el
transporte de AZT a traves de la piel. Entre ellos, Wearley y Chien [23] encontraron
que el flujo de AZT fue tres veces mayor usando iontoforesis que por difusion pasiva.
Estos autores reportaron que el flujo aumentaba 75 veces sobre la piel humana
cuando se usa N-decilmetilsulféxido como promotor de la permeacion, sin observar
un efecto sinérgico al combinarlo con la iontoforesis. Takmaz y cols. [56] ha
estudiado el paso transdérmico de AZT formulado en peliculas poliméricas a través
de piel dorsal de ratas Wistar de espesor completo. Los autores evaluaron el efecto
de la iontoforesis (0.1 y 0.5 mA/cm?) vs un tratamiento con soluciones alcohdlicas
de DMSO (al 1% y 5% p/p). En general, los resultados mostraron una relacién de
mejora mas alta para aplicaciones de corriente de 0.5 mA/cm? (cantidades

acumuladas de AZT de 72.5 pg/cm? para una solucién de 2 mg/mL y de 60.35
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ug/cm? para la AZT incluida en una pelicula). En este caso, la cantidad permeada

fue muy inferior a la cuantificada en nuestro trabajo (Tabla 10).

Oh y cols. [58] también estudiaron el efecto de la iontoforesis en la permeacién de
la AZT a través de piel de ratdn sin pelo de espesor completo. Los autores
encontraron que el flujo aumenté 40 veces al utilizar iontoforesis, dependiendo de
la densidad de corriente eléctrica, en relacion con la difusion pasiva. Asimismo,
confirmaron el efecto sinérgico de la iontoforesis y promotores quimicos tales como
acido oleico/propilenglicol. En este caso los autores reportaron valores de flujo
superiores a los obtenidos en este trabajo. Por ejemplo para una densidad de
corriente de 0.5 mA/cm? con una concentracion de AZT de 20 mg/mL, el flujo fue de
109.3 ngecm2?h?t. Esto es de 3.6 a 3.9 veces mayor que el flujo obtenido con
microagujas y con la condicion 4 de sonoforesis, respectivamente. Los autores
encontraron que la formulacion de AZT en matrices de goma karaya que contienen
acido oleico/propilenglicol aumenté drasticamente el flujo hasta 391.2 ugcm2h1, con
cantidades totales permeadas de mas de 8000 pgcm2. Comparando los resultados
obtenidos por Oh y cols. [58] con los del presente trabajo, conviene tener en cuenta
gue el modelo animal era diferente, ademas la concentraciéon de AZT en el
compartimento donador fue mucho mas alta, y la aplicacion de iontoforesis se
produjo a lo largo de los estudios de permeacion. En nuestro caso se aplicé la

sonoforesis como pretratamiento durante un tiempo méaximo de 5 min.

Pelucio-Lopes y cols. [70] estudiaron la permeacion de AZT a traves de extirpados
de piel humana y piel de ratén sin pelo, aplicando ultrasonido en modo continuo,
con una intensidad de 1.5 W/cm? y una frecuencia de 1.1 MHz durante 20 min. Es
importante mencionar que los autores mantuvieron la temperatura del
compartimento donador de las celdas de Franz a 28 °C mediante un recirculador de
agua. Esto destaca el efecto térmico causado por el ultrasonido, y por lo tanto el
dafio potencial que puede causar en la piel si las condiciones de aplicacién no estan
controladas [66]. Los autores no encontraron diferencias en los flujos obtenidos para
la piel tratada con ultrasonido y el control (piel intacta) y atribuyen este hecho a la

supresion del efecto térmico de la piel. Hoy en dia, es bien sabido que los
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ultrasonidos de baja frecuencia (frecuencias por debajo de 100 kHz) son mas
eficaces en la promocion de los farmacos a través de la piel. No obstante, la
frecuencia utilizada por estos autores puede ser clasificada en un rango de
frecuencias desde medio a alto, y sus aplicaciones son principalmente en el area de
la fisioterapia o diagnostico, mostrandose ineficaz como promotor de la absorcion
[71-73].
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6.11. Estudios de permeacion de zidovudina en piel pretratada con
microagujas

A pesar del efecto promotor favorable observado con la condicién 4 de sonoforesis,
el transporte del farmaco mejoro significativamente al utilizar microagujas, cuyo uso
para atravesar el estrato cérneo ha sido ampliamente explicado [e.g., 73-75].
Comparando los resultados de las microagujas con los de la condicion 4, se
obtuvieron los siguientes incrementos: 1.1 veces para el J y Kp (para las primeras
7 h), y aproximadamente 1.5 veces para la cantidad permeada a la solucién
receptora a las 24 h, asi como la cantidad retenida en piel. Se encontraron
diferencias significativas entre la condicion 4 y las microagujas para estos dos
pardmetros con una p< 0.05. Es mas, comparando los resultados de la piel
pretratada con microagujas vs la piel intacta, se observdé un aumento de casi 25
veces en el total de la cantidad permeada en el receptor a las 24 h, sin tiempo de
latencia, y un aumento del doble en la TEWL, de acuerdo a los resultados mostrados
en las Tablas 9 y 10, con una diferencia significativa entre la TEWL de piel intacta
vs microagujas (Anexo 2, Tablas 24 y 24). Por otra parte, como penetré una mayor
cantidad de AZT, la cantidad retenida en piel al final de los estudios de permeacién
aumentd en promedio 4.6 veces (Tabla 10, Figura 21). De todos los tratamientos
estudiados, el pretratamiento con microagujas resultd ser el mejor promotor fisico

para este farmaco.

Para lograr una concentracion terapéutica en plasma de 0.3 ug/mL, algunos autores
como Kumar y Panchagnula [76] han calculado que se requiere de un flujo de 500
ugem-2ht; otros como Suwanpidokkul y cols. [77] consideran un flujo de 208 ugcm-
2h1. En cualquier caso, aunque el flujo obtenido en este trabajo al pretratar la piel
con sonoforesis 0 microagujas, esta lejos de los valores reportados por estos
autores, se esperaria un aumento del flujo al: (i) utilizar una mayor concentracién
del farmaco; (ii) modificar el esquema de aplicacion de la sonoforesis; (iii) combinar
la sonoforesis con alguna formulacidn que contenga promotores quimicos para

lograr un efecto sinérgico; (iv) formular la AZT en un sistema de administracion
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transdérmica con microagujas, con el fin de promover el paso continto del farmaco

a traves de la piel.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollaron y validaron métodos analiticos por HPTLC y por
espectrofotometria UV, los cuales permitieron cuantificar AZT durante los estudios
de permeacién y garantizar la estabilidad de las soluciones del farmaco

almacenadas antes de su analisis.

Se eligieron las condiciones 6ptimas para la aplicacién de la sonoforesis, mediante
un pretratamiento, a través de un disefio de experimentos, evaluando el efecto de

la amplitud, ciclo de trabajo y tiempo de contacto.

Se compar6 el efecto del pretratamiento con sonoforesis y con microagujas sobre
el transporte de AZT a través de la piel, mediante estudios de permeacion in vitro,
encontrando los siguientes resultados: La permeabilidad de AZT a través de la piel
intacta fue muy baja debido a sus propiedades fisicoquimicas. El pretratamiento de
la piel con sonoforesis aumentd el pasé de AZT, reduciendo significativamente el
tiempo de latencia, encontrando que con una amplitud del 20%, y un tiempo de
aplicacion de 2 min en modo continuo, se presenté el flujo mas alto y la mayor
cantidad total permeada durante las primeras 7 h. El uso de microagujas aumento

aun mas el flujo y la cantidad total permeada, con relacion a la sonoforesis.

El efecto de la sonoforesis se constaté ademas mediante técnicas como FTIR-ATR,
encontrando una relacion entre el desplazamiento hacia nUmeros de onda menores
de la banda correspondiente a Amida Il y el incremento en la permeabilidad de AZT.
Por otro lado, la microscopia electronica de barrido evidencié alteraciones
superficiales en piel pretratada con sonoforesis y con microagujas en relacién a la

piel intacta.

Aunque los resultados de este trabajo son alentadores en términos de promover el
transporte de la zidovudina a través de la piel usando sonoforesis 0 microagujas
como promotores fisicos, se deben realizar mas estudios, considerando los factores
gue afectan su desempefio, con el fin de lograr valores de flujo que garanticen

concentraciones plasmaticas efectivas. No obstante, los resultados obtenidos en
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este estudio seran Utiles en el desarrollo de un sistema de liberacion transdérmico

efectivo para la zidovudina.
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10.ANEXO 1: VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

En el anexo se describen brevemente cada uno de los pardmetros que se evaluaron

en la validacion de los métodos analiticos que se emplearon en el presente trabajo.
Especificidad

Durante el desarrollo del método, fue importante detectar si existia alguna
interferencia debida a la matriz biolégica (en este caso, piel de cerdo) que pudiera
interferir con la cuantificacion de la AZT. Para ello se analizé un blanco, el cual se

preparé de la siguiente forma: [48, 49]

e Validacion del método para cuantificar AZT durante los estudios de
permeacion: se prepararon 500 mL de PBS pH 7.4 y se colocaron en un vaso
de precipitados de 600 mL. Este medio se puso en contacto con la parte
interna de piel de cerdo, con agitacion mecanica constante, durante 24 h. La
intencion fue simular las condiciones de la permeacion con las celdas de
Franz, donde el medio receptor esta en contacto con la piel.

e Validacion del método para cuantificar AZT remanente en piel: a 500 mL de
etanol (en un vaso de precipitados) se agregé piel de cerdo cortada en

fragmentos, con agitacion mecanica constante durante 24 h.

