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Introduccion y objetivos

En los ultimos afios, los conocimientos acerca de la estructura y funciones de la piel
han progresado significativamente. La piel es un 6rgano complejo que protege al huésped
de su ambiente y, al mismo tiempo, permite la interaccién del organismo con el ambiente
circundante. Es mucho mas que un escudo estitico e impenetrable contra las agresiones
externas. La piel es una estructura dinamica y compleja integrada por células, tejidos y
elementos de la matriz extracelular que median una variedad de funciones como ser barrera
fisica de permeabilidad, proteger contra los agentes infecciosos y la luz ultravioleta, reparar
heridas, la termorregulacion, 6rgano sensorial y delimitar la apariencia fisica externa. Estas
diferentes funciones de la piel estan influidas por una o varias de sus principales regiones.
Mientras que la epidermis y su capa mas exterior, el estrato cérneo, constituyen una gran
parte de la barrera fisica que proporciona la piel, la integridad estructural de la misma esta

constituida principalmente por la dermis y la hipodermis.

La barrera cutanea es el primer obstaculo que tiene que superar una sustancia
aplicada en la piel para poder acceder a los tejidos vitales. Por lo general no permite que
ninguna sustancia difunda con facilidad; sin embargo, casi todas las moléculas se absorben
en cierta medida. Con la aplicaciéon de una sustancia en la piel se pretende obtener un

efecto puramente estético o especificamente terapéutico. Si se considera la segunda
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alternativa, la respuesta a la aplicacion topica de un fairmaco surge de acontecimientos que

dependen de las propiedades del farmaco y del organismo.

En la actualidad, la piel ya no se considera una barrera inaccesible al paso de
farmacos, sino una membrana con permeabilidad selectiva. Este concepto ha influido
directamente en la preparacién de formulaciones dermatolégicas y ha establecido las bases
para el empleo de la piel como una via de administraciéon de preparaciones con efectos
sistémicos, dando lugar al desarrollo de nuevas formas farmacéuticas que presentan
importantes ventajas. Entre éstas podemos destacar a los sistemas terapéuticos de
administracion transdérmica (STAT) cuyo fundamento comun es la liberaciéon controlada
de farmacos, que hace que el paciente reciba de forma continua una determinada cantidad
de principio activo, manteniendo niveles sanguineos constantes, lo que supone grandes
ventajas para el paciente. De hecho, se encuentran comercializados STATs de farmacos
con fentanilo, nicotina, escopolamina, testosterona, estradiol (con o sin levonogestrel),
nitroglicerina, clonidina, rivastigmina, oxibutinina, lidocaina o diclofenaco (Banga, 2011;
Roberts y Walters, 2008; Walters, 2002). Algunos de ellos se pueden incluso emplear en la
poblacién infantil y adolescente, como la nicotina para el tratamiento del sindrome
neurolégico de Tourette (Shytle y col., 2002) o el fentanilo para la prevencién del sindrome
iatrogénico de abstinencia a opiaceos y control a largo plazo del dolor crénico grave en
nifios que estén recibiendo tratamiento con opioides (Johnson y col., 2010) o para aliviar el
dolor en cuidados paliativos (Hunt y col., 2001; Paut y col., 2000). Asimismo, se han
desarrollado sistemas especificos para la poblacion infantil como el de metilfenidato para el
tratamiento del trastorno de hiperactividad y falta de atencién en la infancia (Ashkenasi,

2011).

El trabajo que se describe en la presente memoria forma parte de un amplio
proyecto de investigacion financiado por el Instituto de Salud Carlos IIT del Ministerio de
Sanidad y Consumo (PI060108) y la Universidad CEU Cardenal Herrera (PRCEU-
UCH34/10), cuyo objetivo es desatrollar sistemas terapéuticos de administracién
transdérmica que puedan ser empleados en el tratamiento de la migrafa. Para ello, parte de
dicho estudio se ha realizado en colaboracién con la University of Bath (Reino Unido) en el
Department of Pharmacy & Pharmacology de la Faculty of Science de dicha Universidad,
gracias a la ayuda concedida por la Universidad CEU Cardenal Herrera para la realizacion

de Estancias Predoctorales en centros de investigacién nacionales o extranjeros.
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La migrafia, trastorno cronico que cursa con dolor de cabeza, figura entre las
enfermedades neurolégicas mas frecuentes en los ultimos afos (Pistoia y col., 2013; Pozo-
Rosich, 2012), afectando a un importante porcentaje de la poblacion. Segun la frecuencia e
intensidad de las crisis migrafiosas, se recomienda el empleo de farmacos para la
prevencion, tales como los beta-bloqueantes, o una terapia especifica para el tratamiento
sintomatico como son los agonistas de receptores 5-HT; de la serotonina (Evers y col,

2011; GECSEN, 2000).

El nadolol y propranolol, los dos farmacos beta-bloqueantes elegidos en este
estudio, se mantienen en la terapia preventiva como primera eleccioén, debido a su elevada
eficacia y baja incidencia de efectos secundarios (Pascual, 2001; Pringsheim y col., 2012).
Asimismo, se ha elegido un tercer fairmaco, el almotriptan, un agonista selectivo de los
receptores de serotonina, cada vez mas utilizado en el tratamiento sintomatico por su
tolerancia y eficacia. Su perfil de seguridad perfectamente establecido le ha permitido
obtener la aprobacién por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento de
migrafia en adolescentes y nifios (Diaz-Insa y col,, 2011; Rob Harris, 2009). Estos tres
farmacos se comercializan en el mercado farmacéutico como preparados orales con bajas
biodisponibilidades debido a diversas causas: efecto de primer paso hepatico y absorcion

incompleta en el tubo digestivo (Florez, 2008).

Por ello, como hipétesis de partida se plante6 la posibilidad de utilizar la via
transdérmica para el tratamiento preventivo y agudo de la migrafia. En este sentido, vias de
administracion de medicamentos como la transdérmica son relativamente novedosas y
susceptibles de ser empleadas en la administracion de una gran variedad de principios
activos como pueden ser los beta-bloqueantes y los triptanes. Ademas, en las ultimas
décadas, la via transdérmica de administracion de farmacos ha demostrado ser una

alternativa valida frente a otras vias de administracion, como la oral o la parenteral.

Fundamentandonos en estas consideraciones, el objetivo general de este trabajo es
el desarrollo de dos formas farmacéuticas alternativas a las ya existentes que permitan
utilizar la via de administracion transdérmica para el tratamiento preventivo y agudo de la
migrafia, patologia que se destaca por ejercer un impacto negativo sobre la calidad de vida
de la persona que la padece. La apariciéon de una forma de administracion transdérmica de
nadolol y/o propranolol (prevencion de las crisis) y almotriptan (supresor de los ataques)

supondria una administraciéon no traumatica del farmaco y podria mejorar el tratamiento de
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la migrana de un modo notable. Por una parte supondria un aumento de la
biodisponibilidad respecto a las formas farmacéuticas orales, por otra incrementaria la
aceptacion del tratamiento por parte del paciente crénico facilitando la tolerancia y

adherencia del paciente al mismo.

En la actualidad, las investigaciones en el campo de la administracion transdérmica
se centran en la busqueda de procedimientos que permitan mejorar el paso de sustancias a
través de la piel (Rizwan y col., 2009; Subedi y col., 2010). Ello se debe a que la mayoria de
los farmacos destinados a ser administrados via transdérmica deben cumplir una serie de
caracterfsticas bastante restrictivas. Estas sustancias deben poseer una elevada actividad
intrinseca asi como, un paso favorable a través de la piel para que mediante su aplicacioén en
forma de sistema transdérmico se alcancen niveles terapéuticos eficaces. Sin embargo,
debido a que estos requerimientos no los presentan todos los farmacos, es importante
intentar incrementar la penetracién de los farmacos a través de la piel reduciendo la funcién
barrera del estrato cérneo. Entre las estrategias promotoras destacan el empleo de
sustancias quimicas de diversa naturaleza, conocidas por su excelente capacidad de alterar
las propiedades de barrera de la piel, y por tanto actuar como promotores de la absorcién
transdérmica (Barry 1987; Hadgraft y Walters, 1992); asi como la iontoforesis, método
fisico no invasivo, que produce un aumento en la absorcién transdérmica de farmacos al

aplicar una pequefia corriente eléctrica durante un periodo de tiempo relativamente corto

(Guy y col., 2000; Nanda y col., 20006).

Dado que la mayoria de técnicas de promocién de la absorcion transdérmica de
farmacos comprometen, en mayor o menor medida, la funcién barrera de la piel, se
requiere una evaluacion de la reversibilidad de sus efectos sobre la misma. En este sentido,
la dermatofarmacocinética permite cuantificar el farmaco en el estrato cérneo, determinar
los parametros farmacocinéticos del farmaco que difunde a su través e investigar la
integridad del estrato cérneo mediante la cuantificacion del mismo (Escobar-Chavez y col.,

2008; Russell y col., 2008).

Por lo tanto, puesto que se trata de estudiar la absorciéon transdérmica de tres
farmacos, dos farmacos anilogos beta-bloqueantes y el almotriptin por otra parte, el

trabajo se ha planteado con los siguientes objetivos concretos:
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1. Conocer la absorcion intrinseca z vitro del nadolol e hidrocloruro de propranolol a
través de la piel utilizando como modelo de membrana piel de cerdo, con el fin de
evaluar la posibilidad de su administracién transdérmica y disefiar una posible

formulacién. Con este fin, se pretende:

a.  Desarrollar y validar dos métodos analiticos, rapidos y sencillos, capaces de
cuantificar ambos beta-bloqueantes presentes en las muestras procedentes de

los ensayos de difusion transdérmica.

b. Estudiar las estrategias para incrementar la absorcién transdérmica de los

farmacos (promotores quimicos e iontoforesis).

c.  Determinar los parametros dermatofarmacocinéticos en  diferentes
condiciones experimentales, con la finalidad de caracterizar su paso a través
del estrato cérneo y determinar la funcién barrera de la piel cuando se
produce la difusion transdérmica del nadolol y propranolol, y completar asi la

evaluacion de la absorcion transdérmica de ambos farmacos.

2. Estudiar 7 vitro la viabilidad de una administracion iontoforética del antimigrafioso
malato de almotriptan, as{ como identificar aquellas variables que controlan su

electrotransporte.






Antecedentes

1. La migrafia

La cefalea o dolor de cabeza es una de las patologfas mas frecuentes en la practica
clinica y motivo principal de las consultas neuroldgicas (Friedman y Lipton, 2011; Steiner,
2013). En muchos casos obliga al paciente a abandonar su trabajo y limita sus actividades
familiares y sociales, provocando ademas absentismo laboral. Segun un estudio
epidemiolégico reciente, mas del 80% de la poblacion mundial refiere haber tenido cefalea
en algin momento de su vida y el 64% sufre cefalea crénica de algun tipo (Manzoni y col.,
2010). En este contexto, la migrafia, un tipo de cefalea, destaca por su frecuencia y por el
impacto negativo que ejerce sobre la calidad de vida de la persona que la padece (Lantéri-
Minet y col., 2011; Pistoia y col., 2013). Asimismo, su prevalencia aumenta con la edad,
afectando a un importante porcentaje de la poblacién, de hecho, una de cada cinco
personas la padece (Benemei y col., 2009; Pozo-Rosich, 2012). En nuestro pafs, se estima
que afecta aproximadamente a un 12.6% de la poblacién, siendo de 2 a 4 veces mas

frecuente en la mujer que en el hombre (Matias-Guiu y col.,, 2011).
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Clasificacion de las cefaleas

El Comité de Clasificacién de la Sociedad Internacional de Cefaleas establece una
clasificaciéon aceptada y de obligada referencia en la actualidad, ICHD-II (Headache

Classification Subcommitte of the International Headache Society, 2004).

Segun el perfil temporal y el origen, la ICHD-II divide el dolor de cabeza en
cefaleas primarias, secundarias y en neuralgias craneales, contemplando 14 grupos de dolor
de cabeza (tabla 1) que, a su vez, se dividen en diferentes subgrupos (clasificacion

jerarquica).

Clasificacion Internacional de las Cefaleas

Cefaleas primarias
1. Migrafia
2. Cetalea tensional
3. Cefalea en racimos y otras cefaleas trigémino-autonémicas
4. Otras cefaleas primarias

Cefaleas secundarias, atribuidas a
5. Traumatismo craneal, cervical o ambos
6. Trastorno vascular craneal o cervical
7. ‘Trastorno intracraneal no vascular
8. Administracién de una sustancia o supresioén de la misma
9. Infeccion.
10. Trastorno de la homeostasis.
11. Trastorno del craneo, cuello o estructuras faciales-craneales
12. Trastorno psiquitrico

Neuralgias, dolor central y facial primario y otras cefaleas
13. Neuralgias craneales y causas centrales de dolor facial
14. Otros tipos de cefalea, neuralgia craneal y dolor facial central o primario

Tabla 1. Clasificacién Internacional de las Cefaleas ICHD), 2* edicién.

Las cefaleas primarias (tabla 2), suponen el 95% de los dolores de cabeza. Entre
ellas, las mas prevalentes son la cefalea por tension (47.5%) y la migrana (24.5%). Las

cefaleas secundarias sin embargo representan sélo el 5% restante.



Antecedentes 9

Cefaleas primarias

Migrafia Por tension En racimos
Edad de inicio Desde la pubertad Cualquier edad 20-40 afios
Duracion 4 horas-3 dias de horas a varios dias 15-100 minutos
. 1 vez/afo 1 vez/mes .
Frecuencia / ! / 1 vez/dia
2 veces/semana 15 dias/mes
Prevalencia Mujer>Hombre Mujer>Hombre Hombre>Mujer
Intensidad Moderado-Intenso Moderado Muy intenso
Localizacion ‘,‘
, , .. . Rojez ocular
Sintomas Nauseas, vomitos, fotofobia, . , ) .
. s . Posibles niuseas lagrimeo, rinorrea,
asociados sensibilidad al ruido ; .
parpados caidos
Caracteristicas .. . Dolor en Nocturno
] Se agrava con actividad fisica , . o
asociadas musculos faciales principalmente

Tabla 2. Caracteristicas de las cefaleas primarias.
Imagenes reproducidas de www.adamimages.com.

La migrafia es un sindrome de prevalencia familiar y es la cefalea que mas
trastornos produce a nivel social, econémico y psicolégico. Se trata de una patologia que
afecta al paciente hasta tal punto que en la mayoria de los casos debe abandonar su
actividad social y laboral. Por ello, a fin de realizar un correcto tratamiento y obtener un
buen control de las crisis migrafiosas es importante conocer las formas clinicas en las que

puede aparecer.

A continuacién, la tabla 3 expone la clasificacién internacional de las migrafias
(ICHD-II), segin su presentacion clinica y los conocimientos actuales de los procesos
fisiopatolégicos subyacentes. En general, las migranas se clasifican en dos grupos segin la
presencia o ausencia de aura; la migrafia sin aura conocida como migrafia comun es la mas
frecuente (75% de los pacientes) y la migrafia con aura (migrana clasica) constituye un 20%

de los casos.


http://www.adamimages.com/
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Clasificacion de las Migrafas

Migrafia sin aura
Migrafia con aura
Aura tipica con cefalea migrafiosa
Aura tipica con cefaleas primarias
Aura tipica sin cefalea
Migrafia hemipléjica familiar
Migrafia hemipléjica esporadica
Migrafia basilar
Sindromes periddicos de la infancia que son precursores de la migrafia
Voémitos ciclicos
Migrafia abdominal
Vértigo paroxistico benigno de la infancia
Migrafia retiniana
Complicaciones de la migrafia
Migrafa cronica
Estatus migrafioso
Aura persistente sin infarto
Infarto migrafioso
Crisis epiléptica
Vértigo paroxistico benigno de la infancia
Migrafia probable

Tabla 3. Clasificacién segun la International Headache Society (2004).

Fisiopatologia de la migrafia

El ataque de migrafia es un trastorno desencadenado por mdltiples factores:
psicolégicos (estrés), ambientales (calor, luz, ruido y estimulos sensoriales fuertes),
hormonales (menstruacion), dietéticos (alcohol y tabaco), falta de suefio, actividad fisica,
tarmacos (cafeina, anticonceptivos, nitroglicerina, etc.) y cambios neuroquimicos o
neuroendocrinos (Pascual, 2001). Sin embargo, la patologia de la migrafia parece estar
mediada por una via comun, la activacién del sistema trigémino-vascular en el sistema

nervioso central (Goadsby, 2009).

Dilatacion
Vasos

Gesencadenante — Activacion del trigémino . 10,macién neurogénih

(liberacién de neuropéptidos)

intracraneales

Liberacién factores
proinflamatorios
(bradicinina, histamina)

v

Sensibilidad de fibras nerviosas
Transmision del dolor
Disminucién del umbral

Figura 1. Fisiopatologia del proceso migrafioso.
Imagen obtenida de www.adamimages.com.
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Los fenémenos de inflamacién y vasodilatacion, estin regulados por el
neurotransmisor serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT). Dicho transmisor presenta dos
subtipos de receptores que permiten un control del dolor, el subtipo 5-HT1s localizado en
los vasos sanguineos de las meninges y cuya activacién revertira la vasodilatacion y el

5-HT'p situado a nivel del nervio trigémino responsable del control de la inflamacién.

Una crisis de migrafia se suele presentar en cuatro fases (Cady, 2008; Pascual y

Castro, 1998).

Las tres fases de una crisis de migrafia.
Duracion de la cefalea (4-72 horas)

Leve Moderada Intensa

Buen momento pam

iniciar tratamiento™®

T ]

INICIO FIN

* Si fuera necesario
Figura 2. Fases de la migrafia. Imagen adaptada (Cady, 2008).

- . Consiste en un periodo aproximado de 24 horas, previo al
dolor de cabeza, en el que aparecen una serie de sintomas precoces que deben considerarse
como una sefial del inminente inicio de la crisis. Entre los sintomas emocionales destacan
los cambios en el estado de animo, cansancio, euforia, reduccion del nivel de alerta,
sensacion de inquietud e irritacion y dificultad para la concentracion. También se presentan
algunos sintomas fisicos en esta fase de precefalea: dolor y tensién muscular, retencién de
liquidos, bostezos repetitivos, ansia de comer, sensibilidad a la luz, ruidos u olores y

congestion nasal.

= Aura. Una de cada cinco personas puede tener sintomas de "aura" durante la

migrafia. Puede alterar el equilibrio, la coordinacién muscular, las sensaciones, el lenguaje o
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la visién y durar desde minutos a una hora. Aparecen sintomas de diversa indole como
neurolégicos focales: fotopsias (sensacion de chispas o relampagos), teicopsias (sensaciones
visuales de centelleo), escotoma (ausencia de visién en un punto) o hemianopsia (pérdida
de vision transitoria en la mitad de ambos campos visuales). También pueden aparecen

sintomas de tipo sensitivo o motor.

= Fase de cefalea. Parte central de la migrafia, en la que el sintoma importante es
la cefalea. Es consecuencia de la activacion del sistema trigémino-vascular que provoca una
reaccioén inflamatoria que dilata las arterias de las meninges provocando la sensacion de
pulsatilidad tipica del dolor migranoso (figura 1). Ademas de la cefalea, el paciente suele

experimentar nauseas, vomitos y aversion a luces brillantes, ruidos y olores intensos.

g . Se inician unos sintomas emocionales como cambios en el
estado de animo, depresion, un comportamiento euférico debido al cese de los sintomas,
reduccion del nivel de alerta, cansancio, dificultades cognitivas y miedo a la reaparicion de
la cefalea. A su vez, el paciente presenta unos sintomas fisicos tales como mareo, debilidad,
rigidez en el cuello, lentitud de movimientos corporales, dolor ocular, sensibilidad a la luz,

trastornos visuales, temblores y dolor toracico.

Tratamiento farmacolégico

Las recomendaciones establecidas en la Gufa oficial del Grupo de Estudio de
Cefalea de la Sociedad Espafola de Neurologia (GECSEN, 2006), indican que segin la
frecuencia de apariciéon de las crisis y su intensidad, se recomendara un tratamiento
preventivo o profilactico cuyo objetivo es reducir la frecuencia, gravedad y duracién de los
ataques O una terapéutica sintomatica o supresora de la crisis. La tabla 4 muestra un

resumen de farmacos empleados en la migrafia (Evers y col.,, 2011).



Antecedentes

Farmacos utilizados en el tratamiento de la migrana

Preventivo

Beta-bloqueantes
Propranolol
Nadolol

Atenolol
Metoprolol

Calcio-antagonistas
Flunarizina
Nicardipino
Nimodipino
Verapamilo

Antiserotoninérgicos
Pizotifeno

Metisergida
Cicloheptadina

Antidepresivos triciclicos
Amitriptilina

Imipramina

Fluoxetina

Neuromoduladores
Valproato sédico
Topiramato
Lamotriginina

Sintomatico

Analgésicos y AINES
Paracetamol

Acido acetilsalicilico
Naproxeno
Ibuprofeno
Ketoprofeno

Acido mefenamico

Antieméticos
Metoclopramida
Domperidona

Ergotaminicos
Tartrato de ergotamina
Dihidroergotamina

Triptanes
Sumatriptan
Almotriptan
Zolmitriptan
Naratriptan
Frovatriptan
Rizatriptan
Eletriptan

Tabla 4. Farmacos empleados en la migrana.

1. Tratamiento preventivo

13

Este tratamiento profilactico aunque no es curativo mejora la calidad de vida de los

pacientes. Se recomienda en monoterapia y durante un periodo de tiempo prolongado,

entre 3 a 8 meses (MacGregor y Wikinson, 1999; Pascual, 2001; Pringsheim y col., 2012).

La indicacién de un tratamiento pautado de forma mantenida para evitar la

presentacion de crisis de migrana es cada vez mas usada en la actualidad y ésta puede evitar

el desarrollo de muchas de las complicaciones evolutivas de la migrafia (Abrams, 2013). La

tabla 5 recoge las indicaciones y situaciones en las que, segin el Grupo de Estudio de

Cefaleas de la Sociedad Espafiola de Neurologia, es recomendable iniciar tratamiento

preventivo en pacientes que sufren migrafia.
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La eleccion de un farmaco para la medicacion profilactica se basa en el
conocimiento preciso del paciente y las crisis que padece, por un lado, y de los efectos

colaterales y riesgos del medicamento a emplear.

Tratamiento preventivo
Indicaciones y situaciones recomendadas

- Cirisis con recurrencia del dolor o intensas y prolongadas

- Frecuencias de crisis supetior a 3-4/mes

- Pacientes con contraindicaciones para el tratamiento sintomatico

- Por efectos adversos de los sintomaticos

- Por razones de coste (tratamientos sintomaticos caros)

- Cuando existe riesgo de abuso de farmacos o ya presente

- Cuando el control de la crisis no es bueno a pesar de tratamiento adecuado

Tabla 5. Indicaciones y situaciones para la prevencion segin la Sociedad Espafiola de Neurologia.

Con dicho fin se emplean farmacos beta-bloqueantes, calcio-antagonistas,
antidepresivos, antiepilépticos y antiserotoninérgicos entre otros (Evers y col, 2011;

Florez, 2008; Liafio, 1995; Pascual, 2012; Zarranz, 2003) (véase tabla 4).

Farmacos beta-bloqueantes. Son farmacos con acciéon bloqueante de los
receptores beta-adrenérgicos que han tenido gran impacto y se mantienen en la terapia
preventiva como primera eleccion, debido a su alto nivel de eficacia y baja incidencia de
efectos secundarios (Pringsheim y col.,, 2012). Son especialmente adecuados cuando se
asocian sintomas de ansiedad o estrés, en pacientes hipertensos y en los pacientes que
ademas presenten temblor o hipertiroidismo. Ademads, un reciente trabajo implanta a estos
farmacos como primera eleccion en la prevenciéon de ascitis durante la descompensacion
provocada por cirrosis (Northup y Henry, 2012). Por el contrario, no deberan emplearse en
enfermos con antecedentes de asma bronquial, enfermedad de Raynaud, insuficiencia y/o
bloqueos cardiacos o diabetes. Su acciéon antimigrafiosa fue descubierta al observarse la
reduccion en la frecuencia de las crisis migrafiosas en pacientes tratados por insuficiencia
coronaria con propranolol. Esta actividad también se ha confirmado para el nadolol, y con
menor eficacia para el atenolol y metoprolol. En la tabla 6 se muestran las caracteristicas

farmacocinéticas de estos farmacos.
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Propiedades farmacocinéticas de beta-bloqueantes

Dosis 6pfima Biodisponibilidad T méx (h) Vi'da Metat.)olitos
(mg/dia) (%) media (h) activos
Propranolol 40-160 ~30 1-3 5 +
Nadolol 40-120 33 1-4 14 -
Atenolol 50-100 60 2-4 9 -
Metoprolol 100-200 50 0.5-2 4 +

Tabla 6. Caracteristicas farmacocinéticas y petfil de eficacia de los beta-bloqueantes, por via oral,
empleados en la profilaxis de la migrana.

Nadolol y propranolol son antagonistas no selectivos de los receptores beta-
adrenérgicos. El mecanismo de accion se centra en la competicion con la noradrenalina por
los receptores 3. Ambos farmacos interaccionan de forma competitiva y con igual afinidad
con los receptores f31, receptores postsinapticos que se localizan sobre todo en corazén
cuya activaciéon provoca incremento de la fuerza y velocidad de contraccion del corazén,
relajacion del aparato gastrointestinal, agregacion plaquetaria y secreciéon de amilasa por
parte de las glandulas salivales; y B3>, mayoritariamente postsinapticos localizados en vasos,
bronquios y musculo esquelético e higado principalmente cuya activacién provoca
vasodilatacién, broncodilatacion, relajacion de musculos e inhibicion de la liberacién de
histamina por los mastocitos. El nadolol y propranolol bloquean el aumento de flujo
sanguineo disminuyendo la inflamacién, entre las que se encuentra la inflamacion
neurogénica producida en el proceso de migrafia (Andersson y Vinge, 1990; Sudilovsky y
col,, 1987). Estos dos farmacos beta-bloqueantes no presentan cardioselectividad ni
actividad simpaticomimética intrinseca (Ramirez-Gonzalez, 2008). Sin embargo, el nadolol

es tres veces mas potente que el propranolol (Abad-Santos y col., 2008).

El nadolol se comercializa mediante comprimidos orales con dosis de 20, 40 y
80 mg. En Espafia, la especialidad farmacéutica se encuentra bajo el nombre de Solgol del
laboratorio Sanofi Aventis (40 y 80 mg). Por otra parte, el hidrocloruro de propranolol se
encuentra disponible en diferentes formas farmacéuticas de administracién oral: capsulas
(60, 80, 120 y 160 mg) y comprimidos (10, 20, 40, 60 y 80 mg), asi como en administraciéon
intravenosa mediante inyeccién (1 mg/mlL). En Espafia, éste se comercializa bajo el
nombre de Sumial de AztraZeneca Espafa, en comprimidos recubiertos con pelicula (10 y
40 mg), capsulas duras de liberacién prolongada (160 mg) y en solucién inyectable

(1 mg/ml) (Martindale, 2011).
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El nadolol es un farmaco que, al igual que los bloqueantes de los receptores
adrenérgicos, es bien tolerado y sus efectos adversos son leves. Se utiliza en el tratamiento
de la hipertension, arritmias y anginas de pecho, aunque también se emplea en el control
del hipertiroidismo asi como en el sangrado de varices esofagicas y en el tratamiento
profilactico de la migrafia. Un reciente estudio comparativo entre diversos farmacos
preventivos, establece que el nadolol es un farmaco muy bien tolerado por los pacientes

migrafiosos, ademas de ser muy eficaz clinicamente (Gracia-Naya y col., 2012).

La administracién del nadolol se realiza via oral. Se absorbe de forma incompleta en
el tubo digestivo, con una biodisponibilidad oral entre el 25-35%. Cuando se administra
con alimentos se reduce la variabilidad interindividual y en estos casos la biodisponibilidad
puede disminuir un 20%. Tras una administracién oral de 80 mg de nadolol, la
concentracioén plasmatica maxima es de 69 ng/mlL y se alcanza en 2-4 h (Krukemyer y col.,
1990). Su volumen de distribucién es de 1.5-1.9 L/Kg. La unién del nadolol a las proteinas
del plasma es baja (20-30%). No sufre metabolismo de primer paso, éste no se metaboliza,
con lo que su eliminaciéon depende de la funcién renal del paciente, siendo
aproximadamente entre el 60-75%. Su semivida de eliminacion plasmatica es de 12224 hy
su aclaramiento de 2-5 mL/min/Kg. Es un fairmaco hidrosoluble y por ello pasa muy poco
al sistema nervioso central, por lo que puede producir menos efectos adversos en el sistema

nervioso (Abad-Santos y col., 2008; Florez, 2008; Schifer-Korting y col., 1984).

El propranolol es un beta-bloqueante ampliamente utilizado. Este farmaco se
utiliza en forma de hidrocloruro en el tratamiento de la hipertensién, patologfas coronarias
(angina de pecho, arritmias), trastornos de ansiedad, temblores, prevencion de la migrafa y

del sangrado de varices esofagicas.

El propranolol es un farmaco muy lipéfilo. Puede ser administrado via oral o
intravenosa. Sin embargo, para la prevencion de la migrafa, éste solo se utiliza via oral. Se
absorbe completamente en el tubo digestivo pero su biodisponibilidad es entre 30-35% y
como existe una gran variabilidad interindividual en el aclaramiento presistémico, las
concentraciones que se alcanzan después de una dosis oral pueden variar hasta 20 veces de
un individuo a otro, lo que obliga a realizar multiples incrementos de dosis en algunos
pacientes. La biodisponibilidad aumenta si se toman alimentos o con la administracién de
altas dosis en tratamientos prolongados porque disminuye el grado de extraccién hepatica
(Jackman y col., 1981). Tras una administraciéon oral (160 mg), la concentracién plasmatica

maxima obtenida es de 28 ng/mL (Drummer y col., 1981). Una vez en la circulacién
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sistémica, éste se distribuye ampliamente por el organismo, siendo su volumen de
distribucién aproximadamente 3.6-4.5 L/Kg. La unién del propranolol a las proteinas del
plasma es elevada (90-95%). El propranolol se metaboliza en el higado, presenta una
semivida de eliminaciéon entre 2 y 6 h y su aclaramiento es aproximadamente de 12

mL/min/Kg (Abad-Santos y col., 2008; Florez, 2008).

Antagonistas del calcio. Son compuestos quimicos de estructura muy
heterogénea lo que se traduce en su distinto grado de utilidad en la profilaxis de la migrafa.
Entre ellos se encuentra la flunaricina que es el farmaco mas investigado de este grupo,
aunque también se encuentra el nicardipino y nimodipino. Cuando se emplean debe

vigilarse el aumento de peso, la somnolencia y el desarrollo de sindromes extrapiramidales.

Neuromoduladores (antiepilépticos). Diversos estudios confirman la eficacia de
estos farmacos como tratamiento preventivo de la migrana destacando el topiramato y
valproato sodico. Sin embargo, no son de primera indicacién ya que sus efectos
secundarios son notorios y se plantea mucha dificultad en su uso en mujeres que
potencialmente pueden estar embarazadas. El valproato, en Espafia, no tiene aprobada esta

indicacién en su ficha técnica.

Antidepresivos. La observacion de la eficacia de los antidepresivos triciclicos en el
tratamiento del dolor crénico llevo al empleo de la amitriptilina en el tratamiento de la
migrafia. Su accidén se desarrolla a nivel central, sobre la transmision serotoninérgica.
Constituyen una segunda linea de tratamiento preventivo de la migrafia. Habitualmente se
usan de forma asociada a otros preventivos, como los beta-bloqueantes. En ocasiones

también son dutiles los inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina por su mejor

tolerabilidad.

Antiserotoninérgicos. lLa metisergida es un derivado del acido lisérgico
relacionado estrechamente con los alcaloides ergdticos naturales. En la actualidad, su uso se
ha reducido de forma considerable y no debe ser considerado farmaco de primera eleccion;

sin embargo, s se mantiene como producto util para la prevencion de la migrana.
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El inicio temprano de la farmacoterapia sintomatica es fundamental. Aunque en
algun caso de migrana ligera, es suficiente el uso de un analgésico tipo paracetamol junto

con medidas de reposo, normalmente es necesario recurrir a otro tipo de farmacos.

a) Tratamiento inespecifico

Consiste en la utilizacion de analgésicos tales como el acido acetilsalicilico,
paracetamol, ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, acido mefénico, indometacina o
asociaciones  paracetamol-codeina  asociados a antieméticos y  procinéticos

(metoclopramida o domperidona) (Florez, 2008; Zarranz, 2003).

b) Tratamiento especifico

Los ergoticos y los triptanes, disponibles desde hace tiempo, son los que

constituyen la terapia especifica para el tratamiento de la crisis de migrafia.

Farmacos ergotaminicos. Son agonistas serotoninérgicos no selectivos y potentes
vasoconstrictores. Estan indicados en enfermos cuyas crisis de migrafia son muy
prolongadas y recurrentes. Solo son eficaces al comienzo de la crisis. Se recomienda evitar
su utilizaciéon durante la fase de aura migrafiosa y en la migrafia con aura prolongada
(GECSEN, 20006). Dentro de este grupo se emplea el tartrato de ergotamina y la
dihidroergotamina. Estan contraindicados en el embarazo, enfermedad oclusiva arterial,
hipertension arterial y hepatopatia o nefropatfa graves. Su uso prolongado puede producir
vasoconstriccion grave con isquemia visceral y de las extremidades (Zarranz, 2003).
Presentan un elevado riesgo de desarrollar tolerancia, dependencia, cefalea crénica diaria y

cefalea de rebote, ademas de incrementar las nduseas y vomitos (Florez, 2008).

Agonistas de la serotonina (triptanes). Son agonistas selectivos de los receptores
5-HTip/p. Tienen un efecto vasoconstrictor e inhiben la inflamacién. Alivian la cefalea y,
también, los sintomas asociados como las nauseas y los vémitos. Se consideran el
tratamiento de primera elecciéon cuando las migranas se asocian con una incapacidad
moderada o grave (Lainez-Andres y col., 2013; Tepper y Spears, 2009). No obstante,
debido a sus efectos adversos, sobretodo cardiovasculares, los triptanes se deben usar sélo
en pacientes que no mejoran con la combinacién de un antiemético y un AINE. En las

crisis de migrafia con aura no se aconseja su administraciéon hasta el inicio de la fase de
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dolor (GECSEN, 2000). Se deben usar con precauciones en los hombres de mediana edad,
fumadores, cuyo estado coronario sea incierto (Tfelt-Hansen y col., 2000). Actualmente,
son varios los triptanes que pueden usarse en el tratamiento de la migrafia. Presentan
dosificaciones diversas y sus caracteristicas farmacocinéticas también lo son (Jhee y col,,
2001) (véase tabla 7). Dado que no existen diferencias notables de eficacia, la terapia puede
iniciarse con la administraciéon de cualquiera de los farmacos que han demostrado una
buena relacion entre eficacia y seguridad, como es el caso de sumatriptan o zolmitriptan. Si
la tolerancia es mala, la mejor opcién es el almotriptan. En crisis incapacitantes, en las que
la rapidez del tratamiento es fundamental, rizatriptin es una buena alternativa (Florez,

2008).

Propiedades farmacocinéticas de los triptanes

Dosis optima  Biodisponibilidad T max Vida Metabolitos

(mg/dia) (%) (h) media (h) activos
Almotriptan oral 12.5-25 69-80 2.5 3 -
Sumatriptin 50-100 14 25 2 .
oral
Sumatriptin 10 15.8 1-15 2 .
nasal
Sumatr}ptan 6 96 0.17 5 )
subcutaneo
Rizatriptan oral 10 40 1 2 +
Naratriptan oral 2.5 74 3 5.5 +
Zolmitriptin 5 39-46 1.5 25 +
oral
Zolmitriptin 255 40-47 1.5-2 3 +
nasal
Eletriptan oral 20-40 50 1.6 6.3 +
Frovatriptan 25 22.30 3 2% )
oral

Tabla 7. Caracteristicas farmacocinéticas y perfil de eficacia de los triptanes.

El almotriptan es el primer triptan que ha recibido la aprobaciéon por la FDA para
el tratamiento de migrafia en adolescentes y nifios (Rob Harris, 2009), hecho relevante ya
que este grupo poblacional no contaba antes del afio 2009 con ningin tratamiento
especifico para la migrafia. Numerosos estudios establecen su perfil de seguridad asi como
su eficacia, demostrando que presenta ventajas frente a otros triptanes (Allais y col., 2010;

Antonaci y col., 2010; Bussone y col,, 2011; Chen y Ashcroft, 2007; Diaz-Insa y col., 2011;
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Sandrini y col., 2007). Asimismo, es la primera eleccién cuando el paciente no acepta otros

triptanes (Diener y col., 2005; Lipton y col., 2005; Tfelt-Hansen, 2004).

El almotriptan se comercializa como comprimidos orales con dosis de 6.25 y
12.5 mg. En Espana, la especialidad farmacéutica se distribuye en comprimidos recubiertos

(Almogran 12.5 mg) de Almirall (Martindale, 2011).

Se trata de un agonista selectivo del receptor vascular de la 5-hidroxitriptamina o
serotonina (5-HT). Presenta alta afinidad por los receptores 5-HT1s, 5-HT1p y 5-HT1r y
baja afinidad por 5-HT1a y 5-HT7, pero carece de efecto en otros subtipos de receptor de la

serotonina (5-HT2 a 5-HT¢) (Bou y col., 2000).

Los receptores de la serotonina que se conocen son numerosos, de ellos se han
identificado los subtipos 5-HT'1p/1p que abundan en las arterias craneales de los perros y los

primates, en las arterias cerebrales humanas asi como en la vasculatura de la duramadre.

El efecto del almotriptan se basa en una vasoconstriccién de los vasos craneales de
la circulacion carotidea dilatados e inflamados (Bou y col., 2000). La unién del triptan al
receptor 5-HT} reduce la liberacion de serotonina y también la de otros neuropéptidos

vasoactivos en los axones perivasculares de la duramadre (Tfelt-Hansen y col., 2000).

Su biodisponibilidad, tras administraciéon oral, es aproximadamente de 69%, con
niveles plasmaticos maximos entre 1.5-4 h y concentraciones plasmaticas de 52-56 ng/mlL.
Una vez en la circulacion sistémica, el almotriptan se distribuye ampliamente por el
organismo, siendo su volumen de distribucion 3.5 L/Kg. La unién a proteinas del plasma

es de aproximadamente 35%.

El almotriptan se metaboliza mayoritariamente en el higado, el 27% de la dosis es
degradado por la monoamino oxidasa A (MAO-A), y el 12% de la dosis por citocromo
P450 generando dos metabolitos inactivos (McEnroe y Fleishaker, 2005). El farmaco
inalterado se elimina principalmente por via renal (75% de la dosis), mientras que el 25%
restante se elimina en las heces. El aclaramiento renal se lleva a cabo por secrecion tubular
y filtracién glomerular. La semivida de eliminacién es de 2.5-5h y su aclaramiento

plasmatico es de 37 L./h (McEnroe y Fleishaker, 2005; Tfelt-Hansen y col., 2000).
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2. Administracion transdérmica de farmacos

Tradicionalmente la aplicaciéon de medicamentos sobre la piel ha tenido como
finalidad la obtencién de efectos terapéuticos locales, considerandose como indeseables los
efectos sistémicos que pudieran derivarse. Debido a las intoxicaciones producidas por la
absorcion cutanea de sustancias de uso cotidiano, se puso en evidencia la permeabilidad de

la piel y la posibilidad de ser atravesada por sustancias de distinto origen.

A partir de ese momento se considerd la piel como una via de administraciéon de
medicamentos destinados a ejercer un efecto sistémico. Se trata de conseguir que tras la
aplicacion sobre la piel el farmaco permee a través de las estructuras cutaneas, alcance la

zona vascularizada y acceda de esta manera a la circulacién sistémica.

As{ pues, en la actualidad los objetivos principales en la administraciéon percutanea

de farmacos son:
Conseguir una accion local del farmaco en algin estrato de la piel.

Alcanzar niveles plasmaticos eficaces.

2.1. Ventajas e incovenientes

La administracién transdérmica presenta ciertas ventajas con respecto a las vias de
administraciéon convencionales (Kanikkannan y col., 2000; Kneep y col., 1987; Wiechers,

1992):

Evita el efecto de primer paso hepitico e intestinal y/o una posible

degradacion a nivel gastrointestinal.

Resulta de utilidad en aquellas situaciones en las que la absorcién
gastrointestinal puede ser erritica o incompleta. Es el caso de pacientes pediatricos,
geriatricos o comatosos en los que la administracién oral es complicada y dificultada a

causa de nauseas, vomitos o mala deglucion.

No se ve afectada por limitaciones fisiologicas propias de la via oral como

son el vaciado gastrico, la motilidad intestinal o la posible interaccién farmaco-alimento.

Permite la obtenciéon de niveles terapéuticos constantes de farmaco en
sangre durante tiempos prolongados. De esta manera, se eliminan las fluctuaciones en la

concentracién plasmatica y con ello los efectos adversos asociados a las mismas. Permite la
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utilizacién de firmacos con estrecho margen terapéutico y se disminuye la frecuencia de

dosificacion que es necesaria con otras formas galénicas (figuras 3 y 4).

Sistema transdérmico Administracion oral

]

Intervalo
terapéutico

Concentracion plasmatica
i

Concentracion plasmatica

—

Dosis

Tiempo Tiempo
rrrerrrrrett

Dosis

Figura 3. Niveles plasmaticos obtenidos tras la administraciéon de un farmaco desde un sistema
transdérmico y una forma farmacéutica de administracién oral.
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Figura 4. Diferentes perfiles en sangre de un firmaco administrado via oral, intravenosa y

transdérmica.

Los sistemas de aplicaciéon transdérmica, al suponer mayor comodidad para

el paciente, son mejor aceptados y favorecen el cumplimiento terapéutico. Ademas su uso

puede suponer una disminucién en el coste ya que, a diferencia de la administracion

parenteral, no se necesita personal sanitario para su administracion.
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No obstante, la administraciéon transdérmica de farmacos también presenta

inconvenientes (Kneep y col., 1987; Wiechers, 1992):

El principal problema radica en la funcién barrera que supone la piel a la
penetracion de agentes externos. Dicha funcién reside en su capa mas externa, el estrato
cérneo, capa resistente e hidrofébica que dificulta la pérdida de agua y la difusion de
principios activos para ser administrados por via transdérmica. Esta extraordinaria funciéon
barrera, ha limitado de forma dramatica el nimero de principios activos aptos a ser

administrados por esta via (Ghosh y Pfister, 1997).
La via transdérmica esta limitada a sustancias farmacolégicamente potentes.

Los flujos transdérmicos son relativamente pequefios aunque su valor
pueda variar con las propiedades fisico-quimicas del principio activo. Ademas, la absorcion
transdérmica es relativamente lenta, por lo que no es valida en situaciones donde se desee

obtener un efecto inmediato.

No es posible administrar farmacos que sean potencialmente irritantes al
aplicarlos sobre la piel o que puedan provocar algin tipo de reaccion alérgica. Es necesario
considerar la irritaciéon a nivel local que se pueda producir, ocasionada tanto por el
principio activo como por el contacto del dispositivo transdérmico (adhesivos, polimeros o
por efecto de la oclusién) con la piel. El caso de la clonidina, por ejemplo, es uno de ellos.
Para evitar problemas de sensibilizacién cutanea, se recomienda a los pacientes cambiar el

lugar de aplicacion cada 3 6 5 dias de tratamiento (Burris, 1993).

Existe la posibilidad de que se produzcan procesos metabdlicos o
biotransformaciéon debida a la existencia de enzimas enddgenas de la piel. Aunque la
existencia de procesos metabolicos en la piel esta demostrada, la distribucién anatémica de
los sistemas enzimaticos no esta perfectamente establecida. Se sabe, sin embargo, que
existen diferencias en la actividad enzimatica segun la zona del organismo y que tanto la
actividad de las enzimas como su distribuciéon es diferente entre distintas especies

(Berardesca y col., 1991; Wester y Maibach, 1999).

2.2. La piel y sus anexos. Fisiologia y funciones

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano. Presenta una superficie total
aproximada de 1.7 m” y su peso alcanza unos 4 Kg, constituyendo cerca del 10% del peso

corporal.
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Debido a su composicion, se encarga de mantener la homeostasia de los fluidos
corporales evitando la evaporaciéon excesiva de agua interna, regular la temperatura
corporal, proteger al individuo de agresiones externas (microorganismos, luz ultravioleta,
traumas mecanicos), establecer las relaciones sensoriales y por supuesto, mantener la forma

del cuerpo (Edwards y Marks, 1995; Wilkes y col., 1973).

Desde el punto de vista estructural, la piel se compone de cuatro capas
perfectamente caracterizadas y funcionalmente diferentes: capa superficial, epidermis,
dermis e hipodermis (Williams, 2003). La capa superficial esta en contacto con el medio
externo y la hipodermis separa la piel de los tejidos subyacentes. Ademds, la piel esta
atravesada por dos tipos de estructuras denominadas anexos: el sistema pilosebaceo y las

glandulas sudoriparas (figura 5).

Glandula sebacea

Musculo erector del pelo

Foliculo piloso

Papila de la dermis

Epidermis
Receptor del frio
Receptor del calor
Dermis Vasos sanguineos
. Nervio
Tejido
subcutaneo

Glandula sudoripara

Tejido conectivo

Lébulo de grasa

Figura 5. Estructura de la piel. Imagen adaptada (LLeonhardt, 1990).

La capa superficial es una cuticula irregular, sin estructura aparente y discontinua
de espesor comprendido entre 0.4 y 10 pm. Se trata de una capa que recubre la superficie
de la piel y estd constituida por una mezcla de secreciones lipidicas (sebo) y acuosas (sudor)

procedentes de las glandulas sebaceas y sudoriparas. Engloba ademas células descamadas,
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bacterias y cierta cantidad de suciedad sélida y liquida procedente del exterior. Es miscible
con el agua y su pH es acido (5.2 por término medio, aunque con variaciones zonales), lo
que le permite actuar como defensa eficaz frente a infecciones cutaneas. Este pH se

incrementa cuando aparecen alteraciones o infecciones.