En ambos casos, una vez transcurridas las 24 h, la solucién se se filtré a través de
un pre-filtro de microfibra de vidrio (Whatman, Fisher Scientific, USA) y después a
través de una membrana de nylon de 0.45 um (Merck, Millipore Ltd, Irlanda).
Posteriormente se realizdé un barrido de 200 a 300 nm del blanco y se observo si
aparecia alguna sefial a la longitud de onda maxima de absorcién del farmaco.
Finalmente se comparo el barrido de los blancos con una solucion muestra de AZT

a una concentracion conocida.
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Linealidad

Para la linealidad se preparé una solucion estandar de concentraciéon conocida
(solucion stock) y se realizaron diluciones para obtener 5 niveles de concentracion
por triplicado. Al final se calculd el coeficiente de correlacion, el coeficiente de
determinacion, los intervalos de confianza para el intercepto y para la pendiente.[48,
49]

Repetibilidad

Para la repetibilidad se prepararon tres niveles de por quintuplicado y se determiné
el %C.V de cada nivel. [48]

Precision intermedia

La precision intermedia se realizo inter-dia (es decir, dia 1, dia 2), para lo cual se
prepararon 3 niveles de concentracion por triplicado en diferentes dias y se obtuvo
el %C.V de cada nivel de concentracion. [48]

Exactitud

Para la exactitud se prepararon 3 muestras independientes de 3 niveles de
concentracion y se obtuvo el % de recobro de cada muestra por nivel y el % C.V de

cada nivel. [48]
Limite de deteccién y cuantificacion [78]

El limite de deteccidn se calcul6 con la siguiente férmula:

LD—30
S

El limite de cuantificacion se calcul6 con la siguiente formula:
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Donde:
o= es la desviacion estandar de la respuesta.
S= es la pendiente de la curva de calibracion.

La pendiente S se determind a partir de la regresion lineal de la curva de calibracion

del analito y la o se determiné de la respuesta del blanco.
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11.ANEXO 2: TABLAS DE RESULTADOS

11.1. Estudios de permeacion

A continuacion se muestran los resultados de las permeaciones realizadas tratando la piel bajo las diferentes
condiciones descritas en el documento, considerando que el area de la Celda de Franz utilizada fue de 0.7854 cm?.

Cantidad de AZT en el medio receptor

Tabla 11. Resultados de la permeacion en piel pretratada con sonoforesis bajo las condiciones: A= 100%, t=5

min, c= 0.5
Tiempo / Cantidad de AZT en el medio receptor (ug de AZT/cm?)
Namero de 1 2 3 4 5 6 Promedio S

muestra
1lh 7.17 0.00 0.79 0.00 0.00 3.14 1.85 2.87
3h 8.66 0.79 3.51 4.43 0.00 1.72 3.18 3.15
5h 23.90 5.02 9.87 14.41 0.82 7.72 10.29 8.08
7h 26.69 9.46 17.30 17.78 2.82 12.86 14.48 8.14
9h 28.30 10.36  27.00 22.91 4.65 20.78 19.00 9.48
24 h 64.97 73.47  98.61 128.12 35.45  29.90 71.75 37.46
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Tabla 12. Resultados de la permeacion en piel pretratada con sonoforesis bajo las condiciones: A= 100%, t= 2
min, c= 1.0

Tiempo / Cantidad de AZT en el medio receptor (ug de AZT/cm?)
Namero de 1 2 3 4 5 6 Promedio S

muestra
1h 21.08 1.92 3.24 4.33 2.23 8.11 6.82 7.34
3h 41.48 11.61 16.29 29.05 1423  22.37 22.51 11.21
5h 73.46 28.51  33.96 64.83 33.52 50.87 47.53 18.57
7h 119.63 66.63  65.42 126.91 71.23 103.59 92.23 27.92
9h 151.07 86.96  85.95 166.94 94.65 135.64 120.20 35.52
24 h 29458 201.42 187.94 317.82 21750 260.74 246.67 52.73

Tabla 13. Resultados de la permeacion en piel pretratada con sonoforesis bajo las condiciones: A= 20%, t= 5
min, c= 0.5

Tiempo / Cantidad de AZT en el medio receptor (ug de AZT/cm?)
Namero de 1 2 3 4 5 6 Promedio s

muestra
1h 91.04 99.10 106.18 65.91 114.42  82.06 93.12 17.47
3h 91.04 99.10 106.18 65.91 138.82 82.06 97.18 24.75
5h 100.61  99.10 108.30 65.91 144.01 89.29 101.20 25.60
7h 104.05 99.10 109.59 85.25 144.01  89.29 105.22 21.05
8h 118.14 122.02 125.74 97.53 155.84 102.30 120.26 20.70

24 h 21041 215.63 216.17 17546 201.50 172.44 198.60 19.83




Tabla 14. Resultados de la permeacion en piel pretratada con sonoforesis bajo las condiciones: A= 20%, t= 2

min, c= 1.0
Tiempo / Cantidad de AZT en el medio receptor (ug de AZT/cm?)
Namero de 1 2 3 4 5 6 Promedio S

muestra
1h 103.86 88.25 81.04 122.90 62.59 72.00 88.44 21.99
3h 199.22 168.21 175.74 222.88 138,57 140.29 174.15 33.02
5h 24051 206.51 230.93 282.09 181.94 183.60 220.93 38.33
7h 274.63 23291 27756 320.89 215.90 216.07 256.33 41.85
8h 283.64 24478 289.61 333.71 226.76 228.64 267.86 42.00
24 h 396.31 363.29 429.00 463.71 348.57 342.52 390.57 48.32

Tabla 15. Resultados de la permeacién en piel pretratada con lauril sulfato de sodio (LSS) durante 2 min.

Tiempo / Cantidad de AZT en el medio receptor (ug de AZT/cm?)
Namero de 1 2 3 4 5 6 Promedio S

muestra
1h 0.00 12.27 8.92 46.15 44.91 6.76 19.83 21.54
3h 0.00 12.27 8.92 46.15 44.91 6.76 19.83 21.54
5h 2.38 12.27 8.92 52.61 4491 8.02 21.52 22.85
7h 16.21 15.00 8.92 52.61 44.91 9.05 24.45 19.76
9h 19.69 16.30 8.92 56.52 4491 15.50 26.97 20.38
24 h 118.96 63.62 30.54 84.91 83.86  70.60 75.41 32.43
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Tabla 16. Resultados de la permeacién en piel pretratada con lauril sulfato de sodio (LSS) durante 5 min.

Tiempo / Cantidad de AZT en el medio receptor (ug de AZT/cm?)
Namero de 1 2 3 4 5 6 Promedio S
muestra
1h 30.21 42.47  51.22 53.35 60.78  37.46 45.92 11.27
3h 30.21 42.47  51.22 53.35 60.78  37.46 45.92 11.27
5h 39.68 42.47  60.93 55.69 60.78  39.84 49.90 10.34
7h 42.18 42.47  66.46 60.07 68.60  40.43 53.37 13.11
9h 49.81 48.00 66.46 65.65 68.60  50.53 58.17 9.64
24 h 153.97 152.36 147.86 162.58 212.62 131.81 160.20 27.61
Tabla 17. Resultados de la permeacion en piel pretratada con microagujas solidas de 200 um.
Tiempo / Cantidad de AZT en el medio receptor (ug de AZT/cm?)
Namero de 1 2 3 4 5 6 Promedio s
muestra
1h 148.11 130.12 146.23 151.12 121.86 161.60 143.17 14.57
3h 220.22 215.77 245.07 219.87 204.11 219.01 220.67 13.40
5h 266.80 314.42 313.53 264.38 258.10 268.88 281.02 25.78
7h 310.65 364.77 367.79 298.30 305.72 307.61 325.81 31.63
8 h 339.58 385.78 394.24 312.87 323.14 320.28 345.98 35.31
24 h 532.61 577.06 638.46 497.71 597.33 529.42 562.10 51.73
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Tabla 18. Resultados de la permeacion en
piel intacta a las 24 h.
Cantidad de AZT en el
Muestra medio receptor (ug de
AZT/cm?)
29.85
21.06
27.10
19.97
17.47
21.12
Promedio 22.76
s 4.70

OO WNEF

Cantidad de zidovudina retenida en piel

En la siguiente tabla se muestra la cantidad de AZT retenida en piel después de los estudios de permeacion.

Tabla 19. Cantidad de AZT retenida en piel.
ug de AZT/cm?

Muestra inItDalzlta Cond. 1 Cond. 2 | Cond. 3 | Cond. 4 | LSS 2 min | LSS 5 min | Microagujas
1 111.50 96.57 105.70 | 224.24 | 378.75 216.49 298.48 392.11
2 73.48 94,52 108.25 | 214.34 | 255.53 131.97 160.34 288.13
3 102.73 65.58 105.11 | 168.63 | 251.96 246.07 168.74 379.88
4 65.00 67.38 153.82 | 143.40| 376.32 83.27 146.93 216.21
5 63.42 68.26 143.42 | 359.73 | 231.32 146.70 73.58 303.65
6 43.41 45.39 173.65 | 217.53 | 284.64 141.20 194.22 540.68
Promedio 76.59 72.95 131.66 | 221.31| 296.42 160.95 173.72 353.44
s 25.77 19.44 29.39 74.93 65.10 59.66 73.40 112.10




11.2. Andlisis estadistico

Zidovudina en el medio receptor

En la Tabla 20 se muestra el analisis de varianza (ANOVA) realizado para comparar la cantidad de AZT (ug) en el medio

receptor a las 24 h. Los resultados muestran que existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los distintos tratamientos

aplicados a la piel. La Tabla 21 presenta los resultados de la prueba de Tukey y entre qué tratamientos se encontraron

diferencias significativas.

Tabla 20. Analisis de varianza de la cantidad total de AZT en el medio receptor a las 24 h.

Ordinary one-way ANOVA
AMOVA results

Are SDs significantly different (P < 0.05)% Yes

ANOVA table ss
Treatment (between columns) 1221547
Residual {within columns) 44260
Total 1265807

DF

30
35

MS F (DFn, DFd)
244309 F (5. 30) = 165.6
1475

P value
P=0.0001
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Tabla 21. Prueba de Tukey de la cantidad total de AZT en el medio receptor a las 24 h.

Ordinary one-way ANOYA

tultiple comparisans

MNumber of families

Mumber of comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple comparisons test

Piel intacta vs.
Fiel intacta vs.
Piel intacta vs.
Piel intacta vs.
Piel intacta vs.

Condicidn 1 vs.
Condicidn 1 vs.
Condicidn 1 vs.
Condicion 1 vs._
Condicidon 2 vs._
Condicidn 2 vs._
Condicidn 2 vs._
Condicidn 3 vs.
Condicidn 3 vs.
Condicidn 4 vs.

Condicign 1
Condicidn 2
Condicidn 3
Condicidn 4
Microagujas
Condicidn 2
Condicidn 3
Condicidn 4
Microagujas
Condicidn 3
Condicidn 4
Microagujas
Condicidn 4
Microagujas
Microagujas

1
14
0.05

Mean Diff.
-49.02
-232.6
1741
-368.0
-539.6
-183.5
-125.1
-318.9
490 .5
58 .44
-135 4
-307.0
-193.8
-365.4
-171.6

95.00% CI of diff.

-116.5 to 18.43
-300.0 to -165.1
-241.6 to -106.7
-435.4 to -300.5
-607.0 to 4721
-251.0 to -116.1
-192.6 to -57.66
-386.4 to -251.5
-558.0 to 4231
-9.012 to 1259
-202.8 to -67.95
-374.4 10 -239.5
-261.3 to -126.4
-432.910 -298.0
-239.0 to -104.1

Below threshold?
Mo
Yes
Yas
Yas
Yas
Yes
Yes
Yes
Yes
Mo
Yas
Yas
Yas
Yes
Yes

Summary
ns

Fhkk
whEE
EEEE
EEEE
wamn
wamn
TR
Fhkk
ns

whEE
EEEE
EEEE
wamn

wamn

Adjusted P Value
0.2628
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001
01197
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001

A-B
AC
A-D
A-E
A-F
B-C
B-D
B-E
B-F
Cc-D
C-E
C-F
D-E
D-F
E-F
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Zidovudina retenida en piel

En este caso se opto por realizar el ANOVA de Brown-Forsythe y el de Welch, esto porque las varianzas entre los distintos
grupos que se estan comparando son diferentes. Como se observa en la Tabla 22, en ambos casos se obtiene un valor de

p < 0.0001 que implica que si hay diferencias entre los tratamientos. En la Tabla 23 se muestra el analisis de comparacién
multiple correspondiente.

Tabla 22. Prueba de ANOVA Brown-Forsythe para AZT
retenida en piel.

Brown-Forsythe ANOVA test

F= (DFn, DFd) 2041 (5.000, 14.17)
F value =0.0001
P value summany s

Significant diff. among means (P < 0.05) Yes

Welch's ANOVA test

W (DFn. DFd) 2075 (5.000, 13.57)
P value =<0.0001
P value summary v

Significant diff. among means (P < 0.05) Yes
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Tabla 23. Prueba de Dunnett’s para AZT retenida en piel.

Brown-Forspthe and Welch AHOVA tests

[l

MNumber of famili

ultiple cormparizans

es

MNumber of comparisons per family

Alpha

Dunnett's T3 m
Intact skin vs.
Intact skin vs.
Intact skin vs.
Intact skin vs.
Intact skin vs.
Condition 1 ws.
Condition 1 vs.
Condition 1 vs.
Condition 1 ws.
Condition 2 vs.
Condition 2 vs.
Condition 2 vs.
Condition 3 vs.
Condition 3 vs.

Condition 4 vs.

ultiple comparisons test
Caondition 1
Condition 2
Caondition 3
Condition 4
Microneedles
Condition 2
Condition 3
Condition 4
Microneedles
Condition 3
Condition 4
Microneedles
Condition 4
Microneedles

Microneedles

1
15
0.05

Mean Diff.
3.642
-55.09
-144.8
-219.8
-277.0
-58.73
-148.4
-223 4
-280.6
-89.69
-164.7
-221.9
-75.02
-132.2
-57.16

95.00% CI of diff.
-46.06 to 63.35
-113.8 to 3.604
-283.1t0 -6.425
-335.6t0 -104.0
-477.8 to -76.13
-113.0 to 4.470
-263.6t0 -13.26
-342.0 to -104.9
-494 8 to -66.38
-222 9t043.48
-282.8 to -46.58
-424.2 to -19.53
-224.0to0 74.00
-339.8t0 75.45
-263.1t0 148.8

Below threshold?

Summary
ns
ns

*
*x
*

*

*
*x
*
ns
*x

®
ns

ns

ns

Adjusted P Value
=0.9999
0.0710
0.0408
0.0014
0.0108
0.0320
0.0327
0.0021
0.0163
0251
0.0086
0.0329
0.6425
0.3462
0.9758

A-B
A-C
A-D
A-E
A-F

B-D
B-E
B-F

C-E
C-F
D-E
D-F
E-F

93



Disefio de experimentos

En la Tabla 24 se muestra el analisis de varianza (ANOVA) realizado para comparar la TEWL en piel intacta, en piel

pretratada con LSS, las 4 condiciones de sonoforesis seleccionadas y microagujas, como se puede observar existe una

diferencia significativa (p< 0.05) entre las distintas condiciones. En la Tabla 25 se muestra el analisis de comparacion

multiple correspondiente.

Tabla 24. Prueba de ANOVA de la TEWL en piel intacta, piel pretratada con LSS, piel pretratada

con sonoforesis y microagujas.

Ordinary one-way ANDYA

AN results
ANOVA table 55
Treatment (between columns) 9927
Residual (within columns) 3
Total 10258

DF

40
47

MS F (DFn, DFd) P value
1418 F(7,40)=1714 |P<0.0001
§.214
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Tabla 25. Prueba de Tukey de la TEWL en piel de cerdo pretratada con LSS,

sonoforesis, microagujas.

Ordinary one-way ANOYA

Multiple comparisons

Tukey's multiple comparisons test

Piel intacta vs.
Piel intacta vs.
Piel intacta vs.
Piel intacta vs.
Piel intacta vs.
Piel intacta vs.
Piel intacta vs

Condicidn 1 vs.
Condicidn 1 vs.
Condicidn 1 vs.
Condicidn 1vs.
Condicidn 1 vs.
Condicidn 1 vs.
Condicidn 2 vs.
Condicidn 2 vs.
Condicidn 2 vs.
Condicidn 2 vs.

Condicidn 2 vs

Condicidn 3 vs.
Condicidn 3 vs.

Condicidn 3 vs.
Condicidn 3 vs.
Condicidn 4 vs.
Condicidn 4 vs.

Condicidn 4 vs.

Condicidn 1
Condicidn 2
Condicidn 3
Condicidn 4
LSS 2 min
LSS 5 min

. Microagujas

Condicidn 2
Condicidn 3
Condicidn 4
LSS 2 min
LSS 5 min
Microagujas
Condicidn 3
Condicidn 4
LSS 2 min
LSS 5 min

. Microagujas

Condicidn 4
LSS 2 min
LSS 5 min
Microagujas
LSS 2 min
LSS 5 min

Microagujas

LSS 2 minvs. LSS 5 min
LSS 2 min vs. Microagujas

LSS 5 min vs. Microagujas

Mean Diff.
-31.87
-30.28
-34.77
-23.85
2170
0.7987
-29.18
1.683
-2.900
8.017
29.70
32,67
2.683
-4.483
6.433
281
31.08
1.100
10.92

32.60
35.57

5.583
21.68
24.65
-5.333
2.969
-27.01
-29.98

95.00% CI of diff.
-37.18 to -26.56
-35.59 to -24.97
-40.08 to -29.46
-29.16 to -16.54
-1.479 to 3.139
-4.769 to 6.366
-34.30 to -24.07
-3.725 to 6.892
-8.209 to 2.409
2.708 to 13.33
24.39 to 35.01
2710 to 38.23
-2.432 t0 7.799
-9.792 to 0.8253
1125 to 11.74
22.80to 33.42
25.51 to 36.65
-4.015t0 6.215
5.608 to 16.23

27.29 to 37.91
30.00 to 41.13

0.4675 to 10.70
16.37 to 26.99
19.08 to 30.22
-10.45 to -0.2178
-2.599 to 8.536
-32.13 to -21.90
-35.37 to -24.60

Below threshold?

Summary

wwn
wwn
wwn

wwn

ns
ns
wwn
ns

ns

.

wwn

ns
ns

wx
wwn
wwn
ns

wwn

wwn

wnn

wwn

wwn

ns

wwn

wwn

Adjusted P Value
=0.0001
=0.0001
=0.0001
=0.0001
0.8910
0.9998
=0.0001
0.9783
0.6581
0.0005
=0.0001
=0.0001
0.7015
0.1525
0.0084
=0.0001
=0.0001
0.9969
=0.0001

<0.0001
<0.0001

0.0239
<0.0001
<0.0001
0.0357
0.6544
<0.0001
<0.0001

A-B
A-C
A-D
AE
AF
A-G
A-H
B-C
B-D
B-E
B-F
B-G
B-H
Cc-D
C-E

cG
C-H
DE
D-F
D-G
D-H
EF
EG
E-H
F-G
FH
GH
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Abstract

Background Zidovudine (AZT) has been the most widely used drug for antiretroviral therapy. In order to improve the therapy
with this drug, different alternatives have been proposed, such as the transdermal administration. The use of permeation
enhancers is necessary to favor the passage of this drug through the skin, due to its physicochemical properties and to the
natural permeation barrier imposed by the skin.

Objectives To evaluate the effect of two permeation enhancers, sonophoresis and microneedles, on the permeability of AZT
through the skin.

Methods Permeation studies with an AZT solution were performed using pigskin clamped in Franz-type cells. Sonophoresis
was applied under different conditions (i.e., amplitude, duty cycle and application time), selected according to an experimental
design, where the response variables were the increase in temperature of the skin surface and the increase in transepidermal
water loss. ATR-FTIR was also used to demonstrate the effect of enhancers on membrane components.

Results The permeability of AZT through intact skin was very poor, with a very long lag time. Pretreatment of the skin with
sonophoresis increased AZT transport, significantly reducing the lag time. The maximum flux (27.52 ygem™ h™') and the
highest total amount permeated (about 624 pg/cm?) were obtained when applying sonophoresis in continuous mode, with an
amplitude of 20%, and an application time of 2 min. Sonophoresis appears to have an impact on stratum corneum proteins.
The use of microneedles further increased the flux (30.41 ugecm™2 h™!) and the total amount permeated (about 916 pg/cm?),
relative to sonophoresis.

Conclusion The results are encouraging in terms of promoting AZT transport through the skin using sonophoresis or
microneedles as permeation enhancers.