La epidermis es una capa epitelial estratificada y avascular de la que surgen los
foliculos pilosebaceos, las glandulas sudoriparas y las ufias. Presenta un espesor
aproximado de 100 um. Hay cuatro tipos celulares en ella: queratinocitos, melanocitos,
células de Merkel de las terminaciones nerviosas y células fagociticas de Langerhans. Estas
células sufren modificaciones quimicas enriqueciéndose en queratina a medida que
progresan hacia el exterior. Estas nacen en una capa basal interna, también llamada capa
germinativa. Esta capa constituye la zona de separacion entre la epidermis y la dermis, y se
prolonga hacia el exterior dando origen primero a la llamada capa espinosa y mas adelante,
a la capa granulosa, que enlaza con el estrato coérneo mediante una zona de transicion. A
medida que las células crecen van cambiando de células metabdlicamente activas a células

muertas, dando origen, finalmente, al estrato corneo.

Por tanto, en funcién del grado de diferenciacion celular, dentro de la epidermis se

distinguen varios estratos que aparecen esquematizados en la figura 6.

Estrato coérneo

Estrato lucido

Estrato granuloso

Estrato espinoso

Estrato basal o germinativo

Membrana basal

Figura 6. Estructura microscopica de la epidermis.
Imagen reproducida de www.eucerin.com (Eucerin®).
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La o es un tapiz continuo de células que residen a lo largo
de la ldamina basal (frontera entre epidermis y dermis). Estas células epiteliales columnares
se enlazan entre si mediante desmosomas y con la lamina basal por hemidesmosomas. Las
células basales estan relativamente indiferenciadas y carecen de marcadores bioquimicos
caracteristicos de las células mas diferenciadas de las capas superiores. La proliferacion de
estas células basales esta regulada por una variedad de factores intrinsecos y extrinsecos.
Entre los reguladores extrinsecos destacan el factor de crecimiento epidérmico, los factores
de crecimiento tumoral a y @, progesterona, epinefrina, vitaminas A y D. Se ha podido
observar que la composicion de la dermis influye tanto en la morfologia como en la

diferenciacion de la epidermis.

La esta situada directamente sobre la capa basal. Su nombre se debe
a la morfologfa que le confiere la existencia de gran numero de desmosomas que unen a

células adyacentes.

La denominacién de deriva de la presencia, en estas células, de
granulos ricos en profilagrina, precursora de la proteina filagrina, de cuya degradacion
provienen una serie de aminoacidos que, junto con otras sustancias higroscopicas,
constituyen el denominado factor de hidrataciéon natural (NMFE, natural moisturizing factor).

Este juega un papel muy importante en el mantenimiento del contenido en agua de la piel.

La es la zona que se encuentra ubicada entre la capa granulosa
y el estrato cérneo (epidermis viva y muerta). Se trata de una regiéon de amplia
transformacion celular, donde la mayoria de los organulos celulares existentes son
destruidos por la accién de proteasas y nucleasas. Asi, los lipidos contenidos en la
membrana de revestimiento de los granulos son liberados a la matriz extracelular, los
filamentos de queratina se reestructuran en una forma mas estable formando la cubierta

cornea.

El se considera la barrera mds importante para la penetracion
cutainea de xenobidticos. Se debe a que esta constituido por 10-15 capas de células
queratinizadas denominadas corneocitos, estas células a su vez forman un delgado y
resistente estrato (10 y 20 um, segun la zona del cuerpo), que es el responsable de su
funcién protectora frente al ataque por agentes externos (Wertz y Downing, 1989). Un
reciente estudio establece ademas que es la primera linea de defensa antioxidante (Schifer y

Werner, 2011).
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Los corneocitos son células poliédricas, aplanadas y sin actividad metabdlica, que
han perdido sus elementos intracelulares y el nucleo, y son el resultado de la fase final de
diferenciaciéon. El componente mayoritario de estas células es la queratina, una proteina de
estructura o-helicoidal, rica en puentes disulfuro, que se dispone en forma de haces
macrofibrilares y que confiere al estrato cérneo una gran resistencia. Los corneocitos se
enlazan entre si por desmosomas modificados, tonofibrillas y distintas sustancias
intercelulares sintetizadas durante la diferenciacion celular (Bouwstra y col., 19959). La
estructura y disposiciéon de los corneocitos en el estrato cérneo se asemeja a un muro de
ladrillos, donde los ladrillos serfan los corneocitos, que se encuentran superpuestos y
unidos mediante un cemento intercelular, formado por los lipidos celulares expulsados al
exterior durante el proceso de queratinizacion (Wertz y col., 1989). Gracias a la polaridad
de estos lipidos, el estrato corneo es capaz de retener una cantidad importante de agua e
incluso puede hidratarse de forma temporal aumentando su volumen. De este modo, el
estrato corneo permite la conservaciéon del agua corporal, impidiendo la excesiva
evaporacion del agua interna. Los lipidos de esta matriz intercelular se encuentran
organizados en multiples bicapas, que se disponen de forma paralela a la superficie de la
piel (Downing, 1992). Estas bicapas se han podido observar utilizando distintas técnicas,
mediante microscopia electronica (Garson y col., 1991). El nimero de bicapas entre dos
células es variable (4-20 6 mas). El hecho de que estas bicapas se orienten de forma paralela
a la superficie implica que una molécula que atraviese el estrato cérneo debe cruzar las
sucesivas bicapas que lo constituyen, lo cual representa una dificultad. El que las
membranas plasmaticas, constituidas también por bicapas lipidicas, no sean barreras
significativas para la penetraciéon de xenobidticos, hace pensar que la naturaleza de los
lipidos que constituyen el estrato cérneo pueda ser un factor condicionante de su
permeabilidad. Como se resume en la tabla 8, los lipidos que intervienen en mayor
proporciéon en el estrato corneo son colesterol, acidos grasos y ceramidas (Elias, 1983;
Wertz y Downing, 1989). La naturaleza y ordenacioén de los mismos en el estrato cérneo
constituye, sin duda, un aspecto muy importante en las propiedades de la piel como
barrera. De todos ellos, las ceramidas se consideran muy importantes. Concretamente, se
han diferenciado 6 tipos distintos de ceramidas. Fstas se pueden encontrar bien libres en
los espacios intercelulares donde forman una pelicula continua o bien unidas a las proteinas
de los corneocitos mediante enlaces covalentes formando una cubierta celular lipidica a la

que se le atribuye una funciéon de cohesion entre las células.
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Lipidos en la matriz intercelular del estrato corneo

Clasificaciéon % del total en peso (m/m)
Ceramidas 38.1
Colesterol 23.4
Acidos grasos 17.0
Esteres de colesterol 7.50
Sulfato de colesterol 3.00
Otros 111

Tabla 8. Composicion de los lipidos del estrato corneo (Elias, 1983; Wertz y Downing, 1989).

La dermis constituye el sostén de la epidermis, situada inmediatamente por debajo
de la epidermis. Tiene un espesor de 3 a 5 mm y estd compuesta por una matriz densa de

tejido conectivo, formada por fibras de colageno y elastina (Wilkes y col., 1973).

Se trata de un tejido sensible y ricamente irrigado; a nivel de los capilares
sanguineos de la dermis los farmacos pasan a la circulacién sistémica, aunque para ello, es

necesario que hayan atravesado el estrato cérneo y la epidermis viva.

Esta formada por un parénquima de células conjuntivas entre las que se encuentran
vasos y nervios (terminaciones sensibles al calor, al frio y a la presién, y otras que
proporcionan el tacto). Los tipos celulares mas importantes de la dermis son: fibroblastos,
macrofagos y mastocitos, aunque hay otras células, linfocitos y células plasmaticas por
ejemplo, que se pueden encontrar en la dermis en respuesta a lesiones y otros estimulos. Se
estructura en dos capas principales: la capa papilar (mas externa) y la capa reticular (en
contacto con la hipodermis), cuyas células sintetizan, como producto mayoritario, haces de

colageno que aumentan progresivamente de tamafio hacia la hipodermis.

La hipodermis o tejido subcutaneo, representa la zona de separaciéon entre la
dermis y los tejidos subyacentes y varfa en su constitucion segun la regiéon del cuerpo.
Contiene células adiposas que constituyen una reserva de energia y aislamiento térmico,

ademas de dotar a la piel de su elasticidad y capacidad de movimiento.

El conjunto de foliculos pilosos y glandulas sebaceas se conoce como sistema
pilosebaceo (figura 7). Aunque en algunas zonas, muy circunscritas, las glandulas sebaceas

aparecen como estructuras independientes, normalmente estan asociadas al foliculo piloso.

Los foliculos pilosos nacen en la hipodermis o en la dermis, atraviesan la epidermis

y desembocan en la superficie de la piel. En su base (matriz o bulbo piloso), estin
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constituidos por células conjuntivas de gran vitalidad y muy bien irrigadas. Estas células se
dividen rapidamente y, a medida que crecen, desplazan a las ya existentes, que por una
parte dan origen a la cuticula que envuelve al pelo y por otra se queratinizan y forman el
pelo propiamente dicho. ILa queratinizacién no es tan rapida como en el estrato cérneo, de
modo que el nicleo de la célula se va haciendo denso y picnético gradualmente hasta que

aparece englobado por la queratina.

Hacia el primer tercio de su longitud, las glandulas sebaceas conectan con el
foliculo. El alveolo sebaceo consiste en una masa de células epiteliales especiales rodeadas
de una membrana basal que se confunde con la cuticula del pelo; dichas células proliferan y
desplazan hacia arriba, por el interior del foliculo, a las preexistentes, que van acumulando
lipidos en su interior en tal proporcién que, finalmente, se rompen y la secrecion se vierte

al exterior por la abertura del foliculo.

Las glandulas sudoriparas son las que vierten una secrecion (sudor), de naturaleza
fundamentalmente acuosa, cuya evaporacion desempefia un papel termorregulador
importante. Se trata de estructuras independientes que nacen en la hipodermis y se

contindan en forma de conducto rectilineo o espiral hasta la superficie de la piel.

Epidermis
Musculo
piloerector
Conducto de la
Glandula glandula sudoripara
sebacea
Glandula
sudoripara
Vaina de tejido
conjuntivo
Foliculo
piloso

Figura 7. Esquema que muestra la piel con un foliculo piloso, una glandula sebacea, un musculo
piloerector y una glandula sudoripara. Imagen adaptada (Junqueira y Carneiro, 2005).
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2.3. Vias de penetracion cutanea

Aunque durante mucho tiempo se considerd que la epidermis era mas impermeable
que la dermis, no fue hasta la década de los cuarenta cuando se establecié que la funcién
barrera reside en el estrato cérneo. Se ha demostrado que dicha funcién barrera esta
asociada a los lipidos intercelulares de dicho estrato (Hadgraft y col., 1992; Kennedy y col.,
1996). Ademas, un aumento de la pérdida transepidérmica de agua (T.E.W.L.) causada por
una perturbacion tanto fisica como quimica del estrato coérneo desencadena de forma
inmediata una serie de procesos destinados a reparar el dafio causado. Estos incluyen un
aumento de la sintesis de lipidos y su posterior extrusion al espacio intercelular y una
respuesta inflamatoria (Nickoloff y Naidu, 1994; Proksch y col., 1993). Cuando un farmaco
se aplica sobre la piel en primer lugar debe disolverse en la capa superficial de la misma y si

se absorbe accedera posteriormente a la red de capilares que irriga la dermis.

Existen dos vias posibles para su penetraciéon. A través de los espacios
intercelulares o de las células constituyentes de la epidermis (via transepidérmica) o bien, a
través de las glandulas sudoriparas y los foliculos pilosebaceos (via transapendicular) (véase

figura 8).

La mayorfa de sustancias que permean a través de la piel, la atraviesan por esta via.
A su vez, las sustancias pueden seguir dos vias (Elias, 1983; Wertz y col.,, 1989) (véase

figura 9):

Intercelular. Se considera la principal para la mayoria de sustancias. Consiste
en la difusién a través de los espacios intercelulares del estrato corneo. La sustancia
permeante atraviesa el estrato cérneo siguiendo un camino tortuoso a través de los lipidos

de la matriz intercelular.

Transcelular. Las sustancias atraviesan varias veces los lipidos intercelulares,
las bicapas lipidicas y los corneocitos. En esta ruta, se realiza repartos repetidos entre
regiones hidrofilicas y lipofilicas. La gran dificultad del proceso hace que no sea

considerada relevante en la mayoria de los casos.

El paso de sustancias a través de esta via se realiza por las glandulas sudoriparas y

los foliculos pilosebaceos. Debido a la pequefia superficie que ocupan los foliculos y la
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relativa escasez de las glandulas sudoriparas, la contribucién de esta ruta es practicamente
despreciable (Scheuplein, 1967). Sin embargo, segin ciertos autores, esta via puede ser
utilizada prioritariamente por moléculas de gran volumen y caracter lipofilico (Franz, 1975;

Illel y col. 1991; Lademann y col., 2005; Schaefer y LLademann, 2001).

Figura 8. Principales vias de penetracion a través de la piel: transepidérmica (1) y transapendicular, a
través de los foliculos pilosebaceos (2) y glandulas sudoriparas (3).
Imagen reproducida de www.skin-care-forum.basf.com.

Via intercelular Via transcelular

Lipido Proteina

5 4

Espacio E Acido graso
intercelular 3
oid . Membrana ol 1
Lipido  Queratina plasmatica Agua Citoplasma  Ceramida olestero

Sulfato de colesterol

Figura 9. Vias de penetracion intercelular y transcelular a través de la epidermis.
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2.4. Factores implicados en la absorcion transdérmica

Son muchos los factores de influencia a considerar en la absorcién transdérmica de
sustancias, farmacos u otros xenobidticos: bioldgicos, fisicoquimicos, farmacolégicos,

farmacocinéticos y biofarmacéuticos.

Los factores biologicos, estan relacionados con la propia naturaleza de la piel y,
por tanto, participan de la gran variabilidad interindividual. Es imprescindible conocetlos

para lograr tratamientos adecuados a través de la via transdérmica.

La es uno de los factores fisiologicos mas ampliamente investigados. Hay
claras alteraciones estructurales y funcionales (Lober y Fenske, 1991) asi como mecanicas y
a nivel de la circulaciéon (Mattar, 2011) que se producen en la piel a medida que ésta
envejece, aunque es dificil atribuir algunos de los cambios relacionados con la edad a los
procesos de envejecimiento inherentes o dafios ambientales acumulativos. Por ejemplo, el
dafio puede resultar de una exposicion continuada a una sustancia quimica o a radiacion
UV como la luz del sol. Respecto a esto dltimo, un reciente estudio donde se evalua la
permeabilidad de diversas sustancias (queratina, tetraciclina y oxibenzona) a través de piel
dorsal de ratén normal e irradiada con UV concluye que el incremento de permeabilidad
depende de la longitud de onda, mayor absorciéon con UVA, y la energfa con que se irradia
la piel (Hung y col, 2012). Por otra parte, Potts y colaboradores demostraron que el
contenido de agua de la piel humana disminuye con la edad; lo que podria alterar la
permeabilidad de farmacos (Potts y col., 1984). Sin embargo, algunos estudios demuestran
que el envejecimiento no tiene ningin efecto sobre la permeaciéon transdérmica de agua, el
estradiol, la nicotina, cafefna o aspirina (Feldmann y Maibach, 1970; Lober y Fenske, 1991;

Roskos y col., 1989).

Mientras que los efectos del envejecimiento en una piel normal son minimos,
existen importantes diferencias morfolégicas entre piel normal (edad adulta) y la piel de un
recién nacido (prematuro). La diferencia clinica mas obvia es la presencia de una sustancia
blanco-amarillenta, himeda y grasa, denominada vérnix caseosa, que es una envoltura que
contiene una combinacién de sustancias secretadas por glandulas sebaceas, células cutaneas
descamadas y pelos de lanugo desprendidos (Holbrook, 1982; Solomon y Estetly, 1970). La
vérnix caseosa tiene un importante papel en el mantenimiento de la hidratacién y el
equilibrio del pH y para evitar las infecciones durante los primeros dfas de vida (Marchini y

col.,, 2002; Visscher y col.,, 2011). Esta capa persiste durante los primeros dfas de vida
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posnatal, aunque al final llega a desaparecer por completo para poner de manifiesto la piel

moderadamente seca, tipica del recién nacido.

La estructura de la piel del recién nacido es histolégicamente similar a la de los
individuos de edad mas avanzada; sin embargo, la piel del lactante prematuro muestra
algunas caracteristicas unicas. La epidermis y el estrato cérneo del recién nacido a término
estan bien desarrollados y las propiedades de barrera son excelentes (Barker y col., 1987).
Tienen una epidermis bien desarrollada, con varias capas gruesas y un estrato corneo bien
formado (Kalia y col,, 1998). En cambio, los lactantes prematuros tienen una mayor
permeabilidad cutanea y una barrera que funciona peor por falta de madurez (Bressler y
Bressler, 1989). Por otra parte, respecto a la dermis del recién nacido, existe una mayor
transicion en el grosor de los haces de fibras de colageno presentes, asi como una
distribucién de las fibras elasticas similar al adulto pero con disminucién del contenido de
elastina. Ademas, la piel del recién nacido presenta grasa parda (tejido adiposo muy
vascularizado), no presente en piel adulta, y constituye un 5-6% del peso total del recién

nacido (Aguilar Cordero, 2003).

Conjuntamente con lo plasmado con anterioridad, existen problemas asociados con
la barrera de la piel imperfecta del neonato; la superficie a razén del peso corporal puede
ser de tres a cinco veces mayor que en un adulto y ain mayor en el prematuro respecto del
adulto, causando dificultades con la termorregulacion, la pérdida de agua transepidérmica,

la infeccién y la absorcion de los productos quimicos exdgenos.

Por otro lado, no hay que olvidar la existencia de diferencias inherentes al género.
Por ejemplo, los queratinocitos tienden a ser ligeramente mas largos en las mujeres (37-
46 um) que en los hombres (34-44 um) aunque no existen evidencias de que en una misma

localizacion del cuerpo existan variaciones de permeacion (Roberts y Walters, 1998).

La también puede ser causa de diferencias aunque existe controversia. Lotte y
colaboradores mostraron que la pérdida transepidérmica de agua en sujetos de diferente
raza y género no mostraba diferencias en la funcién barrera del estrato corneo para la
absorcion de moléculas como acido benzoico, nicotina y acido acetilsalicilico entre pieles
africanas, asiaticas o europeas (Lotte y col, 1993). Sin embargo, un estudio reciente
comparando las diferentes etnias, si demuestra diferencias en espesor del estrato cérneo,
maduracién y microestructura de la piel (Muizzuddin y col., 2010). Ademas, se ha
observado diferencias en la cantidad de agua presente en estrato cérneo, desigual

descamaciéon de los corneocitos, contenido lipidico variable asi como la microcirculacion
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diversa entre razas (Berardesca y col.,, 1991; Wesley y Maibach, 2003) y ésto se puede
traducir en diferencias en la absorcion transdérmica. Por otra parte, la piel de individuos de
raza negra presenta una menor permeabilidad debido a la mayor densidad de la misma

(Reed y col., 1995; Weigand y col., 1974).

Ademas, el espesor del estrato cérneo es variable, ya que las zonas del cuerpo mas
expuestas al roce, como las palmas de las manos y las plantas de los pies, presentan un
espesor mayor que otras zonas menos expuestas. Por este motivo, la
resulta decisiva para garantizar el éxito del tratamiento (Tsai y col., 2003; Treffel y col.,

1994; Wester y Maibach, 1999).

El y sus modificaciones pueden tener una transcendencia
importante (Cross y Roberts, 1995). Al aumentar el flujo sanguineo se reduce el tiempo de
permanencia de las sustancias en la dermis y aumenta el gradiente de concentracioén de las
mismas, favoreciendo su difusién desde la superficie cutanea hacia la dermis. Este hecho se
aprecia fundamentalmente cuando se presentan alteraciones en el estrato cérneo, o, en el
caso de farmacos de caracter lipofilico, para los que dicho estrato no supone un factor
limitativo de la absorciéon (Cross y Roberts, 2008; Panchagnula y col., 2004). Cuando por
alguna causa el flujo sanguineo disminuye y no puede drenar la sustancia a medida que ésta
penetra, este factor se convierte en el factor limitante de la absorciéon del farmaco (Barry,
1983). De esta forma, la utilizacién de vasoconstrictores puede reducir el drenaje y, por

tanto, la absorciéon de sustancias a través de la piel (Riviere y col. 1991).

Se debe considerar también las variaciones de del estrato corneo; un
aumento de la misma, tiene como consecuencia un incremento en la permeabilidad

sobretodo en moléculas polares (Chen y Li, 2001; Gupta y col., 2005).

Un incremento de la de la piel también tiene como consecuencia una
mayor penetracion de las moléculas, debido al aumento del coeficiente de difusion de las
mismas (Chang y Riviere, 1991). Una elevada temperatura provoca desorden en los lipidos
del estrato coérneo, disrupcion de la estructura de queratina asi como descomposicion y

vaporizacion de la queratina (Park y col., 2008).

Ademas, no hay que olvidar que determinadas dermatolégicas producen
una alteracién en las capas mas superficiales de la piel como en algunas dermatitis, eczemas
y psoriasis, modificando la funcién barrera y como consecuencia, se ocasiona un aumento
en la permeabilidad de la misma (Blank, 1964). Una inflamacién cronica de la epidermis, la

conocida dermatitis atopica, compromete la barrera del estrato cérneo hasta tal punto que
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la pérdida transepidérmica de agua se incrementa un 10% (Aalto-Korte y Turpeinen, 1996;
Ogawa y Yoshiike, 1992). En algunas enfermedades metabdlicas, como la diabetes, que
originan alteraciones en las membranas basales de la epidermis y en los capilares cutianeos,

la difusion de sustancias se encuentra favorecida (Braverman y col., 1990).

Entre los factores fisicoquimicos se consideran tanto las caracteristicas
fisicoquimicas del farmaco, como la naturaleza del vehiculo empleado para su aplicacion

sobre la piel.

La eleccién de los que intervienen en la formulacién del medicamento
debe realizarse con precaucion ya que, en ocasiones, pueden causar modificaciones en la
absorcion transdérmica del principio activo; bien sea por una interaccion farmaco-vehiculo,
por una accion directa sobre la estructura o propiedades de la membrana, o por una accién
indirecta, al variar, por ejemplo la temperatura del tejido, su grado de hidrataciéon u otras

propiedades del mismo (Hilton y col., 1994; Williams y Barry, 1989; Yamane y col., 1995).

De entre las caracteristicas fisicoquimicas del , las mas relevantes
en el proceso de absorciéon son: la concentracién de farmaco en el vehiculo, el coeficiente
de difusion, el coeficiente de reparto y, en el caso de farmacos ionizables, el pH. Las

primeras tres derivan de la primera ley de Fick de la difusion:

j=—"" Ec. 1

donde J, el flujo de permeante por unidad de superficie, es proporcional a C,
concentraciéon del farmaco, D, coeficiente de difusiéon del farmaco en la piel y P,
coeficiente de reparto en la membrana, e inversamente proporcional a A, espesor de la

membrana.

Respecto a la , tal y como se deduce de las leyes de Fick, la cantidad
de farmaco que penetra por unidad de tiempo y supetficie es proporcional a la
concentraciéon del mismo en el vehiculo. Sin embargo, esto es valido hasta cierto limite ya
que, para concentraciones muy elevadas, la cantidad de farmaco absorbida es superior a la
que cabrfa esperar de acuerdo con su concentracion en el vehiculo. La explicacion de este
hecho, podria residir en la aparicién de modificaciones en la estructura de la piel o de

variaciones en el coeficiente de reparto vehiculo-membrana (Scheuplein y Blank, 1971).
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La de una molécula a través de una membrana viene determinada por la
resistencia que oponga el medio a su migracion que depende principalmente de las
caracteristicas del penetrante, de las posibles interacciones con moléculas del vehiculo o de

la membrana, y de la viscosidad y temperatura del medio.

Si se asume que las moléculas del penetrante son similares entre si en cuanto a
tamafio, y que adoptan una conformaciéon esférica, el (D) se

puede calcular aplicando la ley de Stokes-Finstein (Flynn y Yalkowsky, 1972):

K-T

=— Ec. 2
6T TN ¢

D

donde K'es la constante de Boltzman, 7, la temperatura absoluta, res el radio de la

molécula y 7 representa la viscosidad del medio.

Los estudios realizados por Marzulli y colaboradores demuestran cémo, a partir de
esta ecuacion, se puede deducir que a medida que aumenta el peso molecular de la

sustancia, la difusion tendra lugar con mayor dificultad (Marzulli y col., 1965).

Durante mucho tiempo se ha apreciado que, en medios isétropos, el peso
molecular influye en el coeficiente de difusion y mas con moléculas voluminosas
disminuyendo su difusiéon (Crank, 1979). A pesar de la heterogeneidad en la piel humana,
esta relacién también ha sido mostrada, e Idson sugirié que existia una relacién inversa
(Idson, 1975). De forma similar, Scheuplein y colaboradores, estudiando la permeacion de
esteroides, concluyeron que moléculas pequefias atravesaban con mayor velocidad la piel

que las grandes (Scheuplein y col., 1969).

Sin embargo, esto no puede generalizarse a todos los casos ya que, como regla
general, un incremento del peso molecular se traduce en un aumento del caracter lip6filo
de la molécula y es este factor, el de mayor influencia en la capacidad de difusién de la
sustancia a través de la membrana. Los resultados obtenidos con una serie homdloga de
alcoholes alifaticos por Scheuplein y Blank corroboran esta afirmacién (Scheuplein y Blank,
1973). Por otro lado, moléculas que presentan grupos polares, como los esteroides
antiinflamatorios, pueden formar enlaces con componentes de la membrana, hecho que se
traduce en una constante de difusiéon pequefia (Hadgraft, 1979). Se considera que farmacos

de masa molecular inferior a 500 Da (daltons) difunden con facilidad.
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La de un compuesto, como se ha comentado anteriormente, constituye un
factor importante en la penetracién del mismo a través de la piel. Una manera de
cuantificar el grado de lipofilia de una molécula es a través de su
(P. Este parametro es de gran importancia en los estudios de absorciéon percutanea a la
hora de establecer correlaciones absorcion-lipofilia, ya que la afinidad relativa de un soluto
entre el medio acuoso que le rodea y la membrana cutanea marca de modo trascendente su

absorcion a través de la piel (Diez-Sales y col., 1993).

Para la determinacion del coeficiente de reparto se recurre a un sistema bifasico que
proporcione las concentraciones de la sustancia en el disolvente organico (Cj) y en agua

(C), de modo que:

P=— Ec. 3

Diversos estudios avalan la idea de que un incremento en la lipofilia del compuesto

supone un aumento de la permeabilidad (Lee y col., 1994; Scheuplein, 1965).

Sin embargo, un coeficiente de reparto elevado no siempre es indicativo de una
mayor facilidad de difusion a través de la piel, ya que las sustancias muy lipofilas pueden
acumularse en el estrato corneo, con lo cual se ve dificultada su absorcién posterior

(Anderson y Raykar, 1989).

Se considera como mejores candidatos aquellos farmacos de lipofilia comprendida
entre los valores de coeficiente de reparto en n-octanol/solucién acuosa de log P entre -1.0

y 4.0.

Por otra parte, puesto que muchos principios activos son acidos o bases débiles, es
importante tener en cuenta la influencia del p/7, es decir el , ya que la
proporcion de principio activo que se encuentre ionizado depende de su pKa y del pH del
medio en el que esté disuelto (Cazares-Delgadillo y col., 2005; Crouthamel y col., 1971;
Valenta y col., 2000). Se ha podido observar que la forma no ionizada presenta un mayor
coeficiente de reparto lipido-agua que la forma ionizada, por lo que cabria esperar una
mayor permeabilidad de la fracciéon de farmaco no ionizada en estrato coérneo. Sin
embargo, la penetracion de las formas ionizadas a través de la piel es posible y, por tanto,
no se puede considerar despreciable, especialmente para aquellos valores de pH en los que

existe un alto grado de ionizacién (Hadgraft y Valenta, 2000).
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En referencia a las propiedades farmacologicas es necesario que los farmacos
posean una accion farmacoldgica intrinseca elevada de tal manera que la dosis de farmaco
requerida sea inferior a 30 mg/dfa. Ademas no deben producir dermatitis alérgica, ni

irritativa, ni reacciones de fotosensibilidad.

Por dltimo, otros factores a considerar son las propiedades farmacocinéticas y
biofarmacéuticas de los farmacos. Para que éstos sean candidatos a ser incluidos en un
sistema transdérmico deberan presentar un efecto reducido de primer paso cutineo vy,
preferentemente, una semivida de eliminacién corta que implique una falta de adherencia al
tratamiento debido a la complejidad del régimen de dosificacién. Asimismo, seran buenos

candidatos aquellos farmacos que se utilicen en tratamientos cronicos o de larga duracion.

3. Métodos experimentales in vitro para el estudio de la absorciéon transdérmica

La absorcion percutanea depende de un gran nimero de factores: caracteristicas del
permeante, composiciéon de la formulacién, tipo de piel, condiciones experimentales,
técnica de promocién utilizada, temperatura, oclusion, etc. (Romonchuk y Bunge, 2004;
Vecchia y Bunge, 2005; Wilkinson y col., 2006; Wilkinson y Williams, 2002; Zhai y
Maibach, 2001). Lo mas deseable para establecer la relevancia de todos ellos serfa realizar
los estudios 7 vivo en humanos. Sin embargo, debido al coste que suponen y por motivos
éticos, dichos estudios no son frecuentes. Asimismo, la realizacion de estudios
transdérmicos zz vitro con piel procedente de donantes humanos se complica en gran
medida por la baja disponibilidad y por la dificultad en el control de factores como la edad,

raza, género, condiciones de obtencién y conservacion de la muestra.

Por ello, la mayoria de los estudios transdérmicos se llevan a cabo i vitro, en menor
medida 7z vivo y muy frecuentemente recurriendo a modelos animales, tales como roedores,

cerdo de guinea, cerdo y conejos.

El objetivo principal de los métodos experimentales zz vitro es llegar a correlaciones
entre los datos obtenidos por estos métodos y la absorciéon observada 7z vivo (Bronaugh,

2004; Franz, 1978; Mitragotri y col., 2011).

Estos métodos ofrecen la posibilidad de profundizar en los diferentes aspectos y

factores que influyen en la absorcién percutinea de farmacos, ya que permiten fijar y
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controlar las condiciones en el experimento de modo que la elecciéon de un determinado
disefio experimental depende de la finalidad buscada en cada caso. Los estudios 7z vitro
aportan informacién sobre el proceso limitante de la absorcion, las propiedades intrinsecas
de la membrana como barrera asi como la capacidad de difusién del farmaco. Ademas,
pueden identificar la via de difusién predominante, detectar los efectos producidos por los
componentes del vehiculo y la variabilidad existente entre membranas de distinto origen y
observar la acciéon de los compuestos promotores de la penetracion cutanea (OECD,

2004%b; SCCS, 2010).

3.1. Modelos animales como alternativa a la piel humana

La eleccion de la piel depende de la finalidad de la prueba y la disponibilidad de
muestras de piel. Tanto la piel humana como de animales de laboratorio se puede utilizar.
Sin embargo, aunque el uso de piel humana ofrece los datos mas cercanos a condiciones 7#
vivo, muestras de este tipo de piel no son siempre facilmente disponibles. Ademas, el uso de
piel humana esta sujeta a consideraciones éticas nacionales e internacionales (CEIIER,
2007; ECETOC, 1993). Por todo ello es obvia la necesidad de encontrar un modelo animal

para la investigaciéon biomédica relacionada con la piel.

Los modelos animales mas utilizados para el estudio y desarrollo de sistemas
transdérmicos de farmacos son la piel de cerdo (Marro y col., 2001%), conejo (van de Sandt
y Rutten, 1995) y rata o ratén (Ohara y col., 1995; van Ravenzwaay y Leibold, 2004). De
éstos ultimos, la vatriedad preferida es la de "sin pelo" también conocido como "hairless"

(Simon y Maibach, 1998).

Si bien existe informacion sobre las caracteristicas de permeabilidad pasiva de los
distintos modelos de piel (Scott y col., 1986; Vecchia y Bunge, 2005; Wagner y col., 2001),
se desconoce basicamente como puede influir la microestructura cutinea en la absorcion
percutanea de farmacos. Por ello, en este apartado se pretende comparar brevemente la
morfologia e histologia de los modelos animales mas utilizados en el estudio y desarrollo de
sistemas transdérmicos de farmacos, como son: cerdo doméstico adulto y recién nacido, asi

como piel de rata o raton sin pelo.

La piel de cerdo doméstico se considera la mas parecida a la piel humana, sin
embargo se encuentran diferencias a nivel morfologico. El cerdo por ejemplo, posee pelo
distribuido de forma escasa e irregular siendo mas grueso y largo en el lomo del animal que

en otras zonas. Los foliculos pilosos, histolégicamente similares a los de otros mamiferos,
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son robustos y no demasiado largos. Por otra parte, la densidad de foliculos en el hombre y
en el cerdo es similar, unos 11 foliculos/cm?, mientras que la rata suele presentar unos
290/cm? y la variedad sin pelo aproximadamente unos 100 foliculos/cm? La disposicién
de los foliculos pilosos varfa con la edad. Cabe destacar ademas la gran diferencia existente
entre la piel de cerdo adulto y la de neonato. Este dltimo presenta una mayor densidad

folicular, unos 730/cm? (Bronaugh y col., 1982; Ferry y col., 1995).

La epidermis humana (50-120 pm) y la de cerdo (70-140 um) son relativamente
gruesas comparadas con las de otros mamiferos (Meyer y col., 1978%). La vascularizacién es

mucho mas extensa en el hombre que posee una mayor densidad de vasos sanguineos.

El cerdo no posee glandulas ecrinas sudoriparas, glomérulo y conducto excretor
que desemboquen directamente a la superficie de la piel, mientras que éstas recubren la
practica totalidad del cuerpo humano. En cambio, posee unicamente glandulas apocrinas
que desemboca en el foliculo pilosebaceo saliendo al exterior junto con el sebo (Meyer y

col., 1978b).

A nivel de lipidos, ambas especies contienen componentes propios como ceramidas
y colesterol en proporciones diferentes que el ser humano (Caussin y col., 2008). La
organizacién de los lipidos y proteinas presentes en estrato cérneo humano, de cerdo y rata
o raton se ha estudiado mediante técnicas como la microscopia electrénica, cromatografia
de capa fina y difracciéon de rayos X. La disposicion de éstos se ha intentado relacionar con
la distinta permeabilidad al paso de moléculas entre las tres especies (Bouwstra y col.,

1995b; Gray y Yardley, 1975).

En general, se estima que la piel de cerdo es la que presenta caracteristicas de
permeabilidad pasiva mas parecidas a la piel humana (Meyer y col., 1978% Schmook y col.,
2001), ademas de considerarse como modelo de estudio de la absorcion transdérmica de

farmacos para neonatos (Sekkat y col., 2004).

3.2. Células de difusion con membrana limitante

La mayor parte de experimentos zz vitro utilizan células de difusion formadas por
dos compartimentos (a veces tres) separadas entre si por una membrana que puede ser de
distinta naturaleza segin la finalidad del ensayo planteado. Uno de los compartimentos, el
dador, contiene el penetrante o la formulacién a estudiar, y el otro, el receptor con la

solucién receptora que normalmente es una soluciéon tampoén o fisiolégica. Es en esta
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solucion donde se suele valorar el farmaco mediante alguna de las técnicas existentes
(cromatografia, fotometria, contaje de radioisétopos, etc.). Es frecuente ademis, la
determinacion del principio activo retenido en la piel o bien de su distribucién en el estrato

coérneo, epidermis y dermis.

Existen dos tipos basicos de disefios de células de difusion: estaticas (Coldman y
col,, 1969; Franz, 1975; Franz, 1978) y de flujo continuo (Bronaugh y Steward, 1985;
Foreman y col.,, 1977). En ambos casos el compartimento dador se sitia sobre el receptor y
entre ambos se dispone la membrana en posicion horizontal. En las primeras, el
compartimento receptor no se renueva excepto para reponer el volumen de las muestras
tomadas para su valoraciéon, mientras que las de flujo continuo proporcionan una
renovacién continua del volumen de la camara receptora tratando de simular el drenaje
vascular, lo que resulta muy util en el caso de sustancias penetrantes poco solubles en el
fluido receptor, o por el contrario sustancias que alcancen elevadas concentraciones en el
mismo, ya que en ambos casos la velocidad de difusién puede estar limitada por la pérdida
de las condiciones de sumidero (Crutcher y Maibach, 1969). Ambas incluyen un sistema de
cierre por presiéon que permite colocar la piel entre ambos compartimentos y la mantiene
en una posicion fija. Existe la variante de células de flujo horizontal, en las que los
compartimentos dador y receptor estan dispuestos uno al lado del otro y la piel se dispone
en posicion vertical. Los volimenes de los compartimentos receptores son variables (0.5-
10 mL) y areas de superficies de membrana expuestas oscilan entre 0.2-2 cm? (Brain y col,,

1998).

Las membranas utilizadas suelen ser muestras de piel procedentes de animales o de
la especie humana. En ocasiones se emplean membranas artificiales, de facil adquisicion y
normalmente reutilizables, como las de polidimetilsiloxano (Cronin y col., 1998; Hatanaka y
col,, 1990), acetato de celulosa (Barry y Brace, 1977), poliuretano (Hunke y Matheson,
1981) e incluso complejos de silicona asemejando el estrato coérneo (Oshima y col., 2012).
Sin embargo, son las naturales las que permiten una mayor aproximacion a la realidad, y de
ellas la piel humana serfa la de eleccion (Diez-Sales y col.,, 1993). No obstante, esto no
siempre es posible por lo que habitualmente se utilizan pieles procedentes de otras especies
animales muy variadas: ratas (Ohara y col., 1995; van Ravenzwaay y Leibold, 2004), ratones
(Hinz y col., 1989), conejo (van de Sandt y Rutten, 1995), cerdo (Marro y col., 20012 Meyer
y col.,, 19782 Schmook y col., 2001), perros (Meyer y col., 1978%), monos (Bucks y col.,

1990), e incluso serpientes (Craane-van Hinsberg y col., 1995). Cada tipo de piel posee unas
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caracteristicas de permeabilidad algo diferentes (Bronaugh y col., 1982), por ello los valores

obtenidos hay que trasladarlos a un valor predictivo de la situacion 7z vivo en humanos.

Cuando la membrana utilizada es piel, ésta puede ser empleada de diferentes
modos: piel integra incorporando estrato corneo, epidermis y dermis completa (OECD,
2004b; SCCS, 2010), o parcial (eliminada con dermatomo) (Steiling y col., 2001), la
epidermis con el estrato corneo (Bronaugh, 2004) o bien estrato coérneo solo (Brain y col.,

1998).

3.3. Técnicas experimentales
Metodologia de la dosis finita: simulacion de las condiciones 7 vivo.

Para que un sistema reproduzca las condiciones que prevalecen iz vivo, debe
permitir que se establezcan gradientes de hidratacién y temperatura a través de la
membrana. Normalmente el vehiculo dador no se agita durante el tiempo de ensayo con el
fin de reproducir las condiciones atmosféricas en las que el medicamento se aplica sobre la
piel, donde se dan fenémenos de evaporacion, difusién y deplecién (Anissimov y Roberts,

2001).

Las células disefiadas para este tipo de ensayos pueden utilizarse con cualquier clase
de vehiculos, y hacen posible controlar, en el compartimento dador, variables como la
humedad, temperatura u otros factores ambientales. De este modo, mediante ensayos
comparativos, se pueden determinar los efectos de las técnicas de administracion (Kubota y
Yamada, 1990). Ademas, la membrana puede tratarse, previamente o durante el ensayo, con
promotores, disolventes u otras sustancias para determinar su efecto sobre la

permeabilidad.

Metodologia de la dosis infinita: determinacién del flujo transdérmico en el

estado estacionatio.

En este tipo de sistemas, en el compartimento dador de la célula de difusién se
mantiene una concentracion invariable de la sustancia penetrante (dosis infinita), y en el
compartimento receptor se mantienen unas condiciones de sumidero durante todo el
tiempo de ensayo. Se admite una disminucién de concentracion en la fase dadora, o un
incremento de la misma en la fase receptora, no superior al 10%, ya que ello no supone una

variaciéon importante en las condiciones de flujo de orden cero (Barry, 1983). De este



Antecedentes 43

modo, tras un periodo de latencia, el gradiente de concentracion a través de la membrana vy,

por tanto, la velocidad de penetracion de la sustancia, se mantiene constante.

Diversos autores utilizan esta metodologia aunque con diferencias de unos a otros,
relacionadas con la geometria de las células utilizadas, la disposicién de las membranas y el
modo de agitacioén de las soluciones contenidas en ambos compartimentos (Barry y Brace,

1977).

En los experimentos 7 vitro, generalmente se determinan las cantidades de soluto
acumuladas en el compartimento receptor en funcién del tiempo. Cuando se representan
dichas cantidades, para las dos técnicas descritas se obtienen los perfiles que se representan

en la figura 10.
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Figura 10. Perfil de las cantidades acumuladas en el compartimento receptor en funcién del tiempo,
para las metodologias de la dosis finita e infinita.

La mayor informacién relativa a la absorcién percutinea se obtiene a partir del
estado estacionario (region B en la dosis finita; B y C en la dosis infinita). En la dosis finita,
debido a que el perfil no es siempre lineal, pueden presentarse dificultades para obtener las

medidas seguras en estado estacionatrio.
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3.4. Dermatofarmacocinética

Las determinaciones de farmacos en plasma, sangre u orina tras una administracion
topica son normalmente inadecuadas porque los niveles que se obtienen suelen ser bajos y
por ello existe un debate, abierto desde hace tiempo por la FDA, sobre la necesidad de
determinar qué parametros resultarfan adecuados para cuantificar la biodisponibilidad de

farmacos administrados por via topica.

La dermatofarmacocinética fue descrita por primera vez en 1998 por la FDA como
método para evaluar el proceso de absorcién y aclaramiento de un farmaco a nivel del
estrato corneo. Desde entonces dicho método ha suscitado un interés creciente entre la
comunidad cientifica puesto que permite la cuantificacién de farmacos en el estrato corneo,
la determinacién de parametros cinéticos en esta capa de la piel, y en dltima instancia la
realizacion de pruebas de bioequivalencia entre formulaciones topicas (FDA, 1998; Shah y
col,, 1998). En 2002, el protocolo de actuacion para determinar la bioequivalencia entre
formas toépicas fue retirado, en parte debido a dudas surgidas en estudios con geles de
tretinoina cuyos resultados fueron dispares entre laboratorios (FDA, 2002). En la
actualidad, no obstante, el método esta siendo reevaluado, mejorado y se han publicado
una serie de estudios detallados sobre la potencial utilidad de la metodologia y sus
limitaciones (Herkenne y col., 2008% N'Dri-Stempfer y col., 2008; N'Dri-Stempfer y col.,
2009; Wiedersberg y col., 20092 Wiedersberg y col., 2009P).

Para llevar a cabo los estudios dermatofarmacocinéticos se emplea una técnica
minimamente invasiva conocida como "tape-stripping" que estd cada vez mas aceptada y
consiste en la aplicaciéon y retirada secuencial de tiras adhesivas en la superficie de la piel.
En teorfa, una tira adhesiva quita una capa de corneocitos (figura 11). Iz vivo normalmente
se realiza en el antebrazo, se requieren cerca de 30 tiras para eliminar la mayor parte de la
capa cornea. Sin embargo, por lo general, la cantidad de estrato cérneo eliminado no es
linealmente proporcional al nimero de cintas adhesivas (Escobar-Chavez y col., 2008). El
procedimiento es relativamente indoloro y no invasivo, dado que sélo las células muertas,
los corneocitos embebidos en la matriz intercelular, se eliminan. Ademas, se ha demostrado
que tras la aplicacion de las tiras, existe una respuesta reparadora homeostatica en la
epidermis (Jiang y col., 1998; Menon y col., 1992) que provoca un rapido restablecimiento

de la funcién barrera (Bashir y col., 2001).
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Se han considerado diversos enfoques para cuantificar la cantidad de estrato corneo
eliminado y determinar la integridad del mismo, tales como la espectroscopia confocal
Raman (Mateus y col., 2013), un nuevo método de imagen mediante absorcién UV (Russell
y Guy, 2012) o sensores dieléctricos de capacitancia basados en imagenes (Klang y col.,

2013). No obstante, en este momento, ningin método ha alcanzado aceptacion universal.

El procedimiento fundamental, necesario para validar todos los demas, consiste en
cuantificar el estrato cérneo eliminado. Para ello se debe pesar cada tira adhesiva antes y
después de su aplicaciéon sobre la superficie de la piel (véase figura 11). Es necesario
normalizar el nimero de capas de estrato cérneo eliminadas en cada una de las aplicaciones
de adhesivo. Una de las técnicas mas aceptadas para ello consiste en evaluar la pérdida
transepidérmica de agua tras cada una de las aplicaciones de cinta adhesiva ya que se puede
utilizar para caracterizar la funcion barrera de la piel tanto en condiciones fisiol6gicas como
patologicas. La pérdida transepidérmica de agua, mas conocida por sus siglas en inglés
TEWL (Transepidermal Water Loss), generalmente hace referencia a la cantidad total de
vapor de agua que se pierde a través de la piel. Esta tiene lugar por dos procesos: (a) una
difusién constante de vapor de agua a través de la epidermis y (b) la pérdida de agua que
tiene lugar a través del sudor. Sin embargo, solamente el primero de ellos constituye una

medida de la funcién barrera de la piel.