Keywords Zidovudine (AZT) - Sonophoresis - Microneedles - Skin permeation - HIV/AIDS

Introduction Synthesized in 1964, zidovudine (3’-azido-3’-

deoxythymidine, AZT) (Fig. 1), demonstrated in 1985, to

In 2019, approximately 38 million people worldwide were
recorded with Human Immunodeficiency Virus/ Acquired
Immunodeficiency Syndrome (HIV/AIDS). Of these, 36.2
million were adults and 1.8 million were children (< 15 years
old) [1], being, today, one of the greatest health problems
in the world.
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have an inhibitory activity against Human Immunodeficiency
Virus type-1 (HIV-1), the etiologic agent of AIDS. In fact,
it was the first agent approved for clinical use to treat AIDS,
and for years it has shown to be effective, becoming the
most widely used drug for antiretroviral therapy. The adverse
effects associated with antiretroviral therapy constitute the
main cause of discontinuation or modification of therapy. In
the case of AZT, the main reported adverse effects include
hematological complications, headache, nausea, vomiting,
myalgia, nail pigmentation, and insomnia. However, the
intensity of these effects depends on various factors such as
the patient’s health status (e.g., disease progression, chronic
comorbidities, metabolic diseases), the concomitant use of
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Fig. 1 Chemical structure of zidovudine (3’-azido-3’-deoxythymidine),
also known as azidothymidine (AZT). Molecular weigth 267.24 g/mol;
log Kow =0.05) [2]

other medications, the use of illicit substances, and age [3,
4]. Although AZT is administered orally, several drawbacks
are associated with this route of administration, including
its short biological half-life (approximately 1 h) and the
fact that it suffers from significant first-pass metabolism
[5]. That is why it is necessary to administer high doses
(200 mg/kg every 4 h). Therefore, in order to improve
therapy with this drug, different alternatives have been
proposed, such as: (i) the synthesis of prodrugs [6]. (ii) Its
inclusion in novel delivery systems such as sustained-release
transdermal systems including films [7-10], microspheres
[11], microemulsions and lamellar liquid crystalline
systems [12, 13], nanoparticles [14, 15], liposomes [16, 17],
niosomes [18]. (iii) Its administration by a route other than
oral, and with it, the use of chemical or physical permeation
enhancers, e.g., ethanol, propylene glycol [19], terpenes [20,
21], N-methyl-2-pyrrolidone, oleic acid, lauric acid, ethanol,
isopropyl myristate [22], iontophoresis [23, 24]. Most of
these strategies are intended to favor the passage of AZT
through the skin, as an alternative route of administration.
Although the skin seems to be an interesting option for
the release of AZT, the stratum corneum (SC), the main
permeability barrier of the skin, hinders the passage of
molecules, mainly if they have a hydrophilic character such
as AZT. Therefore, the main objective of this work was to
study the capability of sonophoresis and microneedles (two
minimally invasive penetration promoters) to enhance the

@ Springer

permeability of AZT into and through the skin, comparing
the results with previous reports that make use of permeation
enhancers. To our knowledge, this is the first time these two
permeation enhancers are tested to favor the permeability of
AZT through the skin.

Materials and methods
Materials

Zidovudine was kindly donated by Apotex (Mexico). Potas-
sium phosphate monobasic, sodium hydroxide, methanol,
chloroform, toluene, anhydrous ethanol and sodium lauryl
sulfate, were all purchased from J.T. Baker (USA). Water
was obtained from a Milli-Q® system (Millipore® Corp.,
MA; USA). TLC aluminum plates (17 cm X 5 cm) pre-coated
with silica gel G were obtained from Macherey—Nagel
(Dueren, Germany). All the reagents were of analytical
grade and were used without further purification. Pig’s ear
skin was obtained from a local slaughterhouse, immediately
after the slaughter of the pigs and before the animals were
treated with hot water or steam.

Methods
Exvivo permeation of zidovudine (AZT) through pigskin

Permeation experiments were conducted with porcine ear
skin using Franz-type cells (diffusion area 0.78 cm?) for a
period of 24 h. The pigskin was removed from the carti-
lage, was cut with the aid of a dermatome (Zimmer 901,
Ohio, USA) to a thickness of approximately 750 pm, and
was stored at -20 °C until its use. On the day of the study,
the skin was thawed and clamped between the donor and
the receptor compartment of the Franz cells, with the stra-
tum corneum towards the donor compartment. The receptor
compartment was filled with 2 mL of phosphate-buffered
saline (PBS) pH 7.4, maintained at 37 °C in a water bath
under constant stirring with a magnetic bar during the whole
experiment, using a multi-stirrer IKA-WERKE (model
RO-15, Germany). The donor solution consisted of 1 ml
of AZT in PBS pH 7.4 (2 mg/mL). The complete receptor
media was withdrawn from the sampling port at predeter-
mined time intervals, replacing immediately the volume with
fresh medium, previously heated at 37 °C.

Once the permeation study was completed, the drug solu-
tion was removed from the donor, rinsing the skin profusely
with PBS pH 7.4. Then, the skin was cut into small frag-
ments with the help of scissors, and it was placed in a closed
container with 5 mL of ethanol. The samples prepared in this
way were kept at room temperature for 24 h, with constant
magnetic stirring, in order to extract the remaining drug
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from the skin. The samples were analyzed by High Perfor-
mance Thin Layer Chromatography (HPTLC). The cumula-
tive amount permeated per unit area was plotted versus time,
and the flux (J) was determined from the slope at the steady-
state. The permeability coefficient (Kp) was calculated as
the ratio of the flux and the drug concentration in the donor
(flux/drug concentration). The cumulative amount of AZT
that permeated at the end of the study, as well as the amount
of drug extracted from the skin were registered. The experi-
ment was carried out six times.

Permeation studies of AZT by pretreating the skin
with microneedles

In the case of experiments with microneedles, a roller (MTS-
Roller, USA) was used, with an array of microneedles of
200 um in length. Before mounting the skin in Franz’s cells,
the skin was fixed on a styrofoam surface with the help of
tacks, passing the roller over the skin surface a total of five
times in each direction, according to the scheme shown in
Fig. 2. After this procedure, the skin was mounted in Franz’s
cells, carrying out the permeation experiments as already
described in Ex vivo permeation of zidovudine (AZT)

through pigskin. The experiments were performed six times.
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Permeation studies of AZT by pretreating the skin
with sonophoresis

Permeation studies applying sonophoresis were performed
using a Hielscher ultrasonic processor UP50H (working fre-
quency: 30 kHz + 1 kHz) with an MS2 sonotrode (tip diam-
eter 2 mm). Once the skin was mounted in Franz’s cells,
1 ml of an aqueous solution of SLS 1% (w/v), used as a
coupling medium, was added to the donor compartment,
placing the sonotrode at a distance of 1 cm above the skin
surface, and operating the ultrasound equipment under the
conditions previously determined, according to a 23 facto-
rial design. The following factors were taken into account:
Amplitude (20 and 100%, considering a maximum ampli-
tude of 220 um), time (2 and 5 min), and duty cycle (0.5

* -

- ¢
1 2

and 1). After completion of the ultrasound treatment, the
SLS solution was removed, rinsing the skin surface thor-
oughly with PBS pH 7.4. The permeation test was then car-
ried out according to the procedure previously described in
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Ex vivo permeation of zidovudine (AZT) through pigskin. [Xekil3

The experiments were performed six times. Furthermore, in
order to determine if the use of SLS had any effect on skin
permeability, permeations were carried out without apply-
ing ultrasound, but leaving the skin in contact with the SLS
solution during the same time of pretreatment of the skin
with sonophoresis.

Analytical methods for the quantification of zidovudine

Zidovudine quantification was carried out by High Perfor-
mance Thin Layer Chromatography (HPTLC). Samples
were applied to the TLC plates using an Automatic TLC
sampler 4 (CAMAG, Switzerland), by the spray-on tech-
nique, in the form of 6 mm long bands at a speed of 10 nL/
sec (PBS solutions) and 25 nl/sec (ethanol-based solutions).
The development of the plates was carried out by an ascend-
ing technique, in a twin- through chamber using chloroform/
methanol/toluene (8:2:2) as the mobile phase [25]. The
chamber was saturated with the solvent mixture for 45 min
before introducing the plate. Once the mobile phase reached
a migration distance of 5 cm, the plate was removed from
the chamber, allowing to air dry. The plates were then read
on a TLC Scanner 3 (CAMAG, Switzerland), fitted with a
win-CATS 1.4.0 planar chromatography manager software,
in the absorbance/reflection mode at 271 nm. The slit dimen-
sion was set at 5 mm X 0.45 mm. The method was validated,
evaluating the following parameters: Specificity, linearity,
repeatability, precision, accuracy, detection limit and limit of
quantification. The validation conditions in each case were
the following:

(1) Quantification of zidovudine in the receptor solution.
Solvent: PBS pH 7.4 in contact with pig’s ear skin

for 24 h, filtering subsequently through a fiberglass
pre-filter (Merck, Millipore Ltd, Ireland).

TAL S

3 4

Fig.2 Directions in which the microneedle array (MTS-Roller, USA) was rolled over the skin
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(i1) Quantification of zidovudine remaining in the skin.
Solvent: Ethanol in contact with pig’s ear skin for
24 h, filtering subsequently through a fiberglass pre-
filter (Merck, Millipore Ltd, Ireland).

The results of the validation were included as supplemen-
tary material to this article.

Scanning electron microscopy

In order to detect possible superficial changes in the skin when
treating it with microneedles or with sonophoresis, the skin was
visualized by scanning electron microscopy (JSM-6010LA). The
surface of the treated skin was compared to that of intact skin.

Measurement of Transepidermal Water Loss

Pig ear skin was used to evaluate the effect of sonophoresis
and microneedles on the transepidermal water loss (TEWL-
a measure of the steady-state water vapor flux crossing the
skin to the external environment). For this purpose, the skin
was excised from the ear removing fatty tissues with a scal-
pel and cutting the skin with an electric dermatome Zimmer
(Ohio, USA) to a thickness of approximately 750 pm. TEWL
was evaluated with a Tewameter® TM 300 connected to a
Multi Probe Adapter MPA 5 Courage und Khazaka (Koln,
North Rhine-Westphalia, Germany). The measurements for
each system were performed in triplicate. The skin sam-
ples were mounted in Franz diffusion cells, with a diffusion
area of 0.78 cm?, with the stratum corneum side facing the
donor compartment. The receptor compartment contained
2 mL of PBS pH 7.4. The system thus assembled was placed
inside an acrylic box (built specifically for these purposes),
for 30 min to ensure an isolated microclimate that allowed
the measurement of TEWL, independent of ambient air
movements. After this time, the basal TEWL was measured.
TEWL values of the following samples were registered: (i)
Intact skin, (ii) skin pretreated with microneedles, (iii) skin
pretreated with an aqueous solution of SLS 1% (w/v), (iv)
skin pretreated with SLS 1% (w/v)+ sonophoresis, under the
conditions shown in Table 2.