Tira adhesiva

Corneocitos

Capa superficial

Capa profunda

Figura 11. Tlustracién de la técnica "tape-stripping". Imagen adaptada (Pailler-Mattei, 2011).
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La técnica ftape-stripping parece ser simple y facil de realizar, sin embargo hay
diferentes parametros que pueden influir en la cantidad de estrato cérneo extraido por un
pedazo de tira adhesiva. Influye en los resultados el hecho de que éstos se hayan obtenido
in vitro o in vive (Bashir y col., 2001; Herkenne y col., 20006; Tsai y col., 1991P), la hidratacién
de la piel, la cohesion entre las células (que aumenta con la profundidad del estrato corneo),
la parte anatémica del cuerpo y las diferencias individuales (Breternitz y col., 2007; Loftler y

col., 2004; Marttin y col., 1996).

Asi pues, mediante la aplicacién de tiras adhesivas que se retiran secuencialmente,
es posible examinar la localizacién y distribucién de sustancias en el estrato corneo, y
posterior determinaciéon de los parametros farmacocinéticos (Alberti y col., 2001%
Bommannan y col,, 1990; Herkenne y col., 2007% Herkenne y col., 2007P; Kalia y col.,
2001; Lademann y col., 2009; Loffler y col., 2004; Lotte y col., 1993; Nicoli y col., 2009;
Reddy y col, 2002), asi como investigar la integridad del estrato cérneo mediante la
cuantificacién del mismo (Escobar-Chavez y col., 2008; Russell y col., 2008). En humanos
se utiliza para evaluar la funcién barrera (Bashir y col., 2001; Russell y col., 2008; van der
Valk y Maibach, 1990), investigar patologias cutaneas tales como enfermedades
inflamatorias o neoplasicas (Amarbayasgalan y col., 2012) o controlar la expresion génica.
Recientemente se ha patentado un sistema no invasivo, EGIR® (Epidermal Genetic
Information Retrieval) con una tecnologia similar al zape-stripping cuyo fundamento es
recoger células del estrato corneo para diagnosticar enfermedades como el melanoma
(Wachsman y col., 2011; Wang y Maibach, 2011). Asimismo, es una buena metodologia
para evaluar la biodisponibilidad local de farmacos cuya diana terapéutica sea el mismo
estrato corneo, tales como agentes antifingicos (Alberti y col., 2001b; Alberti y col., 2001¢),
los filtros UVA/UVB (Chatelain y col., 2003; Fernandez y col., 2002; Scalia y col., 2011) o
los antisépticos (Lboutounne y col.,, 2002; Parfitt y col,, 2011), asi como evaluar la
reversibilidad de los efectos provocados cuando se aplican técnicas de promocién de
farmacos a través de la piel que comprometen, en mayor o menor medida, la funcién

barrera de la piel (Escobar-Chavez y col., 2008; Russell y col., 2008).
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4. Métodos para incrementar la absorcion transdérmica de farmacos

El nimero de farmacos capaces de atravesar por si mismos el estrato cérneo en
cantidad suficiente para acceder a la circulacién sanguinea y producir una respuesta
terapéutica es reducido. Para ampliar el numero de farmacos candidatos de ser integrantes
de sistemas de administracién transdérmica, es importante incrementar la penetraciéon de

farmacos a través de la piel.

Actualmente un considerable esfuerzo se dirige a reducir la funcién barrera del
estrato coérneo, de modo que mediante un parche de tamafio razonable pueda ser
administrada una dosis efectiva, y asi conseguir que el sistema de liberacién mantenga el
control de la velocidad de absorcion. Para tal fin se han desarrollado diversas metodologias

(Alexander y col., 2012; Hadgraft y Lane, 2005; Rizwan y col., 2009; Subedi y col., 2010),

esquematizadas en la tabla 9. Entre ellos podemos destacar los dela
absorcion transdérmica y los métodos fisicos, como la , entre otras estrategias
promotoras.

Ademas, existen , cuyo objetivo comuin

es romper la estructura continua de la piel, incrementando asi el paso de farmacos a través
de ella. Entre ellos destacan: dispositivos que bombardean la piel con particulas a elevada
velocidad, dispositivos que eliminan el estrato cérneo y los que atraviesan el estrato corneo,

como las microagujas.
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Estrategias para incrementar la absorcion transdérmica

Método

Profarmacos

Sistemas
sobresaturados

Transporte
facilitado

Liposomas

Promotores
quimicos

Iontoforesis

Electroporacion

Sonoforesis

Microagujas

Mecanismo

Derivados inactivos sufren una
biotransformacién que origina la
molécula terapéuticamente activa.

El  flyjo de farmaco es
proporcional  al  grado  de
saturacion que alcanza el farmaco
en la formulacion.

Al pH 4cido de la superficie de la
piel, aminas disustituidas forman
pares ib6nicos con firmacos.
Posteriormente, al pH de la
epidermis viva (7.4), el par iénico
se rompe liberando el permeante.

Sistemas coloidales que
transportan sustancias hidrofilas
en su seno acuoso o lipofilas en la
membrana.

Sustancias quimicas de diversa
naturaleza que alteran la barrera

de la piel.

Aplicacién de corriente eléctrica
durante un perfodo de tiempo
corto provocando movimiento de
iones a través de la membrana
bajo el efecto del campo eléctrico
creado. Método fisico:
electrorrepulsion/electrodsmosis.

Método fisico que consiste en la
creacion de poros acuosos tras
exposiciéon de voltajes elevados
(30-100 V/cm) durante tiempos

muy cortos (10 microsegundos-

500 milisegundos).
Cavitacion (oscilacion de
pequefias  bolsas de aire) vy

fluidificacién lipidica debido a un
aumento de temperatura por
aplicacién de ultrasonidos.

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

Ventajas/Limitaciones

Se incrementa la lipofilia de
ciertos farmacos facilitando su
penetracién. Se utiliza mas para
un efecto local.

La estabilidad es un problema
aunque se resuelve con el uso
de polimeros que previenen el
crecimiento de cristales.

Se utiliza para  compuestos
aniénicos que no penetran
facilmente a través del estrato
corneo.

Son los mas utilizados desde
los afios  60. Presentan
limitaciones en la estabilidad
fisica y quimica, dificultad de
escalado industrial y
variabilidad biol6gica.

Estrategia muy utilizada.

La inclusién en formulaciones
topicas en cambio, en la
actualidad, estd limitada por
sensibilizacion e irritacion.

Técnica no invasiva que
promueve paso de firmacos
ionizados.

Maxima densidad de corriente
en humanos (0.5 mA/cm?),
produce en la piel modifi-
caciones y util en un tamafio de
molécula no superior a 7000

Da.

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

Bajas frecuencias inducen una
mayor perturbaciéon en la
funcién barrera.

Muchas cuestiones por resolver
en cuanto a su mecanismo de
accion, toxicidad y disefio
tecnolégico.

Administraciéon de moléculas
grandes ~ como  péptidos,
proteinas y vacunas.

Referencias

Sloan y col., 2011

Davis y Hadgraft,
1993

Pellet y col., 2003
Zhang y col,,

2013

Hadgraft y
Valenta, 2000
Matschiner y col.,
1995

Tan y col.,, 2009

Nanda y col,
2006

Pierre 'y Dos
Santos  Miranda
Costa, 2011

Ahad y col., 2009
Williams y Barry,
2004

Guy y col., 2000

Kanikkannan,
2002

Charoo y col,
2010

Denet y col., 2004
Prausnitz y col,

1995

Mitragotri y col,
1996

Polat y col., 2011
Santoianni y col,

2004

Bariya y col., 2012
Sachdeva y Banga,
2011
Pettis y Harvey,
2012

Tabla 9. Estrategias para incrementar la absorcion transdérmica.
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4.1. Promotores quimicos

Consiste en el empleo de sustancias quimicas de diversa naturaleza susceptibles de
incrementar la absorciéon transdérmica de farmacos. Estas sustancias tienen la capacidad de
alterar las propiedades de barrera de la piel, y por tanto puede actuar como promotores de
la absorcién transdérmica (Barry, 1983; Barry 1987; Chattaraj y Walker, 1995; Hadgraft y
Walters, 1992; Moser y col., 2001; Williams, 2003).

Un promotor de la absorcion transdérmica debe reunir diversas caracteristicas:
Ser farmacolodgico, fisico y quimicamente inerte y estable.

Ser potente, con actividad especifica y producir efectos reversibles en la

piel.
Compatible con el farmaco y el resto de excipientes de la formulacion.
No debe producir irritacion, ni ser sensibilizante o fototoxico.

Poseer buenas caracteristicas organolépticas.

En la actualidad los mecanismos de accién de estas sustancias promotoras de la
absorcion transdérmica no estan totalmente aclarados, aunque si han sido revisados en la
ultima década por Williams y Barry (Williams y Barry, 2004). El efecto de los distintos
promotores puede explicarse en parte por la teorfa enunciada por Barry como "lipid-
protein-partitioning" de donde se deduce que estas sustancias producen modificaciones en
la estructura de los lipidos intercelulares y la conformacién de las proteinas intracelulares,
sumandole que pueden alterar el coeficiente de reparto del farmaco en la piel (Barry, 1991).
Ademas, los compuestos promotores también pueden afectar indirectamente la piel
mediante modificacién de la actividad termodinamica del vehiculo de la formulacion

transdérmica.

En la tabla 10 que se presenta a continuacién, se muestra una clasificacion de
algunas de las sustancias quimicas mas estudiadas como promotores de absorcion
transdérmica en funcién de su naturaleza quimica y que pueden ser incluidas en un sistema

de administracion transdérmica.
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Promotores quimicos

Clasificaciéon quimica Componente
Agua Agua
Sulféxidos y similares Dimetilsulféxido, Dodecilmetilsulféxido
Utreas Urea
Pirrolidonas y derivados N-metil-2-pirrolidona, 2-pirrolidona
Azone® y derivados Azone® (1-dodecilazacicloheptan-2-ona)
Derivados del dioxolano SEPA®
Tensioactivos
Anidnicos Lauril sulfato sdédico
Catiénicos Bromuro de cetiltrimetil amonio
No i6nicos Monolaurato de sorbitano, Polisorbato 80
Zwiterionicos Sulfato de dodecildimetilamoniopropano
Terpenos Mentol, Limoneno
Alcoholes
Alcanoles Etanol
Alcoholes grasos Alcohol caprilico
Glicoles Propilenglicol
Acidos grasos Acido oleico, Acido undecanoico,

Acido decenoico

Tabla 10. Ejemplos de sustancias quimicas empleadas como promotores quimicos de la absorcion
transdérmica.

El agua es el promotor quimico mas natural (Roberts y Walter, 1993) y una de las
sustancias de la que mas se han estudiado sus efectos como promotor de la permeabilidad
cutanea. Por lo general, el incremento de la hidratacién del tejido cutineo aparece
relacionado con el aumento de la absorciéon transdérmica de sustancias hidrofilas y lipofilas.
La oclusién aumenta el efecto farmacolégico topico de un gran numero de farmacos
(Feldman y Maibach, 1965; Idson, 1975). Este efecto se ha relacionado con la hidratacién
de la queratina y de los lipidos intercelulares. Algunos estudios, realizados mediante analisis
calorimétrico diferencial, sugieren que el agua aumenta la fluidez de la bicapa lipidica.
Segun ello, las moléculas de agua se asocian a las cabezas polares de los lipidos
disminuyendo su grado de empaquetamiento. Ademas, el agua también puede afectar a las
moléculas de a-queratina, por un mecanismo competitivo por los puntos de unién con el
hidrégeno en las cadenas proteicas, lo que se traducirfa en una expansion de los
corneocitos (Barry, 1987). Diferentes autores sefialan que la relacion entre el aumento del

contenido en agua de los lipidos intercelulares y el aumento de la fluidez resultante es
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compleja. Por otra parte, otros autores indican que no se producen modificaciones
apreciables en la estructura y organizacioén de los lipidos del estrato corneo, incluso con
porcentajes de hidrataciéon elevados (hasta 150%) (Bouwstra y col.,, 1995%). Asimismo,
también se ha relacionado el efecto promotor del agua con su capacidad disolvente (Wester

y Maibach, 1995).

El dimetilsulféxido (DMSO) es uno de los primeros promotores de absorcion
transdérmica estudiados (Stoughton y Fritsch, 1964; Sulzberger y col., 1967). Este
compuesto incrementa la penetraciéon cutanea de numerosos farmacos (Reddy y Goosh,
2001; Shen y col., 19706; Sugibayashi y col., 1988), favoreciendo la absorcién de sustancias
tanto hidréfilas como lipofilas. Su mecanismo de acciéon se atribuye, por una parte, a sus
propiedades disolventes que incrementan el reparto de los farmacos en la piel y, por otra, a
sus efectos sobre los lipidos del estrato cérneo, que incrementan la difusiéon (Barry, 1991).
En la actualidad su uso esta restringido debido a la irreversibilidad de su efecto sobre la piel
por la creacién de poros a altas concentraciones e interrupcion general de la piel
(Gurtovenko y Anwar, 2007), los problemas toxicolégicos cutineos que aparecen a los
niveles requeridos para su efecto (Anigbogu y col., 1995; Sjégren y Anderson, 2000) y los
efectos negativos en el epitelio pulmonar provocados por su inhalacién (Sharma y col.,
2011). Sin embargo, este promotor quimico, DMSO, se utiliza en la solucién topica de
diclofenaco sédico (aprobado en los Estados Unidos para tratar los signos y sintomas de la
artrosis) y la soluciéon de idoxuridina topica (aprobada en Europa para el tratamiento del

herpes zoster) (Marren, 2011).

Entre otros promotores de la penetracién cutanea de farmacos, destaca el empleo

de algunas aminas y amidas, entre las que destacan la urea, las pirrolidonas y el Azone®.

En el caso de la urea, ésta es capaz de actuar sobre la estructura cutinea e
incrementar la difusién de numerosos farmacos (Han y col, 1991). Se han descrito
diferentes modos de actuacion que se detallan a continuacién. Al ser un compuesto de
naturaleza higroscopica su principal efecto en la piel implica la hidrataciéon del estrato
cérneo, aunque también actia como queratolitico de la piel tras un contacto prolongado
(Hellgren y Larson, 1974). Otros autores indican su capacidad de aumentar la fluidez de los
lipidos cutaneos (Beastall y col., 1986). Kin y colaboradores (Kim y col., 19937 le atribuyen la
capacidad de formacién de canales hidréfilos que alteran la estructura del estrato cérneo.

Los resultados obtenidos por Williams indican, en cambio, que puede interactuar con las
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proteinas de la piel y disminuir la unién a la queratina de farmacos que difunden en las

proteinas, incrementando, por tanto, su absorcion transdérmica (Williams, 1995).

Las pirrolidonas son utilizadas como promotores de la absorciéon percutinea de
numerosas moléculas tanto hidrofilicas (manitol, 5-fluorouracilo, sulfaguanidina, etc.) como
lipofilicas (betametasona-17-benzoato, hidrocortisona, progesterona, etc.) (Williams vy
Barry, 2004; Rizwan y col., 2009). Se trata de sustancias dotadas de estructuras del tipo de
las sustancias presentes en el llamado factor hidratante natural (NMF). Los derivados de la
pirrolidona mas lipofilos parece ser que interactian con los lipidos del estrato corneo,
desorganizando su estructura (Kim y col., 1993%). La 2-pirrolidona, a bajas concentraciones,
desnaturaliza la a-queratina y a concentraciones elevadas interacciona con los lipidos

incrementando la fluidez de la barrera cutanea (Barry, 1987).

El Azone® (1-dodecilazacicloheptan-2-ona o laurocapram) fue la primera molécula
especificamente diseflada como promotor de la penetracion cutinea de farmacos. Desde
principios del afio 1980 ha sido extensamente estudiada como tal. Presenta una amplia
capacidad para actuar como promotor transdérmico de numerosos farmacos destinados a
ser administrados via topica o sistémica y su efecto ha quedado demostrado en mdltiples
estudios llevados a cabo con farmacos de naturaleza hidrofila, lipéfila e incluso neutra
(Afouna y col., 2003; Hadgraft y col., 1985; Jampilek y Brychtova, 2012; Lopez-Cervantes y
col.,, 2006; Sugibayashi y col., 1992; Svozil y col., 2007; Williams, 2003). Ademas, Azone® es
una sustancia segura para su uso en humanos (Wiechers y de Zeeuw, 1990). Actualmente,
una nueva formulacién transdérmica con triamcinolona aceténido con Azone® bajo el
nombre de Durhalieve™ se estd probando para su comercializacion en el tratamiento de
dermatosis (Ranade y Cannon, 2011). Desde un punto de vista quimico, se trata de una
molécula compuesta por dos fracciones o porciones, una cadena de caracter lipofilo y un
grupo lactamico de naturaleza altamente polar. Debido a su particular estructura, esta
sustancia es muy lipéfila (log P=6.4) y su mecanismo de accién se relaciona con su
capacidad de interaccién con la region polar de los lipidos del estrato cérneo, aumentando
su fluidez (Hadgraft y col., 1996). La inserciéon en las bicapas lipidicas de su cabeza
voluminosa impide el empaquetamiento de los lipidos cutaneos. Otros autores indican que
la cadena de 12 carbonos del Azone®, que corresponde a las dimensiones del esqueleto del
colesterol, podria facilitar la ruptura de las interacciones colesterol-colesterol y colesterol-
ceramidas y asi fluidificar el estrato corneo, haciéndolo mas permeable (Allan, 1995).
Existen estudios que indican que el Azone® favorece en mayor medida la penetracion de

compuestos hidrofilicos (Barry y Bennet, 1987). Otros indican que ello puede ser debido a
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la capacidad que posee este compuesto para incrementar la hidrataciéon de la matriz lipidica,
mejorando asi el reparto de compuestos hidrofilos en el estrato corneo (Diez-Sales y col.,
1996; Pilgram y col., 2001; Ward y Tallon, 1988). Sus efectos dependen de la concentracién
a la que se emplee, éste es mas efectivo a bajas concentraciones, por ello se utiliza

comunmente a concentraciones entre el 1-5%.

La familia de compuestos SEPA® "Soft Enhancemet of Percutaneous Absorption"
se ha desarrollado especificamente para ser promotores de absorcion transdérmica. Se
caracteriza por presentar en su estructura una molécula de carbono, hidrégeno y oxigeno
(no contienen nitrégeno) a fin de disminuir el riesgo de sufrir metabolizaciéon derivando en
compuestos altamente toxicos. Su efecto promotor se atribuye a un incremento en la
movilidad de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos de la piel junto a una modificacion
producida en las interacciones de proteinas hidrofébicas. Entre las moléculas SEPA®, el 2-
n-nonil-1,3-dioxolano, fue expresamente seleccionado, tras demostrar su eficacia como
promotor de absorciéon en estudios de difusion transdérmica zz vitro, como el mayor

promotor de dicha familia (Goldstein y col., 2001).

Los agentes tensiactivos son componentes de un gran nimero de formulaciones
cosméticas, farmacéuticas y alimentarias. Se caracterizan por la presencia de grupos polares
y no polares (generalmente cadenas alquilicas o arilicas flexibles) en la misma molécula.
Entre todos, los son los mas empleados en el sector farmacéutico,
por su elevada capacidad de emulsificaciéon y solubilizacién, y minimas acciones
secundarias, tanto en caso de aplicaciéon topica como de administracién sistémica
(Murahata y col., 1988). Al igual que ocurre con otros sistemas tensiactivos, los no iénicos
se han mostrado capaces de promover, retardar o carecer de efecto sobre la velocidad de

penetracion cutanea de distintos farmacos (Hwang y Danti, 1983).

Los pueden penetrar en la piel y modificar su capacidad de
actuar como barrera (Gibson y Teall, 1983; Karande y Mitagroti, 2002; Shokri y col. 2001).
Sus efectos dependen, en gran medida, de la longitud de la cadena alquilica de la molécula,
mostrandose mas eficaces aquellos que poseen una cadena de 10 o 12 atomos de carbono.
Los mas ampliamente estudiados dentro de este grupo son los alquilsulfatos, como el
laurilsulfato sédico, cuya accion podria estar relacionada con la interacciéon producida a
nivel de los lipidos del estrato cérneo. Este compuesto puede incrementar el volumen de

agua entre los lipidos intercelulares y, a su vez, desorganizarlos (Gibson y Teall, 1983). Sin
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embargo, estos tensiactivos producen problemas de irritaciéon cutinea que limitan sus

posibilidades de uso como promotores (Rhein y col., 1990).

Los son mas irritantes que los aniénicos. A pesar de ello,
las aminas de cadena alquilica larga han demostrado ser capaces de facilitar la permeacion
de farmacos anidnicos mediante un mecanismo de transporte facilitado que consiste en la

formacion de pares i6nicos (Barker y Hadgraft, 1981).

Los terpenos son sustancias naturales presentes en los aceites esenciales (Paduch y
col., 2007). Ambos, aceites esenciales y terpenos, han sido descritos como promotores de la
absorcion transdérmica de diversas sustancias (Aqil y col., 2007; Sapra y col., 2008). Su
mecanismo de accién, en un principio se relaciondé con su capacidad de romper el
empaquetamiento de los lipidos intercelulares, incrementando la difusién en el estrato
corneo de farmacos hidrofilos (Sapra y col, 2008). También se atribuyen a estos
compuestos efectos disolventes que incrementan el reparto de farmacos lipofilos en este
estrato (El-Kattan y col., 2001; Godwin y Michniak, 1999; Williams y Barry, 1991). Otros
estudios seflalan un incremento de la conductividad de la epidermis, tras el tratamiento con
estos compuestos, lo cual sugiere una accion adicional en el estrato corneo, la formacion de
microporos, a través de los cuales difundirian los iones y los farmacos polares (Cornwell y
Barry, 1993). Otras acciones atribuidas a los terpenos se relacionan con la formacién de
microgotas de terpeno dentro de la region lipidica e incluso en el interior de los

COrneocitos.

El etanol, es una sustancia utilizada en muchas formulaciones transdérmicas como
solvente. Diversos estudios han demostrado su acciéon promotora de penetracion cutanea
de diversos farmacos (Berner y col., 1989; Manabe y col., 1996; Watkinson y col., 2009). Sin
embargo, su efecto promotor parece ser dependiente de su propia concentraciéon de modo
que, a bajas concentraciones parece que actua incrementando la solubilidad de los farmacos
en el vehiculo, mientras que a concentraciones elevadas, se ha indicado que produce la
extraccion de los lipidos intercelulares y produce expansiones osmoticas en el estrato
coérneo. También se ha descrito que para determinados compuestos, como el estradiol, el
empleo de etanol en elevadas proporciones produce una disminuciéon de los valores de
flujo transdérmico a consecuencia del efecto de deshidratacion que se produce en el estrato

corneo (Chattaraj y Walker, 1995; Megrab y col., 1995).
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Otros alcoholes presentan un efecto promotor que se ha relacionado con la
longitud de su cadena alquilica (Kim y col., 1992) con la consecuencia de un posible
aumento de la solubilidad del farmaco aunque no se descarta una acciéon directa sobre los
componentes de la membrana (Tsuzuki y col., 1988). De hecho, para el alcohol laurico, que
actia como promotor de la penetracién transdérmica, se ha sugerido una accién directa
sobre los lipidos cutaneos (Yamada y Uda, 1987). Por otra parte, se ha visto que algunos
alcoholes de baja masa molecular presentan un efecto sinérgico con otros promotores no
polares de penetracion, incrementando asi en mayor medida el flujo transdérmico de
farmaco (Berner y Liu, 1995). Entre los glicoles mas estudiados con efecto promotor de la
absorcion  transdérmica destaca el propilenglicol. Su mecanismo de accién se ha
relacionado, al igual que en el caso del etanol, con un aumento de la solubilidad del farmaco
en el vehiculo, aunque no se descarta un aumento del reparto del farmaco en el estrato

cérneo motivado por la presencia del propilenglicol (Barry, 1991; Puglia y col. 2001).

Los acidos grasos son promotores de absorcion de numerosos farmacos (Barry y
Bennett, 1987; Mittal y col.,, 2009; Thomas y Panchagnula, 2003). Se ha determinado
ademas que ceramidas presentes en la piel contienen acidos grasos utilizados como
promotores quimicos (Novotny y col., 2009). La influencia de la estructura de los acidos
grasos en su capacidad promotora ha sido puesta de manifiesto en diversos estudios; asi, la
longitud de la cadena alquilica y el nimero, posicién y configuracién de dobles enlaces
condicionan su eficacia como promotores (Andega y col,, 2001; Thomas y Panchagnula,
2003). Asimismo, estudios sobre la posicion y configuracién de los dobles enlaces permiten
demostrar que los isémeros s son mas eficaces que los #rans (Cooper, 1984). Parece ser
que el mecanismo de acciéon del 4cido oleico, promotor muy estudiado, se encuentra
relacionado con su capacidad para interferir en la ordenacién de los lipidos del estrato
corneo (Rowat y col., 2006; Hoopes y col., 2011). Ademas, un reciente estudio determina
que ciertos acidos grasos insaturados, especialmente el acido oleico, modula la actividad
inflamatoria en las heridas e incrementa la respuesta reparadora 7z vivo siendo efectivo en el

tratamiento de lesiones cutaneas (Cardoso y col., 2011).

4.2. Iontoforesis

Se conoce asi al método fisico mas utilizado con el fin de incrementar el paso de
farmacos a través de la barrera cutanea (Costello y Jeste, 1995; Dixit y col., 2007; Guy y

col., 2000; Hu y col., 2011; Kalia y col., 2004; Kanikkannan, 2002; Nolan y col., 2007). Esta
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estrategia también puede ser utilizada para promover farmacos a través de mucosas (Ciach
y col.,, 2011; Hu y col., 2011; Wei y col., 2012), ufias (Delgado-Charro, 2012) e incluso por
via ocular (Gaudana y col., 2012; Kralinger y col., 2003; Vollmer y col., 2002).

La iontoforesis es una estrategia que produce un aumento en la absorcion
transdérmica de farmacos al aplicar una pequefla corriente eléctrica (no superior a

0.5 mA/cm?) durante un periodo de tiempo relativamente corto (Nanda y col., 2000).

Un dispositivo basico iontoforético (figura 12) consta de dos reservorios, que
contienen el principio activo y electrolitos, en los cuales se disponen el anodo y catodo,
respectivamente. Estos se conectan por medio de un generador de corriente continua de
baja intensidad, de modo que al cerrar el circuito el campo eléctrico que se crea aumenta el
transporte de las sustancias ionizadas a través de la membrana, respecto al flujo debido a la
difusién pasiva (Hadgraft y Guy, 1989; Phipps y col.,, 2007; Walters y Hadgraft, 1993). De
esta manera, se incrementa el paso de farmacos, principalmente cargados positivamente ya
que la piel actia como una membrana de permeabilidad selectiva, por su carga neta
negativa (Burnette y Ongpipatanakul, 1987). Como la corriente favorece el transporte de
cationes se produce un flujo de disolvente del anodo al catodo y por tanto se favorece
también el transporte de solutos no cargados, que se encuentran disueltos, en la misma

direcciéon (Delgado-Charro y Guy, 1994; Pikal, 1990).

Los electrodos de Ag/AgCl, esquematizados en la figura 12, son los mas utilizados
por su reproducibilidad, estabilidad (Cullander y col., 1993; Janz e Ives, 1968; Tassinary y
col,, 1990) y reversibilidad (pueden funcionar en ambos sentidos de la reaccion electro-
quimica). Al aplicar un campo eléctrico al sistema, se fuerza el movimiento de electrones en
el circuito externo que producen reacciones electroquimicas en cada compartimento del
circuito interno. Por una parte, en el anodo (electrodo positivo) tiene lugar la oxidaciéon de
la plata (Ag®) que, mediante la presencia de iones cloruro (CI), se deposita como AgCl
sobre el electrodo. Por otra parte, en el catodo (electrodo negativo) se deposita Ag® a partir
del AgCl del que esta constituido el electrodo, liberandose iones cloruro al medio. En el
circuito interno, los iones presentes en el medio deben transportar la misma cantidad de
carga aplicada en el circuito externo. De este modo, los cationes se desplazan desde el
anodo hacia el catodo por el circuito interno, atravesando asi la piel. Este transporte es el
utilizado para el transporte transdérmico de farmacos cargados positivamente. Los aniones,

por otra parte, son repelidos en sentido inverso, es decir, desde el catodo hacia el anodo.
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Este mecanismo es el que permite el transporte transdérmico de principios activos

car gado S negativarnente .

e Generador de corriente e
al Catodo (-) Anodo (+) | Cr-
Cl- Na+
A P.A- | | PATPAN) 4

' I
Na+ Piel ¢ C|l'

Circulacion sanguinea

Figura 12. Hsquema de un dispositivo iontoforético.

Generalmente las densidades de corriente eléctrica utilizadas en la aplicacion de la
iontoforesis estain comprendidas entre 0.1 y 0.5 mA/cm?, ya que a partir de 0.5 mA/cm? el

paso de corriente empieza a percibirse como una sensacion molesta para el paciente

(Ledger, 1992).

Frente a otras estrategias utilizadas para incrementar el paso de farmacos a través de
la piel, la iontoforesis presenta numerosas ventajas entre las que se pueden citar las

siguientes:

Es una técnica de administracién no invasiva que minimiza el riesgo de

infeccion.
Se puede aplicar tanto en terapias con finalidad local como sistémica.

La corriente eléctrica promueve el paso de farmacos ionizados que por el

hecho de estar cargados se absorben con mucha dificultad a través de la piel.

Se trata de una técnica efectiva. En comparacion con los métodos

convencionales de administracion transdérmica, las cantidades de farmaco vy
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velocidades de absorcion son elevadas y controladas por el dispositivo mediante la

modificacion de la densidad de corriente aplicada.

Presenta menor variabilidad que la difusién pasiva, hecho que aporta una

mayor seguridad en la administraciéon (Wang y col., 20052).

Es una técnica muy versatil que permite una administracion del farmaco

constante o pulsatil, adaptindose a las necesidades del paciente y/o tratamiento

(Kalaria y col., 2012).

Es posible disefiar dispositivos de reducido tamafio, hecho que aumenta la

aceptacion por parte del paciente.

El efecto que el paso de corriente eléctrica provoca en la piel, durante
periodos de tiempo cortos y a intensidades bajas, son totalmente transitorios y
reversibles (Brand y col., 1997; Ledger, 1992; Oh y Guy, 1995), adaptandose a las

necesidades del paciente y/o del tratamiento.

Presenta un gran potencial para la administracion de proteinas o de
principios activos de tipo péptido que, debido a sus caracteristicas, no pueden ser
administrados via oral por la metabolizacién y degradacion quimica que sufren en el

tracto gastrointestinal (Gratieri y col., 2011).

El paso de un farmaco a través de la piel mediante la aplicacion de la técnica de
iontoforesis representa diferencias respecto a su paso a través de la misma mediante
difusién pasiva (Cullander, 1992; Wang y col.,, 2005%). Aunque los apéndices cutineos
representan una pequefia fraccion del area total de la piel, la via transapendicular participa
en el transporte iontoforético en mayor proporcion que en el caso del transporte pasivo
(Bath y col., 2000; Burnette y Ongpipatanakul, 1988; Cullander y Guy, 1991; Cullander
1992; Essa y col., 2002; Scott y col., 19932 Scott y col., 1993P). Algunos autores (Burnette y
Ongpipatanakul, 1988; Cullander, 1992; Delgado-Charro y Guy, 1994; Ledger, 1992; Scott
y col., 1992) sugieren que la implicacion de los apéndices en el transporte mediado por
iontoforesis pueda ser debido a la creacién de canales i6nicos. En cambio, otros autores,
han localizado el flujo electroosmético en los foliculos pilosos (Bath y col., 2000). Por otra
parte, la via transepidérmica y, dentro de esta, la via intercelular, participa de manera
importante en el transporte por iontoforesis (Turner y Guy, 1997). Diversos estudios

evidencian que, a pesar de que la via transapendicular cuatriplica el transporte iontoforético
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de moléculas por unidad de superficie, la via transepidérmica, contribuye, en términos

absolutos, en mayor medida al transporte total de moléculas.

Asimismo, el paso de una molécula por iontoforesis depende de sus propiedades
fisicoquimicas, siendo los apéndices la via preferente para moléculas hidrofilas, mientras
que la via transepidérmica (principalmente la intercelular) es la utilizada por compuestos

lipétilos (Turner y Guy, 1997).

Los mecanismos de transporte de un firmaco mediante iontoforesis son,

principalmente, la electrorrepulsion y la electro6smosis.

La , también conocida como electromigracion, es el resultado
directo de la interaccién del campo eléctrico aplicado con los iones existentes en la solucion
(Guy y col., 2000; Guy y col., 2001; Kalia y col., 2004). El flujo transdérmico de un farmaco

debido a la electrorrepulsion (Jer) se puede obtener mediante la ecuacion:

t-1
]erzﬁ EC4

donde ¢ es el numero de transporte de dicho farmaco, I es la intensidad de

corriente aplicada, F' la constante de Faraday y Z la carga del compuesto.

De este modo, si se mantiene constante el nimero de transporte del compuesto, su
flujo transdérmico puede ser controlado mediante la intensidad de corriente aplicada, tal
como predice la ley de Faraday (ecuacion 4) (Burnette, 1989; Phipps y Guory, 1992). En
este hecho reside una de las ventajas de la iontoforesis, que asegura una administracion

controlada del farmaco, proporcional a la cantidad de corriente aplicada.

La fraccion de carga 1 transportada por un i6n x constituye su ndmero de

transporte (9 y éste se puede expresar como:

Iy
t, =— Ec. 5
le
No s6lo el compuesto de interés va a transportar la carga eléctrica generada en el

campo eléctrico, sino que todos los iones presentes en el circuito van a competit por

transportar dicha carga. Los iones presentes en gran concentracion y de pequefio tamafio
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(por su mayor movilidad) van a ser los que transporten una mayor fraccién de carga, hecho
que repercute negativamente en la efectividad del transporte de farmacos de mayor tamafio

mediante la aplicacién de iontoforesis.

La suma de todos los numeros de transporte de los iones presentes es igual a la
unidad. Por este motivo, los farmacos aplicados nunca alcanzan un nimero de transporte
elevado, ya que se mantiene la competicién con los iones endogenos (Clemessy y col., 1995;

Lopez y col. 2003%; Thysman y col., 1992).

Por otra parte, la consiste en un flujo de solvente que se origina
bajo la aplicacién de un campo iontoforético debido a la carga eléctrica de la piel y que

ocurre desde el anodo hacia el catodo (Matro y col., 2001P; Pikal, 2001).

La piel humana posee cargas eléctricas en su estructura procedentes, por ejemplo,
de aminoacidos de las proteinas y de acidos grasos libres. El conjunto de todas estas cargas
presentes en la piel da como resultado una carga neta negativa, lo que la convierte en una
membrana de permeabilidad selectiva a los cationes. Gracias a la permeabilidad selectiva de
la piel este flujo electroosmético de solvente se produce fundamentalmente desde el anodo
(Burnette y Ongpipattanakul, 1987; Pikal y Shah, 19902). Con él arrastra moléculas, ya sean
neutras o estén cargadas, que se encuentran disueltas en el medio. De esta manera, el flujo
electroosmotico favorece el transporte de farmacos cargados positivamente, ya que se suma
al flujo por electrorrepulsion; en cambio, reduce el transporte de farmacos con carga
negativa, debido a que contrarresta su flujo por electrorrepulsion (Green y col.,, 1991%
Green y col,, 1991P). Por otra parte, el flujo electroosmético constituye el unico mecanismo
de transporte en el caso de farmacos neutros (Delgado-Charro y Guy, 19953 Guy y col.,

2001; Kim y col., 1993b).

A pesar de la importancia de la electroésmosis, la electrorrepulsion constituye un
mecanismo de transporte mucho mas eficaz. Por este motivo, para compuestos ionizados
con numeros de transporte significativos, la electrorrepulsion constituye el principal factor
del flujo iontoforético observado. Por el contrario, en el caso de compuestos con nimeros
de transporte muy bajos, la electrodsmosis cobra una importancia mucho mayor, llegando
incluso, en el caso de moléculas neutras, a ser el unico mecanismo implicado en el

transporte por iontoforesis.

La iontoforesis por su mecanismo de actuacién puede utilizarse con fines

diagndsticos o analiticos, ya que, mediante iontoforesis reversa, la corriente aplicada se
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puede utilizar para extraer sustancias, bien sean neutras o bien estén cargadas, del interior
del organismo. El proceso de extraccién puede variarse si se modifican parametros como el
pH del medio, la densidad de cortiente aplicada y/o la fuerza idnica del medio

(Leboulanger y col., 2004; Merino y col., 1999; Sieg y col., 2009).

Existen diversos factores que modifican el transporte iontoforético de un
farmaco. Por ejemplo, el flujo transdérmico de una molécula bajo la aplicacion de un
campo iontoforético puede controlarse, tal y como se deduce de la ecuacion 4, mediante la

y el (Brand y col., 1997,
Femenfa-Font y col., 20052, Phipps y Gyory, 1992). En este hecho radica la enorme utilidad

de la iontoforesis como sistema de administracion controlada para numerosos farmacos.

La es un factor muy importante, como se ha mencionado
anteriormente, ya que es necesaria la presencia de una cantidad minima de electrolitos para
transportar la carga eléctrica. No obstante, iones muy pequefios y moéviles, como Na*t y CI,
compiten por transportar la carga con el farmaco reflejindose en una disminucién del

numero de transporte y consecuentemente del flujo transdérmico (Clemessy y col., 1995).

Un cambio del valor de durante el transporte mediante iontoforesis de un
farmaco puede alterar desde el transporte del farmaco por electrorrepulsion, por
variaciones en el grado de ionizacién del farmaco, hasta el transporte por electroosmosis,
por cambios en la carga neta de la piel (Burnette y Ongipattanakul, 1987; Green y col.,
1991b; Guy y col.,, 2001; Kim y col., 1993b; Merino y col., 1999). Por otra patte, los iones
hidrogeniones (H*) e hidroxilos (OH-) poseen movilidades muy elevadas, por lo que es
importante mantener la concentraciéon de aquel que vaya a competir con la molécula a
administrar lo mas bajas posible a fin de evitar su competencia por el transporte de la carga

y optimizar el flujo del farmaco.

En principio, el transporte del farmaco se ve reducido en presencia de soluciones
amortiguadoras de pH, ya que la presencia de otros iones competidores por la carga
produce, como se ha comentado, una disminucién en el numero de transporte del farmaco
y, en consecuencia, del flujo iontoforético total observado (Clemessy y col., 1995; Green y
col,, 1991b; Phipps y Gyory, 1992; Yoshida y Roberts, 1995). A pesar de ello, las soluciones
amortiguadoras de pH son, en muchos de casos, imprescindibles para mantener estable el

pH del medio.
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El transporte iontoforético, tanto si el firmaco es neutro o esta cargado (catiénico
o aniénico) depende de su . Cuanto mayor sea la masa molecular del
farmaco, menor sera su movilidad y, en consecuencia, su nimero de transporte. Asimismo,
cuanto menor sea su ndmero de transporte, la contribucién electroosmética en su
transporte por iontoforesis sera mayor (Nair y Panchagnula, 2003; Turner y col., 1997,
Yoshida y Roberts, 1993). A pesar de ello, sustancias de elevada masa molecular; por
ejemplo proteinas (Gratieri y col., 2011), asi como hormonas del tipo luteinizante (LHRH)
(Raiman y col., 2004), calcitonina (Stamatialis y col., 2004; Thysman y col., 1994), hormona
del crecimiento (Kumar y col., 1992), paratiroidea (Suzuki y col., 2002), insulina (Pillai y
col., 2003), la hormona antidiurética, también conocida como arginina vasopresina (Nair y
Panchagnula, 2003) y oligodesoxinucleétidos (Liu y col., 2013), pueden ser transportadas

con éxito a través de la piel mediante la aplicacion de iontoforesis.

Por dltimo, el efecto de la sobre su transporte
mediante iontoforesis depende de la presencia de otros iones en el vehiculo. En presencia
de otros iones, al aumentar la concentracion de farmaco en el vehiculo los flujos
iontoforéticos observados son mayores, ya que al aumentar la concentracion de éste
aumentan sus posibilidades de transportar la carga. No obstante, algunos cationes lip6filos
se adsorben a la piel y su transporte no aumenta proporcionalmente a la concentracion
(Delgado-Chatro y col., 19952 Delgado-Charro y col, 1995P). Sin embargo, en ausencia de
iones competidores, el flujo transdérmico del farmaco es practicamente independiente de la

concentracion de farmaco (Kasting y Keister, 1989).

Hasta la fecha existen dispositivos iontoforéticos aprobados para su
comercializacién y también en proceso de estudio por la FDA. Sin embargo, algunos de
ellos han sido retirados del mercado farmacéutico por falta de seguridad y la generacion de

ciertas reacciones alérgicas a nivel cutaneo (véase tabla 11).

Un ejemplo es la comercializaciéon del primer parche transdérmico precargado
autorizado por la FDA en el afio 2005 llamado LidoSite™ que contiene lidocaina y
epinefrina ademas de llevar incorporado una pila de tal manera que no es necesario
conectarlo a un generador de corriente. En su interior se encuentran el anodo y catodo y un
dispositivo que permite al paciente controlar a demanda la liberacién del principio activo

incluido en el dispositivo (Zempsky y col., 2004).

Otro dispositivo transdérmico de estas caracteristicas comercializado hasta hace

poco es aquel que contenia fentanilo indicado para el dolor post-operatorio y para personas



Antecedentes 63

que requieran analgesia con opiodes. Este es un sistema Tonsys™ con una tecnologia de
transporte eléctrico E-trans® donde el 4nodo contiene fentanilo y el citodo sustancias
inactivas (Ashburn y col, 1995). La Agencia Europea de Medicamentos lo retiré del
mercado en el ano 2008 por falta de seguridad en la corriente eléctrica y la continua

administracién de fentanilo (European Medicines Agency, 2009).

Asimismo, otra de las aplicaciones atractivas de los sistemas iontoforéticos es el
diagnostico y deteccion de sustancias en sangre de manera no invasiva. Un ejemplo fue
GlucoWatch Biographet® que permitié la deteccidén de niveles de glucosa en sangtre en
adultos y nifios (Eastman y col., 2002; Tierney y col., 2001). Este también fue retirado por

la FDA en el afio 2010 aunque los motivos no fueron especificados (FDA, 2010).

Sistemas transdérmicos iontoforéticos

Nombre ek : Indicacién
comercial Principio activo e Estado
Tonsys Fentanilo Dolor Retirado
Lidosite Lidocaina/Epinefrina Anestesia local Retirado
Phoresor 11 Pilocarpina, morfina Dolor Comercializado
Iontopatch Dexametasona Artritis Estudio (Fase I1II)
Solovir Aciclovir Herpes labial Estudio (Fase II)
Zecuity Sumatriptan Migrafia Comercializado

Tabla 11. Ejemplos de sistemas terapéuticos iontoforéticos de administracion local o sistémica en el
mercado farmacéutico (Drugs@FDA, 2013; Goldstein y col., 2012; Ranade y Cannon, 2011).






Validacion de dos métodos analiticos para la
determinacion del nadolol e hidrocloruro de propranolol

1. Introduccion

Los métodos analiticos que se utilizan en todos los laboratorios deben demostrar
que proporcionan resultados fiables y adecuados para su finalidad ya que muchas
decisiones que se toman estan basadas en la informacién que estos datos proporcionan.
Validar un método consiste en verificar y documentar su validez, adecuarse a unos
determinados requisitos, previamente establecidos para poder resolver un problema
analitico particular. Estos requisitos, segin la FDA, son los que definen los parametros o
criterios de calidad que debe poseer un método a utilizar para resolver el problema
analitico. La tabla 12 muestra los parametros que pueden ser de tipo estadistico o bien de

tipo operativo/econémico (FDA, 2000).

El nadolol y el hidrocloruro de propranolol son dos beta-bloqueantes cominmente
utilizados en la prevencion de la migrafa. Si se considera la baja biodisponibilidad oral de
los dos farmacos y los inconvenientes propios de la administracion intravenosa, surge la

necesidad de estudiar nuevas vias de administracién como es la via transdérmica.

Con el fin de realizar los ensayos de absorciéon transdérmica del nadolol y
propranolol es imprescindible disponer de dos métodos analiticos que permitan la

cuantificacién de ambos beta-bloqueantes en las muestras provenientes de dichos ensayos.
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Criterios de calidad

Tipo estadistico Tipo operativo/econémico
Exactitud Inversion
Precision Mantenimiento

Reproducibilidad Rapidez

Especificidad Facilidad de uso
Selectividad Simplicidad

Limite de deteccién
Limite de cuantificacion

Robustez

Tabla 12. Parametros de calidad de un método analitico.

Una revision bibliografica exhaustiva revela que son diversos los autores que han
descrito previamente métodos analiticos para la deteccion y cuantificacion de ambos
farmacos. Entre ellos se incluyen métodos de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
con fotodiodo de deteccion UV /Visible (Delamoye y col., 2004; Patel y col., 1981; Salman
y col, 2010), la combinacién con detector de fluorescencia (Ranta y col, 2002),
espectrometria de masas (MS) (Maurer y col., 2004), la combinacién de éste con HPLC
(Umezawa y col., 2008), MS con cromatografia de gas (Liu y col., 2009), colorimetria (Amin
y col., 2002), fluorescencia (Belas y col., 1995; Hoshino y col., 1994; Srinivas y col., 1995) y
deteccion electroquimica (Collins y Arrigan, 2009; Collins y col., 2010). La infraestructura
necesaria para aplicar algunos de estos métodos no es asequible, factible ni aplicable para
laboratorios pequefios; otros requieren una compleja preparacion previa de las muestras y
un numero eclevado de los métodos son de deteccion multiple de beta-bloqueantes
procedentes de fluidos corporales como plasma y orina. Ademas, la muestra proveniente de
difusién transdérmica se caracteriza por la presencia de compuestos endégenos de la piel

que genera interferencias, limitando asi su manejo y la detecciéon de farmacos.