Attenuated total Reflectance-Fourier-Transform Infrared
(ATR-FTIR) Spectroscopy

Infrared spectra of the surface of pigskin were obtained
using an FTIR Spectrophotometer Perkin-Elmer® Frontier
(Waltham, MA), collecting 16 scans per spectrum, with a res-
olution of 4 cm 7!, in the region from 500 cm ~! to 4000 cm™".
The wavenumbers of the bands associated with lipids and pro-
teins were recorded. For this purpose, the skin samples were
mounted in Franz diffusion cells, filling the receptor compart-
ment with 2 mL of PBS pH 7.4. Once removed from the Franz

@ Springer

cells, FTIR spectra of the following samples were registered:
(1) skin pretreated with an aqueous solution of SLS 1% (w/v)
for 2 min, (ii) skin pretreated with an aqueous solution of
SLS 1% (w/v) for 5 min, (iii) skin pretreated with SLS 1%
(w/v)+ sonophoresis, under the conditions shown in Table 2.
The spectra were compared with those of intact skin.

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed using the
GraphPad Prism 9 Software. Data were compared using one-
way analysis of variance (ANOVA), and a Tukey’s multiple
comparisons post-hoc test. A value of p <0.05 was consid-
ered statistically significant.

Results and discussion
Ex vivo permeation of AZT through pigskin

The interest of this work focused on the study and compari-
son of the effect of two physical enhancers, microneedles and
sonophoresis, on the transport of AZT, in order to be able to
provide information about their potential application for the
administration of this drug through the skin. Accordingly, AZT
permeations were carried out through intact skin (untreated
skin), as well as through skin treated with microneedles and
with sonophoresis. Figure 3 shows the permeation profiles
obtained and Fig. 4 includes the amount of AZT in the receptor
solution at 24 h, the amount retained in the skin at the end of
permeation experiments, as well as the total amount permeated
(i.e., AZT in the receptor+ AZT in the skin).

Permeations were carried out by withdrawing the receptor
solution periodically until 8 h, and subsequently at 24 h. In the
case of intact skin, the drug was found in the receptor medium
only in the 24-h sample (Table 1, Fig. 4), which showed that
AZT was capable of permeating through the skin in a very low
amount (cumulative amount in the receptor=22.76 +4.7 pg/
cm?). This amount coincides with that reported by Takmaz
et al. [8], who found a permeated amount of AZT of 24 pg/cm>.
However, this amount was found at 8 h of permeation, which
can be attributed to the higher permeability of rat skin in rela-
tion to pigskin [26]. Other authors such as Oh et al. [24] quan-
tify AZT in the receptor medium, finding a cumulative amount
of 44 pg/cm? at 24 h for an AZT solution of 10 mg/mL, and of
82 ug/cm? for an AZT solution of 20 mg/mL. The difference
in the permeated amount found by these authors, in relation to
what was found in the present work, is fundamentally attributed
to the fact that they used mouse skin, and that the concentration
of the AZT solution was much higher (in the present work, a
2 mg/mL AZT solution was used). Obviously, the permeated
amount is greater as the concentration of AZT increases, as also
reported by Seki et al. [6]. Practically all authors have found a
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Fig.3 Results of AZT permea-
tion through pig ear skin sub-
jected to different treatments:
Sodium lauryl sulfate (SLS) 1%
(w/v) for 2 and 5 min; sonopho-

~

o

o
)

D
o
o

E
<
resis under different amplitude, \%ﬂ 500
duty cycle and application time 3z
conditions; and microneedles. s 400
The points correspond to the g
average of the results and the 5 300
error bars represent the standard S—
deviation (n==6) S 200
o
IS
< 100
0

—&—100%, 0.5, 5 min —8—20%, 0.5, 5 min —&—SLS 2 min

——20%, 1.0, 2 min ——SLS 5 min

low permeability for AZT through the skin with more or less
long lag times, depending on the vehicle. For example, Kumar
Narishetty & Panchagnula [21] and Thomas & Panchagnula
[19], reported fluxes of 11.7 uygem™h~" and 23.4 ugem=>h~"!,
as well as lag times of 14.2 h and 46.9 h, respectively, for AZT
aqueous solutions of 50 mg/mL. In our case, it was not possible
to obtain a flux value, since as already mentioned, AZT was
only quantified in the receptor medium at 24 h.

Permeation studies of AZT by pretreating the skin
with sonophoresis

Low-frequency ultrasound or sonophoresis has shown to
be effective in promoting drug transport through the skin,

time (h)

—©—100%, 1.0, 2 min

—>— Microneedles

reducing the lag time. Sonophoresis can be applied simul-
taneously (along with the drug), or by pretreating the skin
before applying the drug [27]. In this work, it was decided
to pretreat the skin, considering that pretreatment with sono-
phoresis allows to increase the permeability of the skin dur-
ing a period of time, in which it is possible to administer a
drug. Generally, the application of sonophoresis involves
the use of a coupling medium, a liquid present between the
ultrasound transducer and the skin, which usually consists
of an aqueous solution of a surfactant. In this work, a 1%
(w/v) solution of sodium lauryl sulfate (SLS) was used as a
coupling medium. Mitragotri [28] showed that the addition
of SLS to the coupling medium featured a linear increase
in skin permeability in a SLS concentration range of 0—1%.

Fig.4 Results of the amount of 1,000 A
AZT at the end of the per- .
meation studies (24 h): In the i
receptor medium, retained in § 800 1
the skin, and the total amount X
permeated (amount in the ~ 600 -
receptor + amount retained in ',:1
the skin) Z

o 400 -

1S

8 T

200 -
: i I h
o Ll N
. . . ™
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Table 1 Permeation parameters of AZT across pigskin (mean+S.D., n=06)

Parameter Intact Skin Pretreatment with SLS Sonophoresis using SLS as coupling medium Microneedles
5 min 2 min Condition 1 Condition 2 Condition 3 Condition 4 200 um
A=100%, A=100%, A=20%, A=20%,
t=5min,¢c=0.5 t=2min,c=1.0 t=5min,¢c=0.5 t=2min,c=1.0
Jfrom1to7h 1.89+1.40 1.46+2.02 2.51+1.003 14.06 +£4.01 1.97+1.69 27.52+4.08 30.41+6.64
(ugem™h™h
K, x 107 0.945 0.73 1.25 7.03 0.98 13.76 15.21
(cm/h)
AZT in the 22.76 £4.70 160.19+27.61 75.41+£34.16 71.75+£37.46 255.32+44.89 196.88 +£19.89 390.57 +48.32 562.10+£51.73
receptor at
24 h (ug/cm?)
AZT retained in ~ 76.62+25.77 116.83 +35.68 117.69 +56.27 72.97+19.49 131.71+£29.40 221.39+74.96 233.32+72.73 353.58+112.14
skin at 24 h
(ug/em?)

Sodium Lauryl Sulfate (SLS); Amplitude (A); Application time (t); Duty cycle (c); Flux (J); Permeability coefficient (Kp=J/Concentration of

AZT in the donor)

SLS has been approved by the FDA for many cosmetic and
pharmaceutical products [29, 30].

In this work, the influence of amplitude, duty cycle and
application time, on the permeability of the skin was evalu-
ated, according to an experimental design 2°. For each con-
dition, the increase in skin surface temperature was recorded,
and transepidermal water loss (TEWL) measurements were
performed. It is assumed that an increase in TEWL implies
a greater permeability of the skin [31], therefore, of the dif-
ferent conditions shown, those that presented the greatest
increases in the value of TEWL were chosen. According
to the results shown in Table 2, conditions 1, 2, 3 and 4
were among those with the greatest increase in TEWL,
without the temperature showing a very high increase, and
although other conditions such as condition 5 presented the
highest TWEL, it was not selected, due to the high increase
in temperature [32, 33]. As can be seen in Table 1, a duty
cycle of 1.0 (conditions 2 and 4) favored the transport of

AZT through the skin, obtaining higher values of flux (J)
and permeability coefficient (Kp) than a duty cycle of 0.5
(conditions 1 and 3). Regarding the amount permeated to
the receptor solution at 24 h, the average was also higher for
a duty cycle of 1.0, with significant differences (p <0.05)
among all the treatments, with the exception of intact skin
vs condition 1, and condition 2 vs condition 3. The duty
cycle refers to the time that ultrasound is ON. In this sense,
a duty cycle of 1.0 implies a continuous ultrasound applica-
tion, while in a duty cycle of 0.5 the application is in pulses,
being 50% of the time ON and 50% of the time OFF. For the
amount retained in the skin, significant differences (p <0.05)
were found between intact skin vs conditions 3 and 4; and
condition 1 vs conditions 2, 3, and 4. Comparing the four
conditions evaluated, condition 4 (A=20%, t=2 min,
c¢=1.0) allowed the highest transport of AZT, obtaining the
highest J, Kp and total amount permeated (Table 1, Fig. 4).
However, despite the fact that condition 4 favored the highest

Table 2 Results of the

. Pretreatment Conditions AT (°C) TEWL (n=6) Relative TEWL
transepidermal water loss
(TEWL) and the increase in None Intact skin — 29.32+0.85 1
skin tempegaturdgftchyreating Without SLS, t=2 min - 28.52+2.09 0.973
the skin under the following .
conditions: Intact skin sonophoresis - SLS, t=5 min - 3149230 1.074
(untreated); SLS (pretreatment 1 A=100%, ¢c=0.5, t=5 min 2.7+0.52 61.18+0.53 2.087
with SLS during 2 and 5 min, 2 A=100%, c=1.0, t=2 min 53+0.52 59.60+5.09 2.033
without sonophoresis); 3 A=20%, ¢=0.5, t=5 min 30+1.55  64.03+3.70 2.184
pretreatments 1-8, correspond
to the application of 4 A=20%, c=1.0, t=2 min 324075  53.16+3.74 1.813
sonophoresis, using SLS as 5 A=100%,c=1.0, t=5 min 93+1.15 72.00+0.92 2.456
coupling medium, varying the 6 A=20%, c=1.0,t=5 min 574058 69.83+3.05 2.382
amplitude (A), the duty cycle 7 A=100%, ¢=0.5, t=2 min 334058 31274084 1.067
(c) and the application time
(1), according to a 2* factorial 8 A=20%, ¢=0.5, t=2 min 0.7£0.58  39.50+0.61 1.347
design; microneedles Microneedles 200 um long — 58.53+1.97 1.996

Relative TEWL =TEWL of pretreated skin/TEWL of intact skin
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transport of AZT through the skin, apparently there was no
a direct relationship between the permeation data and the
values obtained from TEWL, since as can be seen in Table 2,
of the four conditions tested, it was condition 4 the one with
the lowest average TEWL value.