El objetivo del trabajo descrito en este capitulo es el desarrollo de dos métodos
analiticos rapidos y sencillos, capaces de cuantificar el nadolol e hidrocloruro de
propranolol presentes en muestras procedentes de los ensayos de difusion transdérmica y la
validacién de los mismos, de modo que se pueda demostrar que proporcionan resultados
fiables y adecuados para garantizar los resultados obtenidos. Asimismo, se han realizado
estudios para verificar la estabilidad de ambos fiarmacos en la muestras tras los

experimentos transdérmicos.
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2. Materiales y métodos

2.1. Farmacos ensayados

El nadolol (Monografia 1789 de la Farmacopea Europea) y el hidrocloruro de
propranolol (Monograffa 0568 de la Farmacopea Europea) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich Quimica, S.A. (Tres Cantos, Madrid, Espafia) con unas purezas del 98.0% vy

98.9% (m/m), respectivamente. Ambos beta-bloqueantes presentan un aspecto fisico

similar aunque propiedades diferentes (véase tabla 13).

Nadolol Hidrocloruro de propranolol

1-(terc-Butilamino)-3-[(5,6,7,8

Noir;ll];)re tetrahidro-¢is-6, 7-dihidroxi-1 H1dr3o clloiulrf(;lde il —;solzroplrllarlmno—
quinico naftil)oxi]-2-propanol -~(I-naftilox)-2-propano
oH
HOy,, ; ot
Estructura l i ) J\/'ﬂ .
H
AT
Formula
g Ci7H27NO4 Ci6H21NO2 - HCl
empirica
Peso 309.4 g/mol 295.8 g/mol
molecular re/mo © g/mo
Lipofilia
(pH 7.4) logP =12 log P = 3.03
Etanol, metanol y 4cido
clothidtico: soluble i Etanol y dimetilsulféxido: soluble
Solubilidad Cloroformo, cloruro de metileno y .
alcohol isopropilico: ligeramente soluble Agua a 20°C; 0.1 mg/mlL
Agua a 60°C; 50 mg/mL
Agua a 20°C; 8.4 mg/mL
pKa (22°C) 9.67 9.45
Punto ~130°C ~163°C
fusion
Ff;)srir;a Polvo cristalino blanquecino e inodoro Polvo blanco e inodoro

Tabla 13. Caracteristicas del nadolol y del hidrocloruro de propranolol.
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2.2. Solucién amortiguadora de pH

Para la preparacion de las soluciones estaindar se empleé una soluciéon tampon,
isoténica con el plasma de pH 7.4 [NaCl (150 mM)-HEPES (20 mM)]. El cloruro sédico y
el HEPES [N-(2-Hydroxiethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic acid)] de grado analitico,
fueron suministrados por Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Una
vez preparada, la solucion se almacené en frascos topacio a 4°C. Antes de su utilizacion, el
pH de la solucién se ajusto a 7.4 con una base fuerte, NaOH 1N, o con un acido fuerte,
HCI IN (también suministrados por Sigma-Aldrich CO) y seguidamente se filtr6 a vacio a
través de filtros desechables de 0.45 um de didmetro MF Monitor Refills® suministrados

por Millipore Corporate (Billerica, Massachusetts (MA), Estados Unidos).

Para la preparacion de todas las soluciones se utilizé agua ultrapura que se obtuvo a
partir de un sistema Barnstead Nanopure Analytical de Thermo Fisher Scientific
(Alcobendas, Madrid, Espafa) de una conductividad a 25°C de 18.2 MegaOhmios-cm, un

nivel de carbono organico total entre 5-10 ppb y sin la presencia de particulas (0.2 pm).

2.3. Método analitico

El equipo empleado para el andlisis de muestras fue un sistema de cromatografia
liquido-liquido de alta eficacia (HPLC) que permite la detecciéon de cantidades minimas de

permeantes.

El cromatografo liquido-liquido utilizado consta de:
Bomba cuaternaria Waters 600 Controller.
Inyector automatico Waters 717 Plus Autosampler.
Detector UV-visible, modelo Water 996 Photodiode Array Detector.

La adquisicién y procesado de los datos, asi como la gestion de su instrumentacion
se realiz6 mediante el programa informatico Millennium Chromatography Software®

(Waters Cromatografia, S.A.; Barcelona, Espafa).

2.3.1. Condiciones cromatograficas

La separacion de los componentes presentes en las muestras analizadas, obtenidas

tanto de los ensayos de permeacion del nadolol como hidrocloruro de propranolol, se llevo
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a cabo a temperatura ambiente (25 * 2)°C mediante una columna de fase reversa de
250 x 4.0 mm con un empaquetamiento formado por particulas de silice Cis de 5 um de

didmetro medio (Kromasil® Cis).

En el analisis de las muestras se utilizé una fase movil diferente para cada farmaco.
Ambas fases consistfan en una mezcla de solucién acuosa de amonio di-hidrégeno fosfato
monobiasico 0.05 M y acetonitrilo, obtenidos ambos de Analisis Vinicos S.L. (Tomelloso,
Castilla la Mancha, Espafa). El pH de la mezcla se ajusté con acido orto-fosférico (Panreac
Quimica S.A.; Barcelona, Espafia) al 0.05 M. Las fases moviles se filtraron, una vez
preparadas, a través de filtros MF Monitor Refills® (Millipore Corpotare; Billerica, MA,
Estados Unidos) con un tamano de poro de 0.45 um. La cuantificacion del nadolol e
hidrocloruro de propranolol en las muestras, se realiz6 midiendo la absorbancia a 269 y
291 nm, respectivamente. El flujo de la fase eluyente se mantuvo constante a 1 mL/min. Se
inyectaron alicuotas de 50 pl.. En la tabla 14 se especifican las condiciones cromatograficas

para la deteccion y cuantificaciéon de ambos beta-bloqueantes.

Condiciones cromatograficas

Nadolol Hidrocloruro de propranolol
Columna Kromasil® Cig (250 x 4.0 mm, 5 pm)
Fase moévil [A:B (v/v)]” 80:20 60:40
pH 4.8
Flujo eluyente 1 mL/min
Volumen inyecciéon 50 ulL
Deteccion UV 269 nm 291 nm

Tabla 14. Condiciones cromatograficas para el analisis del nadolol e hidrocloruro de propranolol
por HPLC-UV. *Fase mévil [A (amonio di-hidrégeno fosfato) : B (acetonitrilo)].

2.3.2. Validacion de los métodos analiticos

La validacion de ambos métodos analiticos se llevo a cabo mediante la construccion
de multiples rectas de calibrado para ambos beta-bloqueantes. Para la obtenciéon de dichas
rectas se realizaron una serie de diluciones a partir de la solucién madre de los farmacos
con la soluciéon salina isotonica de pH 7.4 hasta conseguir soluciones de distintas

concentraciones que abarcaron el intervalo de concentraciones de las muestras obtenidas
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en los ensayos. La tabla 15 especifica las concentraciones de las soluciones madre y

diluciones.
Soluciones de partida y patrones
FArmaco Concentracion Concentracion
solucion madre (uM) patrones (uM)
Nadolol 16700 0.17,0.84, 1.67, 16.7, 83.5, 167
Hidrocloruro de propranolol 1130 0.11, 1.13, 5.64, 11.3, 56.4, 113

Tabla 15. Concentraciones de las soluciones madre y de los distintos patrones empleados (uM)
para la obtencién de las rectas de calibrado.

Las rectas de calibrado se obtuvieron mediante regresién por minimos cuadrados
de las areas calculadas a partir de los cromatogramas como funcién de la concentracion de

farmaco en la muestra, segun la siguiente ecuacion:

y=b-x+a Ec. 6

donde, y es el area del cromatograma, x la concentracion, b la pendiente de la recta

y ala ordenada en el origen.

La de cada recta de calibrado, es decir, la dependencia lineal entre x e y
viene expresada por el coeficiente de correlacion, r. En todos los casos se investigd si
existia una relacion lineal significativa entre las areas de los cromatogramas y las
concentraciones del farmaco patréon (r>0.98). Ademas se compard estadisticamente
(prueba t de Student) la pendiente de la recta y la ordenada en el origen con cero. Como
criterios de aceptacion, se emplearon los plasmados en las Conferencias Internaciones de
armonizacion de requisitos técnicos en el registro de productos farmacéuticos de uso
humano (ICH, 1994; ICH, 1996) y los estudios planteados por Crowther y colaboradores
(Crowther y col., 2000).

La se calculé mediante el analisis por triplicado de una
alicuota de cada una de las diluciones, preparadas el mismo dfa del andlisis, dias alternos

durante los diez dias en los que se llevaron a cabo las valoraciones (n=5).
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Para determinar la se analizaron en un mismo dia cinco

alicuotas de cada dilucién, recién preparadas (n=5).

La , grado de dispersion entre una serie de mediciones obtenidas de
multiples muestreos de una misma muestra homogénea bajo condiciones establecidas,
puede considerarse representativo de su reproducibilidad. La precisiéon del método analitico
se ha expresado como coeficiente de variacion (C.V.) de una serie de medidas y la media
(%) de las concentraciones estimadas, tanto en los ensayos intradia como en los realizados
en dfas distintos (interdia). Esta expresion se observa en la ecuacion 7. Los limites
establecidos en ensayos con muestras biolégicas para la precision son del 10% (Jenke,

19964, Jenke, 1996P; Karnes y March, 1993).
D.E.
C.V.(%) = —— 100 Ec. 7

donde D.E. es la desviacién estandar correspondiente a la distribucion de valores
de la concentracion de farmaco ensayado y (X) es el valor medio de la concentracion

calculada de farmaco correspondiente a cada nivel de concentracion.

La viene dada por el error relativo de la medida (&), de acuerdo con la

siguiente expresion:

fi — X
Er(%) = X— Ec. 8

L

donde x; es la concentracion tedrica, y (X;) es la concentracion estimada del farmaco

patron. Para ensayos de este tipo el Erno debe superar el 10% (Jenke, 19962 Jenke, 1996P).

La o selectividad del método analitico se determiné mediante el
analisis de 10 blancos, consistentes en la solucién salina isoténica [NaCl (150 mM)-HEPES
(20 mM), pH 7.4] y 10 soluciones idénticas obtenidas tras estudios transdérmicos sin

farmaco, pero si con sustancias endogenas de la piel extraidas durante los ensayos.

El (LD) se define como la concentracién correspondiente al
area de un pico tres veces el ruido detectado al tiempo de retenciéon del patron y el

(LC) es considerado como la cantidad mas pequefia del analito en una
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muestra que puede ser cuantificada con exactitud aceptable. Respecto al calculo de ambos
limites (documentos gufa Q2A y Q2B respectivamente, editados por la ICH), se

recomienda emplear las siguientes ecuaciones:

D.E.
D.E.
LC=10"—— Ec. 10

donde D.E. es la desviacion estandar de la respuesta y b la pendiente de la curva de

calibracion (Miller y Miller, 1993).

Los datos requeridos para tales ecuaciones (desviacion estandar de la respuesta y
pendiente de la curva de calibracién) se obtienen mediante el analisis de regresion lineal de

las curvas de calibracion para la linealidad del sistema analitico.

La es una medida de la capacidad de respuesta adecuada del método
analitico, ante una implementacién no perfecta. Se valoré el area de un patrén de
concentracion variando: la longitud de onda, pH final de la muestra, velocidad del eluyente

y proporcion de amonio di-hidrégeno fosfato monobasico con el acetonitrilo.

2.3.3. Estabilidad de ambos farmacos

Se analiz6 la estabilidad del nadolol e hidrocloruro de propranolol en solucion
isotonica de pH 7.4. Para ello, se prepararon 7 grupos de soluciones de nadolol y otros
tantos de hidrocloruro de propranolol de concentraciones 83.5 y 56.4 uM, respectivamente,
se conservaron en distintas condiciones: -80°C, -20°C, 4°C, T* ambiente, 37°C y 60°C en la
oscuridad, ademas de un séptimo grupo que se almacend a T ambiente con exposicion a la
luz. Las concentraciones de los farmacos se analizaron los dias 1, 3, 6, 10, 15, 30, 60 y 120

tras su preparacion, para determinar su concentracion residual.

Ademas, cada dia de valoraciéon se prepararon soluciones de referencia que se

analizaron inmediatamente.
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3. Resultados y discusion

3.1. Validacion de los métodos analiticos

Con el fin de iniciar el trabajo de investigacién en la absorcion transdérmica i vitro
del nadolol e hidrocloruro de propranolol a través de la piel de cerdo, detallado en los
siguientes capitulos IV y V, fue necesario poner a punto una técnica analitica para cada

beta-bloqueante para determinarlos en los diferentes sustratos a analizar.

Tal como se ha comentado en la introduccion del presente capitulo, la bibliografia
recoge diversos métodos para la determinaciéon de nadolol e hidrocloruro de propranolol
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccién UV /visible,
espectrometria de masas, fluorescencia, colorimetria y detecciéon electroquimica. Sin
embargo, los métodos de HPLC descritos han sido validados para una determinacion
simultanea de beta-bloqueantes (Delamoye y col., 2004; Patel y col,, 1981; Ranta y col,
2002), como el atenolol, sotalol, caretolol, pindolol, metoprolol, propranolol y nadolol
entre otros, o el propranolol aislado (Salman y col., 2010) en plasma. Sin embargo, dichos
métodos utilizan fases moéviles que consisten en disoluciones combinadas de metanol o
acetonitrilo con una solucién tamponada de pH comprendido entre 3.4-3.8 de acido
trifluoroacético, HCl, NaCl o una mezcla de acido acético con trietilamina. Asimismo,
muchos de ellos requieren una infraestructura no disponible en los laboratorios pequefios y
una preparacion compleja no necesaria en las muestras de experimentos transdérmicos.
Ademas, presentan tiempos de retencion de aproximadamente 10 minutos para el nadolol y
22 minutos para el propranolol, tiempos muy elevados con la consecuente pérdida de
tiempo, coste de material fungible y fases moéviles ademas de desgaste del sistema. Por
estos motivos, se validaron dos métodos analiticos que nos permitieran detectar y
cuantificar ambos farmacos en muestras provenientes de ensayos de difusion 7 vitro. Los
métodos utilizados con este fin deben ser especificos, ya que las muestras que proceden de
los ensayos de permeaciéon contienen normalmente compuestos endégenos de la piel que
se liberan a la fase receptora durante los mismos, ademas la concentraciéon de analito suele

ser baja por lo que deben tener sensibilidad suficiente para poder cuantificarlos.

La validacién de ambos métodos analiticos parten del mismo fundamento, la
misma finalidad que es asegurar que tanto los métodos analiticos como el sistema analitico

asociado a la determinacién cuantitativa de ambos beta-bloqueantes produzcan resultados
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fiables y por tanto las dos validaciones se realizaron de la misma manera por lo que sera

explicado conjuntamente.

3.1.1. Nadolol

La longitud de onda seleccionada para cuantificar el farmaco es 269 nm ya que,
aunque el espectro de absorcion del nadolol presenta dos maximos de absorcion a 220.1 y
269.8 nm (figura 13), a 220.1 nm aparecerfan interferencias debidas a compuestos de la piel.
A 269 nm de longitud de onda, la sensibilidad y la especificidad ofrecidas por el método
fueron suficientes para cuantificar el nadolol en el rango de concentraciones de las

muestras obtenidas en los ensayos de difusion i vitro.
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Figura 13. Espectro de absorcion del nadolol (concentracion patron 167 uM).

Las condiciones cromatograficas utilizadas permitieron una buena separacion del
nadolol del resto de componentes de nuestras muestras. La figura 14 muestra un
cromatograma ejemplo, correspondiente a un patrén de nadolol (16.7 pM) usado en la
validacion del método analitico (a) y una muestra de nadolol obtenida en un ensayo de
difusién transdérmica (b). El tiempo de retencion es 3.45 £ 0.05 minutos (Media = D.E.;

n=20).
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Figura 14. Cromatogramas del nadolol: (a) patréon de concentracion 16.7 uM y (b) una muestra
obtenida en un ensayo de absorcién transdérmica.

Para determinar la reproducibilidad del método se realizaron determinaciones tanto
en diferentes dfas (interdfa) como el mismo dfa (intradia). Con este fin, en cada uno de los
diez dfas correspondientes al analisis interdia, se determiné por triplicado el farmaco
contenido en alicuotas de cada una de las diluciones a estudiar. Asimismo, se realizaron
cinco analisis en un mismo dia de cada dilucién recién preparada del intervalo de
concentraciones para determinar la reproducibilidad intradia. La tabla 16 muestra el
intervalo de concentraciones medias obtenidas en los ensayos a partir de los analisis de cada
concentracion realizados en cada uno de los dias (interdfa) o el mismo dia (intradia)

respecto a la concentracion tedrica de nadolol presente en la solucidn analizada.

Concentracion experimental de nadolol (uM)

Tebrica Interdia (n=5) Intradia (n=5)

Media + D.E. Media * D.E.
0.17 0.18 £ 0.01 0.17 £ 0.01
0.84 0.85 0.03 0.84 + 0.03
1.67 1.69 + 0.06 1.69 + 0.03
16.7 16.6 £ 1.01 16.0 £ 0.07
83.5 83.9 £ 1.00 83.71£0.23
167 167 £ 0.43 167 £0.32

Tabla 16. Concentracion tedrica y las medias determinadas en los analisis por quintuplicado de los
patrones de nadolol realizados en distintos dias y el mismo dfa.
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A partir de estos resultados, se calcularon para el mismo dia y diferentes dias, la
exactitud y la precision (véase la tabla 17). La exactitud se detalla como el error relativo (E.)
calculado a partir de las concentraciones experimentales obtenidas por el método analitico

y la precision es calculada a partir del coeficiente de variacion (C.V.) de cada concentracion

analizada.
Exactitud y precision del método validado del nadolol
Interdia (n=5) Intradia (n=5)
Concentracién
real (uM) E: (max.) (%0) C.V. (%) E: (max,) (*0) C.V. (%)
0.17 5.19 3.43 2.99 3.02
0.84 2.24 3.69 1.10 3.26
1.67 1.00 3.57 1.20 1.57
16.7 -0.56 6.08 -4.46 0.46
83.5 0.48 1.20 0.21 0.28
167 -0.11 0.26 -0.01 0.19

Tabla 17. Exactitud expresada como error relativo maximo de la medida (%) y precisién como
coeficiente de variacion (C.V.) para cada una de las concentraciones del intervalo validado, tanto en
los ensayos interdia como intradfa.

Como se observa en la anterior tabla, tanto en los ensayos interdia como en los
intradfa, el error relativo maximo (E: mix)) de la concentracion mas baja (0.17 pM) presenta
el valor mas elevado. Sin embargo no ocurre lo mismo al valorar la precision, el valor mas
cercano al limite se obtuvo para la concentracion tedrica de 16.7 uM en los ensayos interdia
con un valor de 6.08%. Ambos parametros se encuentran, en todo el intervalo de
concentraciones estudiado, dentro de los limites establecidos en la bibliografia (Jenke,

1996%; Jenke, 1996P).

El estudio de la linealidad del método analitico permite demostrar la
proporcionalidad entre la variable area y la variable concentraciéon. Con los datos obtenidos
con las rectas de calibrado, se construy6 una recta global. Esta fue lineal en todo el rango
de concentraciones analizado [y = 3026 (£ 4) x + 217 (£ 171)]. Se demostré una relacion
significativa entre las areas de los cromatogramas y las concentraciones del farmaco patrén
pues se cumple con los requerimientos de un coeficiente de correlacion lineal (r) mayor o

igual a 0.98. Asimismo, se comprobé que el valor de la pendiente de la recta era
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significativamente distinta de cero (p<<0.05), cercana a la unidad, y que la ordenada en el

origen no era estadisticamente diferente de cero (p>0.05) (ICH, 1994; ICH, 19906).

La especificidad, capacidad de evaluar de forma inequivoca al farmaco en presencia
de los componentes cuya presencia cabria esperar, tales como impurezas, productos de
degradacién y compuestos enddgenos propios de la piel, se determiné mediante el analisis
de 20 soluciones salinas isoténicas, 10 de las cuales fueron obtenidas tras el paso de éstas
por piel al realizar ensayos transdérmicos sin farmaco. Se pudo observar que no se
observaban interferencias en los cromatogramas en el tiempo de retencién correspondiente

del nadolol.

Los limites de detecciéon y cuantificacién establecidos para el presente método
analitico son 0.058 y 0.171 uM, respectivamente. Estos fueron obtenidos por las ecuaciones
(9 y 10) recomendadas en las guias Q2A y Q2B editados por la ICH y ampliamente
reconocidas (ICH, 1994; ICH, 1996; Miller y Miller, 1993).

No obstante, se hace mencion en el presente trabajo que ambos limites también se
determinaron mediante otros métodos empleados en el laboratorio. Para la determinacion
del limite de deteccion se empled un método instrumental de comparaciéon "blanco" con
"blanco enriquecido" a una sola concentracion y respecto al limite de cuantificacién, éste se
obtuvo por un método de comparaciéon sefial/ruido donde se prepararon muestras de
concentraciones conocidas a bajos niveles y un blanco y asi se midieron las sefiales de las

soluciones preparadas.

Los valores de ambos limites conseguidos de ambas maneras no mostraron
diferencias estadisticas entre si (p>0.05, t de Student) aunque si obtuvieron valores

superiores los obtenidos mediante las ecuaciones.

Asimismo se estudio la robustez del método que es la capacidad del procedimiento
analitico de permanecer inalterado por pequefias pero deliberadas variaciones en los
parametros del método. Con este fin se valoraron muestras de concentracion fija (16.7 uM),
tras haber variado la longitud de onda del detector, la composicion de la fase moévil asi
como el pH final de la muestra y velocidad del eluyente. La tabla 18 muestra la robustez del

método para la determinacion del nadolol.
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Los tiempos de retencién (cuando se variaron pH, composicion y flujo de la fase
movil) y las areas de los picos de nadolol (cuando se modificé la longitud de onda), no

mostraron diferencias significativas (test ANOVA, p>0.05) respecto a la situacion inicial.

Robustez del método analitico del nadolol

Unidades de area CV Tiempo retencion
Condicion Modificacion (uV-seg) (0/ ’ (min)
(Media * D.E.) ) (Media * D.E.)
268 50895 + 668 1.31 3.45 + 0.06
Longltzfrse oz 269 50291 + 4251 4.48 3.45 + 0.05
271 50078 + 6762 3.51 3.45 + 0.05
4.6 51784 + 8977 5.75 3.47 + 0.08
pH 4.8 50134 + 3121 6.23 3.45 + 0.04
5.0 50892 + 767 1.51 3.46 + 0.06
N 82:18 50234 + 1895 3.77 3.49 + 0.06
Fase - Composicion 80:20 50126 + 2579 515 3.45 + 0.01
movil v/v)
78:22 50456 + 1786 3.34 3.42 + 0.04
0.9 50127 + 668 1.33 351 +0.07
o 1.0 50211 + 3172 6.32 3.45 + 0.04
(mL./min)
1.1 49527 + 1782 3.59 3.44 + 0.01

Tabla 18. Robustez del método analitico validado. Modificaciones en la longitud de onda (nm) y
ciertos parametros de la fase movil. Datos de las unidades de area (Media = D.E.), coeficientes de
variacion (C.V.) y tiempo de retencion del analito de cada una de las modificaciones. Concentracion
patrén 16.7 uM (n=3).

Todos los resultados expuestos sobre la validacion del método analitico para la
deteccion y cuantificaciéon del beta-bloqueante nadolol, demuestran que el método es
preciso, exacto y sensible y por tanto util para cuantificar el nadolol en las muestras
provenientes del estudio de absorcién transdérmica 7 vitro, que se describe en los siguientes

capitulos IV y V.

3.1.2. Hidrocloruro de propranolol

La figura 15 muestra el espectro de absorcién del hidrocloruro de propranolol. En
ésta se observa que el espectro tiene dos maximos, 214.5 y 292.2 nm. Para el primero la

absorbancia de la molécula es mayor, aun asi, la longitud de onda seleccionada para detectar
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el farmaco fue 291 nm porque asi se evitan posibles interferencias que pueden surgir en los

ensayos de permeacion por la presencia de compuestos endégenos de la piel.
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Figura 15. Espectro de absorcién del hidrocloruro de propranolol (patron 113 uM).

Se obtuvo una correcta separacion del beta-bloqueante del resto de componentes

de las muestras. La figura 16 muestra un cromatograma de un patrén usado en la validacion

de concentracion 11.3 uM (a) y en €l se observa que el tiempo de retencion del analito es

3.35 £ 0.10 minutos (media £ D.E.; n=20) y, un cromatograma obtenido tras un ensayo de

absorcion transdérmica (b).
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Figura 16. Cromatogramas del hidrocloruro de propranolol: (a) patrén de concentracion 11.3 uM y
(b) una muestra obtenida en un ensayo de absorcion transdérmica.
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La determinacién de la reproducibilidad tanto interdia como intradia se realizé del
mismo modo que la validacién del método analitico, descrito con anterioridad, para
determinar el nadolol. Se construyeron diferentes rectas de calibrado en distintos dias (n=5)
del fairmaco contenido en alicuotas de cada una de las diluciones a estudiar, asi como el
examen en un mismo dia de cada diluciéon recién preparada del intervalo de
concentraciones para obtener la precision bajo las mismas condiciones de operacion en un
intervalo corto de tiempo, por un mismo analista, en la misma muestra homogénea y en el
mismo equipo. Posteriormente a la obtencién de las concentraciones experimentales en el
intervalo teérico estudiado (tabla 19), se analizaron tanto en diferentes dias como el mismo
dia, la exactitud y la precisiéon del método analitico para la determinacion del segundo beta-
bloqueante estudiado, el hidrocloruro de propranolol (véase la tabla 20). La exactitud se
detalla como el error relativo maximo (E: max)) calculado a partir de las concentraciones
experimentales obtenidas y la precisiéon es calculada a partir del coeficiente de variacion

(C.V.) de cada concentracion analizada.

Concentracion experimental de hidrocloruro de propranolol (uM)

Tebrica Interdia (n=5) Intradia (n=5)

Media = D.E. Media * D.E.
0.11 0.11 £ 0.01 0.11 £ 0.01
1.13 1.16 £ 0.08 1.17 £ 0.03
5.64 543 £0.11 542 +0.07
11.3 11.0 £ 0.19 11.2+0.28
56.4 56.4 £ 0.64 56.3 £0.72
113 113 + 0.31 113 + 0.34

Tabla 19. Concentracion tedrica y las medias determinadas en los analisis por quintuplicado de los
patrones de hidrocloruro de propranolol realizados en distintos dfas y el mismo dfa.

La tabla 20 muestra que las concentraciones mas pequefas del intervalo valorado
(0.11 y 1.13 uM), tanto en los ensayos interdia como intradia, presentan un error relativo y
coeficiente de variaciéon mas elevados, siendo 3.57% el E: mix) v 7.28% el C.V. No
obstante, los porcentajes se encuentran, en todo el intervalo de concentraciones estudiado,
dentro de los limites establecidos de acuerdo con la bibliografia (Jenke, 1996%; Jenke,

19965).
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Exactitud y precision del método del hidrocloruro de propranolol validado

Interdia (n=5) Intradia (n=5)
Concentracion
real (uM) E: (max.) (*0) C.V. (%) E: (max.) (%0) C.V. (%)
0.11 -1.90 6.44 -4.21 5.71
1.13 2.77 7.28 3.57 2.84
5.64 -1.31 2.03 -1.54 1.27
11.3 -2.10 1.69 -0.42 2.50
56.4 0.03 1.13 0.25 1.27
113 0.03 0.28 0.07 0.30

Tabla 20. Exactitud expresada como error relativo de la media (%) y precision como coeficiente de
variacién (C.V.) para cada una de las concentraciones del intervalo validado, tanto en los ensayos
interdfa como intradia.

Con los datos obtenidos con las rectas de calibrado se construyé una recta global.
La relacién entre la concentracion de farmaco y la respuesta en esta recta fue lineal en todo
el rango de concentraciones validado [y = 18353 (£ 21) x - 2158 (£ 2009)]. La bondad de
los ajustados lineales de cada recta de calibrado, es decir, la dependencia lineal entre el area
del pico en el cromatograma y la concentraciéon de hidrocloruro de propranolol en cada
muestra-patron viene expresada por el coeficiente de correlaciéon. En todos los casos se
demostré una relacion lineal significativa entre las areas de los cromatogramas y las
concentraciones del farmaco patrén ya que se cumplen los requerimientos propuestos por
la ICH donde el coeficiente de correlacion lineal (r) debe ser mayor o igual a 0.98, no
significativamente diferente de 1 (prueba t de Student, p>0.05). Asimismo, utilizando la
misma prueba estadistica se comprobd que el valor de la pendiente de la recta era
significativamente distinta de cero (p<<0.05), cercana a la unidad, y que la ordenada al origen

no era estadisticamente diferente de cero (p>0.05) (ICH, 1994; ICH, 1996).

La especificidad del método analitico se determiné de manera similar al método del
nadolol. Se comprobé que no se observaban interferencias en los cromatogramas en el

tiempo de retencion correspondiente del hidrocloruro de propranolol.

Los limites de detecciéon y cuantificacion determinados para el presente método

analitico son 0.038 y 0.115 uM, respectivamente.
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Por dltimo, se evidenci6 la robustez que tiene este método analitico al modificar
ciertas variables como la fase moévil o la longitud de onda entre otras (véase la tabla 21). Las
variaciones fueron estudiadas estadisticamente mediante un test de varianza de una via. Los
tiempos de retenciéon mas heterogéneos se obtuvieron al modificar la composicion de la
fase movil, obteniendo retenciones un poco mas elevadas cuando se estudiaba fases con
acetonitrilo en menor proporcion (62:38) (menos de 5 segundos). Sin embargo, los tiempos
de retencién y las areas de los picos en sus cromatogramas, no mostraron diferencias

significativas (test ANOVA, p>0.05).

Robustez del método analitico del hidrocloruro de propranolol

Unidades de area CV Tiempo retencion
Condicion Modificacion (nV-seg) 0'/ ’ (min)
Mediat D.E) ) (Media £ D.E)
289 203782 + 8668 4.34 3.25 + 0.06
Longltzfnge oz 291 205002 + 3251 1.61 325+ 0.13
293 204996 + 11672 5.78 3.26 + 0.02
4.6 205445 + 2977 1.48 324 +0.03
pH 4.8 205228 + 3783 1.87 325+ 0.04
5.0 205892 + 11829 5.80 325+ 0.04
N 62:38 205728 + 7281 3.61 3.29 + 0.03
CE9E  LomiporiEe 60:40 204778 + 8673 428 325+ 0.03
movil v/v)
58:42 204672 + 11832 5.89 324+ 0.02
0.9 206738 + 7231 3.58 327 +0.02
o 1.0 205674 + 5630 2.78 3.25 + 0.06
(mL./min)
1.1 205893 + 8392 416 3.24 + 0.01

Tabla 21. Robustez del método analitico validado. Modificaciones en la longitud de onda (nm) y
ciertos parametros de la fase movil. Datos de las unidades de area (Media = D.E.), coeficientes de
variacion (C.V.) y tiempo de retencion del analito de cada una de las modificaciones. Concentracion
patron 11.3 uM (n=3).

Los resultados obtenidos apoyan la adecuaciéon del método analitico. La
aplicabilidad del método validado ha sido demostrada mediante el estudio iz wvitro de
absorcion a través de la piel tal y como se describe a continuaciéon en los siguientes

capitulos.



Validacion de dos métodos analiticos para la determinacién de ambos beta-bloqueantes 83

3.2. Estudio de estabilidad

Los estudios de estabilidad para los productos farmacéuticos son una parte
fundamental de todo el proceso de investigacion y desarrollo que debe hacerse
previamente, con el fin de determinar si el producto mantiene sus especificaciones de

calidad aceptadas en la monografia del principio activo.

La estabilidad de ambos farmacos en la solucién isoténica de pH 7.4 se estudié
utilizando 7 grupos, para cada uno, almacenados en distintas condiciones (-80°C, -20°C,
4°C, T* ambiente, 37°C y 60°C en oscuridad y un séptimo grupo expuesto a la luz a T*
ambiente) en dos concentraciones, 83.5 y 56.4 uM, segun fuera nadolol o hidrocloruro de

propranolol, respectivamente.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 17 (nadolol) y 18 (hidrocloruro

de propranolol).

—— Oscuridad (-80°C)
—— Oscuridad (-20°C)
—— Oscuridad (4°C)
Luz (T* ambiente)
Oscuridad (T* ambiente)
—— Oscuridad (37°C)
—— Oscuridad (60°C)
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Figura 17. (a) Grafica de datos de estabilidad del nadolol en solucién isoténica tamponada a pH 7.4
en las distintas condiciones de conservacion (n=3) durante los 120 dias de estudio y (b) ampliacion
de la grafica, estabilidad de los primeros 15 dias. Las concentraciones se han expresado como
porcentaje de concentracion de farmaco respecto a la disolucién inicial y con sus desviaciones
estandar.
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La solucién almacenada a temperatura ambiente y expuesta a la luz presenta mayor
degradacion desde los primeros instantes que el resto de soluciones. No obstante, esta
disminucién de concentracion durante los 15 primeros dias no es significativa. Por otra
parte, los grupos de soluciones almacenados a mayores temperaturas (37°C y 60°C) sufren
un incremento que puede atribuirse a la evaporaciéon del disolvente y por tanto un aumento
de la concentracion del farmaco. Por ello se puede considerar que no existe una

degradacion del farmaco.

Este hecho es importante debido a que estas condiciones son necesarias para
desarrollar, en el futuro, sistemas terapéuticos de absorcion transdérmica con objeto de
conseguir un rapido secado de los mismos. Por otra parte, los grupos almacenados a -20°C

o . . .
y -80°C fueron los que mejor se conservaron en el tiempo, ya que no aparece degradacion

alguna hasta aproximadamente los 60 dfas de estudio.

— Oscuridad (-80°C)
— Oscuridad (-20°C)
— Oscuridad (4°C)
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Figura 18. (a) Grafica de datos de estabilidad durante los 120 dias de estudio del hidrocloruro del
propranolol en solucién isotonica tamponada a pH 7.4 en las distintas condiciones de conservacion
(n=3) y (b) ampliacion de la grafica, estabilidad de los primeros 15 dias. Las concentraciones se han
expresado como porcentaje de concentraciéon de farmaco respecto a la disolucién inicial y con sus
desviaciones estandar.

El hidrocloruro de propranolol sufre una mayor degradaciéon a temperatura

ambiente que el nadolol y el descenso de concentraciéon es mas notorio. Todos los grupos
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almacenados se conservan de forma similar durante los primeros 15 dias y tras este periodo
se observa claramente que los grupos que mejor se conservan son los expuestos a menor
temperatura, permaneciendo en concentraciones por encima de 98% de la inicial hasta los

120 dias del estudio.

Los resultados de estabilidad en ambos beta-bloqueantes muestran una minima
degradacion. Sin embargo, las muestras deben ser analizadas preferiblemente tras la toma
de muestra para evitar cualquier alteracion. Si esto no es posible, deben conservarse en
congelador preferiblemente a -80°C. Las muestras pueden guardarse hasta 120 dias sin

riesgo de degradacion del compuesto en solucion.






Estudio de la absorcion transdérmica
1n vitro del nadolol e hidrocloruro de propranolol

1. Introduccion

ILa administracion transdérmica de firmacos ha demostrado, en las ultimas décadas,
ser una alternativa valida frente a otras vias de administracién, como la oral o la parenteral.
Sin embargo, la piel humana es una barrera protectora eficiente que dificulta el paso a su
través de farmacos, proteinas y xenobioticos ajenos al organismo (Godin y Touitou, 2007;
Hadgraft y Lane, 2011), ya que pocos poseen las caracteristicas fisico-quimicas necesarias
para atravesar el estrato corneo en cantidad y velocidad suficientes como para alcanzar

concentraciones terapéuticas en sangte.

El uso de promotores quimicos es una de las estrategias mas ampliamente
utilizadas para incrementar el nimero de farmacos capaces de ser administrados por via
transdérmica de manera efectiva (Chattaraj y Walker, 1995; Hadgraft y Walters, 1992;
Williams, 2003). Hasta la actualidad, se ha ensayado un nimero elevado de compuestos
quimicos como promotores de absorcion transdérmica, aunque su inclusiéon en
formulaciones esta limitada ya que el mecanismo de accién y la toxicidad a largo plazo de la

mayoria de agentes quimicos no han sido claramente definidos.
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La difusion a través de la piel esta controlada por su capa mas superficial, el estrato
coérneo. La aplicacién de estos promotores quimicos sobre la piel puede modificar algunas
de las propiedades del estrato corneo. De este modo, un promotor quimico podria
incrementar el coeficiente de difusion del farmaco en la piel (desorganizando, por ejemplo,
los lipidos intercelulares del estrato corneo), o podria aumentar el reparto del farmaco entre
la formulaciéon que lo contiene y el estrato cérneo (alterando la naturaleza solvente de los
lipidos de membrana de la piel para mejorar el reparto en el tejido) (Barry, 1987). Pese a sus
mecanismos de accién, ninguno de los compuestos quimicos ensayados como promotores
quimicos de la absorcion transdérmica, tanto en piel humana como en animal, ha resultado

ser el ideal (Williams, 2003).

Por otra parte, la iontoforesis consiste en la aplicacién de una corriente eléctrica de
muy baja densidad (<0.5 mA/cm?) que permite incrementar el transporte de firmacos a

través de la piel (Alexander y col., 2012; Guy y col., 2000; Kalia y col., 2004).

Los mecanismos mediante los cuales la iontoforesis aumenta el transporte de
farmacos a través de la piel son: (a) electrorrepulsion, que implica que iones cargados son
repelidos por un electrodo con su misma carga (Green y col.,, 19912; Guy y col., 2000; Guy
y col.,, 2001; Leboulanger y col., 2004; Merino y col., 1999; Turner y Guy, 1997); (b)
electro6smosis, que consiste en un flujo de solvente que ocurre a través de la piel cargada
en respuesta al paso preferente de un determinado tipo de iones cuando se aplica un campo
eléctrico (Kim y col.,, 1993b; Leboulanger y col., 2004; Merino y col., 1999; Pikal, 2001;
Turner y Guy, 1997); y (c) aumento de la permeabilidad de la piel inducido por el paso de
una corriente eléctrica. Asimismo, el transporte transdérmico inducido es directamente
dependiente de la densidad de cortiente aplicada (Delgado-Charro y col., 1995P; Femenia-
Font y col., 2005% Phipps y Gyory, 1992).

En condiciones fisiologicas, la piel humana posee una carga neta negativa y muestra
una mayor afinidad por los cationes, por lo que el flujo electroosmoético ocurre desde el
anodo (+) hacia el catodo (-) (Burnette y Ongpipatanakul, 1987; Kim y col., 1993b; Pikal,
1990; Pikal y Shah, 1990% Pikal y Shah, 1990P). Este fenémeno ha sido utilizado para
aumentar el transporte de moléculas polares sin carga eléctrica (Delgado-Charro y Guy,
1995% Guy y col, 2001; Kim y col, 19935 Lopez y col, 2003b). Por otra parte, la
contribucién de la electroésmosis adquiere mayor relevancia en el transporte de cationes
respecto a la electrorrepulsion a medida que aumenta la masa molecular (Green y col,

1991b; Turner y Guy, 1997). Estas moléculas grandes tienen un nimero de transporte bajo



Estudio de la absorcion transdérmica del nadolol e hidrocloruro de propranolol 89

debido a la competicion que se da con iones mas pequefios y moviles que forman parte
normalmente de la composicion electrolitica de la solucién dadora o de la fase receptora.
De hecho, los electrolitos presentes en la fase dadora afectan en gran medida la eficacia de

la iontoforesis (Phipps y Gyory, 1992).

Debido a las ventajas ofrecidas por la administracion transdérmica y al amplio uso
de los beta-bloqueantes, varios autores han estudiado previamente la penetracion
percutanea de estos farmacos de manera conjunta como se muestra en diferentes trabajos
(Adqil y col., 2006; Modamio y col., 2000). Respecto a los estudios transdérmicos de los
farmacos objeto de estudio, la mayorfa se limitan al estudio del transporte pasivo del
propranolol junto con el uso de algun promotor quimico a través de membranas artificiales
(Green y col., 1989; Iordanskii y col., 2000; Maitani y col., 1993), piel de conejo (Ogiso y
Shintani, 1990), piel de rata y ratén sin pelo (Ahad y col., 2011; Corbo y col., 1990; Cui y
col.,, 2011; Hori y col.,, 1992; Kunta y col., 1997), piel porcina (Zhao y Singh, 1999) y piel
humana (Ahad y col., 2011; Krishna y Pandit, 1996). Asimismo, también existen estudios
iontoforéticos con el propranolol con modelos de membrana de diferente naturaleza como
por ejemplo piel de ratén sin pelo (Conjeevaram y col., 2003; Hirvonen y Guy, 1997), y piel
de cerdo, conejo y humana (Abla y col., 2005; Jaskari y col., 2000; Marro y col., 2001%). No
obstante, son pocos los estudios de absorciéon transdérmica del nadolol. Jaskari y sus
colaboradores utilizaron ambos beta-bloqueantes para investigar el uso de un vehiculo
facilitador de absorcion transdérmica de farmacos consistente en fibras con cationes e
intercambio de aniones. En este estudio, la velocidad de liberacién del propranolol, lipéfilo,
fue significativamente mas lenta que la de nadolol, més hidréfilo (Jaskari y col., 2000).
Posteriormente, fueron farmacos modelo junto a la hormona luteinizante y la nafarelina
para determinar el proceso de absorcién de farmacos mediante la mediciéon de cambios en
el potencial de transmisién o flujo, fendmeno electrocinético (aplicacién de una corriente
eléctrica de baja intensidad) que refleja tanto la densidad de carga del soluto como corriente
y el tamafo de poro que se produce en la membrana estudio. La adsorciéon de solutos
cargados en las paredes de los poros se detectaba como un cambio de potencial de flujo

(Raiman y col., 2003).

En el presente capitulo se describen los ensayos llevados a cabo con el fin de
estudiar si beta-bloqueantes como el nadolol o propranolol podrian ser administrados por
via transdérmica. En este sentido, se han realizado experimentos de difusiéon 7 vitro para

caracterizar la difusién de los farmacos e investigar el efecto de la aplicacién de distintos
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compuestos quimicos y el método fisico iontoforesis, con el fin de encontrar posibles
estrategias candidatas de promocién del paso a través de la piel para ser incluidos en un

sistema de administracion transdérmica de estos beta-bloqueantes.

Para ello, se seleccionaron compuestos descritos previamente por otros autores
como promotores quimicos de la absorcion: etanol (Berner y col., 1989; Manabe y col.,
1996), Azone® (Afouna y col., 2003; Hadgraft y col., 1985; Lopez-Cervantes y col., 20006,
Svozil y col., 2007), un terpeno [R-(+)-limoneno] (Femenia-Font y col., 2005P; Moghimi y
col,, 1998; Williams y Barry, 1991) y dos acidos grasos (acido oleico y 4cido caproleico)
(Andega y col.,, 2001; Klimentova y col., 2000); que se escogieron tratando de cubrir
distintos grupos de compuestos quimicos que habfan demostrado ser capaces de
incrementar la absorciéon transdérmica. Ademas, dado que los beta-bloqueantes objeto de
estudio presentan masas moleculares bajas; 309.4 g/mol (nadolol) y 295.8 g/mol
(hidrocloruro de propranolol) y estan cargados positivamente al pH de trabajo, se
consideran buenos candidatos para ser administrados via transdérmica mediante la ayuda
de la iontoforesis (Delgado-Charro y col., 1995b; Lopez y col., 2003P; Phipps y Gyorty,
1992). Por ello también se estudio el transporte transdérmico mediante este método fisico y

el efecto de la densidad de corriente sobre dicho transporte.

2. Materiales y métodos

2.1. Farmacos ensayados

El nadolol y el hidrocloruro de propranolol (Monografias de la Farmacopea
Europea 1789 y 0568) se obtuvieron de Sigma-Aldrich Quimica, S.A. (Tres Cantos, Madrid,
Espafia) con purezas del 98.0% y 98.9% (m/m), respectivamente. Estos presentan

propiedades fisico-quimicas diversas que se muestran en la tabla 13 (Capitulo III).

2.2. Preparacion de la piel

Por sus caracteristicas, muy similares a las de la piel humana, en los experimentos
de absorcién transdérmica de ambos beta-bloqueantes, se ha utilizado como membrana la
piel de oreja de cerdo (Marro y col., 20013 Meyer y col.,, 1978% Schmook y col., 2001;

Sekkat y col., 2004). Las orejas de cerdo empleadas fueron generosamente suministradas
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por la Facultad de Medicina de la Universitat de Valencia (Valencia, Espafa). Para
mantener la homogeneidad de las condiciones del ensayo, se seleccionaron cerdos blancos
sin ningun tipo de manchas. Se utiliz6 la cara exterior de la oreja del animal por ser una

zona con muy poco vello.

Tras el sacrificio del animal se cortaron las orejas por su base. Seguidamente se
separ6 a mano la piel de la cara exterior de la oreja del cartilago mediante un bisturf
quirargico ayudado de unas pinzas quirargicas (figura 19), teniendo especial cuidado en

mantener la integridad de la piel.

Figura 19. Fotografias ilustrativas del procesado de la oreja de cerdo para la obtencién de la piel:
oreja de cerdo tras el sacrificio del animal (izquierda), separacion de la piel del cartilago mediante
bisturi quirdrgico (centro) y piel completa una vez separada de la oreja (derecha).

A continuacién, con ayuda de un dermatomo eléctrico, modelo Aesculap-Wagner
C. GA 176 suministrado por B. Braun Surgical S.A., Barcelona (Espafa) (véase figura 20a),
se procedi6 a cortar la piel obtenida a 600 um de grosor. Para ello se fijé la piel sobre una
placa de poliestireno. A continuacion, se seleccioné el espesor de corte en el dispositivo y
se procedio al corte de la piel mediante deslizamiento horizontal paralelo a la superficie de
la piel, tal como ilustra la figura 20b. El resultado de este proceso son porciones de piel de
espesor constante (600 um). Estas porciones se envasaron inmediatamente en sobres de

papel de aluminio y fueron almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.
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a b

Figura 20. (a) Dermatomo eléctrico Aesculap-Wagner C. GA 176 utilizado en el proceso de corte
de la piel de oreja de cerdo. (b) Corte de piel de oreja de cerdo a 600 um de espesor.