As mentioned, SLS was used as the coupling medium
for sonophoresis pretreatment, so we were interested in
determining whether using only SLS had any impact on
AZT transport. Therefore, permeations were performed by
pretreating the skin only with SLS (without applying sono-
phoresis), testing two contact times, 2 and 5 min. SLS is
known for its properties as an absorption enhancer [29, 34].
Its promoting effect is shown in Table 1, where it can be seen
that by pretreating the skin with SLS, the passage of AZT
was favored, as compared to intact skin (untreated). With a
contact time of 5 min, the total amount permeated increased
7 times, compared to intact skin. The contact time was also
important, since the values of J and Kp, were 1.3 times higher
for 5 min of contact, compared to a contact time of 2 min,
and the total amount permeated was twofold greater for 5 min
in relation to 2 min. In contrast, the amount retained in the
skin at the end of permeation, for these contact times, was
practically the same. According to Dragicevic et al. [35], the
enhancing effect of anionic surfactants, such as SLS, can be
attributed to their interaction with the lipid and protein struc-
tures of the skin.

Although some authors have reported a synergistic effect
between SLS and sonophoresis [27, 29, 34], condition 1
(duty cycle of 0.5, application time of 5 min) showed a
lower value for the total amount permeated, in relation to
a 5 min treatment only with SLS (Table 1, Fig. 4). In fact,
from all treatments, condition 1 resulted in the lowest total
passage of AZT into and through the skin. Conditions 2 and
4 (duty cycle 1.0, application time 2 min) increased AZT
transport in relation to treatment only with SLS, being con-
dition 4, as already mentioned, the one that increased it the
most. Several mechanisms of action explain the enhancing
effect of sonophoresis, such as: (i) Cavitation; (ii) convec-
tion; (iii) thermal effects (in general, temperature increases
are related to ultrasound intensity and duty cycle); (iv)
extraction of lipids; (v) stratum corneum hydration (ultra-
sound can increases the fraction of aqueous regions in the
stratum corneum) [36]. Of all of them, cavitation seems to
be the most important. It has been reported that during cavi-
tation, the collapse of bubbles in the bulk solution results
in the formation of a shock wave, causing the disruption
of the lipid bilayers of the stratum corneum. This loss in
the structural integrity of the lipids favors the penetration
of the coupling medium into the stratum corneum and the
insertion of SLS into lipid bilayers. Therefore, the incorpo-
ration of water and surfactant into the lipid bilayer, further
enhances its disruption, thereby opening pathways for sol-
ute permeation [33, 37].

Different authors have tested the use of physical enhanc-
ers to promote the transport of AZT through the skin.
Among them, Wearley & Chien [23] found that the AZT
flux was three times higher using iontophoresis than by
passive diffusion. These authors reported that the flux was
increased 75-fold over untreated human skin when using
N-decylmethyl sulfoxide as permeation enhancer, without
observing a synergistic effect when combining iontophore-
sis and N-decylmethyl sulfoxide. Takmaz et al. [8] studied
the transdermal passage of AZT formulated in polymeric
films through full-thickness dorsal skin of Wistar rats.
The authors evaluated the effect of iontophoresis (0.1 and
0.5 mA/cm?) vs a treatment with alcoholic solutions of
DMSO (1% and 5%, w/w). In general, the results showed a
higher enhancement ratio for 0.5 mA/cm? current applica-
tion (cumulative amounts of 72.5 ug/cm? for a 2 mg/mL
AZT solution and 60.35 ug/em?® for AZT included in a film).
In this case, the amount permeated was quite lower than that
quantified in our work (Table 1). Oh et al. [24] also stud-
ied the effect of iontophoresis on AZT permeation through
full-thickness hairless mouse skin. The authors found that
the flux increased up to 40 times when using iontophore-
sis, depending on the electrical current density, in relation
to passive diffusion. Likewise, they confirmed the syner-
gistic effect of iontophoresis and chemical enhancers such
as oleic acid/propylene glycol. The authors reported flux
values much higher than those obtained in this work. For
example for a current density of 0.5 mAcm™2, with an AZT
concentration in the donor of 20 mg/mL, the flux was 109.3
ugem ™2 h~!. This is 3.6 to 3.9 times higher than the flux
obtained with microneedles and with condition 4 of sono-
phoresis, respectively. The authors found that the formula-
tion of AZT in karaya gum matrices containing oleic acid/
propylene glycol, dramatically increased flux up to 391.2
ugem ™2 h™!, with total permeated amounts of more than
8000 ugem™2. Comparing the results obtained by Oh et al.
[21] with those of the present work, it should be taken into
account that the animal model was different, the concentra-
tion of AZT in the donor was much higher, and the applica-
tion of iontophoresis occurred throughout the permeation
experiment. In our case, sonophoresis was applied as a pre-
treatment for a maximum period of 5 min. Pelucio-Lopes
et al. [38] studied the permeation of AZT across excised
human skin and hairless mouse skin, applying ultrasound
in continuous mode, with an intensity of 1.5 Wem™2 and a
frequency of 1.1 MHz for 20 min. It is important to mention
that the temperature of the donor compartment of Franz
cells was kept at 28 °C by a cooling coil. This highlights the
thermal effect caused by ultrasound and therefore, the dam-
age that it can potentially cause in skin if application condi-
tions are not controlled [33]. The authors found no differ-
ences in the fluxes obtained for skin treated with ultrasound
and the control (untreated skin) and attribute this fact to the
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suppression of the thermal effect of the skin. Nowadays, it
is well-known that low-frequency ultrasound (frequencies
below 100 kHz) is the most effective in promoting drug
transport through the skin. The frequency used by these
authors could be classified in a range of frequencies from
medium to high, and its applications are mainly in the area
of physical therapy or diagnosis, showing to be ineffective
as absorption enhancer [32-36, 39].

Permeation studies of AZT by pretreating the skin
with microneedles

Despite the promoting favorable effect observed with the
condition 4 of sonophoresis, drug transport was significantly
enhanced even further with microneedles, whose use to cross
the stratum corneum has already been widely reported [e.g.,
39-42]. Comparing the results of microneedles with those of
condition 4, the following increases were obtained: 1.1 times
for J and Kp (for the first 7 h), and approximately 1.5 times
for the amount permeated to the receptor solution at 24 h,
as well as for the amount remaining in the skin. Significant
differences were found between condition 4 and micronee-
dles, for these two parameters with p <0.05. Furthermore,
comparing the results of skin pretreated with microneedles
vs the intact skin, an increase of almost 25 times in the total
amount permeated to the receptor at 24 h, without lag time,
was observed (with a two-fold increase in TEWL, according
to the results shown in Table 2). On the other hand, as more
AZT penetrated, the amount retained in the skin at the end
of permeation test increased on average 4.6 times (Table 1,
Fig. 4). From all the treatments studied, microneedle pre-
treatment was the best enhancer for this drug.

To achieve a therapeutic concentration in plasma of
0.3 pg/mL, some authors such as Kumar Narishetty & Pan-
chagnula [20] have calculated that a flux of 500 uygem ™ h™!
is required; others like Suwanpidokkul et al. [22] consider
a flux of 208 pgem~2 h~'. In any case, although the flux
obtained in this work by pretreating the skin with micronee-
dles or with sonophoresis, is far from the values reported
by these authors, it should be expected to further increase
the flux by: (i) Using a higher concentration of the drug;
(i1) modifying the application scheme of sonophoresis; (iii)
combining sonophoresis with some formulation contain-
ing chemical enhancers to achieve a synergistic effect; (iv)
formulating AZT in a transdermal delivery system with
microneedles, in order to promote the continuous passage
of the drug through the skin.

Scanning electron microscopy

Histological changes observed in the skin after ultrasound
treatment have been reported. In general, alterations in the

@ Springer

structure of the skin when applying ultrasound are related
to frequency, intensity, duty cycle, application time and,
of course, the animal model [32]. Microscopic techniques
such as scanning electron microscopy and transmission
electron microscopy have been used to reveal alterations
in the structure of the skin. In this work, the skin sur-
face was observed by scanning electron microscopy, in
order to determine any alteration visible in the skin by
this technique, when subjected to treatment with sono-
phoresis. Figure 5 shows the micrographs of two of the
tested conditions (Table 2): condition 8 (A=20%, c=0.5,
t=2 min) and condition 5 (A=100%, c=1.0, t=5 min).
Condition 8 presented the lowest increase in skin temper-
ature and one of the lowest TEWL values, while condition
5 presented the highest increase in skin temperature and
the highest TEWL value. According to this, it would be
expected that the treatment of the skin with sonophore-
sis would be reflected in a structural change of the skin
surface. As can be seen in Fig. 5A, the unexposed skin
presents a fairly smooth surface, while in the images of
the skin treated with sonophoresis the surface is no longer
very smooth, especially for condition 5, with an exposure
time of 5 min, 100% amplitude, and a continuous duty
cycle. Although in both cases it seems that the application
of ultrasound disrupts the outermost layer of the stratum
corneum, this is more evident for condition 5, which may
be related to the results of the increase in temperature
(approximately 9 °C) and the increase in TEWL (about
2.45 times relative to intact skin), as shown in Table 2.
However, although this latter condition might have fur-
ther promoted AZT transport through the skin, as already
mentioned, permeation studies were not carried out under
this condition, due to the great increase in the temperature
of the skin.

Other authors have studied the histological changes in the
skin when applying sonophoresis under different conditions
of intensity, duty cycle and treatment time. For example,
Yamashita et al. [43], found a total detachment of the stratum
corneum of mouse skin, as well as the formation of pores,
once the skin was exposed for 5 min to ultrasound of 48 kHz,
0.5 W/cm?; whereas in human skin, only slight clearing of
keratinocytes around the hair follicles was observed. Boucaud
et al. [44], reported epidermal detachment and edema of the
upper dermis when applying ultrasound with a frequency of
20 kHz, and an intensity of 5.2 W/cm? in pulsed mode; and
even second-degree burns with higher intensities, in in vitro
studies using full thickness human skin. These authors did
not find changes in the structure of the skin when applying
ultrasound with an intensity less than 2.5 W/cm?. The authors
attribute these effects mainly to the phenomenon of cavita-
tion and not to the increase in skin temperature. It is impor-
tant to keep in mind that the alterations in the skin caused
by sonophoresis are not limited only to visible alterations
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Fig.5 Micrographs of pigskin obtained by SEM. A) Intact skin
(untreated); B) skin pretreated with sonophoresis (A=20%, ¢=0.5,
t=2 min); C) skin pretreated with sonophoresis (A=100%, c=1.0,

on the surface of the skin. Other alterations that may occur
depending on the treatment scheme (i.e., application time,
duty cycle, intensity, frequency, etc.) include, for example,
lipid extraction, epidermal detachment and degeneration of
collagen fibers [33].

ATR-FTIR Spectroscopy

Infrared spectroscopy is one of the techniques widely used to
reveal the state of the skin’s permeability barrier and the effect
of absorption enhancers, both chemical and physical, on the
structure of membrane components (i.e., lipids and proteins).
In the present work, infrared spectra of skin treated with SLS
for 2 and 5 min, as well as with sonophoresis according to
the different conditions indicated in Table 2, were collected.
These spectra were compared with those obtained for intact
skin. The protein-related bands appearing near 1645 cm™!
(Amide I) and 1540 cm™' (Amide II) were analyzed; as well

b
T

SElI 15KV WD17mmSS40
Sa

ample May 18, 2017

>N

SEI 15KV WODISmS sS40 N 3
Sample : N

SE1 16RV WD 1 7mms sS40
S 4 .

t=5 min). Number 1 refers to a 100X magnification (the bar corre-
sponds to 100 um), and number 2 refers to a 350X magnification (the
bar corresponds to 50 um)

as the bands related to lipids, near 2920 cm~! and 2850 cm™!,
corresponding to the asymmetric and symmetric stretching
modes of the hydrophobic alkyl chains.

Figure 6(A) shows representative infrared spec-
tra of intact skin, skin treated with SLS for 5 min and
skin treated with sonophoresis according to condition 4
(Table 2). In Fig. 6(B) the ratio of the wavenumber of the
treated skin (with SLS or with sonophoresis)/wavenumber
of intact skin was plotted. Thus, a value of 1 indicates that
the position of these bands did not change when treating
the skin, while values other than 1 are associated with a
change in the wavenumber of the bands. In the case of
bands associated with lipids, spectral position provides
information of the acyl chain packing of the lipids, as well
as their conformational order, e.g., trans-gauche isomeri-
zation. It is generally assumed that a shift towards higher
frequencies is related to lipid disorder (higher proportion
of gauche isomers), which has been called "fluidization".
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Fig.6 (A) Representative
ATR-FTIR spectra for porcine
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A shift towards lower frequencies, on the other hand, is
indicative of a higher order in the membrane [45]. The
results in Fig. 6B show that with the exception of the
Amide II band, there was no shift in the rest of the bands.
The Amide II band showed shifts towards lower wavenum-
bers between 4 and 13 units, which some authors attribute

@ Springer

to changes in the secondary structure of proteins [46].
These shifts appear to be related to the increase in AZT
permeability. As already mentioned above, conditions 2
and 4 are those that presented the highest values of J, Kp
and total amount permeated (Table 1), being also among
those where the highest displacements of the Amide II
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band were observed. Therefore, the possibility that the
increase in permeability is associated with a modifica-
tion in the structure of the proteins, due to the effect of
sonophoresis, is not ruled out. Some authors also report
an increase in permeability, due to the extraction of inter-
cellular lipids as a result of cavitation, a phenomenon
reflected as a decrease in the area under the curve of the
bands. However, as stated by Alvarez-Roman et al. [47],
in the present work this was not demonstrated, since the
spectra correspond only to the outermost part of the stra-
tum corneum and not to the entire membrane.

Conclusions

AZT hardly permeates through intact skin, as a result of
its physicochemical properties. Pretreatment of the skin
with sonophoresis increased AZT transport, reducing sig-
nificantly the lag time, founding that an amplitude of 20%,
and an application time of 2 min, in continuous mode, pre-
sented the highest flux for the first 7 h, and also the highest
total amount permeated. The use of microneedles further
increased the flux and the total amount permeated, rela-
tive to sonophoresis. Although the results of this work are
encouraging in terms of promoting AZT transport through
the skin using sonophoresis or microneedles as permeation
enhancers, further studies must be carried out, consider-
ing the factors that affect their performance, in order to
achieve flux values that guarantee effective plasma concen-
trations. It is expected that the results obtained from this
study will be helpful in the development of an effective
system for the transdermal release of AZT.
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Acknowledgements The authors would like to thank Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) for the scholarship provided to
Martinez-Segoviano (ref. 270497).

Authors’ contributions Trene de Jesis Martinez Segoviano—Develop-
ment of all the experimental part. Analysis of results and manuscript
writing.

Adriana Ganem-Rondero—Proposal, administration of the pro-
ject and planning of activities. Analysis of results and revision of the
manuscript.

Data Availability Data available to those who request it.

Declarations

Consent to participate The authors confirm their participation in the
article.

Consent for publication The authors give their consent for the publica-
tion of the article.

Conflicts of interest On behalf of all authors, the corresponding author
states that there is no conflict of interest.

References

1. The Global HIV/AIDS Epidemic. In: Global Statistics. HIV.gov.
2020. https://www.hiv.gov/hiv-basics/overview/data-and-trends/
global-statistics. Date last updated: July 07, 2020.

2. Zidovudine C10H13N504 - PubChem — NIH, National Library of
Medicine, National Center for Biotechnology Information. https://
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Zidovudine, accessed
October 6, 2020.

3. Negromonte Azevedo L, de Alencar Ximenes RA, Monteiro P,
Ramos Montarroyos U, de Barros M-F. Factors associated to
modification of first-line antiretroviral therapy due to adverse
events in people living with HIV/AIDS. Brazilian J Infect Dis.
2020;24:65-72. https://doi.org/10.1016/j.bjid.2019.11.002.

4. Mulenga V, Musiime V, Kekitiinwa A, Cook AD, Abongomera
G, Kenny J, Chabala C, Mirembe G, Asiimwe A, Owen-Powell E,
Burger D, Mcllleron H, Klein N, Chintu C, Thomason MJ, Kityo
C, Walkert AS, Gibb DM. Abacavir, zidovudine, or stavudine as
paediatric tablets for African HIV-infected children (CHAPAS-3):
an open-label, parallel-group, randomised controlled trial. Infec-
tion. 2016;16:169-79. https://doi.org/10.1016/S1473-3099(15)
00319-9.

5. Sosnik A, Chiappetta DA, Carcaboso AM. Drug delivery systems
in HIV pharmacotherapy: What has been done and the challenges
standing ahead. J Controlled Release. 2009;138:2—15. https://doi.
org/10.1016/j.jconrel.2009.05.007.

6. Seki T, Kawaguchi T, Juni K. Enhanced delivery of zidovu-
dine through rat and human skin via ester prodrugs. Pharm Res.
1990;7:948-52. https://doi.org/10.1023/A:1015902024664.

7. Seki T, Kawaguchi T, Juni K, Sugibayashi K, Morimoto Y. Sus-
tained transdermal delivery of zidovudine via controlled release
of penetration enhancer. J Controlled Release. 1991;17:41-8.

8. Takmaz EA, Inal O, Baykara T. Studies on transdermal delivery
enhancement of zidovudine. AAPS Pharm Sci Tech. 2009;10:88—
97. https://doi.org/10.1208/s12249-008-9179-9.

9. Mundargi RC, Babu VR, Rangaswamy V, Aminabhavi TM. For-
mulation and in vitro evaluation of transdermal delivery of zido-
vudine-an anti-HIV drug. J Appl Polym Sci. 2011;119:1268-74.
https://doi.org/10.1002/app.30832.

10. Souza de Araujo GR, de Oliveira Porfirio L, Santos Silva LA,
Gomes Santana D, Ferreira Barbosa P, Pereira dos Santos C,
Narain N, Vitorino Sarmento VH, de Souza Nunes R, Ting E,
Moreira Lira AA. In situ microemulsion-gel obtained from bio-
adhesive hydroxypropyl methylcellulose films for transdermal
administration of zidovudine. Colloids Surf B. 2020;188:110739.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2019.110739.

11. Abu-Izza KA, Garcia-Contreras L, Lu DR. Preparation and evalu-
ation of sustained release AZT-loaded microspheres: optimization
of the release characteristics using response surface methodology.
J Pharm Sci. 1996;85:144-9.

12. Menezes Carvalho AL, da Silva JA, Moreira Lira AA, Freire Con-
ceicao TM, de Souza Nunes R, Cavalcanti de Albuquerque Junior
LC, Vitorino Sarmento VH, Bastos Leal L, Pereira de Santana D.
Evaluation of microemulsion and lamellar liquid crystalline systems
for transdermal zidovudine delivery. J Pharm Sci. 2016;105:2188-93.
https://doi.org/10.1016/j.xphs.2016.04.013.

13. Carvalho FC, Sarmento VHYV, Chiavacci LA, Barbi MS, Gremiao
MPD. Development and in vitro evaluation of surfactant systems
for controlled release of zidovudine. J Pharm Sci. 2010;99:2367—
74. https://doi.org/10.1002/jps.22005.

@ Springer

Journal : Large 40199 Article No : 402 Pages : 12

MS Code : 402

Dispatch : 29-5-2021 |

650
651

652

653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710


https://doi.org/10.1007/s40199-021-00402-y
https://www.hiv.gov/hiv-basics/overview/data-and-trends/global-statistics
https://www.hiv.gov/hiv-basics/overview/data-and-trends/global-statistics
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Zidovudine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Zidovudine
https://doi.org/10.1016/j.bjid.2019.11.002
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(15)00319-9
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(15)00319-9
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2009.05.007
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2009.05.007
https://doi.org/10.1023/A:1015902024664
https://doi.org/10.1208/s12249-008-9179-9
https://doi.org/10.1002/app.30832
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2019.110739
https://doi.org/10.1016/j.xphs.2016.04.013
https://doi.org/10.1002/jps.22005

71
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776

DARU Journal of Pharmaceutical Sciences

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31

32.

Lobenberg R, Araujo L, Kreuter J. Body distribution of azidothymi-
dine bound to nanoparticles after oral administration. Eur J Pharm
Biopharm. 1997;44:127-32.

Dembri A, Montisci MJ, Gantier JC, Chacun H, Ponchel
G. Targeting of 3’-azido 3’-deoxythymidine (AZT)-loaded
poly(isohexylcyanoacrylate) nanospheres to the gastrointes-
tinal mucosa and associated lymphoid tissues. Pharm Res.
2001;18:467-73.