2.3. Células de difusion

Los ensayos de difusion fueron realizados empleando para ello células de difusion
(DISA, Milan, Italia) utiles tanto en los estudios con promotores quimicos como con
iontoforesis. Estas son una variante del modelo de célula de Franz vertical en la que la
membrana de estudio, la piel, se dispone horizontalmente. El area util de difusion de cada
una de las células es de 0.567 % 0.008 cm? y su compartimento receptor tiene una capacidad

aproximada de 4.2 mL (figura 21).

Compartimento dador

Membrana

Compartimento receptor

Figura 21. Célula de Franz modificada de tipo vertical.

El material con el que han sido elaboradas, vidrio neutro, garantiza la no cesion de
particulas y evita la adsorciéon de solutos, ya que éstos podrian falsear los resultados

obtenidos.

Ambos compartimentos, dador y receptor, son cilindricos. El receptor posee una
tubuladura en el lado que permite la toma de muestras y la reposiciéon del volumen
muestreado con fase receptora. En los experimentos de difusion pasiva, tras el muestreo y

reposicion, el compartimento receptor permanece cerrado con una pelicula autosellante,
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moldeable y flexible llamado Parafilm® M (Fisher Scientific, Madrid, Espafia) para evitar
pérdidas. El compartimento dador, al igual que el receptor, también es sellado con
Parafilm® M para evitar pérdidas por evaporacion. Cuando el ensayo de absorcion se
realiza aplicando iontoforesis, el sellado de dichas aperturas es mas complicado por la
presencia del electrodo y el puente salino. Los compartimentos poseen un reborde
esmerilado en la zona en contacto con la membrana, que garantiza la estanqueidad de los
mismos. La piel se fija sobre el compartimento receptor con el estrato corneo hacia arriba,
en contacto con el compartimento dador. Los dos compartimentos se fijan con una pinza

de acero de dimensiones adecuadas.

2.4. Soluciones empleadas en el estudio

La composicion de las soluciones empleadas para llenar el compartimento dador
(donde estara disuelto el farmaco en estudio) y el compartimento receptor de las células de

difusion, se detalla a continuacion:

Composicién de las fases

Fase dadora Fase receptora
NaCl:HEPES NaCl:HEPES
(25:20 mM) (150:20 mM)
Cloruro sédico (NaCl) 1461 ¢g 8.766 g
HEPES 4766 g 4766 g
Agua ultrapura c.s.p. 1000 mL 1000 mL

Tabla 22. Composicion de las fases dadoras y receptoras utilizadas en los ensayos de permeacion
(pH 7.4).

El cloruro sédico fue suministrado por Analisis Vinicos S.LL (Tomelloso, Castilla la
Mancha, Espafia) y el HEPES [N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic acid)] de
grado analitico por Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Una vez

preparadas las soluciones, se almacenaron en frascos topacio a 4°C hasta su utilizacion.

Antes de su utilizaciéon se comprob6 el pH final, ajustindose en caso necesario a
pH 7.4 con NaOH 1N o con HCI IN. Seguidamente, se filtraron a vacio a través de filtros
desechables de 0.45 um de didmetro MF Monitor Refills® (Millipore Corporate, Billerica,
MA, Estados Unidos).



94  Capitulo IV

2.5. Promotores quimicos ensayados

La estructura, masa molecular y pureza de cada uno de los promotores quimicos

seleccionados para los experimentos de difusion transdérmica se detallan en la tabla 23.

Promotores quimicos ensayados

Etanol R-(+)-limoneno
Masa Masa
molecular molecular
46.07 136.23
HO/\ Pureza Pureza
>99.5% 296.0%
log P log P
-01 3.4
Acido oleico (icido cis-9-octadecenoico)
Masa
molecular
282.46
HO / Pureza
>97.0%
log P
o) 6.5
Acido caproleico (icido 9-decenoico)
Masa
molecular
HO
G 170.25
Pureza
>90.0%
© log P
3.3
Azone® (1-dodecilazacicloheptan-2-ona ¢ laurocapram)
Masa
molecular
NP P\ 281.48
N Pureza
>97.0%
log P
0 5.9

Tabla 23. Estructura, masa molecular (g/mol), pureza (%) y log P del etanol, R-(+)-limoneno, acido
oleico y caproleico y Azone®.

Los promotores quimicos elegidos fueron obtenidos de diferentes laboratorios. El
etanol (alcohol etilico) y el acido oleico (acido cis-9-octadecenoico) fueron suministrados
por Anilisis Vinicos S.L. (Tomelloso, Castilla la Mancha, Espafia). El Azone® también

conocido como laurocapram (1-Dodecylazacycloheptan-2-one) se obtuvo por Netgem
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(Durham, Carolina del Norte, Estados Unidos); el compuesto quimico de la familia de los
terpenos, el R-(+)-limoneno de los laboratorios Fluka (Buchs, Wendenberg, Suiza); y el
acido caproleico también conocido como acido 9-decenoico fue suministrado por Sigma-

Aldrich S.A. (Tres Cantos, Madrid, Espafia).

2.6. Iontoforesis

El equipo iontoforético consta de dos reservorios dispuestos en un anodo (+) y
catodo (), que contienen el principio activo y electrolitos. Estos se conectan por medio de
un generador de corriente continua de baja intensidad. Este dispositivo requiere de unos
electrodos (conductores eléctricos), unos compartimentos que se conviertan en anodo y
catodo y ademas, la presencia de puentes salinos que eviten la competencia del principio

activo con ciertos electrolitos presentes.

2.6.1. Fabricacion de los electrodos y puentes salinos
* Electrodos:

Para la realizacién de los experimentos de iontoforesis se utiliza el par reversible de
electrodos de Ag/AgCl. El empleo de este tipo de electrodos se debe a que éstos no
provocan la hidrélisis del medio acuoso en el que se encuentra no dando lugar, por tanto, a

variaciones de pH (Raynauld y Laviolette, 1987).

Los electrodos utilizados se fabricaron en nuestro laboratorio de acuerdo con la
técnica descrita por Green y colaboradores (Green y col, 1991%). Este procedimiento
consiste en baflar un fragmento de hilo de plata (Ag) de 99.9% de pureza (Aldrich
Chemical Company Inc., Estados Unidos) de 1 mm de grosor y aproximadamente 8 cm de
largo, lijado previamente a fin de eliminar impurezas y asegurar una buena adherencia, con
cloruro de plata (AgCl) (99% de pureza, Aldrich Chemical Company Inc., Reino Unido)

fundido a alta temperatura (figura 22).
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Figura 22. Hilo de plata de 1 mm de didmetro y unos 8 cm de largo, doblado en uno de sus
extremos adecuadamente para fabricar el electrodo por inmersion en AgCl fundido.

Para ello, gracias a la utilizacién de un mechero Bunsen, el cloruro de plata se funde
y se introduce en su seno el extremo del hilo de plata doblado durante un segundo
aproximadamente y se saca para que se enftie el cloruro de plata que se le ha depositado, de

manera que solidifique sobre el hilo (véase figura 23).

Hilo de plata

Deposito de AgCl

AgCl fundido

Figura 23. Hilo de plata tras su inmersion en AgCl fundido a elevada temperatura. En el extremo
doblado se observa el depdsito de AgCl que por repeticién del proceso de inmersién dara lugar al
cuerpo del electrodo.

Este proceso se repite unas 6 a 10 veces hasta conseguir un espesor en la capa de
cloruro de plata depositado de entre 1 y 2 mm (figura 24a). A continuacion, el fragmento
del hilo que no ha sido recubierto se cubre con un plastico aislante que se adapta a la
superficie mediante la aplicacién de calor. La figura 24b es una fotografia de un electrodo

terminado, preparado para ser usado en el proceso de la iontoforesis como catodo.
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™
Hilo de Plastico
plata aislante \
Depésito .
Electrodo
de AgCl D ——
de AgCl 1
a b

Figura 24. (a) Electrodos tras el proceso de recubrimiento por inmersion en AgCl fundido.
(b) Electrodo terminado recubierto con plastico aislante.

A partir de estos electrodos, que actuarain como catodos en los ensayos de
iontoforesis se preparan los electrodos de plata que actuaran de anodos. Para ello, se
prepara un circuito cerrado de electrodos de AgCl, hilo de platino de 0.5 mm de diametro
(99.9% de pureza, Aldrich Chemical Company Inc., Estados Unidos) y una soluciéon de
NaCl. Dicho circuito se conecta a un generador de corriente eléctrica Kepco, BHK-MG
0-2000 V (Kepco Inc.; Flushing, Nueva York, Estados Unidos). Asi se consigue la

reduccion electroquimica de la plata del cloruro de plata (Ag*) a plata metalica (Ag®).

Figura 25. Proceso de plateado de los electrodos AgCl.

* Puentes salinos:

Con el fin de evitar la competencia entre los iones sodio (Na*) y el farmaco cuando
se aplica la corriente eléctrica, se elaboraron puentes salinos de concentracién 0.1 M NaCL
De este modo el electrodo de Ag® se introduce en un tercer compartimento en el que hay
una soluciéon de NaCl. Este se conecta con la solucién dadora (firmaco disuelto en una
soluciéon de NaC:HEPES de 25:20 mM) por medio del puente salino (Cazares-Delgadillo y
col., 2007; Cazares-Delgadillo y col., 2010; Shao y Feldman, 2007).
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Los puentes salinos se elaboraron disolviendo en agua NaCl a concentraciéon 0.1M
y agarosa al 3% (p/v). Esta mezcla se calenté a elevada temperatura y tras agitacion
constante se obtuvo un gel de agarosa que se introdujo con jeringas quirdrgicas en tubos de
silicona flexibles de diametro interno 2 mm y longitud aproximada de 15 cm. Los puentes
salinos se crean inmediatamente antes de su utilizacion debido a la deshidratacién que
sufren. La agarosa, Agarose ultrapure® electrophoresis grade de Gibco BRL, fue
proporcionado por Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, Estados Unidos) y los tubos de silicona

por laboratorios Levantina, S.L.. (Valencia, Espafia).

2.7. Disefo de los ensayos

Se realizaron experimentos de absorcion transdérmica, tanto del nadolol como
hidrocloruro de propranolol, con la misma instrumentaciéon y condiciones atmosféricas

[temperatura controlada, (37.0 £ 0.1)°C; n=39]. En ambos casos se realizé:

1. Estudio de absorcion transdérmica por difusion pasiva.

Do

Estudio del efecto de los promotores quimicos ensayados.

(O8]

Ensayos de difusiéon con aplicaciéon de iontoforesis a diferentes densidades de
corriente eléctrica:

-0.25 mA/cm?

-0.50 mA/cm?

El protocolo de preparaciéon de los ensayos seguido en cada caso fue el que se

detalla a continuacion:

Aproximadamente 30 minutos antes del inicio de los experimentos, se extrajeron

del congelador de -80°C el numero de porciones de piel necesarias para los mismos.

La piel de oreja de cerdo descongelada, se situd, con el estrato corneo orientado
hacia arriba, sobre el compartimento receptor, en el que previamente se introdujo un
pequeno iman agitador. A continuacién, se colocd el compartimento dador de forma que
queden ambos compartimentos alineados, fijandolos posteriormente con una pinza de

acero, cerrando asi la célula de difusién.
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Cuando la finalidad fue estudiar el efecto de los promotores quimicos y caracterizar
la absorciéon transdérmica de ambos beta-bloqueantes a través de la piel de cerdo, se
procedi6 al pretratamiento de la piel con distintas soluciones en funcién del compuesto a

evaluar.

El tratamiento de la piel previo a los ensayos de difusion transdérmica se realizé
con 200 pL de soluciones al 5% (p/p) de Azone®, R-(+)-limoneno, 4icido oleico y acido
caproleico en etanol, respectivamente. Debido a la lipofilia de algunos de los compuestos
ensayados como promotores de absorcion, se utiliz6 como vehiculo etanol absoluto. Por
este motivo, se analizé el efecto del etanol en la absorcion transdérmica de ambos
farmacos, y la piel se traté también con 200 uL de etanol (grupo control de vehiculo). El
pretratamiento se mantuvo durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, se retiraron las

soluciones de los compartimentos dadores y se eliminaron los restos de las mismas.

Tras este tratamiento con promotores quimicos, el siguiente paso fue idéntico en
todos los ensayos. Se procedié al llenado de los compartimentos con fase receptora y
dadora. El compartimento receptor de cada una de las células se completé con solucion
tamponada HEPES/NaCl (20/150 mM) a pH 7.4. En el compartimento dador se dispuso
1 mL de solucién de nadolol o hidrocloruro de propranolol (6 mg/mlL) preparada en la

solucion salina HEPES/NaCl (20/25 mM).

Las células se situaron dentro de un baflo con termostato (Trade Raypa®
BAC/BOC 1 de R. Espinar, S..) sobre un multiagitador magnético (Variomag®
Telesystem 15.20 de H+P Labortechnik AG) tal y como se muestra en la figura 26. Con el
sistema en agitacion constante, gracias al iman agitador que se colocé en el compartimento
receptor, se logré la perfecta homogeneizacion de la fase receptora y se evit6 la formacion

de capas estaticas de difusion en las proximidades de la membrana.

A continuacién, ambos compartimentos se sellaron con Parafilm® M evitando asi

cualquier pérdida posible por evaporacion.
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Figura 26. Células de Franz sobre un multiagitador colocado en el bafio termostatico durante un
ensayo de difusion transdérmica.

En los ensayos de iontoforesis se sumerge el electrodo AgCl en el compartimento
receptor (solucidn del catodo) y un extremo del puente salino en el compartimento dador
(figura 27a). El otro extremo del puente salino se encuentra en un pequefio frasco de vidrio
situado fuera del bafo, en el que se sumerge el electrodo Ag en una solucién de NaCl
(solucion del anodo) (figura 27b). La cantidad de NaCl, necesario en cada frasco para que
pase corriente durante el experimento, depende de la intensidad de corriente que se aplique
y se calcula con la ecuacion de Faraday. Asi pues, segun la densidad de corriente aplicada, la
cantidad de NaCl necesaria es diferente: 2.47 mg (es decir 4.23-10-> moles) de NaCl (0.25
mA/cm?) y 4.95 mg (8.46-10-> moles) de NaCl (0.5 mA/cm?).

Figura 27. (a) Célula tipo Franz con fase receptora en compartimento receptor, en el que se
sumerge el electrodo AgCl (catodo) y extremo de puente salino sumergido en fase dadora con
farmaco. (b) Frasco con solucién del anodo donde se encuentran Ag y el otro extremo del puente
salino.

Paralelamente, se llevaron a cabo controles que consistieron en experimentos para

comprobar la absorcién transdérmica por difusion pasiva.

La duracion de todos los ensayos de difusion fue de 30 horas.
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En los estudios de iontoforesis se aplicé cortiente eléctrica (0.25 6 0.50 mA/cm?)
durante las primeras 8 horas, puesto que la iontoforesis zz vivo no se aplica por periodos
excesivamente prolongados. Tras este tiempo, los ensayos prosiguieron hasta las 30 horas

con difusién pasiva. Estos experimentos se realizaron empleando (figura 28):

1. Generador de corriente eléctrica Kepco, BHK, 0-2000 V (Flushing, Nueva
York, Estados Unidos). Actia como fuente de energfa, y establece el campo

eléctrico necesatrio.

2. Electrodos de Ag/AgCl. A partir de éstos, las reacciones que tiene lugar son:

Oxctdacion-anodo:

Ago (o)) T Cl/ (ag) —» AgC/ + 1¢

Reduccidn-catodo:

AgCl+ 1e —— Ag’ + Cl ()

En el anodo (electrodo positivo) tiene lugar la oxidaciéon de la plata que se
deposita como AgCl en el electrodo. Por el contrario, en el catodo (electrodo
negativo) se deposita Ag® a partir del AgCl del que esta constituido el electrodo y
se liberan cloruros al medio. Los cationes, incluyendo al principio activo cargado
positivamente, se desplazan desde el anodo al catodo, para lo cual han de pasar a

través de la piel. Los aniones, son repelidos desde el catodo al anodo.

3. Compartimentos
- Dador, donde se incluye la solucién tamponada NaCl/HEPES (25:20 mM)
pH 7.4, de firmaco a estudiar (6 mg/mL).
- Receptor, donde se incluye la solucién tamponada de NaCl/HEPES
(150:20 mM) pH 7.4.

- Frasco adicional con NaClL
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Generador de corriente \

Compartimento dador
(soluciéon farmaco)

~

Puente salino

Piel cerdo

(600 um) —

Compartimento wl
teceptor  —> (g Electrodos /\a - d[T]
(Catodo) Ag/AgCl (Anodo)

Figura 28. Célula de difusién conectada a un generador de corriente eléctrica.

2.8. Toma de muestras

Durante la realizacién de los ensayos se tomaron muestras de 200 ul. del
compartimento receptor. Las muestras fueron depositadas en pequefios viales de vidrio con
tapones de cierre a presion a fin de ser valoradas. De manera inmediata, se repuso el mismo
volumen con soluciéon tamponada de pH 7.4. Este hecho, ademas de mantener el volumen
de la solucién receptora constante, permite, junto con la agitaciéon continua de la misma, el

mantenimiento de la condicién "sink" o de sumidero en la fase receptora.

Durante las 30 horas que duraron los ensayos de absorcion transdérmica, la toma
de muestras del compartimento receptor se realizé cada hora durante las primeras 8 horas

del ensayo, posteriormente, se tomaron muestras a las 24, 26, 28 y 30 horas (figura 29).

Inicio del ensayo Fin del ensayo

\1/ Tiempo (horas) \l/

Z N

N 7
Difusién pasiva y [' ]

promotores quimicos
Tontoforesis [- ]
01 2 3 4 5 6 7 8 24 26 28 30
AN A
Inicio iontoforesis Cese iontoforesis

Figura 29. Protocolo de toma de muestras en los ensayos de difusion transdérmica: pasiva,
promotores quimicos y en los que se aplico iontoforesis.
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2.9. Extraccion del nadolol e hidrocloruro de propranolol retenido en piel

Al finalizar los ensayos de difusion se retiré la piel de la célula. A continuacion se
recortd el area de difusion de la piel con unas tijeras quirdrgicas. Por ultimo, se introdujo la
porciéon recortada en un frasco de pequefio tamafio con 3 mlL de la solucién isotdnica
tamponada de pH 7.4 y un iman agitador. El proceso de extraccién del farmaco se realizo
situando el frasco sobre un multiagitador magnético, mediante extraccién sélido/liquido

durante 12 horas bajo agitacién continua.

Transcurrido ese tiempo se tomé una muestra de 1 mL del extracto que se filtrd a
través de un filtro Minisart® (Sartorius AG, Hannover, Alemania) de 0.45 um de didametro

de poro.

2.10. Valoracion de las muestras

Las muestras fueron analizadas inmediatamente mediante los métodos analiticos de

cromatografia liquida de alta eficacia previamente descritos en el capitulo I11.

2.11. Analisis de datos

A partir de la valoracién cromatografica de las muestras obtenidas en los
experimentos de difusiéon transdérmica se obtuvieron los valores de areas, que interpoladas
en rectas de calibrado permitieron obtener las cantidades de nadolol e hidrocloruro de
propranolol proporcionadas en cada condicion ensayada. A continuacion, a partir de éstas,
se obtuvieron las cantidades acumuladas de ambos beta-bloqueantes en el compartimento

receptor para cada tiempo.

A fin de estudiar la absorciéon transdérmica del nadolol e hidrocloruro de
propranolol se construyeron graficas de las cantidades de farmaco acumuladas en el

compattimento receptor Q (ug/cm?) frente al tiempo t (horas).

Posteriormente, en los estudios de difusién pasiva y en el estudio del efecto
producido por los promotores quimicos, se ajusté a los datos obtenidos una cinética de
difusién, aplicable cuando no se ha alcanzado el estado estacionario. La ecuacion utilizada

deriva de la segunda ley de Fick y fue propuesta por Scheuplein (Scheuplein, 1967):
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D 1 2 ~=(-D" —Dn?n?t
Q = (KH)Cup mt—g—p-z — exp( e Ec. 11

En la ecuacién, Q es la cantidad acumulada de farmaco en el compartimento
receptor por unidad de area durante un determinado tiempo, & La concentraciéon de
farmaco en el vehiculo (fase dadora) se representa como Cyen, Kes el coeficiente de reparto
estrato corneo/vehiculo, D (cm?/h) es el coeficiente de difusion en la piel, H (cm) es la
longitud de camino de difusiéon que ha de atravesar, es decir el espesor de la membrana

(piel) y n un numero entero comprendido entre uno e infinito.

El ajustado de los datos permitié obtener el coeficiente de permeabilidad de ambos
farmacos a través de la piel (Kp). Siendo éste el valor correspondiente al producto del
parametro de reparto (KH), indicativo del reparto del farmaco en el vehiculo - estrato
corneo y el paraimetro de difusién (D/H?), representativo de la difusién del firmaco a
través de la piel (Flynn y col., 1974). Del mismo modo, dicho ajustado proporcioné el

tiempo de latencia de difusion de ambos beta-bloqueantes ().

K-D H?

Ec. 12y 13
6D Y

Cuando la cantidad de farmaco que abandona el compartimento dador coincide
con el que penetra en el compartimento receptor, se ha alcanzado el estado estacionario. El
valor del flujo transdérmico, en esas condiciones, J (ug/cm?h), equivale a la pendiente de
la recta definida por el tramo en el que la relacién entre la cantidad de sustancia permeada
por unidad de area a través de la piel en el tiempo es lineal. Se puede calcular mediante la

expresion:

] = Kp ' CVE/I Ec. 14

El calculo de los parametros de permeacion (KH y D/H?), se realiz6 mediante el
programa informatico de regresion no lineal "Win Nonlin Professional versién 5.0.1"

(Pharsight Corporation 2005, Mountain View, California, Estados Unidos).
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El ajustado a una cinética de difusién, explicado con anterioridad, no es aplicable en
los ensayos con aplicaciéon de iontoforesis ya que se alcanza el estado estacionario desde los
primeros momentos de ensayo. En estos estudios, el flujo transdérmico se calcul a partir
de la pendiente de la region lineal de la grafica obtenida al representar las cantidades

acumuladas en el compartimento receptor frente al tiempo.

Por otra parte, en los ensayos de permeacion aplicando iontoforesis, si se tiene en
cuenta que la electrorrepulsion es el principal mecanismo implicado en el transporte de
moléculas pequefias y cargadas, como es el nadolol e hidrocloruro de propranolol (Vuorio y
col., 2003), el flujo de farmaco a través de la piel se puede calcular a partir de la ecuacion 4

(Capitulo II: Antecedentes).

De este modo, si se determinan experimentalmente los valores de flujo
transdérmico en los ensayos de iontoforesis, aplicada en condiciones controladas
(intensidad constante), se puede calcular el nimero de transporte a partir de la ecuacién 15:

plZF Ec. 15

I

donde #es el numero de transporte de dicho farmaco, Jes el flujo transdérmico, Z

la carga del compuesto, F la constante de Faraday e Jes la intensidad de corriente aplicada.

En todos los casos, cuando se detectaron diferencias estadisticas entre flujos
transdérmicos de los distintos grupos, se calcul6 el efecto promotor de la absorcion
transdérmica del nadolol e hidrocloruro de propranolol de cada estrategia promotora
ensayada. Para establecer el efecto promotor (EP) se determiné el cociente entre el flujo

transdérmico obtenido con estrategia promotora y el flujo obtenido en el grupo control.

Flujo con promotor

EP Ec. 16

- Flujo sin promotor (control)
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2.11.1. Criterios de calidad
Los criterios seleccionados a fin de determinar la calidad de los datos obtenidos:

Coeficiente de correlacion (r). Proporciona la concordancia entre los valores
observados y los predichos. Se obtiene realizando la regresion lineal entre los
valores observados y los predichos en cada ajustado. Cuanto mas proximo es el

valor absoluto de r a la unidad, mayor es la fiabilidad del ajustado.

Criterio de Informacion de Akaike (AIC). Es una medida global del ajuste del

modelo (Akaike, 1974). Su calculo se realiza segun la siguiente expresion:

AIC=n-InSC+2-p Ec. 17

en la que n es el nimero de puntos experimentales, SCla suma de cuadrados
de los residuales y p es el numero de parametros de la ecuacion utilizada para el

ajuste. El modelo mas probable es el que proporciona un menor valor de AIC.

Error estandar de estimacion de parametros de los ajustados (E.E.). Es un
indice de fiabilidad del ajuste obtenido, ya que expresa la precisiéon con la que

se ha estimado el parametro.

Desviacion estandar de la media (D.E.). Es una medida de dispersion que da

informacién de la fiabilidad con la que ha sido obtenido el parametro.

2.11.2. Analisis estadistico de los resultados

Se utiliz6 el analisis de varianza de una via (ANOVA) para detectar la posible
existencia de diferencias significativas entre los valores obtenidos en los estudios de
difusién transdérmica de ambos beta-bloqueantes. El nivel de confianza fue del 95%, de
modo que existen diferencias significativas cuando el valor de probabilidad obtenido es
inferior al 5%. El analisis de varianza se completé mediante el test de comparaciones
multiples post-hoc de Scheffé en caso de que las varianzas fueran homogéneas o, la prueba

T3 de Dunnett cuando las varianzas fueran heterogéneas.
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3. Resultados y discusion

Para investigar la absorciéon transdérmica del nadolol e hidrocloruro de propranolol
se utiliz6 como modelo la piel de oreja de cerdo por su facilidad de obtenciéon respecto a la
piel humana y porque presenta caracteristicas similares a la humana, asi la piel de cerdo
exhibe un punto isoeléctrico muy cercano al de la piel humana y unas propiedades
permeoselectivas pH-dependientes muy similares a ésta (Marro y col., 20013; van de Sandty
Rutten, 1995). La piel de cerdo tiene un punto isoeléctrico de alrededor de 4 (Merino y
col.,, 1999), inferior al descrito para otros modelos de membrana animales como por
ejemplo el de rata (Rudy y Senkowski, 1973), pero cercano al descrito para piel humana
(Burnette y Ongpipatanakul, 1987; Marro y col., 2001%). Estas caracteristicas hacen que la
piel de cerdo sea un modelo animal valido para realizar estudios de difusion transdérmica

con iontoforesis.

Las tablas 24 a 31 muestran las cantidades medias acumuladas de nadolol en
funcién del tiempo. Las tablas 34 a 41 recogen la misma informacién correspondiente a los
ensayos con hidrocloruro de propranolol. Con esos datos, se calcul6 la cinética media de
penetracion cutanea de ambos beta-bloqueantes en cada condiciéon. En cada tabla se
representan las cinéticas asociadas, las barras de error muestran la desviacién estandar de la

media (D.E.).

En las tablas donde se especifican los datos de los experimentos en difusién pasiva
y con promotores quimicos se detallan ademas los parametros de reparto (KH, cm) y
difusién (D/H?, h'l), el coeficiente de permeabilidad (Kp, cm-h'), el flujo transdérmico
[J, ng/(cm?h)] y el tiempo de latencia (to, h), que resultan del ajuste de la ecuacién de
Scheuplein (ecuacion 11) a los datos. También se representan los valores de los parametros
estadisticos que definen la bondad de los ajustados, el coeficiente de correlacién entre los

valores observados y los predichos (1) y el valor del criterio de informacién Akaike (AIC).

Por otra parte, los ensayos con iontoforesis, se centraron en el estudio del efecto de
la densidad de cortiente aplicada: 0.25 mA/cm? que se traduce en una intensidad de 0.142
mA y el doble de densidad de cortiente 0.50 mA/cm? (0.284 mA). El voltaje requerido
incrementé aproximadamente un 9.53% y 17.8% para las densidades 0.25 y 0.50 mA/cm?,
respectivamente, durante las primeras 2 horas de estudio iontoforético. Posteriormente se

mantuvo constante el voltaje en valores cercanos a 7.34 Vy 13.3 V, respectivamente.
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La maxima densidad de corriente tolerable en humanos para la aplicaciéon de
iontoforesis sin perjuicio para el paciente es de 0.50 mA/cm?, pero eligiendo una densidad
de corriente menor se minimizan los posibles dafios en la piel (irritacién y/o edema) y se
consigue mejor tolerancia por parte del paciente, aumentando su confort, y en

consecuencia, el cumplimiento terapéutico.

Las tablas 30 y 31 del nadolol y 1a 40 y 41 en el caso del analogo beta-bloqueante,
muestran las cantidades acumuladas en el compartimento receptor frente al tiempo (datos y
grafica de cinética media de permeacion) de las dos densidades de corriente eléctrica
ensayadas. Se exponen a su vez los flujos transdérmicos en las primeras 8 horas (Jsn) de
aplicacion de iontoforesis y tras su cese (Js30n) para observar la cinética de permeacion del
farmaco tras la aplicacién de corriente eléctrica y el posible efecto sobre la piel. Los flujos
se calcularon a partir de la pendiente de la representacion de las cantidades acumuladas de

farmaco en el compartimento receptor (ug/cm?) frente al iempo (horas).

Con fin de estimar las diferencias y semejanzas, se ha representado y plasmado el

nadolol en tonos azules y en verde el hidrocloruro de propranolol.

3.1. Ensayos de difusién transdérmica del nadolol

Las tablas 24 a 29 muestran los datos de las cinéticas medias de penetracion cutinea

del nadolol en difusién pasiva y con promotores quimicos.
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Control: DIFUSION PASIVA [n=22]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 1.90 + 2.79

600
2 6.50 + 3.41 [
500 4
3 850 + 2.97 |
i
4 140+54 400 T T J
5 216+62 | E T 1 J
% 300 - ¢ J
6 314492 % l
o
7 456+ 15.7 200
8 57.6 + 16.9
100 A . Observados
24 305 i_ 69 TII PrcL\ichl)s ‘
26 342%85 O e | ' | | -
0 5 10 15 20 25 30
28 381 + 90 Tiempo (h)

30 452 + 108

Parametros de permeacién

KH x 10> D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) (b (cm'ht) (ng-cm?hl) (h)
9071 £ 1696 3147 £ 469 286 £ 12 171+ 0.7 531 £0.79

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.998 91.1

Tabla 24. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo para el grupo control (difusion pasiva sin promotor quimico) (Media = D.E.);
parametros de permeacion: reparto (KH) y difusion (D/H?2), coeficiente de permeabilidad (K),
flujo transdérmico (J) y tiempo de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media = E.E.); y en el recuadro
inferior, parametros estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacion
(r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.
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Promotor: ETANOL [n=14]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 5.00 + 3.62

1400
2 149 = 11.5 [
1200 4
3 311+222 [ |
1000 - '
4 507 %330 T [ | J
5 7144324 5 80 | \ \
e
* 3 i
6 103 + 49 g 600 J
7 120 = 56
400 -
8 152 £ 67
200 - T . ‘
T % ®  Observados
24 747 + 210 _'{Eiil Predichos
26 856+ 240 O ' ' | | |
0 5 10 15 20 25 30
28 938 + 239 Tiempo (h)
30 1060 = 233
Parametros de permeacién
KH x 10> D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) (h1) (cm'hl) (ng-cm=h) (h)
16286 = 2043 4038 + 423 658 = 15 39.5+ 0.9 413 +043

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 103

Tabla 25. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo para el grupo control vehiculo (etanol) (Media * D.E.); parimetros de permeacion:
reparto (KH) y difusién (D/H?), coeficiente de permeabilidad (Kj), flujo transdérmico (J) y tiempo
de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media = E.E.); y en el recuadro inferior, parimetros
estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacion (r) y criterio Akaike

(AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.
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Promototr: AZONE® [n=8]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 124+ 49

4000
2 423+168
3 89.9+253 T
3000 A "' |
4 153 + 38 7 l
5 232449 E T4 J
T 2000 - o l
6 34%68 % 1
(o4
7 350+78
1000 A
§ 440 %83
oo e
0 — < ! T T T T T
26 2319 £ 397 0 5 10 15 20 25 30
28 2591 + 557 Tempo ()

30 2837 £ 529

Parametros de permeacién

KH x 10> D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) (b (cm'ht) (ng-cm?hl) (h)
37382 + 4422 4666 * 472 1744 + 34 105+ 2 3.57 £ 0.36

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 125

Tabla 26. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo para el grupo pretratado con Azone® (Media £ D.E.); parametros de permeacién: reparto
(KH) y difusién (D/H2), coeficiente de permeabilidad (Kp), flujo transdérmico (]) y tiempo de
latencia (t,) obtenidos del ajuste (Media = E.E.); y en el recuadro inferior, parametros estadisticos
que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacion (r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.
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Promotor: R-(+)-LIMONENO [n=6]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 9.60%1.89 500

17.5+ 4.43 T

29.3 £10.6
600 - -

41.7 £ 20.3

Qa (ng/cm’)
N
=

e

2
3
4
5 56.2 + 25.1
6
7
8

69.5 £ 39.2 1
73.6 + 33.9 -
200
91.3 + 441
T
T'.r ¢ L] Observados
24 383 i‘ 151 4 —;—EIJ”_J-J' Predichos
26 429+ 166 0= ' ' ! ' '
5 10 15 20 25 30
28 468 = 190 Tiempo (h)

30 521 + 202

Parametros de permeacién

KH x 105 D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) (b (cm'ht) (ng-cm?hl) (h)
4340 £ 694 7024 £ 1011 3056 183+ 0.4 2.37 £0.34

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.998 88.4

Tabla 27. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo para el grupo pretratado con R-(+)-limoneno (Media £ D.E.); paraimetros de permeacién:
reparto (KH) y difusién (D/H?), coeficiente de permeabilidad (Kj), flujo transdérmico (J) y tiempo
de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media = E.E.); y en el recuadro inferior, parimetros
estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacion (r) y criterio Akaike

(AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.
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Promotor: ACIDO OLEICO [n=7]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)
1 13.6 £ 6.7 3000
2 50.9 +23.9 T
2500 -
3 112+ 42 T *
4 179 + 61 2000 T T J J
5 258+ 74  § 1 l
D 1500 A
6 341 + 80 =
&
7 406 + 102 1000 4
8 478%113 -
500 1 31 ervados
2 s L
26 1974 %338 0 +aF— - - - - -
0 5 10 15 20 25 30
28 21354388 Tiempo
30 2370 + 450
Parametros de permeacién
KH x 10> D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) (h) (crh?) (ng-cm?h) (h)
16666 *+ 1329 8288 *+ 604 1381 £ 12 82.8 £ 0.7 2.01 £ 0.15

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC

0.999 106

Tabla 28. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo para el grupo pretratado con acido oleico (Media * D.E.); parametros de permeacion:
reparto (KH) y difusién (D/H?), coeficiente de permeabilidad (Kj), flujo transdérmico (J) y tiempo
de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media = E.E.); y en el recuadro inferior, parimetros
estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacion (r) y criterio Akaike

(AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.
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Promotor: ACIDO CAPROLEICO [n=$]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 2.90 £ 4.04 1200
2 8.10 £ 5.83
1000 1
3 16.0 £ 10.9 T
1
4 239 £ 16.5 800 A T T l
5 373+19.1 & [ J
D600 A * l
6 535+273 ¢ l
o
7 69.0 £33.4 400 1
8 92.1 £39.5
200 1
24 606 + 140 I . ()hsgrmdus
) _—.—TEJQ_J‘ Predichos
26 681 %145 I - - ' ' '
0 5 10 15 20 25 30
28 752 £ 161 Tiempo (b)
30 887 £ 160
Parametros de permeacién
KH x 105 D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) (h) (cmh) (ng-em?h) ()
23515 + 3915 2544 *+ 320 598 £ 25 359+ 15 6.55 £0.82

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.998 103

Tabla 29. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo para el grupo pretratado con acido caproleico (Media * D.E.); parametros de permeacion:
reparto (KH) y difusién (D/H?), coeficiente de permeabilidad (Kj), flujo transdérmico (J) y tiempo
de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media = E.E.); y en el recuadro inferior, parimetros
estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacion (r) y criterio Akaike

(AIC).

El valor |n] representa el numero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.

Tal y como se puede observar, todos los compuestos ensayados [etanol y todos los
promototes al 5% (m/m) en etanol [(Azone®, R-(+)-limoneno, icido oleico y édcido
caproleico)] incrementan las cantidades acumuladas de farmaco en el compartimento

receptor.
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Por otra parte, las siguientes dos tablas, 30 y 31 hacen referencia a los experimentos

de iontoforesis realizados con el beta-bloqueante nadolol.

IONTOFORESIS 0.25 mA/cm? [n=6]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1
2
3
4
5
6
7
8

24
26
28
30

32.7 +12.9 1500
111 +32 ]
1600 _|_ _|_ 1_
225 + 46 1400 - T4+ 1]
P
340 £ 62 1200 4
479 + 80 ”@ 1000
3 1
+ = 4
603 £ 104 s 800 I l
720 + 133 600 i1
849 + 156 400 Il
1351 + 141 2009 A
1398 + 135 0= ' ' - - - -
0 5 10 15 20 25 30
1448 + 136 Tiempo (h)
1484 £ 130
Parametros de permeacion
Jo-sn (ng-cm2h?) Js-30n (ug:cm2hl)
120 + 21 29.6 3.2

Tabla 30. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo obtenidas con iontoforesis 0.25 mA/cm?2 (Media = D.E.) y flujos transdérmicos medios
(J) para las primeras 8 horas de aplicacion de corriente eléctrica y tras su cese (flujo post-
iontoforesis) (Media £ D.E.).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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IONTOFORESIS 0.50 mA/cm? [n=6]

Cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 49.9 + 16.9 3000
2 225+ 33
2500
3 417 £ 56 L T3
pitt
4 662 * 64 2000 A
5 886 +67 & _
T 1500 - hd
6 1107 = 72 = v
& A
7 1308 + 103 1000 ~ TJ‘
8 1536 + 80 ¥
504 &

24 2178 £99 e
26 2229 +103 0 = - - - : : :

0 5 10 15 20 25 30
28 2270 £ 109 Tiempo (h)
30 2295 £ 111

Parametros de permeacién
Jo-sn (ug-cm2h1) Js.30n (ng-cm-2h-l)
216 = 11 36.1£75

Tabla 31. Cantidades acumuladas medias (Qa) de nadolol en el compartimento receptor frente al
tiempo obtenidas con iontoforesis 0.50 mA/cm?2 (Media = D.E.) y flujos transdérmicos medios
(J) para las primeras 8 horas de aplicacion de corriente eléctrica y tras su cese (flujo post-
iontoforesis) (Media £ D.E.).

El valor |n] representa el numero de ensayos realizados.

La aplicacion de iontoforesis durante las primeras 8 horas provoca un incremento
importante de las cantidades acumuladas en el compartimento receptor frente al tiempo y

posteriormente, dichas cantidades siguen incrementandose hasta el fin de los estudios.

A continuacion, la figura 30 resume los flujos transdérmicos de las diferentes

condiciones ensayadas.

Todas las estrategias promotoras ensayadas, provocan un incremento del flujo
transdérmico. Solo el R-(+)-limoneno no provocdé un incremento estadisticamente
significativo. Si se observa aumento, y de manera muy significativa, en el caso de la

aplicacién de ambas densidades de cortiente y con Azone®. No obstante, tras 8 horas de
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aplicacién de una densidad de cortiente de 0.50 mA/cm? el flujo transdérmico de nadolol

fue muy superior al del resto de condiciones ensayadas.

250

200

150

100

50

Flujo transdérmico de nadolol (ug/cm’h)

Control  Etanol Azone® Limoneno Acido Acido 0.25 0.50
(vehiculo) oleico caproleico mA/cm” mA/cm’

Figura 30. Flujos transdérmicos (J) de nadolol para las diferentes condiciones ensayadas
(promotores quimicos en su estado estacionario y las 8 primeras horas de aplicacion de
iontoforesis). Valor medio = D.E. [*(p<0.05); *(p<0.01)].

a diferencia estadisticamente significativa respecto al control (difusion pasiva).
b diferencia estadisticamente significativa respecto al vehiculo etanol.

En los casos en los que se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre los valores de flujo de nadolol observados con los promotores quimicos y el método
fisico iontoforesis y sus controles, se calculd el efecto promotor de cada uno de las
estrategias promotoras estudiadas tal como se detalla en el apartado 2.11 del actual capitulo

(véase tabla 32).

Al finalizar cada experimento de difusion transdérmica, tal como se ha descrito con
anterioridad, se extrajo la cantidad de nadolol retenida en la piel. Los resultados se
muestran en la tabla 33. Previamente se determiné el rendimiento del proceso de

extraccion, que fue del (96.4 * 2.6)% (Media = D.E., n=10).



118 Capitulo IV

Efecto promotor

Condicién EP respecto al control EP respecto al etanol
(Media = D.E.) (Media = D.E.)
Etanol 225+ 0.73 -
Azone® 7.18 £ 2.39 2.61x£0.74
R-(+)-limoneno - —
Acido oleico 5.68 £ 1.79 2.06 + 0.54
Acido caproleico 2.68 £ 0.86 -
TIontoforesis (0.25 mA/cm?2) 8.15% 0.98 3.17 £ 0.92
TIontoforesis (0.50 mA/cm?) 148+ 1.3 572 £0.14

Tabla 32. Efecto promotor (EP) de cada estrategia promotora estudiada en la absorcién
transdérmica del nadolol.

Nadolol retenido en piel

Cantidad retenida en piel (ng/cm?)

Condicién (Media * D.E.)
Difusién pasiva (control) 147 £ 54
Etanol (vehiculo) 121 £ 22

Azone® 239 £ 24 ab
R-(+)-limoneno 129 + 31
Acido oleico 178 £ 31
Acido caproleico 169 + 46

TIontoforesis (0.25 mA/cm?2) 255+ 73 b
TIontoforesis (0.50 mA/cm?2) 217+ 29

Tabla 33. Cantidad de nadolol retenido en piel al fin de los experimentos. (Media = D.E.).

a diferencia estadisticamente significativa respecto al control (difusion pasiva) (p<<0.05).

b diferencia estadisticamente significativa respecto al vehiculo etanol (p<0.05).

Como se observa en la tabla 33, el pretratamiento con Azone® y la densidad de
corriente de 0.25 mA/cm? increment6 significativamente (en 1.63 y 1.74 veces) la cantidad
de farmaco retenida en la piel tras 30 horas de experimento. Asimismo la tercera estrategia
que mas retencién produjo fue la aplicacién de 0.50 mA/cm? que eleva en 1.47 veces esta

cantidad.
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3.2. Ensayos de difusién transdérmica del hidrocloruro de propranolol

TLas tablas 34 a 39 muestran los resultados obtenidos del hidrocloruro de

propranolol en los ensayos de difusién pasiva y con promotores quimicos.

Control: DIFUSION PASIVA [n=12]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo Qa*D.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 0.10 + 0.02 1600
2 1174227 1400 4
J’_
3 100%7.1 200 | I I
4 256+133 1
~ 1000 - I 1
5 435+238 & T I
B 800 - I
6 65.5 = 30.6 b
< 600 4
7 93.8 + 33.4
8 140 + 25 007
24 824 + 114 200 4 - ®  Observados
-F & E . Predichos
26 943 + 138 0 fe-e=—r - - - - -
0 5 10 15 20 25 30
28 1070 £ 136 Tiempo ()
30 1179 £ 166
Parametros de permeacion
KH x 105 D/H2x 10> K, x 10° J to
(cm) (b1 (cm'ht) (ngrcm?h) (h)
31329 + 3212 2601 + 203 815 + 21 489+ 1.3 6.41 + 0.49

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 99.1

Tabla 34. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo para el grupo control (difusion pasiva sin promotor
quimico) Media + D.E.); parimetros de permeacion: reparto (KH) y difusion (D/H?2), coeficiente
de permeabilidad (K,), flujo transdérmico (J) y tiempo de latencia (t,) obtenidos del ajuste (Media *
E.E.); y en el recuadro inferior, parametros estadisticos que definen la bondad de los ajustados,
coeficiente de correlacion (r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segin la ecuacién de
Scheuplein.
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Promotor: ETANOL [n=10]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 0.00 + 0.00 1600
2 0.55 + 1.09 00 -
+
3 4.84 + 5.00 oo | I
4 152+ 125 "[ [
— 1000 4
5 296+238 & T
D800 A
6 439+304 3 I
4 600 A
7 69.3 + 38.7
8 99.4 + 53.9 4007
24 787 + 208 200 I L ()bsgjr\ ados
s Predichos
s
26 917 + 240 0 +oee=] : : : . .
0 5 10 15 20 25 30
28 1017 + 275 S

30 1129 + 273

Parametros de permeacién

KH x 10 D/H2 x 105 K; x 10 ] to
(cm) (h) (cmh) (ngremht) ()
41467 * 3098 2049 * 108 850 + 19 5.0 £ 1.2 8.13 £ 0.43

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 87.4

Tabla 35. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo para el grupo control vehiculo (etanol) (Media = D.E.);
patrametros de permeacion: reparto (KH) y difusion (D/H?2), coeficiente de permeabilidad (Ky),
flujo transdérmico (J) y tiempo de latencia (t,) obtenidos del ajuste (Media *+ E.E.); y en el recuadro
inferior, parametros estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacion
(r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segin la ecuacién de
Scheuplein.
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Promotor: AZONE® [n=6]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 175+0.19 3500
2 14.2 + 6.7
3000 -
3 49.3 £ 15.1 I
2500 4 I
4 103432 ]
5 160+43 B 2000 1
z 1
* = i
7 290 * 65
1000 ~
8 357 £ 72
500 A o
24 1861 £ 216 . % % L ()bsc‘,r\ ados
¥ .= Predichos
26 2086 £ 250 0+ T T . , .
0 5 10 15 20 25 30
28 2382 + 243 Tiempo (1)

30 2590 £ 291

Parametros de permeacién

KH x 10 D/H2 x 105 K; x 10 ] to
(cm) (h) (cmh) (ngremht) ()
45592 % 4669 3644 £ 306 1662 + 33 99.7 £ 2.0 457 £0.38

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 120

Tabla 36. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo para el grupo pretratado con Azone® (Media = D.E.);
patrametros de permeacion: reparto (KH) y difusion (D/H?2), coeficiente de permeabilidad (Ky),
flujo transdérmico (J) y tiempo de latencia (t,) obtenidos del ajuste (Media *+ E.E.); y en el recuadro
inferior, parametros estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de correlacién
(r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segin la ecuacién de
Scheuplein.
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Promotor: R-(+)-LIMONENO [n=6]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 3.97 +1.43 3500
2 58.5 + 29.7 }[
3000 - A
3 139 + 59 I {
2500 4 T I
4 232 + 74
5 30+77  § 2000 - I
»
+ = 00
6 492160 5 1500
7 593 + 221
1000 A
8 679 + 194 II
500 1 1
l L] Observados
24 2279 + 394 "l :
. % ad Predichos
26 2570 + 295 0= - - - - -
0 5 10 15 20 25 30
28 2709 + 190 Tiempo ()

30 3115 £ 176

Parametros de permeacién

KH x 105 D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) () (crh ) (ng-cmh1) (h)
28062 * 3066 9282 + 1377 2097 *+ 28 106 = 2 1.80 £ 0.27

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 127

Tabla 37. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo para el grupo pretratado con R-(+)-limoneno (Media +
D.E.); patametros de permeacion: reparto (KH) y difusién (D/H?), coeficiente de permeabilidad
(Kp), flujo transdérmico (J) y tiempo de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media £ E.E.); y en el
recuadro inferior, parametros estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de
correlacion (r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.
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Promotor: ACIDO OLEICO [n=6]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 0.52 £ 0.53 3000
2 11.2+9.5
2500
3 335+ 172 I
4 66.2 £ 27.9 2000 I
5 98.0 +37.7 & T T J
D 1500 A
6 144 + 49 = I
o
7 189 + 59 1000
8 248 + 74
500 - . | {
Observados
24 1415 i_ 319 - f { Predichos
- L
26 1558 + 365 0 ety - - - - -
0 5 10 15 20 25 30
28 1825+ 408 Tiempo ()
30 2013 £ 475
Parametros de permeacién
KH x 105 D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) (b (cm'ht) (ng-cm?hl) (h)
44075 * 6023 3011 £ 324 1327 + 41 79.6 £ 24 5.54 +0.60

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 119

Tabla 38. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo para el grupo pretratado con acido oleico (Media *
D.E.); patametros de permeacion: reparto (KH) y difusién (D/H?), coeficiente de permeabilidad
(Kp), flujo transdérmico (J) y tiempo de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media £ E.E.); y en el
recuadro inferior, parametros estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de
correlacion (r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.
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Promotor: ACIDO CAPROLEICO [n=6]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 0.20 + 0.05

2500
2 3.62+1.55
3 11.8 £ 3.9 2000
4 31.8+89 I I
« 1500 -
5 58.5+12.3 g T I J
en
+ =
6 93.0 + 22.6 & 1000 4 I
7 136 = 33
8 217 £ 42 500 +
. Observados
24 1253 + 276 T Predichos
0 oot ’T - T T T T !
26 1432 £ 335 0 5 10 15 20 25 30
28 1605 * 384 Tiempo (b)

30 1737 + 425

Parametros de permeacién

KH x 105 D/H2x 10> K; x 10° ] to
(cm) () (crh ) (ng-cmh1) (h)
45516 + 3097 2664 + 139 1212 £ 20 727 +£1.2 6.26 £ 0.33

Criterios de calidad de los ajustados
r> AIC
0.999 99.2

Tabla 39. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo para el grupo pretratado con acido caproleico (Media +
D.E.); patametros de permeacion: reparto (KH) y difusién (D/H?), coeficiente de permeabilidad
(Kp), flujo transdérmico (J) y tiempo de latencia (to) obtenidos del ajuste (Media £ E.E.); y en el
recuadro inferior, parametros estadisticos que definen la bondad de los ajustados, coeficiente de
correlacion (r) y criterio Akaike (AIC).

El valor |n] representa el numero de ensayos realizados.
La linea continua de la grafica representa el ajustado de los valores observados segun la ecuacion de
Scheuplein.

Tal y como se puede observar, no todos los compuestos ensayados como
promotores proporcionaron un aumento en la cantidad acumulada de farmaco en el

compartimento receptor. Los promotores quimicos (etanol y el acido caproleico) no
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mostraron un incremento importante, incluso el pretratamiento con el vehiculo etanol

proporcioné una menor permeacion de farmaco (tabla 35) que el control (tabla 34).

Las tablas 40 y 41 muestran los datos obtenidos en los ensayos de iontoforesis.

IONTOFORESIS 0.25 mA/cm? [n=5]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo Qa* D.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 11.2+1.3 1000
2 459+ 32
3 103 + 3 800 1 { { ;[ {
4 149 + 10
& 600 1
5 225 + 24 §
Es
6 295 + 28 ot {
< 400 A I
7 364 + 35
{
8 433 + 42 200 - .3
v
24 741 + 82 -
E
26 741 £ 78 0+ ; ; ; ; ; ;
0 5 10 15 20 25 30
28 775 + 86 Tiempo ()
30 796 + 82

Parametros de permeacion

Jo-sn (ng-cm=2ht) Js-30n (ug-cmh)
61.6 + 7.1 169 £ 1.9

Tabla 40. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo obtenidas con iontoforesis 0.25 mA/cm? (Media +
D.E.) y flujos transdérmicos medios (]) para las primeras 8 horas de aplicacion de corriente eléctrica
y tras su cese (flujo post-iontoforesis) (Media + D.E.).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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IONTOFORESIS 0.50 mA/cm? [n=5]

Cantidades acumuladas de hidrocloruro de propranolol en el compartimento receptor

Tiempo QazxD.E.
(horas)  (ng/cm?)

1 114 £59 1800
2 63.0 £ 19.5 1600 A
3 151 + 33 1400 - { { :{
4 250 + 36 1200 - {
S
5 369 + 52 § 1000 A
o0
6 490 + 59 S 500 4 {
(@4
7 621 + 66 600 - II
8 741 + 87 400 ¥
24 1276 + 128 200 - ii
v
26 1305+ 139 0 += ; : : : . .
0 5 10 15 20 25 30

28 1357 £ 149 Tiempo (h)
30 1396 = 148
Parametros de permeacién

Jo-sn (ngrcm2ht) Js-30n (ng-cm-2h-l)
108 £ 10 30.5£3.3

Tabla 41. Cantidades acumuladas medias (Qa) de hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor frente al tiempo obtenidas con iontoforesis 0.50 mA/cm? y flujos
transdérmicos medios (J) para las primeras 8 horas de aplicacion de corriente eléctrica y tras su cese
(flyjo post-iontoforesis) (Media = D.E.).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.

Al igual que con su analogo beta-bloqueante nadolol, la aplicacién de iontoforesis
provocd un incremento importante de las cantidades acumuladas en el compartimento
receptor y las cantidades acumuladas post-iontoforesis siguieron ascendiendo en cantidad

hasta la finalizacion de los estudios a las 30 horas.

A continuacion, en la figura 31 se muestran los valores de flujo transdérmico medio
obtenidos a partir de cada una de las cinéticas individuales para cada condicién analizada

(Media + D.E.).
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Figura 31. Flujos transdérmicos (J) de hidrocloruro de propranolol para las diferentes condiciones
ensayadas (promotores quimicos en su estado estacionario y las 8 primeras horas de aplicaciéon de
iontoforesis). Valor medio * D.E. [*(p<0.05)].

a diferencia estadisticamente significativa respecto al control (difusioén pasiva).

b diferencia estadisticamente significativa respecto al vehiculo etanol.

En referencia a las diferentes estrategias ensayadas, el empleo de etanol no supone
un efecto positivo en el incremento del flujo transdérmico de hidrocloruro de propranolol
respecto a la difusion pasiva (control). Asimismo, el acido caproleico y la aplicacion de
iontoforesis (0.25 mA/cm?) no mostraron diferencias estadisticas con el control. En
cambio, el pretratamiento de Azone®, R-(+)-limoneno y 4cido oleico asi como la densidad
de corriente 0.50 mA/cm? ha demostrado desarrollar un efecto promotor en la absorciéon
transdérmica del hidrocloruro de propranolol, produciendo diferencias estadisticamente
significativas en los valores de flujo transdérmico obtenidos respecto al control y etanol

(vehiculo).

Para las estrategias promotoras con las que se detectaron diferencias

estadisticamente significativas se calculo el efecto promotor correspondiente (tabla 42).
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Efecto promotor

Condicién EP respecto al control EP respecto al etanol
(Media = D.E.) (Media = D.E.)
Azone® 1.74 £ 0.70 1.91 £ 0.32
R-(+)-limoneno 1.88 £ 0.39 1.95 £ 1.31
Acido oleico 1.39 £ 0.36 1.62 £ 0.48
Acido caproleico - -
Tontoforesis (0.25 mA/cm?) — -
TIontoforesis (0.50 mA/cm?2) 1.88 £ 0.79 1.99 £ 0.29

Tabla 42. Efecto promotor (EP) de cada estrategia promotora estudiada en la absorcion
transdérmica del hidrocloruro de propranolol.

Tras finalizar los diferentes ensayos de difusion, se extrajo la cantidad de
hidrocloruro de propranolol retenida en la piel. Los resultados se muestran en la tabla 43.

Previamente se determiné el rendimiento del proceso de extraccion, siendo del

(94.7 £ 4.4)% (Media + D.E., n=10).

Hidrocloruro de propranolol retenido en piel

Cantidad retenida en piel (ng/cm?2)

Condicién (Media * D.E.)
Difusién pasiva (control) 302 + 81
Etanol (vehiculo) 261 + 27
Azone® 275+ 19
R-(+)-limoneno 461 = 53
Acido oleico 516 + 69
Acido caproleico 333 £ 97
TIontoforesis (0.25 mA/cm?2) 252142
TIontoforesis (0.50 mA/cm?2) 262 + 28

Tabla 43. Cantidad de hidrocloruro de propranolol retenido en piel al fin de los experimentos
(Media £ D.E.).

Como se observa en la tabla 43, en cualquier caso las cantidades retenidas en piel
fueron mas elevadas que las de nadolol. Fisto puede ser debido a la naturaleza lip6fila que
presenta el propranolol. La cantidad de hidrocloruro de propranolol retenido en la piel tras
los estudios transdérmicos de 30 horas en difusién pasiva fue de 302 + 81 ug/cm? Los

pretratamientos con R-(+)-limoneno y acido oleico elevaron en 1.53 y 1.71 veces esta
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cantidad. Ninguna de las estrategias ensayadas incrementd estadisticamente la cantidad

retenida respecto a la obtenida en difusion pasiva.

3.3. Comparacion de la permeabilidad de ambos beta-bloqueantes

Con el fin de comparar la absorcion transdérmica, los ensayos realizados en piel de
cerdo se reprodujeron bajo las mismas condiciones experimentales y se estudi6 la influencia

de diversas estrategias que permitieran incrementar la permeabilidad de estos farmacos.

En la figura 32 se detalla una comparaciéon del coeficiente de permeacion (Kp) del
nadolol e hidrocloruro de propranolol, mientras que en las figuras 33 y 34 se representan
las cinéticas de absorcion transdérmica medias a través de piel de cerdo en todas las
condiciones experimentales estudiadas con promotores quimicos. Como se puede observar,
segun el beta-bloqueante, las sustancias quimicas ensayadas incrementan en mayor o menor

medida las cantidades de farmaco en el compartimento receptor respecto al control.
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Figura 32. Comparacién del coeficiente de permeabilidad, K, (cm/h) obtenido del nadolol (azul) e
hidrocloruro de propranolol (verde) a través de piel de cerdo en los ensayos transdérmicos en las
diferentes condiciones ensayadas. Valor medio £ D.E. [*(p<0.05); *(p<0.01)].

a diferencia estadisticamente significativa respecto al control (difusién pasiva).
b diferencia estadisticamente significativa respecto al vehiculo etanol.
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Figura 33. Cantidades de nadolol acumuladas en el compartimento receptor (ug/cm?) frente al
tiempo (h) en las diferentes condiciones estudiadas en piel de cerdo. Las barras de error representan
las desviaciones estandar.
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Figura 34. Cantidades de hidrocloruro de propranolol acumuladas en el compartimento receptor
(ug/cm?) frente al tiempo (h) en las diferentes condiciones estudiadas en piel de cerdo. Las batras
de error representan las desviaciones estandar.
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Aunque la concentraciéon molar de ambos beta-bloqueantes no es idéntica, debido a
que si es muy similar y por imposibilidad de emplear la ecuacién de la segunda ley de Fick
para obtener el coeficiente de permeacion, porque con iontoforesis desde el inicio del
ensayo se estima que se ha alcanzado el estado estacionario, la figura 35 plasma una

comparacién de los flujos transdérmicos iontoforéticos de los dos farmacos.
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Figura 35. Comparacién del flujo transdérmico iontoforético (ug/cm?h) obtenido del nadolol (azul)
e hidrocloruro de propranolol (verde) a través de piel de cerdo. Valor medio = D.E. [*(p<0.05);
“(p<0.01). Diferencia estadisticamente significativa respecto al control (difusién pasiva)].

Al igual que en los ensayos con promotores quimicos, con los resultados de los

ensayos de difusion en las dos densidades de corriente estudiadas se construyeron cinéticas

medias.

Como se puede observar en las figuras 36 (nadolol) y 37 (hidrocloruro de
propranolol), tras las 8 horas de aplicacion de la iontoforesis, se confirma que ésta es una
técnica que provoca un incremento importante de las cantidades acumuladas en el

compartimento receptor respecto a la difusién pasiva determinada como control en los

estudios.



132 Capitulo IV

3000
1 [ontoforesis 0.50 mr\/cmz (n=0)
“— Tontoforesis 0.25 mt\/cm2 (n=0)
g 25001 w Conerol (n=22) T
3 T 7 41
i tis
g § 2000 +
5 g
g & -
< 2 1500 A b T 37
E§ 7 v 11
g £ 1 1
< g ry
o < | il
:_cg g 1000 7 T
o P T b 4
ccé © - v J_
© iTIJ' T
S 500 A =/
l st + ¢+ I
£ ¥ -
0 '_;-iz“_:_"'-"'-'_'!' S A T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)

Figura 36. Cantidades acumuladas medias de nadolol en el compartimento receptor (ug/cm?) frente
al tiempo (h) para las condiciones de iontoforesis ensayadas. Las barras de error representan las
desviaciones estandar.
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Figura 37. Cantidades acumuladas medias de hidrocloruro de propranolol en el compartimento
receptor (ug/cm?) frente al tiempo (h) para las condiciones de iontoforesis ensayadas. Las barras de
error representan las desviaciones estandar.
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Con el objetivo de comparar la permeacion en las distintas condiciones ensayadas,
la figura 38 muestra las cantidades de ambos beta-bloqueantes extraidas de la piel al

finalizar los experimentos de difusion.
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Figura 38. Comparacién de las cantidades de nadolol e hidrocloruro de propranolol retenida en piel
de cerdo (ug/cm?) para las condiciones ensayadas. Las barras de etror representan las desviaciones
estandar. Valor medio + D.E. (p<0.05).

adiferencia estadisticamente significativa respecto al control (difusion pasiva).
b diferencia estadisticamente significativa respecto al vehiculo etanol.

Diversos autores han estudiado la relaciéon existente entre la lipofilia y peso
molecular de estos farmacos beta-bloqueantes y su penetracion percutanea. Schoenwald y
Huang compararon la permeabilidad de 12 beta-bloqueantes agrupados en categorias segin
lipofilia a través de tejido corneal (Schoenwald y Huang, 1983). Posteriormente, otro
estudio con cuatro beta-bloqueantes (bupranolol, propranolol, oxprenolol y acebutolol)
efectué determinaciones similares a través de mucosa bucal de cerdo (Le Brun y col., 1989).
Existen numerosos analisis que investigan las diferencias en la permeabilidad de diversos
beta-bloqueantes a través de piel de ratén sin pelo (Ghosh y col., 1993), intestino (Sasaki y
col,, 1994) y piel humana abdominal (Modamio y col., 2000). Todos ellos coinciden en
mostrar que el propranolol es el beta-bloqueante que presenta mejor difusion pasiva, por su

mayor lipofilia.
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Tal como se plasma en la figura 32, por difusiéon pasiva el propranolol atraviesa la
piel con mayor facilidad aunque como se observa en la figura 38 también se acumula en
mayor cantidad en piel. El propranolol es mas lipofilo (log P 3.03) y ademas presenta un
peso molecular (295.8 g/mol) menor que el nadolol (log P 1.20; 309.4 g/mol) por lo que,
como cabria esperar, atraviesa mejor la piel ya que su reparto es mayor entre los lipidos
intercelulares del estrato cérneo. Los resultados expuestos en este capitulo IV ponen de
manifiesto que el propranolol presenta un parametro de reparto (KH) aproximadamente 4

veces mayor que el nadolol en la condicion experimental de difusion pasiva.

Como se puede observar en la figura 32, las sustancias estudiadas como promotores

quimicos producen efectos desiguales segun el farmaco estudiado.

Por una parte, y a pesar de que ha sido descrito que el etanol a altas
concentraciones puede reducir la absorcion transdérmica de distintos compuestos debido a
la capacidad que posee de deshidratar la piel (Thomas y Panchagnula, 2003), la escasa
solubilidad del acido oleico, dcido caproleico, R-(+)-limoneno y el Azone®, oblig a
preparar las soluciones de los promotores ensayados en etanol absoluto en el que
solubilizaban perfectamente. Por tanto, la concentraciéon utilizada en las soluciones de
tratamiento de los promotores de absorcion transdérmica se fij6 al 5%, considerando que la
capacidad de promocion de los mismos depende de la concentraciéon (Borras-Blasco y col.,
1997; Lopez y col., 2000; Moghimi y col., 1998). Sin embargo, el efecto promotor no
aumenta proporcionalmente con la concentracion, sino que tiende a alcanzar un nivel
maximo de promocién (Borras-Blasco y col., 2004), o incluso, en algunos casos, se produce
una reduccion de la capacidad promotora del compuesto al incrementar la concentracion
del mismo. Ademas, cuando se utilizan este tipo de compuestos zz vive, concentraciones
altas de promotor pueden causar problemas como irritacion de la piel o toxicidad

(Kanikkannan y Singh, 2002; Okabe y col., 1990).

En la figura 30 se observa como el vehiculo utilizado, el etanol, incrementa
aproximadamente 2.5 veces el flujo transdérmico del nadolol. Sin embargo, éste provoco
una disminucién del flujo del propranolol como puede observarse en la figura 31. Estudios
previos muestran que altas concentraciones de etanol no mejoran un flujo transdérmico
pasivo provocando perfiles en meseta (Borras-Blasco y col., 2004), e incluso una reduccién
de las cantidades acumuladas en el compartimento receptor como sucede con el

propranolol. Una posible explicaciéon es la evaporaciéon del etanol con la consecuente
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pérdida de efectividad. Este hecho se describe en otros estudios como por ejemplo en un

ensayo reciente en humanos con un corticosteroide (Ibrahim y Li, 2009).

Los resultados obtenidos confirman por una parte la capacidad que tiene el etanol
para penetrar a través del estrato coérneo (Berner y col, 1989; Berner y Liu, 1995) y
difundirse uniformemente en él (Elkhyat y col., 2001), alterar la organizacién de los lipidos
intercelulares incrementando la permeabilidad de la piel (Megrab y col., 1995) y ademas

modificar las propiedades de solubilidad del farmaco en la piel.

De las sustancias estudiadas como promotores de absorcion es el Azone® el que ha
mostrado ser mas eficaz para el nadolol, ya que provoca un aumento de flujo en piel de
cerdo de 7.18 veces respecto al control y 2.61 veces respecto al etanol (vehiculo). Este
también provoco incremento de flujo en el propranolol (1.74 y 1.91 respecto control y
etanol, respectivamente) siendo el segundo promotor quimico que mas incrementé el paso
a través de la piel de cerdo. Este compuesto fue disefiado para ejercer de promotor
transdérmico y es eficaz para todo tipo de sustancias, hidréfilas y lipofilas (Sugibayashi y
col,, 1992) tales como esteroides, antibioticos, antivirales, péptidos como la insulina o
vasopresina (Afouna y col., 2003, Loépez-Cervantes y col., 20006), el antineoplasico 5-
fluorouracilo (Williams, 2003), un antagonista no competitivo de receptores NMDA
llamado memantina (del Rio Sancho y col.,, 2012), el antioxidante esculetina (del Rio
Sancho y col., 2013) asi como antidepresivos como el lorazepam y clonazepam (Puglia y
col., 2001) y ansioliticos como el alprazolam (Soler y col., 2012). Su mecanismo de accion
se centra en su capacidad de alterar la estructura organizada de lipidos del estrato cérneo y
ademas incrementa el reparto de farmaco en la piel (Lépez y col., 2000). Algunos autores
establecen que el laurocapram al penetrar en los espacios intercelulares provoca la creacion
de puentes de hidrégeno con moléculas adyacentes creando nuevos espacios intercelulares
(Kanikkannan y col., 2000; Hadgraft y col., 1996; Pilgram y col., 2001). Este hecho puede
explicar por qué la cantidad de nadolol en piel al finalizar los experimentos es casi 2 veces
superior a la obtenida sin pretratamiento (p<<0.05), como se observa en la tabla 33. El
propranolol debido a su naturaleza lipdfila se retiene por difusion pasiva casi el doble que el
nadolol, no mostrando diferencias significativas en la cantidad retenida en piel tras el

pretratamiento con Azone®.

Respecto al efecto promotor del R-(+)-limoneno, no fue capaz de aumentar la

absorcion del nadolol (farmaco hidréfilo) respecto a la difusiéon pasiva, pero si la del
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propranolol (farmaco lip6filo) con casi el doble de flujo respecto a su control y el etanol
(vehiculo). Estos datos estan en concordancia con resultados obtenidos en otros estudios
realizados por el grupo de investigaciéon en piel de cerdo. Asi, se observé que el
R-(+)-limoneno no produjo promocién en el paso de la esculetina (log P 1.2) [el flujo
transdérmico por difusién pasiva fue 0.33 £ 0.12 pg/cm?h y con promotor 0.23 £ 0.09
ug/cm?h] (del Rio Sancho y col,, 2013). Sin embatgo, este promotor quimico aumenté el
flujo de la memantina (log P 3.3), fairmaco de lipofilia similar al propranolol, casi 13 veces
respecto a la difusiéon pasiva [7.10 + 1.50 ng/cm?h (control) y 91.9 £ 8.2 pug/cm?h con
promotor quimico] (del Rio Sancho y col., 2012) e increment6 aproximadamente 3 veces el
flujo transdérmico el pizotifeno malato (log P 5.2) [1.63 + 0.76 pg/cm?h (control) y
4.73 £ 1.31 pg/cm?h con promotot| (datos aun no publicados). Algunos autores han
descrito una cierta relacién estructura-actividad farmaco-especifica para los terpenos
(Moghimi y col., 1998; Ota y col., 2003; Williams y Barry, 1991) y se establece que su
mecanismo de accidn se relaciona con la interrupcién de la organizacion lipidica del estrato
cérneo (Sapra y col, 2008). De acuerdo con ella, se esperaria que un terpeno
hidrocarbonado como es el R-(+)-limoneno proporcionara un efecto promotor mayor en el
farmaco mas lipofilo (El-Kattan y col., 2001; Godwin y Michniak, 1999; Hori y col., 1992;
Okabe y col., 1989; Panchagnula y col., 2004). Estos resultados apoyan que existe una
relacién entre la lipofilia del farmaco a promover con el terpeno. Estudios previos con el
propranolol muestran resultados similares a los obtenidos con el limoneno en el presente

trabajo (Hori y col., 1992; Zhao y Singh, 1999).

El pretratamiento con R-(+)-limoneno no implica sin embargo una mayor
acumulacién de farmaco en piel en relacion con el control (p>0.05) (tablas 33 y 43). Por
este motivo, podemos concluir que este compuesto incrementa la difusiéon del farmaco a

través de la piel, pero no afecta al reparto del mismo en el tejido.

Los acidos grasos han sido ampliamente estudiados como promotores quimicos de
la absorcion transdérmica. Ademds, forman parte de los lipidos del estrato corneo. De
todos ellos, se seleccionaron, para nuestros experimentos, dos compuestos mono-
insaturados, uno con una estructura molecular grande, de 18 atomos de carbono, el acido
oleico (acido 9-octadecenoico) y un compuesto con una estructura molecular mas pequefa,
de 10 carbonos, el acido caproleico (acido 9-decenoico). Algunos autores han descrito
cierta correspondencia estructura-actividad farmaco-especifica para los acidos grasos

(Andega y col., 2001; Kanikkannan y col., 2000; Klimentova y col., 2006; Mittal y col., 2009;
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Zhang y col., 2010). Esta relaciéon parece indicar que los acidos grasos de cadena corta
aumentan la permeacion de las sustancias lipofilas por perturbacion de la organizacion del
estrato corneo, mientras que los de cadena larga incrementarfan el paso de farmacos
hidroéfilos. Ia naturaleza del solvente y el tipo de cadena juegan un papel importante en la
interaccion del acido graso con los lipidos intercelulares del estrato cérneo (Wang y col.,
2005P). De acuerdo con esta hipétesis y en el caso del propranolol, el mayor efecto

promotor esperado setfa para el acido caproleico y en el caso del nadolol, el acido oleico.

Tal como muestran la figuras 30, 31 y 32, el acido caproleico no incrementa
significativamente la permeacion de ambos beta-bloqueantes. No obstante, el acido oleico
incrementa significativamente el flujo del nadolol e hidrocloruro de propranolol a través de
la membrana de estudio, respecto al control y el vehiculo, siendo el segundo promotor
quimico mas eficaz para el nadolol y el tercero para el propranolol. El acido oleico es capaz
de incorporarse en los lipidos del estrato corneo alterando su estructura de
empaquetamiento ordenado y las capas de hidratacién, facilitando la entrada de farmacos.
Asimismo se ha descrito que, a elevadas concentraciones, el acido oleico puede existir
como una fase separada entre las bicapas lipidicas (Ongpipattanakul y col., 1991; Tanojo y
col., 1997), inrrumpiendo en los lipidos y disminuyendo la resistencia al paso de farmacos
(Hoopes y col., 2011; Rowat y col., 2006). Otro modo de accion postulado es la generacion
de poros en la superficie de los corneocitos epidérmicos (Touitou y col.,, 2002). Los
resultados conseguidos confirman que el acido oleico puede ejercer un efecto promotor
sinérgicamente junto con el etanol, tal como han propuesto otros autores (Aboofazeli y
col., 2002). En las condiciones de trabajo, la interacciéon entre el acido oleico y las
estructuras de la piel se traduce también en un mayor reparto del nadolol e hidrocloruro de
propranolol en la piel, resultando en una cantidad de farmaco retenido tras los ensayos 1.21
y 1.71 veces la cantidad observada en el control del nadolol y propranolol respectivamente

(véase tablas 33 y 43).

Por otra parte, la iontoforesis genera variaciones muy apreciables en el flujo
transdérmico y las cantidades acumuladas en el compartimento receptor de ambos beta-
bloqueantes (véase las figuras 35-37). Los estudios transdérmicos con aplicaciéon de
iontoforesis se han realizado utilizando un método para intentar eliminar al maximo la
competicion de iones. Para ello se ha utilizado un tercer compartimento ajeno al
compartimento dador, unido a éste con puentes salinos. Ambos farmacos han sido

estudiados a la misma concentracién inicial (6 mg/mL). Sin embargo, ésto no debe de ser
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una variable importante a considerar ya que ha sido predicho el efecto practicamente
despreciable de la concentracién de principio activo (Kasting y Keister, 1989) y con
posterioridad ha sido confirmada experimentalmente (Padmanabhan y col., 1990). De este
modo, segun Kasting y Keister, los flujos por iontoforesis en ausencia de co-iones
competidores dependen unicamente de la proporcién entre la difusividad del contraién, es
decir el i6n que acompafia una especie i6nica y mantiene la neutralidad eléctrica (en este
caso, el i6n cloruro que llega desde el otro lado de la piel) y el principio activo (Kasting y
Keister, 1989). Resultados similares se han descrito para otros farmacos como la

hidromorfina y la lidocaina (Marro y col., 2001¢).

Es importante recordar que esta competicion por transportar la carga con los
contraiones endégenos no puede ser eliminada en una situacion zz vive. Asi pues, existira un
nimero de transporte maximo para cada i6n que debera ser identificado de manera
experimental en cada caso. Cabe esperar que este valor éptimo de numero de transporte
dependa de las propiedades fisico-quimicas especificas de cada i6n. Asi pues, un estudio
realizado por Mudry y sus colaboradores concluye que el principal inconveniente en el
transporte iontoforético a través de piel es la presencia de iones Cl- endégenos aunque
determina una maxima eficiencia del proceso entre el 60-80% para farmacos cargados

positivamente (Mudty y col., 2000).

La influencia de la densidad de corriente sobre los flujos transdérmicos de los
farmacos estudiados es clara, y asimismo ha sido observado por otros autores en diversos
estudios transdérmicos (Delgado-Charro y col., 19955 Femenia-Font y col., 20052). De esta
manera y a la vista de los resultados plasmados en la figura 39, se puede modular el flujo de

un farmaco por iontoforesis manipulando la densidad de corriente.
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Figura 39. Cantidades acumuladas medias de nadolol e hidrocloruro de propranolol en el
compartimento receptor (ug/cm?) frente al tiempo (h) para las siguientes condiciones ensayadas:
0.50 mA/cm? (O), 0.25 mA/cm? (V) y difusién pasiva (O). Las barras de error representan las
desviaciones estandar.

Las cantidades acumuladas de nadolol en el compartimento receptor aumentan
considerablemente, existiendo diferencias estadisticas respecto al control (p<<0.05) en
ambas densidades de corriente y con ello se incrementa su flujo transdérmico. En el caso
del hidrocloruro de propranolol, sucede un incremento importante respecto a su difusion
pasiva en ambas densidades de corriente pero solo la densidad de corriente de
0.50 mA/cm? provoca diferencias estadisticas (p<0.05). Esto es debido a las caracteristicas
fisicoquimicas de los farmacos, el propranolol es mas lipéfilo (log P 3.03) que el nadolol
(log P 1.20) por lo que, como cabria esperar, difunde con mayor facilidad en los lipidos
intercelulares del estrato cérneo. Por ello se obtienen cantidades acumuladas en el
compartimento receptor a lo largo del tiempo superiores en difusioén pasiva al final de los

experimentos iontoforéticos.

Posteriormente, al interrumpir la corriente eléctrica, los farmacos se absorbieron
por difusién pasiva hasta las 30 horas, de ahi que se obtengan cinéticas aparentemente en
meseta. No obstante, en el periodo post-iontoforesis existen diferencias estadisticamente
significativas entre los flujos en el estado estacionario alcanzados por medio de difusién

pasiva y los obtenidos en el tramo 8-30 h al aplicar iontoforesis, a cualquiera de las
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densidades de corriente ensayadas para el nadolol (véase figuras 35 y 36). Este hecho puede
atribuirse a la cantidad de farmaco que se queda acumulado en la piel y por tanto produce
una especie de reservorio que mantiene una difusién pasiva constante hasta la finalizacién
de los estudios (30 h) o al hecho que tras el cese de la corriente eléctrica en el
compartimento dador hay presente todavia firmaco que puede difundir. Sin embargo, no
sucede lo mismo con el propranolol donde la iontoforesis no produce cambios
significativos que provoquen una difusiéon pasiva post-iontoforesis importante, hecho que
podria ser relacionado a que la cantidad retenida en piel del hidrocloruro de propranolol es
inferior al obtenido sin aplicacion del método fisico (véase tabla 43) ya que éste presenta

una naturaleza mucho mas lipéfila que su analogo beta-bloqueante.

Cuando se aplica iontoforesis un punto de especial relevancia es el grado de
ionizacion de la molécula. Con la pequena diferencia que existe entre los valores de pKa de
los dos beta-bloqueantes, el propranolol presenta un valor (9.45) ligeramente inferior que el
nadolol (9.67), y dado que se trabajé a pH fisiolégico (7.4), en ambos casos el grado de
ionizacion fue practicamente de 100%. No obstante, aunque los pesos moleculares son
similares, 309.4 g/mol en el caso del nadolol y 295.8 g/mol el hidrocloruro de propranolol,
s{ existe diferencia en la lipofilia. Previamente se ha presentado un modelo teérico
(Kontturi y Murtomaki, 1996), que se podria utilizar para predecir la eficacia de la
iontoforesis en el paso transdérmico de un farmaco en particular. El parametro crucial en
este modelo fue el coeficiente de reparto octanol/agua del firmaco y se propuso que
existen dos vias que compiten en el estrato cérneo: una via acuosa utilizada por las
moléculas hidréfilas y polares, y una via lipidica para moléculas lipdfilas y no polares.
Posteriormente, Hirvonen y colaboradores verificaron dicho modelo empleando tres beta-
bloqueantes de diferente lipofilia; sotalol, timolol y propranolol. Tras este estudio, se
reforzaron las predicciones establecidas por el modelo teérico cuya esencia era el supuesto
obvio de que solamente el flujo del farmaco mas hidréfilo, el sotalol, que fluye a través de
la via acuosa puede mejorarse mediante iontoforesis debido a que la matriz lipidica inhibe la
formacion de iones moéviles necesarios para la corriente eléctrica. Dicho trabajo determiné
a la iontoforesis como la estrategia que incrementa mas el flujo transdérmico del farmaco
mas hidréfilo, sotalol, y perjudica el paso a través de la piel del mas lipéfilo, el propranolol

(Hirvonen y col., 1998).

El flujo por iontoforesis de un i6n esta relacionado con su nimero de transporte.

Este viene dado por la relaciéon entre la carga que transporta este i6n y la carga total
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transportada durante el proceso (Helfferich, 1995; Phipps y Gyory, 1992). En los
experimentos descritos en este capitulo, los cationes nadolol e hidrocloruro de propranolol
compiten con los co-iones (lones sodio) presentes en pequefia proporcion en la camara
anoddica tanto como con los aniones endégenos (posiblemente Cl, en el caso mas simple)
que llegan desde el otro lado de la membrana. El flujo de ambos beta-bloqueantes por

iontoforesis viene dado por la ecuaciéon 4 (Capitulo II).

Con el fin de explicar el resultado obtenido en la iontoforesis de ambos farmacos,
se calculd el nimero de transporte de cada uno de los farmacos en cada condicion. Para
ello se consideraron los flujos transdérmicos individuales obtenidos para cada una de las
células ensayadas. Los valores medios del numero de transporte obtenidos en cada

condicidén se muestran en la tabla 44.

Numero de transporte del nadolol e hidrocloruro de propranolol

Numero de transporte (%)

Farmaco Condicion (Media + D.E.)
Tontoforesis 0.25 mA /cm? 2371042
Nadolol
Tontoforesis 0.50 mA/cm? 2.39 £0.10
Tontoforesis 0.25 mA/cm? 1.30 = 0.16

Hidrocloruro de propranolol
Tontoforesis 0.50 mA /cm? 1.18 £ 0.10

Tabla 44. Numero de transporte del nadolol e hidrocloruro del propranolol (expresado en
porcentaje) para la aplicacion de iontoforesis en diferentes densidades de corriente eléctrica (0.25 y
0.50 mA/cm?) (Media + D.E.).

Tal y como se detalla en la tabla 44, el nimero de transporte de ambos beta-
bloqueantes es diferente siendo mucho mas bajo el del hidrocloruro de propranolol, es
decir, a igual concentracién de iones en la solucién dadora, la fraccion de carga eléctrica
transportada por el nadolol es superior a la transportada por el hidrocloruro de
propranolol, de ah{ que los flujos del propranolol sean menores. Este hecho concuerda con
los resultados obtenidos por otros autores (Lopez y col., 2003; Pikal, 1990; Pikal, 1990;
Pikal, 1990; Santi y Guy, 1996 Santi y Guy, 1996P).

Al finalizar cada experimento de difusiéon transdérmica con aplicaciéon de 8 horas de

iontoforesis, tal y como se ha descrito en el epigrafe 2.9 del presente capitulo, se extrajo la
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cantidad de farmaco retenida en piel. Los resultados de cantidades retenidas en piel tras
aplicacion de las diferentes densidades de corriente ensayadas se detallan junto al resto de

cantidades retenidas en las tablas 33 (nadolol) y 43 (hidrocloruro de propranolol).

La cantidad retenida en piel del nadolol en difusién pasiva es de 147 + 54 pg/cm?
(Media = D.E., n=22). Tras las aplicaciones de densidades de corriente de 0.25 y 0.50
mA/cm?, las cantidades retenidas se incrementaron respecto a la difusién pasiva 1.75 y 1.48
veces, respectivamente. Sin embargo, solo presentd diferencias estadisticas (p<<0.05) la

menor densidad de corriente.

Por otra parte, la difusién pasiva del hidrocloruro de propranolol provoca una
retencion en la piel de 302 = 81 pg/cm? (Media + D.E., n=12). En este caso y con la
aplicacion de iontoforesis, la cantidad retenida de propranolol en la piel fue menor,

aproximadamente de 260 pug/cm? de fairmaco con ambas densidades de corriente.

El propranolol atraviesa la piel por difusién pasiva mejor que el nadolol por su
naturaleza mas lipofila con su consecuente acumulaciéon en piel y la aplicacion de
iontoforesis provoca un incremento de las cantidades acumuladas en el compartimento
receptor solo en las primeras 8 horas que tras su cese se asemeja al pasivo. Asimismo, tras
la iontoforesis las cantidades retenidas en piel no presentan diferencias estadisticas (p>0.05)
respecto al control. Sin embargo, en el caso del nadolol, la iontoforesis incrementa 8.15 y
14.8 veces el paso de farmaco respecto a la difusién pasiva, siendo mayor su retenciéon en
piel. Una explicacién posible es la creaciéon de poros en los lipidos del estrato corneo
cuando se aplica iontoforesis (Fatouros y col., 2006) hecho que provocaria la retencién de
farmaco en la piel. Ante un farmaco hidréfilo como el nadolol, la aplicacién de corriente
eléctrica incrementa su flujo por la creacion de poros "caminos" en la piel generando a su

vez una mayor acumulacién de nadolol en la piel de cerdo.

Asi pues, aunque en el presente trabajo se manifiesta que el Azone® y acido oleico
son las sustancias quimicas que mayor efecto promotor han desarrollado en el nadolol vy, el
R-(+)-limoneno con el hidrocloruro de propranolol, se corrobora que la iontoforesis es un
método fisico mas eficaz para promover el paso de moléculas lipéfilas e hidréfilas. No
obstante, el hecho de aplicar esta estrategia fisica no produce el mismo efecto. La
iontoforesis genera flujos transdérmicos en el propranolol inferiores [61.6 £ 7.1 ug/cm?h
(0.25 mA/cm?) y 108 £ 10 pg/cm?h (0.50 mA/cm?)] al nadolol [120 £ 21 pg/cm?h (0.25

mA/cm?) y 216 £ 11 pg/cm?h (0.50 mA/cm?)], mostrando diferencias estadisticamente
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significativas entre ambos farmacos (p<0.05). Estos resultados expresan el gran efecto
promotor que provoca la aplicaciéon de corriente eléctrica durante 8 horas para el nadolol

en la que existe una eficacia sobretodo con la densidad de corriente superior 0.50 mA/cm?.






Dermatofarmacocinética
del nadolol e hidrocloruro de propranolol

1. Introduccion

El estrato cérneo se considera la principal barrera e incluso el factor limitante, en el
caso de moléculas muy hidrofilas, que controla la velocidad de entrada de xenobidticos en
la piel. Por lo tanto, durante las ultimas décadas ha existido un enorme interés en el uso de
técnicas que permitan caracterizar un comportamiento cinético en la administraciéon de
farmacos a través de esta capa y determinar la biodisponibilidad en el tejido diana (Alberti y
col.,, 20012 FDA, 1998; Shah y col., 1998). La dermatofarmacocinética, es decir farmaco-
cinética aplicada al estrato cérneo, puede calcularse a través del Zape-stripping, técnica
minimamente invasiva que consiste en la aplicaciéon de tiras adhesivas y su retirada
secuencial, para localizar el fairmaco en el estrato coérneo y determinar los parametros
cinéticos (Alberti y col., 20013 Bommannan y col., 1990; Lademann y col., 2009; Loftler y
col., 2004; Lotte y col., 1993; Nicoli y col., 2009).

El trabajo que se describe en el presente capitulo pretende comparar perfiles de
distribuciéon 7z vitro del nadolol e hidrocloruro de propranolol a través del estrato cérneo,
asi como deducir los parametros dermatofarmacocinéticos, tales como el reparto y la

difusién, para completar la evaluacién de la absorcidon transdérmica de ambos beta-
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bloqueantes. Este trabajo se realizé6 en la University of Bath (Reino Unido) en el

Department of Pharmacy & Pharmacology de la Faculty of Science de dicha Universidad.

Para ello se realizaron ensayos de difusion, similares a los expuestos en el capitulo
anterior pero con una duracién mas corta en diferentes condiciones experimentales.
Posteriormente, mediante la técnica del Zape-stripping se cuantificéd el nadolol e hidrocloruro
de propranolol en el estrato corneo. Debido a que las estrategias de promocion del paso de
farmacos a través de la piel pueden comprometer la funcién barrera de la misma (Escobar-
Chavez y col., 2008; Russell y col., 2008), se seleccionaron los promotores quimicos de la
absorcion transdérmica: etanol, Azone®, R-(+)-limoneno y el icido oleico y el método
fisico iontoforesis, a las dos densidades de cortiente (0.25 y 0.50 mA/cm?) que habian sido
ensayadas previamente (capitulo IV). En todos los ensayos se utilizé piel de cerdo,
membrana considerada como modelo animal razonable para la estimacion 7 vitro de la
absorcion transdérmica en general (Marro y col., 20013; Meyer y col., 1978% Schmook y

col., 2001) y la caracterizacién de la dermatofarmacocinética (Herkenne y col., 2006; Klang

y col., 2012; Trebilcock y col., 1994).

2. Materiales y métodos

2.1. Farmacos ensayados

El nadolol y el hidrocloruro de propranolol, de grado analitico y pureza del 99.0%
(m/m) respectivamente, empleados en los diferentes estudios se obtuvieron de Sigma-

Aldrich CO. (Gillingham, Dorset, Reino Unido).

2.2. Preparacion de la piel

La piel de cerdo utilizada fue de origen dorsal y abdominal. ILa piel se lavo
suavemente con agua frfa después del sacrificio del animal en un matadero local.
Posteriormente, se procedié a cortar la piel a 750 um de grosor con ayuda de un derma-
tomo eléctrico, modelo Zimmer™ Electric Dermatome suministrado por Zimmer Inc.

(Dover, Ohio, Estados Unidos). El resultado de este proceso son porciones similares de
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piel de espesor (750 um) y area (~9 cm?). Estos fragmentos de piel se envasaron inmediata-

mente en sobres de Parafilm® M y fueron almacenadas a -20°C hasta su utilizacién.

2.3. Células de difusion

Los células de difusion utilizadas en este trabajo, utiles tanto en los ensayos con
promotores quimicos como con iontoforesis, son una variante de células de flujo
horizontal en las que los compartimentos dador y receptor estan dispuestos uno al lado del
otro y la piel se dispone en posicion vertical (figura 40). El area util de difusion de cada una
de las células es de 3.801 + 0.053 cm? y sus compartimentos dador y receptor tienen unas

capacidades aproximadas de 1.6 y 8 mL, respectivamente.

Compartimentos dadores

Membrana

Compartimento receptor

Soporte

Figura 40. Célula de difusién con un area de permeacioén aproximada de 3.80 cm?.

Estas células de difusion presentan dos compartimentos dadores con posibilidad de
situar dos membranas de estudio comunicadas por una camara central que es el
compartimento receptor. Ambos compartimentos, dador y receptor, presentan forma
cilindrica. El receptor posee tres tubuladuras, dos laterales y otra superior, mientras que el
dador tiene dos salidas. Ambas permiten la toma de muestras y la reposicion del volumen
muestreado en las diferentes fases. No obstante, para evitar pérdidas en los experimentos
de difusion todas las conexiones al exterior permanecen cerradas con Parafilm®M o tubos

de silicona sellados con pinzas.

Los compartimentos poseen un reborde esmerilado en la zona en contacto con la
membrana, que garantiza la estanqueidad de los mismos. La piel se fija sobre el
compartimento receptor con el estrato corneo hacia afuera, en contacto con el
compartimento dador. El sistema completo se situa sobre un soporte de vidrio y se fija

mediante un sistema de presion con un tornillo de dimensiones adecuadas.



148 Capitulo V

2.4. Soluciones empleadas en los ensayos de difusion

La composicion de las soluciones tamponadas empleadas para llenar el
compartimento dador y receptor de las células de difusion, es similar al detallado en el

Capitulo IV (tabla 22) aunque con alguna variacién en las proporciones (NaCl:HEPES).

Composicion de las fases

Fase dadora @) Fase dadora @ Fase receptora
NaCl:HEPES NaCl:HEPES NaCl:HEPES
(25:20 mM) (50:20 mM) (150:20 mM)
Cloruro sédico (NaCl) 1461 ¢ 2922 ¢ 8.766 g
HEPES 4.766 g 4.766 ¢ 4.766 g
Agua ultrapura c.s.p. 1000 mL 1000 mL 1000 mL

Tabla 45. Composicion de las fases dadoras, M en los ensayos de difusion pasiva y promotores

quimicos y @ en los ensayos con iontoforesis y, receptoras utilizadas en los ensayos de permeacion
(pH 7.4).

Los componentes de las fases fueron suministrados por diferentes distribuidores: el
cloruro sédico por Sigma-Aldrich CO. (Gillingham, Dorset, Reino Unido) y el HEPES
(99.0% de pureza) por Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido).