Phillips NC, Tsoukas C. Liposomal encapsulation of azidothymi-
dine results in decreased hematopoietic toxicity and enhanced activ-
ity against murine acquired immunodeficiency syndrome. Blood.
1992;79:1137-43.

Garg M, Jain NK. Reduced hematopoietic toxicity, enhanced cel-
lular uptake and altered pharmacokinetics of azidothymidine loaded
galactosylated liposomes. J Drug Targeting. 2006;14:1-11. https://
doi.org/10.1080/10611860500525370.

Ruckmani K, Sankar V. Formulation and Optimization of Zidovu-
dine Niosomes. AAPS Pharm Sci Tech. 2010;11:1119-27. https://
doi.org/10.1208/s12249-010-9480-2.

Thomas NS, Panchagnula R. Transdermal delivery of zidovudine:
effect of vehicles on permeation across rat skin and their mechanism
of action. Eur J Pharm Sci. 2003;18:71-9.

Kumar Narishetty ST, Panchagnula R. Transdermal delivery of zido-
vudine: effect of terpenes and their mechanism of action. J Con-
trolled Release. 2004;95-367-79. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.
2003.11.022.

Kumar Narishetty ST, Panchagnula R. Effect of L-menthol and
1,8-cineole on phase behavior and molecular organization of SC
lipids and skin permeation of zidovudine. J Controlled Release.
2005;102:59-70. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2004.09.016.
Suwanpidokkul N, Thongnopnua P, Umprayn K. Transdermal deliv-
ery of zidovudine (AZT): The effects of vehicles, enhancers, and
polymer membranes on permeation across cadaver pig skin. AAPS
Pharm Sci Tech. 2004;5:1-8 (article 48).

Wearley L, Chien YW. Enhancement of the in vitro skin perme-
ability of azidothymidine (AZT) via iontophoresis and chemi-
cal enhancer. Pharm Res. 1990;7:34-40. https://doi.org/10.
1023/A:1015827307516.

Oh SY, Jeong SY, Park TG, Lee JH. Enhanced transdermal delivery
of AZT (Zidovudine) using iontophoresis and penetration enhancer.
J Controlled Release. 1998;51-161-8.

Habte G, Hymete A, Ismail A. Simultaneous separation and determi-
nation of lamivudine and zidovudine in pharmaceutical formulations
using the HPTLC method. Anal Lett. 2009;42:1552-70. https://doi.
org/10.1080/00032710902993852.

Jung ECh, Maibach HI. Animal models for percutaneous absorption.
J Appl Toxicol. 2015;35:1-10. https://doi.org/10.1002/jat.3004.
Mitragotri S. Sonophoresis: Ultrasound-Mediated Transdermal Drug
Delivery. In: Dragicevic N, Maibach HI, editors. Percutaneous Pen-
etration Enhancers Physical Methods in Penetration Enhancement.
Berlin Heidelberg: Springer Verlag; 2017. pp. 3—14. https://doi.org/
10.1007/978-3-662-53273-7.

Mitragotri S. Synergistic effect of enhancers for transdermal drug
delivery. Pharm Res. 2000;17:1354-9. https://doi.org/10.1023/a:
1007522114438.

Lavon I, Grossman N, Kost J. The nature of ultrasound-SLS syner-
gism during enhanced transdermal transport. J Controlled Release.
2005;107:484-94. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2005.06.011.
Inactive Ingredient Search for Approved Drug Products. U.S. Food
& Drug Administration. http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/
iig/index.cfm. Accessed November 5, 2020.

Machado M, Salgado TM, Hadgraft J, Lane ME. The relationship
between transepidermal water loss and skin permeability. Int J Pharm.
2010;384:73-7. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2009.09.044.
Lavon I, Kost J. Ultrasound and transdermal drug delivery DDT.
2004;9:670-6.

@ Springer

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Machet L, Boucaud A. Phonophoresis: efficiency, mechanisms and
skin tolerance. Int J Pharm. 2002;243:1-15.

Seto JE, Polat BE, Lopez RFV, Blankschtein D, Langer R. Effects of
ultrasound and sodium lauryl sulfate on the transdermal delivery of
hydrophilic permeants: Comparative in vitro studies with full-thick-
ness and split-thickness pig and human skin. J Controlled Release.
2010;145:26-32. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.03.013.
Dragicevic N, Atkinson JP, Maibach HI. Chemical penetration
enhancers: Classification and mode of action. In: Dragicevic
N, Maibach HI, editors. Percutaneous Penetration Enhancers.
Chemical Methods in Penetration Enhancement. Berlin Heidel-
berg: Springer Verlag; 2015. pp. 11-27. https://doi.org/10.1007/
978-3-662-47039-8.

Pinon-Segundo E, Nava-Arzaluz MG, Ganem-Rondero A. Effect
of the Use of Chemical Enhancers Combined with Sonophoresis,
Electroporation, or Microneedles on Transdermal Drug Delivery.
In: Dragicevic N, Maibach HI, editors. Percutaneous Penetration
Enhancers Physical Methods in Penetration Enhancement. Berlin
Heidelberg: Springer Verlag; 2017. pp. 399-419. https://doi.org/10.
1007/978-3-662-53273-7.

Wolloch L, Kost J. The importance of microjet vs shock wave for-
mation in sonophoresis. J Controlled Release. 2010;148:204—11.
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.07.106.

Pelucio-Lopes C, Machet L, Vaillant L, Lethiecq M, Furet Y, Pourcelot
L, Lorette G. Phonophoresis of azidothymidine (AZT). Int J Pharm.
1993;96:249-52. https://doi.org/10.1016/0378-5173(93)90234-7.
Mitragotri S. Devices for overcoming biological barriers: The use
of physical forces to disrupt the barriers. Adv Drug Deliver Rev.
2013;65:100-3. https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.07.016.
Nava-Arzaluz MG, Calderén-Lojero I, Quintanar-Guerrero D,
Villalobos-Garcia R, Ganem-Quintanar A. Microneedles as
transdermal delivery systems: Combination with other enhancing
strategies. Curr Drug Deliv. 2012;9:57-73. https://doi.org/10.2174/
156720112798376078.

Ita K. Transdermal delivery of drugs with microneedles: Strategies
and outcomes. J Drug Deliv Sci Tec. 2015;29:16-23. https://doi.org/
10.1016/j.jddst.2015.05.001.

Nagarkar R, Singh M, Nguyen HX, Jonnalagadda S. A review of
recent advances in microneedle technology for transdermal drug
delivery. J Drug Deliv Sci Tec. 2020;59:101923. https://doi.org/10.
1016/j.jddst.2020.101923.

Yamashita N, Tachibana K, Ogawa K, Tsujita N, Tomita A. Scan-
ning electron microscopic evaluation of the skin surface after ultra-
sound exposure. Anat Rec. 1997;247:455-61.

Boucaud A, Montharu J, Machet L, Arbeille B, Machet MC,
Patat F, Vaillant L. Clinical, histologic, and electron microscopy
study of skin exposed to low-frequency ultrasound. Anat Rec.
2001;264:114-9.

Bernal-Chavez SA, Pérez-Carreto LY, Nava-Arzaluz MG, Ganem-
Rondero A. Alkylglycerol derivatives, a new class of skin penetra-
tion modulators. Molecules. 2017;22(185):1-11. https://doi.org/10.
3390/molecules22010185.

Brancaleon L, Bamberg MP, Kollias N. Spectral differences between
stratum corneum and sebaceous molecular components in the mid-
IR. Appl Spectrosc. 2000;54:1175-82. https://doi.org/10.1366/
0003702001950742.

Alvarez-Roméan R, Merino G, Kalia YN, Naik A, Guy RH. Skin
permeability enhancement by low frequency sonophoresis: Lipid
extraction and transport pathways. J Pharm Sci. 2003;92:1138-46.
https://doi.org/10.1002/jps.10370.

Publisher’s Note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

| Journal : Large 40199 Article No : 402 Pages : 12

MS Code : 402

Dispatch : 29-5-2021

777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836

837
838

839


https://doi.org/10.1080/10611860500525370
https://doi.org/10.1080/10611860500525370
https://doi.org/10.1208/s12249-010-9480-2
https://doi.org/10.1208/s12249-010-9480-2
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2003.11.022
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2003.11.022
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2004.09.016
https://doi.org/10.1023/A:1015827307516
https://doi.org/10.1023/A:1015827307516
https://doi.org/10.1080/00032710902993852
https://doi.org/10.1080/00032710902993852
https://doi.org/10.1002/jat.3004
https://doi.org/10.1007/978-3-662-53273-7
https://doi.org/10.1007/978-3-662-53273-7
https://doi.org/10.1023/a:1007522114438
https://doi.org/10.1023/a:1007522114438
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2005.06.011
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.cfm
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.cfm
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2009.09.044
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.03.013
https://doi.org/10.1007/978-3-662-47039-8
https://doi.org/10.1007/978-3-662-47039-8
https://doi.org/10.1007/978-3-662-53273-7
https://doi.org/10.1007/978-3-662-53273-7
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.07.106
https://doi.org/10.1016/0378-5173(93)90234-7
https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.07.016
https://doi.org/10.2174/156720112798376078
https://doi.org/10.2174/156720112798376078
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2015.05.001
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2015.05.001
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2020.101923
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2020.101923
https://doi.org/10.3390/molecules22010185
https://doi.org/10.3390/molecules22010185
https://doi.org/10.1366/0003702001950742
https://doi.org/10.1366/0003702001950742
https://doi.org/10.1002/jps.10370

Journal: 40199
Article: 402

Author Query Form

Please ensure you fill out your response to the queries raised below and return this form along

with your corrections

Dear Author

During the process of typesetting your article, the following queries have arisen. Please check your typeset proof
carefully against the queries listed below and mark the necessary changes either directly on the proof/online grid or in the
‘Author’s response’ area provided below

Query | Details Required Author’s Response
AQl Figure 1, 2 and 6 are blurred image. Please provide replacement. We prefer
replacement figures containing vector/editable object rather than embed images.
Preferred formats are eps,ai,and pdf.
AQ2 Please check the Changes, and correct if necessary.
AQ3 Please check the Changes, and correct if necessary.
Journal : Large 40199 Article No : 402 Pages : 1 MS Code : 402 Dispatch : 29-5-2021




	Portada
	Resumen
	Índice
	Resumen
	1. Antecedentes Teóricos
	2. Planteamiento del Problema
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Congresos   9. Artículo
	10. Anexos
	11. Referencias