Una vez preparadas las soluciones, se almacenaron en frascos topacio a 4°C hasta
su utilizaciéon. Se comprobd su pH final, ajustindose en caso necesario a pH 7.4 con

NaOH 1IN (Fluka, Buchs, Suiza) o con HCI 1N (Acros, Geel, Bélgica).

Para la preparacion de todas las soluciones se utilizé agua ultrapura que se obtuvo a
partir de un sistema Barnstead Nanopure Diamond™ de Barnstead International Inc.

(Dubuque, Iowa, Estados Unidos) de una conductividad a 25°C de 18.2 MegaOhmios-cm.

2.5. Promotores quimicos ensayados y sistema iontoforético

La propiedades de los promotores quimicos seleccionados se detallan en la tabla 23
del capitulo IV. El etanol, R-(+)-limoneno y acido oleico fueron suministrados por Fluka
(Buchs, Wendenberg, Suiza) mientras que el Azone® se obtuvo de Netqem (Durham,

Carolina del Norte, Estados Unidos).
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El sistema iontoforético consta de dos reservorios en los que se dispone un anodo
(+) y un catodo (-). En los ensayos iontoforéticos con las celdas de difusion especificadas
en el epigrafe 2.3 del presente capitulo, los compartimentos dadores actian como
electrodos ya que presentan depositos de cloruro de plata (AgCl) y plata (Ag®). Este
dispositivo se conecta a un generador de corriente eléctrica Kepco Power Supply, APH
1000 M (Kepco Inc.; Flushing, Nueva York, Estados Unidos) con el fin de cerrar el

circuito.

2.6. Diseno de los ensayos de difusion transdérmica

Para determinar la cantidad de farmaco presente en el estrato cérneo mediante la
técnica fape-stripping, previamente se realizaron experimentos de absorcion transdérmica,

tanto del nadolol como hidrocloruro de propranolol. En ambos casos se realizo:

1. Ensayos por difusién pasiva y con promotores quimicos: etanol, Azone®,
R-(+)-limoneno y acido oleico. Todos estos ensayos se realizaron en el interior
de una habitacién a temperatura controlada [(32.2  0.5)°C, n=5].

2. Ensayos con aplicaciéon de iontoforesis a las densidades de corriente: 0.25 y
0.50 mA/cm?2. Estos se realizaron a temperatura ambiente [(24.0 £ 0.2)°C,

n=10].

Puesto que el objetivo era realizar experimentos en las condiciones experimentales
mas similares a las descritos en el capitulo IV, el protocolo de preparacion de los mismos

fue muy similar.

Aproximadamente 30 minutos antes del inicio de los experimentos, se extrajeron

del congelador de -20°C el numero de porciones de piel necesarias para los mismos.

La piel descongelada, se situd, con el estrato corneo orientado hacia el
compartimento dador entre este compartimento y el receptor. Si el ensayo tenfa como
finalidad estudiar la difusién pasiva o el efecto de los promotores quimicos, una unica
porciéon de piel en uno de los extremos del compartimento receptor era suficiente. Sin
embargo, en el caso de la iontoforesis, se requeria de la presencia de dos porciones de piel
con los estratos corneos hacia afuera en ambos extremos de la camara receptora. Se

introdujo un pequefio iman agitador en el compartimento receptor y a continuacion se
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procedio a la fijacion de los compartimentos con ayuda del soporte y el sistema de presion

de forma que quedasen ambos compartimentos alineados.

Cuando la finalidad fue estudiar el efecto de los promotores quimicos, se procedié
al pretratamiento de la piel con distintas soluciones en funcién del compuesto a evaluar. El

protocolo seguido fue idéntico al descrito en el apartado 2.7 del capitulo IV.

Tras este tratamiento con promotores quimicos, el siguiente paso fue idéntico en
todos los ensayos. Se procedi6 al llenado de los compartimentos con fase receptora y un
solo dador. El compartimento receptor de cada una de las células se completd con solucion
tamponada HEPES/NaCl (20/150 mM) a pH 7.4. En el compartimento dador se dispuso
1.6 mL de solucién de nadolol o hidrocloruro de propranolol con una concentracién de
6 mg/mL (cantidad inicial en el dador (Qi dador) de 2526 pg/cm?) preparada en la solucién
salina HEPES/NaCl (20/25 mM).

Las células se situaron sobre un multiagitador magnético (Vatiomag® Multipoint 6
Thermo H+P, Cole-Parmer, Reino Unido) tal y como se muestra en la figura 41a. Con el
sistema en agitacion constante, gracias al iman agitador que se colocé en el compartimento
receptor, se logré la perfecta homogeneizacion de la fase receptora y se evit6 la formacion
de capas estaticas de difusiéon en las proximidades de la membrana. A continuacion, los
compattimentos se sellaron con Parafilm® M evitando asi cualquier pérdida posible por

evaporacion.

En los estudios con iontoforesis (figura 41b) se llen6 el compartimento receptor
con la solucién tamponada HEPES/NaCl (20/150 mM) a pH 7.4 por una patrte y los dos
compartimentos dadores con diferentes soluciones. Considerando que ambos beta-
bloqueantes son farmacos cargados positivamente, el compartimento dador que actia
como anodo se llen6 con 1.6 mL de solucién tamponada HEPES/NaCl (20/50 mM) con
el farmaco disuelto. El otro dador se rellené con solucion receptora para cerrar el circuito.
La cantidad de NaCl necesario para que pase corriente durante el experimento depende de
la intensidad de corriente que se aplique. Asi pues, segun la densidad de corriente aplicada,
la cantidad de NaCl necesaria fue diferente: 6.22 mg (es decir, 1.06-10 moles) de NaCl
(0.25 mA/cm?) y 12.44 mg (2.13-10* moles) de NaCl (0.50 mA/cm?).
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Los estudios de permeacién se prolongaron 3 horas, trascurrido este tiempo se
recogio la solucion receptora y la piel se desmontéd de la celda para después proceder a

retirar el estrato corneo por tape-stripping.

a b

Figura 41. (a) Células de difusiéon durante un ensayo de permeacion pasiva. (b) Células en un
experimento de iontoforesis. Todas ellas situadas sobre un multiagitador magnético que mantiene la
fase receptora en agitacion constante.

2.7. Técnica tape-stripping

Esta técnica consiste en eliminar sucesivamente las capas que forman el estrato
cérneo, capa mas superficial de la piel. Tras finalizar cada ensayo de difusion, la piel fue
retirada de la célula y se limpié con papel seco para intentar eliminar el exceso de solucion
dadora no absorbida y fase receptora. Posteriormente, mediante la ayuda de una plantilla
circular (didametro de 2.5 cm) se delimité el area de piel a la cual se le aplicaria la técnica.
Esta plantilla asegurd que todas las cintas adhesivas eliminasen estrato cérneo en el mismo

lugar.

Estudios previos han demostrado que las cintas adhesivas (Scotch Book Tape 845,
3M, St. Paul, Minnesota, Estados Unidos) empleadas en este trabajo no pierden masa tras
la aplicacién en la superficie de la piel, los farmacos se extraen facilmente del estrato corneo
adherido a la cinta, y los componentes adhesivos o de otro tipo no interfieren con el
analisis quimico del firmaco en la extraccion del mismo (Nicoli y col., 2009; Wiedersberg y
col, 2009% Wiedersberg y col., 2009%). Ademas las cintas utilizadas poseen otras
propiedades a considerar en dicha técnica como son su transparencia, que permite una
comoda deteccion visual del estrato cérneo eliminado, flexibilidad, contienen adhesivo por

una sola cara y son faciles de manejar.
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Cada cinta adhesiva, de 2.5 x 2.5 cm, fue aplicada en el mismo sitio de la piel,
presionada uniformemente con la ayuda de un rodillo metalico (6 cm de ancho) para
asegurar un buen contacto con la piel, y a continuacion se retiré de la superficie de la piel
con la ayuda de unas pinzas quirdrgicas (figura 42). Este procedimiento se realizé con 20

cintas adhesivas para cada porcion de piel.

Para poder calcular el espesor del estrato cérneo se determiné la masa de piel
extraida en cada cinta adhesiva, por lo que éstas fueron pesadas antes y después de la
retirada secuencial en una balanza de precision con capacidad de lectura de 0.1 ug y rango
de pesada de hasta 2.1 g (Sartorious SE2-F Ultra Micro balance, Epsom, Reino Unido). Asi
pues, conocida el area de difusién (~3.80 cm?) y la masa del estrato cérneo por diferencia
de pesadas y, asumiendo que la densidad del estrato cérneo tiene un valor de 1 g/cm?

(Anderson y Cassidy, 1973; Kalia y col.,, 1996) fue posible calcular el espesor de estrato

cérneo extraido por cada tira adhesiva.

Figura 42. Fotografias ilustrativas de la aplicacion y retirada de cada cinta adhesiva mediante la
técnica tape-stripping.

Por otra parte, con el objetivo de garantizar y asegurar la integridad de la piel y su
funcion barrera, tras la finalizaciéon de cada ensayo de difusion, se realizaron medidas de la
pérdida transepidérmica de agua (TEWL) tras la retirada consecutiva de las cintas
adhesivas. El intervalo de dichas medidas fue mas espacioso al principio, cada 4-5 cintas y a
partir de la décima cinta aproximadamente, las medidas se realizaron cada par de tiras

retiradas (n=9).

Con el objetivo de poder determinar el espesor de estrato cérneo eliminado (H,
um), se aprovecharon areas de piel recién descongeladas de las mismas porciones de piel
empleadas en los ensayos, en las que se retir6 el estrato coérneo por capas y se determind

TEWL (n=20). El equipo empleado para medir TEWL fue un evaporimetro AquaFlux
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V4.7 (Biox Systems Ltd., Londres, Reino Unido) con un rango de medidas entre
0-100 g'm?h'! y una resolucién * 0.05 g'm?hl. Con el fin de obtener valores de pérdida
transepidérmica de agua comparables y debido a la extrema sensibilidad de este equipo, se
llev6 a cabo un procedimiento estandarizado y se trabajé en condiciones de temperatura
controlada (~22°C), las medidas se obtuvieron con una humedad relativa entre 45-65%, y
evitandose corrientes de aire que pudieran alterar la medida. Para ello, se puso la sonda en
contacto con la piel con precauciéon, evitando una presion excesiva de manera que la

superficie cutanea estuviera siempre a la misma distancia de los sensores.

La pérdida de agua a través del estrato corneo se puede considerar que es debida a
un proceso de difusion y por tanto se puede medir por medio de la primera ley de Fick de
la difusion. A medida que el espesor de estrato cérneo disminuye la pérdida de agua

aumenta, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

TEWL = Ec. 18

—( H—x) AC

donde Dy K son respectivamente las constantes de difusién y reparto del agua en
dos puntos fijos situados en la linea perpendicular a la superficie y en la zona de difusion
respectivamente, H espesor del estrato cérneo, x espesor de estrato cérneo retirado con
cada adhesivo y AC es el gradiente de concentracién del agua. Asumiendo que la densidad
del estrato cérneo es ~1 g/cm? (Anderson y Cassidy, 1973), se puede transformar la

cantidad de estrato cérneo eliminado en espesor del mismo (x).

El espesor del estrato cérneo se puede obtener mediante la relacion lineal existente
entre la inversa de TEWL [(TEWL)!'] y x, tal como se observa en la figura 43, ya que la

interseccion con el eje x permite obtener dicho valor (H) (Kalia y col., 1990).
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Figura 43. (a) Incremento progresivo de la pérdida transepidérmica de agua (TEWL) en funcién de
la cantidad de estrato cérneo eliminado (um). (b) Relacion lineal entre la inversa de TEWL y la
cantidad de estrato cérneo eliminado (um). Figuras adaptadas (Herkenne y col., 2008%).

No obstante, debido a la existencia ocasional de una meseta inicial en los datos
TEWL que provoca errores en la exactitud de la linealidad, se emple6 un modelo no lineal
(Russell y col., 2008) en el que, (a) adapta los valores de TEWL versus espesor de estrato
coérneo eliminado, evitando los errores asociados de la inversa de TEWL, y (b) dispone de
un parametro adicional, base o B, para reflejar la meseta inicial de TEWL a pesar de la

eliminacién de las primeras capas de estrato corneo:

TEWL = B + —% _ac Ec. 19
= =0 c.

Por tanto, el estrato cérneo eliminado con la técnica tape-stripping (H) fue calculado
mediante el programa informatico "GraphPad Prism 4.00" (GraphPad Software, Inc., San
Diego, California, Estados Unidos) a partir de las potciones de piel consideradas "control”
sin contacto con farmaco. En todos los casos los parametros estimados inicialmente fueron

H y B (valor TEWL inicial sin la aplicacion de la técnica ape-stripping).

A partir de esta informacién, todos los datos se pueden expresar de manera
normalizada segin la fraccién de estrato cérneo alcanzado (x/H), estrategia que permite
comparar resultados de diferentes estudios e incluso sujetos [véase figura 44 (Kalia y col.,

2000)].
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Figura 44. (a) Incremento de la pérdida transepidérmica de agua (TEWL) en funcién del espesor de
estrato corneo eliminado (x) en la téenica fape-stripping (n=20). (b) Incremento de TEWL en funcion
del estrato cérneo eliminado (x) normalizado con el espesor de membrana (H) para cada porcion de
piel (desde O a 1). Figuras adaptadas (Herkenne y col., 20082).

Asi pues, las concentraciones de farmaco pueden normalizarse para cada porcion de
piel y los perfiles de concentracion del farmaco, obtenidos tras el analisis de las cintas
adhesivas, pueden expresarse en funcion de una profundidad relativa de estrato corneo
(desde 0 en la superficie de la piel hasta 1 que corresponde al limite mas interior del estrato

cérneo) facilitando la comparacion de los resultados.

2.8. Extraccion y valoracion de los farmacos desde las cintas adhesivas

Tras la realizacién del método descrito en el epigrafe 2.7 se procedio a la extraccion
de los beta-bloqueantes retenidos y a la cuantificacién del estrato cérneo presente en las
cintas. Para ello, cada cinta adhesiva fue colocada en viales con 1 mL de solucién organica
ACN:H20 de 75:25 (v/v) para el nadolol y 70:30 (v/v) pata el hidrocloruro de propranolol.
Después de 16 h de agitacion constante, el sobrenadante se pasé a través de un filtro
Millipore® (Sigma-Aldrich CO., Dorset, Reino Unido) de 0.22 um de didametro de poro y

después se procedi6 a su analisis en HPLC.

La validacion del proceso de extraccién consistio en escoger porciones de piel de
cerdo de origen dorsal (750 um) y practicar la técnica Zape-stripping sin previo tratamiento
con farmaco. Asimismo se cortaron cintas adhesivas cuyo objetivo era corroborar la no

interferencia del adhesivo en el analisis de los beta-bloqueantes. En ciertas tiras adherentes,
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con y sin piel, se dispusieron 50 pl. de soluciéon de nadolol (83.5 uM) e hidrocloruro de
propranolol (56.3 uM) que se dejaron secar al aire. La figura 45 esquematiza el proceso de
validacion. El rendimiento del proceso de extraccion fue del (90.2 £ 4.1)% para el nadolol y

del (85.4 £ 1.5)% para el hidrocloruro de propranolol (Media + D.E., n=5).

Cinta adhesiva Cinta adhesiva + F Cinta adhesiva + EC  Cinta adhesiva + EC + F
(n=3) (n=>3) (n=3) (n=3)

Figura 45. Proceso de validacion de extraccion del farmaco (F) desde la cinta adhesiva con y sin
estrato corneo (EC).

Para el analisis de los fairmacos de estudio se empledé un sistema Jasco de
cromatografia liquido-liquido de alta eficacia (HPLC) constituido por una bomba isocratica
de flujo para fase movil Jasco PU-980 Intelligent, un autoinyector Jasco AS-1559 Intelligent
Samples, un detector Jasco UV-975 Intelligent y un compartimento de columna con
termostato a 25°C. La adquisicion y procesado de los datos, asi como la gestién de su
instrumentacién se realiz6 mediante el programa informaitico Chromeleon Software®

(Dionex; Cambertley, Reino Unido).

Las condiciones cromatograficas empleadas son las mismas que las descritas en el
apartado 2.3.1 del capitulo III. Sin embargo, los componentes de las fases méviles fueron
suministrados por diferentes proveedores. El amonio di-hidrégeno fosfato monobasico fue
obtenido de Sigma-Aldrich CO. (Gillingham, Dorset, Reino Unido) y el acetonitrilo de

grado analitico se obtuvo de Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido).

2.9. Analisis del perfil de distribucién en el estrato cérneo

A fin de estudiar la distribucién en el estrato cérneo de ambos beta-bloqueantes,
tras la valoraciéon cromatografica de las muestras obtenidas, los perfiles de distribucion del
farmaco fueron expresados como concentracion de farmaco en el estrato cérneo Cy
(wg/mg) donde ug es la cantidad de fairmaco por zg de estrato corneo, en funcién de la
profundidad relativa del mismo (x/H) en el que x es el espesor acumulado de estrato

coérneo y H el espesor absoluto expresado en pm.
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Para el analisis se supone que el estrato corneo es una barrera homogénea y se

asumen las siguientes condiciones del medio (figura 46):

1. Durante todo el ensayo, a t>0 y x=0 (superficie del estrato cérneo): Cp=K-C,
2. Elestrato corneo (0<x<H) a tiempo cero (t=0) no contiene farmaco (Cr=0).
3.

A >0y x=H: C¢=0.
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e ®
g
NS —-c. R
2] C() ]\ ( v\
£ \
= AN
<]
5] S N N
3] S Con= Cy
g R .
@) T - (4[ =0

x=0 x=H

Figura 406. Perfil de concentracion de farmaco (Cy) a través del estrato coérneo cuando no se ha
alcanzado el estado estacionario, asumiendo una concentracién constante de farmaco en el
vehiculo, y unas condiciones "sink" en la capa mads interna, la epidermis viable (Cu=0). Cp es la
concentracion de farmaco en la superficie mas externa del estrato corneo, y K es el coeficiente de
reparto vehiculo/estrato cérneo del fairmaco.

Cuando los ensayos eran de difusiéon pasiva y con pretratamiento con promotores
quimicos, el perfil de concentracién de los farmacos se ajusto a la solucién apropiada de la

segunda ley de difusién de Fick para el caso de transporte en un plano (Crank, 1975):

2w 1 P D
C,=KC, 1———;ZEmn(nnﬁ)exp(—mnznzt) Ec. 20
n=1
donde G es la concentracion de farmaco en el vehiculo, es decir en la fase dadora,
K es el coeficiente de reparto del farmaco entre el estrato cérneo y vehiculo empleado, y D

es el coeficiente de difusion en el estrato cérneo, de espesor total H.

El cilculo de los parametros de permeacion se efectué mediante el programa
informatico "GraphPad Prism 4.00" que permitié estimar Ky D/H? (tiempo!). Este altimo
es el parametro de difusién considerado como la velocidad con que el farmaco atraviesa la
piel. En términos dermatofarmacocinéticos, el parametro reparto K refleja la afinidad
relativa de la molécula entre el vehiculo en el que se encuentra y el estrato cérneo y se

relaciona con el grado de absorciéon. Por tanto, estos parametros deducidos de la ecuacion
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20 son relevantes para el estudio dermatofarmacocinético ya que estiman la tasa de
absorcion de los farmacos en la capa mas superficial de la piel. No obstante, en el caso de
los estudios con iontoforesis, los calculos indicados no se han aplicado porque se alcanza el

estado estacionario desde los primeros momentos de ensayo.

Por otra parte, mediante el método de los trapecios se calcularon las areas totales
bajo la curva (AUC) de las concentraciones del farmaco en funcién del espesor de estrato
cérneo normalizado. Dado que se asume que la densidad del estrato cérneo es 1 g/cm? las
unidades de AUC son de cantidad/volumen, representando la cantidad total de farmaco en

el estrato corneo al final del ensayo de difusion.

Ademas, es interesante evaluar la cantidad total (A) de ambos beta-bloqueantes en
estrato corneo en unidades de cantidad por unidad de superficie. Esta se puede calcular con

la siguiente ecuacion:

A=AUC-H Ec. 21

Los parametros K, D/H?, AUC y A permiten comparar la evolucién en el estrato
coérneo de los farmacos nadolol e hidrocloruro de propranolol en las diferentes condiciones

ensayadas.

Los resultados se compararon mediante el analisis de varianza (ANOVA) de una
via. Para determinar entre qué grupos existian diferencias estadisticamente significativas se

realiz6 el test de comparaciones multiples Bonferroni’s.
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3. Resultados y discusion

En un principio se estudié la duracién a la cual se llevarian a cabo todos los
estudios de absorcion transdérmica zz vitro del nadolol e hidrocloruro de propranolol a
través de piel de cerdo. Para ello, se consideraron relevantes los periodos de latencia
obtenidos previamente en los ensayos de difusion pasiva que se muestran en las tablas 24

(nadolol) y 34 (propranolol) presentes en el capitulo IV.

Cuando el objetivo de un ensayo de permeaciéon es determinar la cantidad de
farmaco en el estrato corneo y su perfil de distribucion en el mismo, la duracién de dicho
experimento no debe alcanzar el estado estacionario considerado casi tres veces el periodo
de latencia (~2.7 to) (Roberts y col., 1999). Asi pues, de acuerdo con los tiempos de latencia
se evalu6 un rango entre 2 y 4 horas. Posteriormente, tras la observacion de que las
duraciones mas prolongadas establecian perfiles mas lineales por su cercania a la condicion
de estado estacionario y que las mas cortas (2 y 2.5 horas) presentaban concentraciones
muy bajas con delicada y compleja cuantificacion para la metodologia empleada, asi como
perfiles de distribuciéon no adecuados para el ajuste de la ecuacién de Fick, se seleccioné la
duracién de 3 horas de exposicién como tiempo idéneo para el cilculo de los parametros

dermatofarmacocinéticos.

Para obtener los perfiles de distribucion en el estrato cérneo se empled piel de
cerdo de espesor de 750 um. Las caracteristicas de la piel de cerdo hacen que sea un
modelo animal valido para estimar 7z vitro la difusién transdérmica de farmacos en piel
humana y aplicar la técnica descrita (Klang y col., 2012; Marro y col., 20012 Meyer y col.,
19782 Schmook y col., 2001; Trebilcock y col., 1994).

Debido a la existencia de numerosos factores que pueden influir en la cantidad de
estrato corneo retirado en cada cinta adhesiva, tales como la hidrataciéon de la piel, la
composicion del vehiculo-fase dadora, la cohesion entre los corneocitos, y las diferencias
interindividuales entre las porciones de piel, se normalizé el espesor para facilitar la
comparacién entre las distintas condiciones ensayadas. Por ello, con el objetivo de
representar los perfiles de distribucion de manera normalizada, se estimé el espesor total de
estrato corneo ajustando la ecuacion 19 a los datos de TEWL observado en funcién de la

cantidad de estrato corneo retirado. No se pudo emplear para el calculo el modelo lineal ya
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que considera las propiedades "barrera" del estrato cérneo como homogéneas, y no reflejé

con exactitud los resultados experimentales.

Las figuras 47 y 48 muestran las mediciones TEWL consideradas "control" para la
estimacion del espesor del estrato corneo en dos ensayos, uno del nadolol y otro del
hidrocloruro de propanolol, obtenidos tras cada retirada de cinta adhesiva (n=20). Debido
a que este tipo de graficas empleadas para la obtenciéon del espesor de estrato cérneo
eliminado (H) pueden considerarse ejemplos generalizables a todas las medidas TEWL
"control" realizadas en este trabajo, no se mostraran mas dado que no aportan informacién

relevante.

Como se observa en las graficas que representan la inversa de TEWL (47b y 48b),
existe una meseta inicial que se aleja de linealidad, por ello se ha utilizado un ajustado no
lineal. Tal como se indica en diversos estudios, puede considerarse que la presencia de una
meseta inicial seguida por una linea recta en declive es debido a la eliminacién inicial de la
capa mas externa de estrato cérneo que no proporciona una contribucién significativa a la

pérdida de agua (Choi y col., 2005; Corcuff y col., 2001) aunque si representa un cambio

significativo en masa.

En los casos representados en las figuras 47 y 48, el espesor de estrato cérneo
estimado (H) tras el ajuste de la ecuacion 19 (figura c) fue 9.87 + 0.24 um, para un estudio
con nadolol y 8.69 £ 0.62 um en otro con propranolol. Estos valores se han empleado para
normalizar las concentraciones en el estrato corneo con el fin de poder comparar las
diferentes condiciones ensayadas y obtener a su vez la cantidad total de farmaco en el

estrato corneo (A; pug/cm?) para cada ensayo segun el espesor eliminado (H).
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Figura 47. Hstimacion del espesor de estrato corneo eliminado. (a) Valores de la pérdida
transepidérmica de agua (TEWL) en funcién del espesor de estrato cérneo eliminado (x) con la
técnica Zape-stripping (n=20) realizado en la porcidn de piel empleada en los ensayos de difusion
pasiva del nadolol. (b) Estimacion del espesor de estrato cérneo (H) por el método lineal
(1/TEWL). (c) Estimacién de H mediante la técnica no lineal. La linea corresponde al ajustado de
los valores observados segin la ecuacion 20.
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Figura 48. Hstimacion del espesor de estrato corneo eliminado. (a) Valores de la pérdida
transepidérmica de agua (TEWL) en funcién del espesor de estrato cérneo eliminado (x) con la
técnica zape-stripping (n=20) realizado en la porcion de piel empleada en los ensayos de difusion
pasiva del hidrocloruro de propranolol. (b) Estimacién del espesor de estrato coérneo (H) por el
método lineal (1/TEWL). (c) Estimacién de H mediante la técnica no lineal. La linea corresponde
al ajustado de los valores observados segun la ecuacion 20.

El espesor medio de estrato corneo retirado, calculado mediante la técnica Zape-
stripping, fue de 9.41 £0.26 um (media £ D.E., n=063). Como previamente se ha
comentado, la variabilidad observada puede atribuirse a las distintas porciones de piel
utilizadas, la presion realizada previa a la retirada de cada cinta adhesiva, el tiempo de
exposicion de la piel en el ensayo asi como el efecto del vehiculo en esta capa (Alberti y
col,, 20012, Dreher, 2007; Tsai y col., 1991%). Todos estos factores, junto al proceso de

pesada de las tiras adhesivas antes y después de la técnica y el ajuste a la ecuaciéon 19
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correspondiente a la estimaciéon del espesor retirado con los valores TEWL medidos,

pueden ser condicionantes del valor estimado de espesor de estrato corneo.

Una vez calculado H de cada fragmento de piel empleado se procedié a normalizar
todos los datos segun la fraccion de estrato corneo determinada (x/H) para poder

comparar resultados de distintas condiciones ensayadas (Kalia y col., 2000).

Los resultados de los estudios dermatofarmacocinéticos después de 3 horas de
absorcién transdérmica de nadolol e hidrocloruro de propranolol (6 mg/ml) en las
distintas condiciones ensayadas: difusiéon pasiva; pretratamiento al 5% (p/p) con Azone®,
R-(+)-limoneno, acido oleico en etanol asi como etanol absoluto (grupo control de
vehiculo) y la aplicacién de iontoforesis a dos densidades de corriente (0.25 y 0.50
mA/cm?), se recogen en las figuras de la 49 a la 62. Dichas figuras expresan en funcién de
la profundidad relativa del estrato cérneo (x/H): (2) medidas TEWL (g'm2h') obtenidas
tras la retirada no secuencial de 9 cintas adhesivas, con el fin de examinar y valorar los
posibles dafios provocados por las diferentes estrategias promotoras y, (b) las
concentraciones de firmaco obtenidas en esta capa de la piel (ug/7g) donde ug es la

cantidad de farmaco por g de estrato cérneo, para determinar los perfiles de distribucion.

En todas las figuras se recoge el valor de drea bajo la curva (AUC, mg/cm?), la
cantidad total de nadolol e hidrocloruro de propranolol recogido desde las tiras adhesivas
(A, png/cm?), asi como la cantidad final de beta-bloqueante presente en el compatrtimento
dadot (Qf dador, 1g/cm?). Del mismo modo, las figuras correspondientes a los ensayos en
difusién pasiva y estudio del efecto de los promotores quimicos recogen los parametros de
reparto (K) y difusién (D/H2, h''), obtenidos tras el ajuste de la ecuacién correspondiente

de la segunda ley de Fick (ecuacion 20).

Tal como se indica en el capitulo anterior y siguiendo el mismo formato, se ha

representado el nadolol en tonos azules y en verde el hidrocloruro de propranolol.

Las figuras 49 a 53 representan los incrementos de TEWL en funcién del estrato
cérneo eliminado, asi como los perfiles de distribucion del nadolol en esta capa tras los

ensayos de difusién pasiva y con pretratamiento de diferentes promotores quimicos.
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Figura 49. Ensayo de absorciéon transdérmica 7z vitro del nadolol por difusion pasiva. (a)
Incremento en TEWL en funcion del espesor de estrato corneo eliminado normalizado (x/H) tras
los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentracion de nadolol frente al espesor normalizado
de estrato corneo tras 3 horas de aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de la ecuacion
de Fick. En el cuadro lateral se muestran los parametros de permeacion derivados del ajuste (Media
+ D.E.): patticién entre estrato corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H2), asi como el area bajo la
curva (AUC), la cantidad total de nadolol en el estrato corneo (A) y la cantidad final de fairmaco en

el compattimento dadot (Qf dador)-

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Etanol [n=4]
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Figura 50. Ensayo de absorcién transdérmica iz vifro del nadolol con pretratamiento de etanol. (a)
Incremento en TEWL en funcion del espesor de estrato cérneo eliminado normalizado (x/H) tras
los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentracion de nadolol frente al espesor normalizado
de estrato corneo tras 3 horas de aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de la ecuacion
de Fick. En el cuadro lateral se muestran los parametros de permeacioén derivados del ajuste (Media
+ D.E.): patticién entre estrato corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H2), asi como el area bajo la
curva (AUC), la cantidad total de nadolol en el estrato cérneo (A) y la cantidad final de farmaco en

el compattimento dadot (Qf dador)-

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Figura 51. Ensayo de absorcion transdérmica 7z vitro del nadolol con pretratamiento de Azone®. (a)
Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato corneo eliminado normalizado (x/H) tras
los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentracion de nadolol frente al espesor normalizado
de estrato cérneo tras 3 horas de aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de la ecuacion
de Fick. En el cuadro lateral se muestran los parametros de permeacioén derivados del ajuste (Media
+ D.E.): particién entre estrato corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H2), asi como el area bajo la
curva (AUC), la cantidad total de nadolol en el estrato corneo (A) y la cantidad final de farmaco en
el compartimento dador (Qf dador).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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R-(+)-limoneno [n=3]
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Figura 52. Ensayo de absorcién transdérmica iz vitro del nadolol con pretratamiento de
R-(+)-limoneno. (a) Incremento en TEWL en funciéon del espesor de estrato corneo eliminado
normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcién transdérmica. (b) Concentracion de nadolol frente
al espesor normalizado de estrato corneo tras 3 horas de aplicacion. Las lineas corresponden a los
ajustados de la ecuacion de Fick. En el cuadro lateral se muestran los parametros de permeacion
derivados del ajuste (Media £ D.E.): particién entre estrato cérneo/vehiculo (K) y difusiéon (D/H?2),
asi como el area bajo la curva (AUC), la cantidad total de nadolol en el estrato cérneo (A) y la
cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qf dador).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Figura 53. Ensayo de absorcién transdérmica iz vitro del nadolol con pretratamiento de acido
oleico. (a) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato cérneo eliminado normalizado
(x/H) tras los ensayos de absotcién transdérmica. (b) Concentraciéon de nadolol frente al espesor
normalizado de estrato corneo tras 3 horas de aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de
la ecuacion de Fick. En el cuadro lateral se muestran los parametros de permeacion derivados del
ajuste (Media £ D.E.): particién entre estrato corneo/vehiculo (K) y difusién (D/H2), asi como el
area bajo la curva (AUC), la cantidad total de nadolol en el estrato corneo (A) y la cantidad final de
farmaco en el compartimento dador (Qf dador).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.

Asimismo, los perfiles de distribucién del nadolol tras la aplicacién de iontoforesis

se muestran a continuacion. La figura 54 plasma las resultados tras la aplicacién de una
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densidad de corriente menor: 0.25 mA/cm? cuya intensidad es de 0.95 mA y la figura 55

cotresponde al doble, 0.50 mA/cm? (1.90 mA). El voltaje se mantuvo constante durante las

3 horas de aplicaciéon de

corriente eléctrica con un valor préoximo a 0.11 V y 0.19 V,

respectivamente.
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Figura 54. Ensayo de absorcion transdérmica iz vitro del nadolol con iontoforesis 0.25 mA/cm?.
(a) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato cérneo eliminado normalizado (x/H)
tras los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentraciéon de nadolol frente al espesor
normalizado de estrato corneo tras 3 horas de aplicacion de iontoforesis [n=3]. En el cuadro lateral
se muestran el 4rea bajo la curva (AUC), la cantidad total de nadolol en el estrato cérneo (A) y la
cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qf dador).
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Figura 55. Ensayo de absorcion transdérmica 7z vitro del nadolol con iontoforesis 0.50 mA/cm?.
(a) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato cérneo eliminado normalizado (x/H)
tras los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentraciéon de nadolol frente al espesor
normalizado de estrato corneo tras 3 horas de aplicacion de iontoforesis [n=3]. En el cuadro lateral
se muestran el area bajo la curva (AUC), la cantidad total de nadolol en el estrato cérneo (A) y la
cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qf dador).

Por otra parte, los resultados del hidrocloruro de propranolol tras la técnica Zape-

stripping se muestran a continuacion.
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Figura 56. Ensayo de absorcion transdérmica 7z vitro del hidrocloruro de propranolol por
difusion pasiva. (a) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato corneo eliminado
normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcién transdérmica. (b) Concentracién de hidrocloruro
de propranolol frente al espesor normalizado de estrato cérneo tras 3 horas de aplicacion. Las lineas
corresponden a los ajustados de la ecuaciéon de Fick. En el cuadro lateral se muestran los
parametros de permeacién derivados del ajuste (Media = D.E.): particién entre estrato
corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H?2), asi como el area bajo la curva (AUC), la cantidad total de
nadolol en el estrato cérneo (A) y la cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qf dador)-

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Iigura 57. Ensayo de absorcién transdérmica iz vifro del hidrocloruro de propranolol con
pretratamiento de etanol. (a) Incremento en TEWL en funcion del espesor de estrato corneo
eliminado normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentracion de
hidrocloruro de propranolol frente al espesor normalizado de estrato cérneo tras 3 horas de
aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de la ecuacion de Fick. En el cuadro lateral se
muestran los parametros de permeacion derivados del ajuste (Media = D.E.): particién entre estrato
corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H?2), asi como el area bajo la curva (AUC), la cantidad total de
nadolol en el estrato cérneo (A) y la cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qfdador)-

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Iigura 58. Ensayo de absorciéon transdérmica iz vifro del hidrocloruro de propranolol con
pretratamiento de Azone®. (2) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato cérneo
eliminado normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcién transdérmica. (b) Concentracion de
hidrocloruro de propranolol frente al espesor normalizado de estrato cérneo tras 3 horas de
aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de la ecuacion de Fick. En el cuadro lateral se
muestran los parametros de permeacion derivados del ajuste (Media = D.E.): particién entre estrato
corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H?2), asi como el area bajo la curva (AUC), la cantidad total de
nadolol en el estrato cérneo (A) y la cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qfdador)-

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Figura 59. Ensayo de absorcién transdérmica 7z vitro del hidrocloruro de propranolol con
pretratamiento de R-(+)-limoneno. (2) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato
corneo eliminado normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentracion
de hidrocloruro de propranolol frente al espesor normalizado de estrato cérneo tras 3 horas de
aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de la ecuacion de Fick. En el cuadro lateral se
muestran los pardmetros de permeacién derivados del ajuste (Media * D.E.): particién entre estrato
corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H?2), asi como el area bajo la curva (AUC), la cantidad total de
nadolol en el estrato corneo (A) y la cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qf dador)-

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Iigura 60. Ensayo de absorciéon transdérmica iz vifro del hidrocloruro de propranolol con
pretratamiento de acido oleico. (2) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato corneo
eliminado normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcion transdérmica. (b) Concentracion de
hidrocloruro de propranolol frente al espesor normalizado de estrato cérneo tras 3 horas de
aplicacion. Las lineas corresponden a los ajustados de la ecuacion de Fick. En el cuadro lateral se
muestran los parametros de permeacion derivados del ajuste (Media = D.E.): particién entre estrato
corneo/vehiculo (K) y difusion (D/H?2), asi como el area bajo la curva (AUC), la cantidad total de
nadolol en el estrato cérneo (A) y la cantidad final de farmaco en el compartimento dador (Qfdador)-

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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Las figuras 61 y 62 muestran el incremento en TEWL y la concentracién de
hidrocloruro de propranolol en el estrato corneo tras la aplicacion de 0.25 y 0.50 mA/cm?,

respectivamente. El voltaje registrado fue similar al obtenido con el nadolol.
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Figura 61. Ensayo de absorcion transdérmica 7z v»iro del hidrocloruro de propranolol con
iontoforesis 0.25 mA/cm?. (a) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato corneo
eliminado normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcién transdérmica. (b) Concentracion de
hidrocloruro de propranolol frente al espesor normalizado de estrato cérneo tras 3 horas de
aplicacion de iontoforesis [n=4]. En el cuadro lateral se muestran el area bajo la curva (AUC), la
cantidad total de nadolol en el estrato cérneo (A) y la cantidad final de farmaco en el
compartimento dadot (Qf dador)-
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Figura 62. Ensayo de absorcién transdérmica 7z vitro del hidrocloruro de propranolol con
iontoforesis 0.50 mA/cm?. (a) Incremento en TEWL en funcién del espesor de estrato cérneo
eliminado normalizado (x/H) tras los ensayos de absorcién transdérmica. (b) Concentracion de
hidrocloruro de propranolol frente al espesor normalizado de estrato cérneo tras 3 horas de
aplicacion de iontoforesis [n=4]. En el cuadro lateral se muestran el drea bajo la curva (AUC), la
cantidad total de nadolol en el estrato cérneo (A) y la cantidad final de farmaco en el
compartimento dadot (Qf dador).-
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En todos los ensayos realizados se determiné la pérdida de agua transepidérmica
siguiendo el método anteriormente descrito. Previa a la realizaciéon de la técnica Zape-
stripping, la medida TEWL fue aproximadamente de 54.8 £ 5.7 g'm~?h'! en el caso del
nadolol y 54.6 = 12.7 g'rm?h-! para el propranolol, incrementandose de manera progresiva
hasta la retirada de la ultima tira donde se alcanzaron medidas de 79.8 £ 10.3 g'm~2h-!
(nadolol) y 71.6 £ 14.8 g'm=h! (hidrocloruro de propranolol). Este incremento no se
aprecio en los primeros micrémetros de estrato cérneo, pero aumentd drasticamente en

todos los ensayos después de retirar entre 6 y 8 um de esta capa.

Como se ha indicado, la piel es una membrana que limita el transporte bidireccional
de agua, iones y en general todo tipo de compuestos. Esta funcion barrera reside en el
estrato corneo, concretamente en los lipidos intercelulares del mismo. Un incremento
transitorio del TEWL puede tener origen en una intensa hidrataciéon debida al propio
ensayo de absorcién transdérmica, a los promotores quimicos o a la misma iontoforesis.
Sin embargo, un aumento sostenido o irreversible de dicho valor, indica una alteraciéon en
la organizacion y/o composicion de los lipidos de estrato cérneo y/o proceso ittitativo, no
considerado este dltimo en este trabajo porque las condiciones experimentales son 7 vitro.
Por ello, en el presente trabajo, y al igual que otros autores (Kalia y col., 1996; Kalia y col.,
2000; Lo y col,, 1990; Pirot y col., 1998; Russell y col., 2008), se ha estimado que el

incremento de TEWL es debido a la eliminacion de la barrera.

Con el fin de explicar el efecto de los promotores quimicos sobre la absorcion
transdérmica de ambos firmacos se calcularon los parametros K y D/H? mediante el ajuste
a los datos experimentales obtenidos de la ecuacién correspondiente a la segunda ley de
difusién de Fick. Estos parametros obtenidos junto con el area bajo la curva y la cantidad
de farmaco en el estrato corneo se muestran en las tablas junto a cada figura (b) y se
resumen en la tabla que se muestra a continuaciéon. Asimismo, cuando el ensayo fue con
iontoforesis, se calculé la cantidad total de farmaco en el estrato cérneo para poder
comparar dicha cantidad con el resto de condiciones en la capa mas superficial de la piel

(véase tabla 40).
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Parametros dermatofarmacocinéticos

Nadolol

Condicién (n) K D/H2 (h) (m‘;}JCCmS) A (ng/cm?)

Difusion pasiva (4) 2.36 + 0.45 0.27 +0.11 3.86 + 1.13 381+ 1.11

Etanol (4) 2.11 051 0.18 + 0.10 320+ 1.25 2,92+ 1.14
Azone® (4) 350+ 056" 0.31+0.08" 4.84 £ 0.53" 433+ 047"

R-(+)-limoneno (3) 1.51 £0.22 0.13 £ 0.11 2724053 2.48 £ 0.49
Acido oleico (4) 307+023" 036005 441 £0.60" 420+ 057"
Tontoforesis 0.25 mA/cm? (3) - - 8.43 +1.46" 9.19 + 1.60"
Tontoforesis 0.50 mA /cm? (3) - - 9.61 +1.28" 105+ 1.4°

Hidrocloruro de propranolol

Difusion pasiva (6) 437+062" 0114003 6.05 + 1.64 526 + 1.42

Etanol (6) 2.36 £ 0.32 0.23 £ 0.06 432£0.75 3.45 + 0.60

Azone® (6) 212+£0.25 0.31 £ 0.08 377+ 1.77 347+ 1.63

R-(+)-limoneno (6) 1.55 +0.21 0.47 +0.15" 344+ 1.01 327 +0.97
Acido oleico (6) 573+1.26° 029+ 0.07 10.6+25° 8.97 +2.09°"

TIontoforesis 0.25 mA/cm? (4) - - 5.48 + 0.36 5.77 £ 0.38
Tontoforesis 0.50 mA /cm? (4) - - 7.32+0.78" 7.73 +0.83"

Tabla 46. Parametros dermatofarmacocinéticos [coeficiente de reparto entre estrato corneo y
vehiculo empleado (K), difusién (D/H?2), area bajo la curva (AUC) y la cantidad total de fairmaco en
el estrato corneo (A)] del nadolol e hidrocloruro de propranolol obtenidos por la técnica Zape-
stripping tras 3 horas de absorcion transdérmica iz wvitro en las diferentes condiciones de
pretratamiento con promotores y la aplicacién de iontoforesis en piel de cerdo. Valor medio + D.E.

(p<0.05).

a diferencia estadisticamente significativa respecto al resto de promotores quimicos.
b diferencia estadisticamente significativa respecto al resto de estrategias.

Se puede observar que los parimetros K y D/H? son distintos segun el ensayo,
obteniendo valores aproximados entre 1 a 5 para el reparto y 0.10 a 0.50 en el caso de la
difusién a través del estrato corneo. Por tanto, se deduce la dependencia del vehiculo para
alterar la solubilidad y por consiguiente el paso de farmaco a través del estrato cérneo. Un
comportamiento similar se ha observado previamente con el Azone® (Hatrison y col.,
1996), Transcutol® (Hartison y col., 1996; Mura y col., 2000) y otros cosolventes como el
propilenglicol (Bendas y col., 1995; Herkenne y col., 2008P). Cabe destacat que los valores
derivados de K en estos experimentos son proximos a la unidad, llegando a alcanzar el
valor K de 2.99 en un estudio dermatofarmacocinético de ibuprofeno en una solucién de

propilenglicol/agua 75:25 (v/v) (Nicoli y col., 2009).
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En el caso del nadolol, el pretratamiento con Azone® y é4cido oleico son los que
provocan un K mayor, siendo estadisticamente diferentes respecto al resto de condiciones
(p<0.05). Por otra parte, el hidrocloruro de propranolol, por su naturaleza lipofila, presenta
por difusién pasiva un parametro de reparto elevado (4.37 * 0.62) aunque es en presencia
de 4cido oleico cuando se alcanza un mayor valor de K. El resto de condiciones en el caso
del hidrocloruro de propranolol son iguales entre si estadisticamente (p>0.05). Por ello, tal
como se indica en un estudio reciente, se puede estimar un posible reparto en la capa mas
externa del estrato cérneo entre dos fases bastante similares segin el promotor estudiado,

proporcionando un valor de K diferente segun el firmaco (Wiedersberg y col., 2009P).

Por otra parte, si se analiza la difusiéon de los beta-bloqueantes, expresada mediante
D/H?2, su valor se incrementd con el Azone® y aument6 estadisticamente por la adicién de
acido oleico en el caso del nadolol, mientras que para el hidrocloruro de propranolol, el
promotor quimico que mas afecté a la difusién fue el R-(+)-limoneno (p<0.05). No
obstante, no se evidencian diferencias estadisticas en el parametro de difusion en difusion
pasiva (p>0.05) entre ambos beta-bloqueantes, nadolol e hidrocloruro de propranolol, con
pesos moleculares préximos a 300 g/mol. Este hecho ya ha sido observado al comparar los
parametros dermatofarmacocinéticos de un antiinflamatorio no esteroideo, el ibuprofeno
[peso molecular (206.3 g/mol)] y un glucocorticoide, la betametasona [peso molecular
(392.5 g/mol)] (Wiedersberg y col., 2009) o al experimentar la absorcién transdérmica de
un antimicotico de amplio espectro, la terbinafina, a través del estrato corneo (Alberti y

col., 2001%).

Como puede observarse en las figuras 54, 55, 61 y 62 que muestran las
concentraciones de los farmacos en el estrato cérneo cuando se aplica iontoforesis, el perfil
de distribucién del farmaco es mas lineal que en el resto de ensayos. Esto es debido a que
con la iontoforesis rapidamente se alcanza el estado estacionario. Si se analiza la difusién se

observan perfiles con mayor concentraciéon de farmaco desde las primeras capas de piel.

En esta condiciéon se calculd el area bajo la curva (AUC) y la cantidad total de
ambos beta-bloqueantes en el estrato cérneo (A) tal como se ha comentado previamente.
Se observa que las cantidades de nadolol presentes en el estrato cérneo son superiores
estadisticamente a las obtenidas con el propranolol (p<0.05). No obstante, el nadolol no
mostr6 diferencias estadisticas entre ambas densidades de corriente (p>0.05) aunque si se

observo dicha diferencia con su analogo propranolol, determinandose una mayor cantidad
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en el estrato cérneo tras 3 horas cuando la condicion ensayada fue la aplicacion de 0.50
mA/cm? Si ademds se examinan las cantidades restantes en el compartimento dador
determinado tras los ensayos, se observan que son menores con el nadolol. Se puede
concluir que esa acumulacién en el estrato corneo es debido al paso de beta-bloqueante al
utilizar iontoforesis. Como cabria esperar, la corriente eléctrica provoca una mayor cantidad
acumulada en estrato cérneo en el caso del nadolol, siendo estadisticamente superior
(p<0.05) al resto de condiciones estudiadas, ya que difunde con facilidad en los lipidos

intercelulares y por ello se obtienen cantidades superiores en el estrato corneo.

Asi pues, a partir de los resultados obtenidos en el capitulo previo acerca de la
administracion transdérmica del nadolol e hidrocloruro de propranolol, se pueden destacar
diversos aspectos. Para el hidrocloruro de propranolol, las estrategias promotoras mas
efectivas son el R-(+)-limoneno, Azone® y la aplicacién de cortiente a 0.50 mA/cm? No
obstante, el terpeno proporciona una gran acumulacion de propranolol en piel completa no
promoviendo un paso excesivo a su través ya que se mantiene una cantidad elevada de
propranolol acumulado en el compartimento dador tras las 3 horas de experimento. Sin
embargo, el nadolol es el farmaco beta-bloqueante estudiado que presenta mayor flujo
transdérmico y su acumulaciéon en piel es menor. De todos los promotores quimicos
ensayados, el Azone® es el que ha producido un efecto promotor supetior. Sin embargo, es
la iontoforesis la estrategia mas eficaz de las evaluadas, siendo la densidad de cortiente
supetior (0.50 mA/cm?) la que produce un flujo iontoforético mas elevado (216 *+ 11
ug/cm?h) después de 8 horas de aplicacion de corriente. Ademas, la iontoforesis, en estas
condiciones, no produce una acumulacién excesiva de nadolol en piel completa y
proporciona una cantidad en el estrato corneo estadisticamente superior al resto de
condiciones, debido al paso de farmaco a través de la capa mas superficial puesto que la

cantidad final de nadolol en el compartimento dador fue inferior al resto de condiciones.

Como se ha mencionado con anterioridad, todas las estructuras de la piel son
importantes, sin embargo, es la capa mas superficial de la piel aquella en que se centra la
mayor parte de la acciéon protectora (Wertz y Dowing, 1989). El estrato cérneo constituye
la parte mas externa de la epidermis y esta considerado como la capa protectora natural de
la piel frente a factores exdgenos. Las principales caracteristicas del estrato corneo son su
elevada resistencia ante los factores fisicos y quimicos del entorno, asi como su alta
elasticidad y plasticidad, caracteristica que le permite plegarse y moverse sobre el tejido

cutaneo.
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Si se consideran las distintas capas de la piel como un conjunto de resistencias
situadas en serie, que la molécula ha de atravesar hasta llegar a la circulacién sanguinea, a
partir de los resultados obtenidos en los distintos estudios de difusion realizados (piel
completa y estrato corneo) se puede estimar el valor del coeficiente de permeabilidad en
epidermis viva. Estos valores se muestran en la tabla 47. Al comparar los coeficientes de
permeabilidad obtenidos en piel completa y estrato corneo y la permeabilidad calculada en
epidermis viva, se comprueba que la permeabilidad que caracteriza al estrato cérneo es
mucho menor (K epidermis viva >> Kp estrato comeo). Este hecho confirma que el estrato corneo
presenta un indice de resistencia elevado, una capacidad aislante muy importante y con un

alto grado de selectividad.

Comparacion coeficientes de permeabilidad

Nadolol
Condicién Piel completa Estrato corneo Epider_mis viva
K; x10° (cmh!) K, x105 (cmh?) K x 10° (cm'h)
Difusién pasiva 286 + 12 627+ 1.2 223 + 25
Etanol 658 = 15 347+ 22 623 £ 11
Azone® 1744 £ 34 97.0 £ 4.5 1645 £ 49
R-(+)-limoneno 305+ 6 179+ 1.0 287+ 4
Acido oleico 1381 £ 12 105+ 8 1276 £ 23
Hidrocloruro de propranolol
Difusién pasiva 815+ 21 41.8 £3.0 773 + 32
Etanol 850 = 19 433 +£52 806 * 35
Azone® 1662 + 3 61.0 £ 3.1 1601 £ 22
R-(+)-limoneno 2097 £ 28 69.1%£1.0 2028 £ 41
Acido oleico 1327 + 41 140 £ 11 1186 + 27

Tabla 47. Comparacion de los coeficientes de permeabilidad (K;) obtenidos i wvitro en piel
completa, estrato corneo y epidermis viva en las diferentes condiciones de pretratamiento con
promotores. Valor medio = D.E.

Los resultados obtenidos en los ensayos de caracterizaciéon de la cinética de paso a
través del estrato cérneo, de una duraciéon no muy prolongada en el tiempo, son suficientes
para evaluar parametros como el reparto y la difusion de una sustancia, asi como para
evaluar el perfil de distribucién de un farmaco en el estrato cérneo y estimar el efecto

producido por diferentes estrategias promotoras tales como los promotores quimicos y la
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iontoforesis. Todo ello indica que la técnica fape-stripping se puede utilizar para comparar la

permeacion percutanea de farmacos desde formulaciones topicas.

Finalmente, es esencial examinar la posibilidad de administrar dosis terapéuticas del
nadolol para su incorporacién en un STAT. Como se ha mencionado anteriormente, los
pacientes que sufren dos o mas cefaleas migrafiosas por mes y que se alivian so6lo
parcialmente con el tratamiento agudo pueden tratarse con nadolol a unas dosis diarias de
40-60 mg en diferentes tomas (Sweeney, 1992). En el capitulo IV aparecen recogidas las
cantidades acumuladas en el compartimento receptor para el nadolol durante las 8 horas de
ensayo iontoforético hasta su fin (30 horas). Como se observa, a las 8 horas la cantidad de
nadolol que habia accedido al compartimento receptor era de 1536 £ 80 ug/cm? y tras el
cese de iontoforesis, mediante paso pasivo, casi el doble, 2295 + 111 pg/cm?. Por tanto,
considerando el aclaramiento plasmatico (Clp) del nadolol (~16.8 L/h) y una concentracién
plasmatica maxima de 69 ng/ml., valor que se obtiene tras la administracion oral de 80 mg
(Krukemyer y col., 1990) establecida como concentracion plasmaitica objetivo (Cp) en estado
estacionario, para lograr el efecto terapéutico, se puede aproximar la velocidad de entrada
(Ventrada) necesaria del farmaco al organismo para mantenerla, por medio de la siguiente
expresion:

Ventrada

Cp == C—lp EC. 22

De tal manera que se trequeritfa una velocidad de entrada de 1.16 mg/h para
alcanzar dicha concentraciéon plasmatica. Si se tiene en cuenta el flujo transdérmico de
farmaco obtenido z# vitro con iontoforesis a 0.50 mA/cm? seria necesario un sistema
transdérmico con una superficie proxima a 540 cm? lo cual resulta viable para la
aplicacion. Por ultimo, si se menciona que el nadolol presenta una biodisponibilidad oral
aproximada del 30% debido a una incompleta absorcion digestiva y que ésta se reduce ain
mas en presencia de alimentos (Florez, 2008), la administracion transdérmica permitiria un
mejor aprovechamiento de las dosis administradas, aspecto que también resulta relevante al

considerar la viabilidad de la administraciéon de nadolol a través de la piel.

Por todo ello, este estudio preliminar de la absorcion transdérmica iz vitro a través

de piel de cerdo distingue a la iontoforesis respecto al resto de condiciones ensayadas como
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la estrategia que podria permitir obtener una nueva forma farmacéutica que incluyera

nadolol como principio activo para prevenir las crisis migrafiosas.



Aplicacion de iontoforesis en la absorcion
transdérmica in vitro de malato de almotriptan

1. Introduccion

Actualmente, se utilizan varios tipos de farmacos en el tratamiento agudo de la
migrafia. Continuamente se ensayan nuevos principios activos que probada su eficacia,
salen al mercado ampliando el arsenal terapéutico disponible para el tratamiento de esta
enfermedad neurolégica. Como ejemplo, se encuentran en estudio los gepantes,
antagonistas del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Hoffmann y Goadsby,
2012). A pesar de ello, los triptanes administrados via oral contindan siendo uno de los
tratamientos de eleccion (Lainez-Andres y col., 2013; Muzina y col., 2011; Tepper y Spears,
2009; Ttelt-Hansen, 2011), particularmente el almotriptan, fairmaco con un perfil de
seguridad, tolerancia y eficacia demostrada respecto a otros triptanes (Allais y col., 2010;
Bussone y col., 2011; Diaz-Insa y col., 2011). Asimismo, el almotriptan se considera de
primera eleccion en adolescentes (11-17 afios de edad) (Linder y col., 2008) y cuando el
paciente no acepta otro triptan (Diener y col., 2005; Lipton y col., 2005; Tfelt-Hansen,

2004).

De acuerdo con lo expuesto en epigrafes anteriores, este trabajo contempla la

potencial administracién de un principio activo de accién sistémica mediante iontoforesis
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transdérmica. Basandonos en los prometedores resultados de los estudios transdérmicos 7z
vitro realizados por nuestro grupo de investigaciéon con el sumatriptan (Femenfa-Font y col,,
2005%), se decidi6 llevar a cabo la investigacion de una administracién transdérmica iz vitro

con iontoforesis de almotriptan.

El malato de almotriptan se selecciond por diversos motivos: presenta baja
biodisponibilidad oral, no requiere dosis muy elevadas y posee caracteristicas fisico-
quimicas como masa molecular baja (469.5 g/mol) y carga positiva que hacen que pueda
ser un buen candidato para ser administrado por via transdérmica mediante la ayuda de la

iontoforesis (Delgado-Charro y col., 1995b; Lopez y col., 2003P; Phipps y Gyory, 1992).

En este contexto, el trabajo que se detalla en el presente capitulo pretende
caracterizar el transporte transdérmico del malato de almotriptain mediante iontoforesis e
investigar el efecto de la densidad de corriente sobre dicho transporte. Para ello, se han

llevado a cabo una serie de experimentos 7 vztro utilizando piel de oreja de cerdo.

2. Materiales y métodos

2.1. Malato de almotriptan

El farmaco empleado en los estudios de iontoforesis, malato de almotriptan
(Coédigo ATC NO2C C05), fue generosamente suministrado por los Laboratorios Almirall
(Barcelona, Espafia) con una pureza del 98.9 % (m/m). El malato de almotriptan posee un
valor de pKa de 8.77 a (22 + 2)°C. Las caracteristicas del farmaco de estudio se muestran

en la tabla 48.
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Malato de almotriptan

Malato de 1-[[[3-|2-(dimetilamino)etil]indol-5-

Nombre quimico il]metil]sulfonil|pirrolidina
\N/
o]
Estruct imi "o
structura quimica
q o AN OH
\3\ L 0 OH
Formula empirica C17H25N305S - C4Hg0s5
Peso molecular 469.56 g/mol
Lipofilia (pH 7.4) log P =1.87

Agua y metanol: soluble
Solubilidad Etanol y cloruro de metileno: poco soluble

Agua a 20°C; 121 mg/mL

pKa 8.77
Punto fusion ~170°C
Forma fisica Polvo cristalino blanquecino amarillento

Tabla 48. Caracteristicas del malato de almotriptan.

2.2. Preparacion de la piel

En los experimentos para la caracterizacion y estudio de la absorcion transdérmica
de almotriptan bajo la influencia de la iontoforesis se ha utilizado como membrana, al igual
que en el capitulo IV, la piel de oreja de cerdo de 600 um de espesor. Se ha elegido este
modelo animal por sus caracteristicas, de entre las que destaca el tener un punto
isoeléctrico muy semejante al de la piel humana, que la hace idonea para el estudio de la

aplicacion de iontoforesis (Marro y col., 20012; Sekkat y col., 2004).

El procedimiento seguido para la obtencién y preparacion de la piel de oreja de

cerdo fue idéntico al descrito en el capitulo IV (apartado 2.2).
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2.3. Células de difusion

Para llevar a cabo los experimentos se emplearon las mismas células de difusion
que las descritas en el capitulo IV (apartado 2.3). Estas son una variante del modelo de
célula de Franz de flujo vertical. La piel se fija sobre el compartimento receptor con el
estrato corneo hacia arriba, donde se coloca el compartimento dador. Los compartimentos
se fijan con una pinza de acero de dimensiones adecuadas. El area util de difusion de cada
una de las células es de 0.567 * 0.008 cm® y su compartimento receptor tiene una

capacidad aproximada de 4.2 mL (figura 21).

2.4. Solucién tamponada de pH 7.4

La composicion de las soluciones empleadas para llenar el compartimento dador y

receptor, se detalla a continuacion:

Composicién de las fases

Fase dadora Fase receptora
NaCl:HEPES NaCl:HEPES
(10:20 mM) (150:20 mM)
Cloruro sédico (NaCl) 0.584 ¢ 8.766 g
HEPES 4766 g 4766 g
Agua ultrapura c.s.p. 1000 mL 1000 mL

Tabla 49. Composicion de las fases dadoras y receptoras utilizadas en los ensayos de permeacion

(pH 7.4).

El cloruro sédico fue suministrado por Analisis Vinicos S.I. (Tomelloso, Castilla la
Mancha, Espana) y el HEPES de grado analitico por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Tres
Cantos, Madrid, Espafia). Una vez preparadas las soluciones, se almacenaron en frascos
topacio a 4°C hasta su utilizaciéon. Antes de su uso se comprobé el pH final tal como se

comenta en el epigrafe 2.4 del capitulo IV.
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2.5. Preparacion del sistema iontoforético: electrodos y puentes salinos

Para la realizacién de los experimentos de iontoforesis se utilizé el par reversible de
electrodos de Ag/AgCl. Asimismo, a fin de evitar la competencia entre los iones sodio
(Na*) y el farmaco cuando se aplica la corriente eléctrica, se elaboraron puentes salinos con
una concentraciéon 0.1 M NaCl. De este modo el electrodo de Ag® se introduce en un tercer

compartimento con una solucién de NaCl. Este se conecta con la solucién dadora (malato
de almotriptan disuelto en una soluciéon de NaC:HEPES de 10:20 mM) por medio del
puente salino (Cazares-Delgadillo y col., 2007; Shao y Feldman, 2007).

La fabricacion de los electrodos y los puentes salinos se ejecuté de acuerdo a la

metddica descrita en el epigrafe 2.6.1 (Capitulo IV).

2.6. Ensayos de difusién transdérmica

Todos los ensayos de difusion transdérmica se realizaron a temperatura controlada

[(37.0 % 0.1)°C; n=39].

Puesto que en los ensayos que se pretendia realizar se iba a estudiar en un primer
momento la difusién pasiva del almotriptan y luego el efecto de la aplicacion de
iontoforesis a diferentes densidades de cortiente eléctrica (0.25 y 0.50 mA/cm?), se
seleccionaron unas células de difusiéon que permitieran la realizaciéon de los ensayos en las
mismas condiciones. Por este motivo, para el presente estudio se utilizaron las mismas

células que las descritas en el capitulo IV (apartado 2.3).

El protocolo seguido para situar la piel en las células de difusiéon fue idéntico al
descrito para los experimentos de los beta-bloqueantes estudiados con anterioridad, nadolol

e hidrocloruro de propranolol (Capitulo IV).

Tanto para el estudio de difusion pasiva como con iontoforesis se dispuso en el
compartimento dador 1 mL de una solucién de malato de almotriptan (14.5 mM)
preparada con una solucién amortiguadora de pH de menor fuerza iénica (NaCl 10 mM-

HEPES 20 mM) que la empleada en la solucion receptora (NaCl 150 mM-HEPES 20 mM)

previamente filtradas.
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Las células se situaron dentro de un bafio a temperatura constante sobre un
multiagitador magnético, tal y como se describe en el apartado 2.7 y muestra la figura 26 del
capitulo IV. Cuando se estudia la difusién pasiva, ambos compartimentos se sellan con
Parafilm® M evitando asi cualquier pérdida posible por evaporacién. No obstante, si el
estudio se centra en la iontoforesis, el dispositivo iontoforético consta de los puentes
salinos, cuyos extremos se sumergen por un lado en los compartimentos dadores de las
células de difusion y por otra parte a unos departamentos anexos de las mismas (solucion
de NaCl), que hacen posible la conexién de los electrodos de Ag/AgCl y éstos a su vez
son conectados a un generador de corriente y sumergidos, de forma idéntica para los

experimentos de iontoforesis descritos en el apartado 2.7, figuras 27 y 28, as{ como se

muestra en la siguiente figura.

Figura 03. Aplicacién de iontoforesis. Células de difusiéon inmersas en un baflo a temperatura
constante sobre un multiagitador conectados a un generador de corriente eléctrica.

La duracion de todos los ensayos transdérmicos fue de 32 horas.

En los estudios de iontoforesis se aplico cortiente eléctrica (0.25 6 0.50 mA/cm?)
durante las primeras 8 horas, puesto que la iontoforesis zz vivo no se aplica por periodos
excesivamente prolongados. Tras el cese y retirada del sistema iontoforético, los ensayos

prosiguieron hasta las 32 horas con difusion pasiva.

En todos los ensayos realizados con almotriptan, la toma de muestras, a tiempos
predeterminados, consistio en extraer 200 ul. del compartimento receptor y posterior
reposicion del mismo volumen. En el transcurso de cada ensayo se comprobd que las
condiciones "sink" o sumidero se cumplian. El protocolo fue similar al descrito con
anterioridad en el apartado 2.8 "Toma de muestras" del capitulo IV. La tnica diferencia fue

que la ultima toma de muestras se efectud a las 32 horas (véase figura 29).
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Al finalizar cada uno de los experimentos, se procedio a la extraccién del malato de
almotriptan retenido en piel durante los ensayos de difusiéon. El procedimiento de
extraccion es idéntico al realizado con los otros farmacos de estudio y se detalla en el

apartado 2.9 (Capitulo 1V).

2.7. Valoracion de las muestras

Con el fin de analizar las muestras obtenidas a partir de la realizaciéon de los ensayos
de absorciéon transdérmica se adoptd, con ciertas modificaciones, un método analitico
previamente validado, propuesto por los laboratorios Almirall, que permite la
cuantificacién de malato de almotriptan y sus impurezas ademas de ser util en el proceso de

control de calidad durante la fabricacion a granel (Kumar y col., 2008).

El equipo empleado fue un sistema de cromatografia liquido-liquido de alta eficacia

(HPLC) idéntico al detallado en el Capitulo III (apartado 2.3).

La separacion de los componentes se llevé a cabo a temperatura ambiente
(23 £ 2)°C empleando como fase estacionaria una columna de fase reversa (Kromasil® Cis)
de longitud 250 mm, diametro interno 4.6 mm y tamafio de particulas de silice Cis de 5 um.
La fase movil empleada esta compuesta por una mezcla de solucién acuosa de amonio di-
hidrégeno fosfato monobisico y acetonitrilo (72:28, v/v), obtenidos ambos de Andlisis
Vinicos S.L. (Tomelloso, Castilla la Mancha, Espafia). El pH de la mezcla se ajust6 a pH
4.8 con acido orto-fosforico (0.05 M) (Panreac Quimica S.A.; Barcelona, Espana). La fase
movil se filtrd, una vez preparada, a través de filtros MF Monitor Refills® (Millipore
Corpotare; Billerica, MA, Estados Unidos) con un tamafio de poro de 0.45 pm. El flujo de
la fase eluyente se mantuvo constante a 1 mL/min. Se inyectaron alicuotas de 50 pL. La

cuantificacién del malato de almotriptan en las muestras se realiz6 a la longitud de onda de

283.9 nm.

2.8. Analisis de datos

Para analizar la absorcion transdérmica 7z vitro del malato de almotriptan a través de
la piel de oreja de cerdo en las diferentes condiciones ensayadas se construyeron graficas de
las cantidades de firmaco acumuladas en el compartimento receptor Q (ug/cm?) frente al

tiempo t (horas). El flujo transdérmico J se calcul6 a partir de la pendiente de la region
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lineal de la grafica obtenida (regiéon denominada "estado estacionario"). El dato de periodo
de latencia fue adquirido por extrapolacion de la region lineal del perfil de permeacion e

interseccion con el eje de las abscisas (tiempo).

Si se tiene en cuenta que la electrorrepulsion es el principal mecanismo implicado
en el transporte de moléculas pequefias y cargadas, como el almotriptan, y se determinan
experimentalmente los valores de flujo transdérmico en los ensayos de iontoforesis aplicada
en condiciones controladas, se puede calcular el nimero de transporte a partir de la

ecuacion 15 puntualizada en el capitulo IV.

Los flujos en el estado estacionario (Jsn) y los obtenidos en el tramo de difusién
pasiva tras la aplicaciéon de iontoforesis (Js-32n), asi como las cantidades de almotriptin
retenidas en la piel tras las 32 horas de ensayo y los periodos de latencia (to), se compararon
entre si mediante un analisis de la varianza de una via (ANOVA). El nivel de confianza fue
del 95% de modo que existen diferencias significativas cuando el valor de probabilidad
obtenido es inferior al 5%. A continuacidén se realizaron pruebas de comparaciones
multiples mediante pruebas de Scheffé en el caso de obtener varianzas homogéneas o, la

prueba T3 de Dunnet para varianzas heterogéneas.

En los casos en los que se detectaron diferencias en los valores de flujos
transdérmicos de los distintos grupos (ANOVA, p<0.05), se calculd el efecto promotor

(EP) de acuerdo con la ecuacion 23.

Flujo con aplicacion de iontoforesis

EP Ec. 23

~ Flujo sin aplicacién de iontoforesis (control)
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3. Resultados y discusion

La absorcion transdérmica zz vitro del malato de almotriptan han sido estudiados
durante 32 horas en diversas condiciones experimentales: difusién pasiva y aplicaciéon de
corriente eléctrica. Los experimentos se realizaron utilizando células de difusion

estandarizadas y como membrana, piel de oreja de cerdo de 600 um de espesor.

El estudio de iontoforesis se centrd en la evaluacion del efecto de la densidad de
cotriente aplicada: 0.25 mA/cm?, correspondiente ésta a una intensidad de 0.142 mA vy, el
doble 0.50 mA/cm? (0.284 mA). La maxima densidad de corriente tolerable en humanos
sin perjuicio para el paciente es de 0.50 mA/cm?, pero eligiendo una densidad de corriente
menor se minimizan los posibles dafios en la piel (irritacién y/o edema) y se consigue
mejor tolerancia por parte del paciente, aumentando su confort, y en consecuencia, su

cumplimiento terapéutico.

Durante las primeras horas de estudio iontoforético el voltaje requerido incremento
aproximadamente un 6.31% y 13.8% para las correspondientes densidades estudiadas 0.25
y 0.50 mA/cm? Posteriormente, el voltaje se redujo ligeramente y se mantuvo constante,

durante las 8 horas de aplicacion de iontoforesis.

Las tablas que se muestran a continuaciéon (50, 51 y 52) muestran las cantidades
acumuladas medias de almotriptin (Qa, pg/cm?) en el compartimento receptor calculadas a
diferentes horas en los ensayos de difusion. Con esos datos, se calculd la cinética media de
penetracién cutanea en cada condiciéon. En dichas tablas se representan las cinéticas

asociadas y las barras de error revelan la desviacion estandar de la media (D.E.).

También se presentan los tiempos de latencia (to, h) y los valores de flujo
transdérmico [J, pg/(cm?h)] de las primeras 8 horas y de 8 a 32 horas, equivalente este

periodo al tramo post-iontoforesis cuando se aplica el método fisico a estudiar.
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Control: DIFUSION PASIVA [n=12]

Cantidades acumuladas de malato de almotriptan en el compartimento receptor

Tiempo
(horas)

1
2
3
4
5
6

7
8
24
26
28
30
32

Jo-sn (ug-cm=ht)

Qa = D.E.

(ng/cm?)
0.39 + 0.04
0.67 + 0.09
1.06 + 0.14
1.44 +0.16
215+ 0.36
2.70 +0.39
416 +0.99
4.80 £ 0.94
32.0 +5.0
373+78
433 +10.9
50.1 +14.3
57.7 +17.7

0.64 + 0.11

80

60 A

Qa (ug/cm?)
2

20
0 “..ftI! T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)
Parametros de permeacién
Js-s2n (ug-cm2ht) to (h)
2.10 £ 0.04 13.9+28

Tabla 50. Cantidades acumuladas medias (Qa) de malato de almotriptan en el compartimento
receptor frente al tiempo para el grupo control (difusion pasiva sin aplicacion de iontoforesis)
(Media = D.E.) (datos a la izquierda y grafica a la derecha), flujos transdérmicos medios (J) para las

primeras 8 horas (Jo.gn) y de 8 a 32 horas (Js32n) v tiempo de latencia (t,) (Media = D.E.).

El valor |n] representa el numero de ensayos realizados.
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IONTOFORESIS 0.25 mA/cm? [n=5]

Cantidades acumuladas de malato de almotriptan en el compartimento receptor

Tiempo Qa*D.E.
(horas)  (ug/cm?)

1 18.9 + 18.3
1400
2 94.5 + 20.6
1200 A
3 191 + 22 ;[ { } { {
4 316 + 17 1000
5 426144 F 800 4 {
. f
6 551 + 88 5 @ {
7 667 + 61
400 + I
8 824 + 128 v
24 1128 + 134 2009 Ii
26 1127 + 89 0+% - . : : ; ;
0 5 10 15 20 25 30
+
28 1140 + 82 Tiempo (9
30 1156 + 78
32 1191 + 106
Parametros de permeacién
Josn (ug-cm2h) Js32n (ugrcm?ht) to (h)
115+ 17 153 + 3.0 1.53 + 0.11

Tabla 51. Cantidades acumuladas medias (Qa) de malato de almotriptan en el compartimento
receptor frente al tiempo obtenidas con iontoforesis 0.25 mA/cm? (Media = D.E.) (datos a la
izquierda y grafica a la derecha) y flujos transdérmicos medios (J) para las primeras 8 horas de

aplicacion de corriente eléctrica y tras su cese (flujo post-iontoforesis) y tiempo de latencia (t,)
(Media £ D.E.).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.
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IONTOFORESIS 0.50 mA/cm? [n=5]

Cantidades acumuladas de malato de almotriptan en el compartimento receptor

Tiempo
(horas)

24
26
28
30
32

Jo-sn (ug-cm=ht)

Qa = D.E.
(ng/cm?)

70.3 £22.1
283 + 47
532+ 77
816 £ 107
1060 *+ 103
1369 + 107
1619 + 154
1883 £ 217
2202 £ 170
2218 £ 160
2274 £ 136
2390 £ 220
2384 + 282

264 + 24

Qa (ng/ cmz)

3000

2500 A

4 {{

1500 -

1000 A I

prit

s01 %
L3
0+ ; ; ; ; : :
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)
Parametros de permeacién
Js32n (ug-cm?h ) t (h)
21.2£59 1.01 £ 0.04

Tabla 52. Cantidades acumuladas medias (Qa) de malato de almotriptan en el compartimento
receptor frente al tiempo obtenidas con iontoforesis 0.50 mA/cm? (Media = D.E.) (datos a la
izquierda y grafica a la derecha) y flujos transdérmicos medios (J) para las primeras 8 horas de
aplicacion de corriente eléctrica y tras su cese (flujo post-iontoforesis) y tiempo de latencia (to)
(Media £ D.E.).

El valor |n] representa el nimero de ensayos realizados.

Las cinéticas medias de todos los ensayos realizados bajo condiciones de una fuerza

i6nica NaCl 10 mM e intentando eliminar al maximo la competicién de iones mediante la

utilizaciéon de puentes salinos se muestran en la figura 64.
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Figura 64. Cantidades acumuladas medias de malato de almotriptan en el compartimento receptor
(ng/cm?) frente al tiempo (h) para las condiciones de iontoforesis ensayadas. Las barras de error
representan las desviaciones estandar.

Como se puede observar, la cantidad de almotriptan en el compartimento receptor
a la hora 32 (fin de los ensayos) fue mucho menor en el ensayo de difusion pasiva
(57.7 £ 17.7 pg/cm?, media = D.E; n=12) que las obtenidas con la aplicaciéon de una
densidad de corriente de 0.25 mA/cm? (1191 + 106 pg/cm? media £ D.E,; n=5) 6
0.50 mA/cm? (2384 + 282 ng/cm?, media = D.E.; n=5). Con iontoforesis, las cantidades
acumuladas de fairmaco en el compartimento receptor mostraron diferencias estadisticas
respecto al control (difusion pasiva) (p<0.01, test Scheffé). Asimismo, al aplicar una
densidad de cortiente eléctrica mayor (0.50 mA/cm?) se produce un incremento
estadisticamente significativo en la cantidad de almotriptan acumulado respecto al grupo al

que se le aplicé iontoforesis de 0.25 mA/cm? (p<0.01).

Otra cuestion de interés es el tiempo que se requiere para alcanzar el equilibrio de
flujo transdérmico. Como se puede observar en las tablas anteriores, los periodos de
latencia obtenidos por difusién pasiva (~14h) respecto a los de la iontoforesis (~1h)
difieren en muchas horas. Fstos presentan diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05, T3 Dunnet) entre la difusién pasiva y iontoforesis. La presencia de co-iones y
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contraiones endoégenos dentro de la piel y procedentes del cuerpo tiene un efecto
considerable en el flujo por iontoforesis del fairmaco ya que actian como especies
competidoras por la carga. Phipps y Gyory han descrito una liberacién continua (8 horas)
endoégena de sodio y potasio durante la iontoforesis de una solucién de LiCl a través de piel
dermatomizada. El tiempo requerido para alcanzar el flujo maximo dependeria por lo
tanto, de cuanto tiempo tarda en desaparecer la reserva idnica preexistente en la piel. Es
admisible que, manteniendo constante el resto de variables, esta reserva se agote mas
lentamente en piel completa que en piel dermatomizada (utilizada en este estudio). De
acuerdo con estos autores, la presencia de co-iones endégenos introduce un tiempo de
latencia aparente en el flujo de principio activo y una pequefia curvatura en la
representacion grafica en cantidad acumulada liberada frente al tiempo (Phipps y Gyory,
1992). La relevancia de este periodo de latencia en una situacién 7 vivo no esta

completamente caracterizada.

La figura 64 muestra como los ensayos con iontoforesis del almotriptan presentan
cinéticas aparentemente en meseta. Esto es debido a que al interrumpir la corriente
eléctrica, el farmaco sigue absorbiéndose por difusiéon pasiva hasta las 32 horas. Estudios
previos han sugerido que la corriente eléctrica induce alteraciones epidérmicas a modo de
poros que incrementan la permeabilidad de la piel (Inada y col., 1994) aunque con beneficio
limitado para la permeaciéon de macromoléculas (Smyth y col., 2009). Ir vivo, las alteraciones

epidérmicas revierten en un corto plazo de tiempo, no siendo igual en 7 vitro.

Teniendo en cuenta que el farmaco presenta un pKa aproximado de 8 a pH 7.4 se
encuentra cargado positivamente y éste presenta, tras el cese de la aplicaciéon de
iontoforesis, una disminucién de casi un 13% del flujo transdérmico del almotriptan, se
puede determinar que la electrorrepulsion y electrodsmosis son los mecanismos principales

presentes durante la iontoforesis.

Si se consideran los flujos transdérmicos obtenidos en las primeras 8 horas, para
poder comparar el efecto de la iontoforesis, y tras el cese de ésta para determinar la posible
diferencia de difusién pasiva post-iontoforética, se evidencia que si existe un incremento de
paso transdérmico de almotriptan respecto al control (difusién pasiva) cuando se aplica
iontoforesis, siendo mas evidente con 0.50 mA/cm? (test Scheffé, p<0.01). La tabla 53
resume los valores de flujo transdérmico de almotriptan obtenidos en las diferentes

condiciones ensayadas.
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Flujo transdérmico de malato de almotriptan

Jo-sn (ng-cmhT) Js-32n (ng-cm2h)

Condicion (Media + D.E.) (Media + D.E.)
Difusién pasiva 0.64 + 0.11 2.10 + 0.64
Tontoforesis (0.25 mA/cm?) 115+ 172" 153+3.02
Tontoforesis (0.50 mA/cm?) 264 + 243b" 212+59a

Tabla 53. Fluyjos transdérmicos medios (J) para las primeras 8 horas de aplicaciéon de corriente
eléctrica (], 4,) v en el tramo de 8 a 32 horas (] 5,,) Media = D.E.). [* (p<0.05); ** (p<0.01)].

a diferencia estadisticamente significativa respecto al control (difusion pasiva).

b diferencia estadisticamente significativa respecto a 0.25 mA/cm?.

Cuando se detectaron diferencias significativas entre los grupos, se determiné la
capacidad promotora de cada condicién ensayada expresada como el efecto promotor (EP)
respecto a grupo control (difusién pasiva) de acuerdo con la ecuacion 23. Los resultados

obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Efecto promotor

EP respecto al control

Condicién (Media *+ D.E.)
Tontoforesis (0.25 mA/cm?) 180 + 41
Tontoforesis (0.50 mA/cm?) 411+80"

Tabla 54. Efecto promotor (EP) de las condiciones ensayadas en los estudios de densidad de
corriente. ** diferencia estadisticamente significativa respecto al control (p<0.01).

Si se observan los efectos promotores proporcionados por ambas densidades de
corriente se evidencia como se incrementa el paso transdérmico de almotriptan de una
manera importante respecto a su difusion pasiva. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas densidades (p>0.05), cuando se aplico
0.50 mA/cm?, el efecto promotor fue aproximadamente 2.28 veces mayor que con
0.25 mA/cm? Estos resultados ratifican estudios previos realizados por otros autores
(Burnette y Ongpipatanakul, 1987; Femenia-Font y col., 2005% Guy y col., 2001; Schuetz y
col., 2000). Sin embargo, aunque los valores medios obtenidos muestran una relacion lineal
entre el efecto promotor de la densidad de corriente aplicada y el flujo transdérmico de

almotriptan (r=0.99), la dispersion de los resultados no apoyan esta conclusion.
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Con el fin de evidenciar con mayor claridad el impacto que los electrolitos
presentes en la soluciéon dadora ejercian sobre el transporte del farmaco en estudio, se
calcul6 el numero de transporte del malato de almotriptan (véase tabla 55), tal y como se
describe en el apartado 2.11 (Capitulo IV), considerando los valores de flujo transdérmico
individuales obtenidos para cada una de las células en cada condicién iontoforética

ensayada.

Numero de transporte

Numero de transporte (%)

Condicién (Media * D.E.)
Tontoforesis (0.25 mA/cm?) 218 £0.33
Tontoforesis (0.50 mA/cm?) 249 £ 0.23

Tabla 55. Numero de transporte del malato de almotriptan (expresado en porcentaje) para la
aplicacion de iontoforesis en diferentes densidades de corriente eléctrica (0.25 y 0.50 mA/cm?)

(Media = D.E.).

Tal y como se detalla en la tabla 54, el nimero de transporte del almotriptan se
mantiene en valores préximos a 0.0218 (0.25 mA/cm?) y 0.0249 (0.50 mA/cm?) al
mantener una fuerza idnica constante compuesta por la solucion dadora (10 mM NaCl) y
unos puentes salinos cuya finalidad era evitar la competicion de los iones con el farmaco
cargado positivamente. Se realizaron ensayos iontoforéticos previos al expuesto en el
presente trabajo, también con malato de almotriptin y en las mismas condiciones
experimentales pero sin la presencia de puentes salinos en los ensayos z vitro, y se puso en
evidencia la necesidad de utilizar algin método de eliminacién de competicién idnica ya
que los nimeros de transporte obtenidos fueron casi 10 veces menores (~13%) a los
expuestos en el presente trabajo. Los datos expuestos en este trabajo confirman la

efectividad de los ensayos iontoforéticos z vitro con la minima competencia idnica.

Al finalizar cada ensayo se determind la cantidad de almotriptan retenida en la piel

(véase figura 65).
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Figura 65. Cantidad de malato de almotriptan retenido en piel al fin de los experimentos. Las barras
de error representan las desviaciones estandar. * diferencia estadisticamente significativa respecto a
la difusién pasiva (p<<0.05, test Scheff¢).

Las cantidades retenidas en piel fueron similares entre difusién pasiva
(122 £ 7pg/cm?) y la densidad de corriente 0.25 mA/cm? (127 £ 73 pg/cm?). Sin
embargo, tras las 8 horas de aplicacién de 0.50 mA/cm? y postetior permeacion pasiva
hasta la finalizacién de los ensayos (hora 32), la cantidad de almotriptan retenida en piel fue
significativamente diferente respecto al control (p<0.05) (192 £ 62 pg/cm?). Una posible
explicacion de este fenémeno es la formacién de poros intercelulares, siendo mas clara con
densidades de corriente elevadas, durante la iontoforesis (Fatouros y col, 20006)

reteniéndose en mayor medida el farmaco en la piel.

Este trabajo estuvo motivado por los resultados que se obtuvieron en estudios
vitro realizados en el laboratorio con solucién de succinato de sumatriptin en el que se
ensayaron promotores quimicos (Femenia-Font y col., 2005P) y la técnica de iontoforesis
(Femenia-Font y col., 2005%) para determinar la estrategia mas eficaz para incrementar el

paso de este triptan a través de la piel.

Las condiciones experimentales con el succinato de sumatriptan fueron ligeramente

diferentes. Por ejemplo, los ensayos se realizaron a temperatura ambiente y se emplearon
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células de difusion similares a las celdas de tipo horizontal disefiadas por el Dr. Thomas J.
Franz (Franz, 1975) con un tabique que separa en dos el compartimento dador y
volimenes mucho mayores a los utilizados en el presente capitulo. No obstante, teniendo
en cuenta dichas condiciones experimentales, los datos considerados relevantes del
succinato de sumatriptan han sido el flujo transdérmico en difusién pasiva (~0.9 pg/cm?h)
y la obtenida con la densidad de corriente de 0.25 mA/cm? con una fuerza i6énica de 25

mM (526 * 34 ng/cm?h) (Femenia-Font y col., 2005?).

Se observé que la iontoforesis incrementaba en gran medida el flujo de sumatriptan
a través de la piel, mostrando la posibilidad de utilizar la via transdérmica para el
tratamiento agudo de la migrafia. Y asi, estos resultados permitieron afirmar que la
aplicacion de corriente eléctrica sobre la piel incrementa extraordinariamente el flujo de
sumatriptan. Posteriormente, se desarrollaron STATs con sumatriptan (Femenia-Font y
col., 2006; Balaguer-Fernandez y col., 2010) que proporcionaron valores de flujo
transdérmico que sostienen la posibilidad de desarrollar un sistema transdérmico capaz de

proporcionar niveles terapéuticos eficaces de dicho agente antimigrafioso.

Por todo ello, se determiné la continuidad del proyecto de investigacion, iniciado
con el sumatriptan, planteando como hipdtesis de trabajo la posibilidad de obtener
resultados similares al aplicar la iontoforesis al almotriptan. Para ello se escogié el

almotriptan y aquella técnica mas util con el triptan analogo, la iontoforesis.

Las diferencias observadas en el flujo transdérmico de los dos triptanes se pueden
explicar analizando sus diferentes estructuras quimicas y propiedades fisico-quimicas. El
almotriptin presenta un peso molecular ligeramente supetior (335.46 g/mol como base y
469.56 g/mol como malato de almotriptan) al triptin estudiado con anterioridad (295.49
g/mol el sumatriptin y 413.48 g/mol con succinato). El almotriptin es mas lipofilo
(log P=1.8) que el sumatriptan (log P=0.9). Asimismo, el almotriptan presenta un grupo
pirrolidina en su estructura que le confiere una disposiciéon molecular menos empaquetada
(Ravikumar y col., 2008). Teniendo en cuenta estos tres aspectos y los datos obtenidos en
este trabajo se puede considerar una contribucién superior de la electroosmosis en el
transporte del almotriptan que para el sumatriptan (Guy y col., 2001; Phipps y Gyory, 1992;
Pikal, 2001).
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La posibilidad de administrar a través de la piel el almotriptin es evidente
observando los resultados obtenidos, asi como estudios similares con otros triptanes. Patel
y colaboradores confirmaron el potencial desarrollo de un sistema iontoforético de
administracion transdérmica en el tratamiento de la migrafia. En sus experimentos, un
sistema tipo reservorio de 4 cm? proporciond un flujo 7 vitro de sumatriptan de 153 £ 25
ug/cm?h (Patel y col, 2007). Por otra parte, se realizaron estudios de aplicacion de
iontoforesis a partir de otro sistema terapéutico NP101. Este sistema NP101 [Zelrix
(NuPathe Inc., Conshohocken, PA)] proporcioné perfiles plasmaticos constantes de
sumatriptan durante mas de 7 horas (Siegel y col.,, 2007) y estudios clinicos recientes
muestran su eficacia y tolerabilidad en humanos (Goldstein y col. 2012; Pierce y col., 2009;
Smith y col, 2012). Finalmente, en enero de 2013, la FDA ha aprobado un STAT
iontoforético llamado Zecuity™ fabricado por la compafia farmacéutica Nupathe que
libera 6.5 mg de sumatriptan durante el transcurso de 4 horas. El parche presenta unas
dimensiones préximas a 20 cm de largo y 10 cm de ancho con una pequefia baterfa y un
chip electrénico que regulan la carga para asegurar que el paciente reciba la dosis correcta

(Drugs@FDA, 2013; Zecuity, 2013).

También se han estudiado otros triptanes para poderlos administrar a través de la
piel. Patel y colaboradores han demostrado 7z vitro e in vivo la obtencion de flujos
iontoforéticos de zolmitriptan (Patel y col., 2009) apropiados para su uso en migrafia
debido a la baja dosis requerida (~5 mg/dia) (Jhee y col., 2001). Asimismo, se han realizado
recientemente ensayos para seleccionar, entre distintas formulaciones, un nuevo STAT con
zolmitriptan (Subedi y col., 2011). Ademas de la aplicacion de la iontoforesis también se ha
evaluado la posibilidad de emplear otros sistemas, como los liposomas ultradeformables
con triptanes como el sumatriptan (Balaguer-Fernandez y col., 2011) y el rizatriptan (Garg y
col., 2008). Los liposomas de rizatriptan han sido evaluados  vitro e in vivo mostrando la

posibilidad futura como opcidn a la terapia migrafiosa (Garg y col., 2008).

Si se analizan las propiedades farmacocinéticas del malato de almotriptan, su
aclaramiento plasmatico total en humanos es alrededor de 37 L/h y la concentracién
plasmatica maxima media tras la administracion de 12.5, 25 6 50 mg de almotriptan via oral
se encuentra entre 52 ng/ml. con la dosis mais baja y 213.5 ng/mlL con la mas alta
(Carretero, 2001; McEnroe y Fleishaker, 2005; Tfelt-Hansen y col., 2000). Si se toma como
referencia la concentracion plasmatica obtenida con la dosis empleada en el tratamiento de

la migrafia (12.5 mg), como concentracion plasmditica objetivo en estado estacionario, se
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requeritfa una velocidad de entrada de 1.93 mg/h para alcanzar dicha concentracién
plasmatica. Considerando el flujo transdérmico (Jo-sn) obtenido en los estudios realizados
vitro con 0.50 mA/cm? (264 = 24 pg/cm?h), el drea minima de un sistema transdérmico
necesario para que fuera efectivo deberia ser de unos 7.2 cm?. Esta extrapolacién debe
interpretarse con cautela, teniendo en cuenta que los valores de flujo han sido obtenidos

empleando piel de oreja de cerdo y que la permeabilidad 7z vivo es menor que en 7 vitro.

No obstante, con los valores de flujo transdérmico iontoforético alcanzados se
puede estimar que es posible administrar a través de piel este farmaco. Asimismo,
valorando que el almotriptan muestra ventajas frente a otros triptanes como el sumatriptan,
zolmitriptan y rizatriptan, ya que presenta un riesgo menor de efectos secundarios, es mejor
tolerado entre los pacientes y su relaciéon coste-efectividad esta demostrada (Allais y col.,
2010; Antonaci y col., 2010; Bussone y col., 2011; Chen y Ashcroft, 2007; Diaz-Insa y col.,
2011; Sandrini y col., 2007), se vislumbra la absorciéon transdérmica con iontoforesis como
una buena estrategia para una administracién terapéutica del almotriptan, para el

tratamiento sintomatico de la migrafia.
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1. Resumen y conclusiones

El trabajo de Tesis Doctoral que se presenta constituye un eslabén de un amplio
proyecto encaminado a desarrollar sistemas terapéuticos de administracion transdérmica

para el tratamiento de la migrafia.

La migrafia es un trastorno cronico de caracter transitorio que se caracteriza por
presentar episodios recurrentes de cefalea. Esta destaca por su frecuencia y por el impacto
negativo que ejerce sobre la calidad de vida de la persona que la padece. En los ultimos
aflos la prevalencia de esta enfermedad neurolégica ha aumentado considerablemente, en el

mundo una de cada cinco personas la padece y en Espana un 12.6% de la sociedad la sufre.

Por ello, es importante el desarrollo de formas farmacéuticas que incluyan farmacos
antimigrafiosos eficaces tales como los beta-bloqueantes para la prevencion de las crisis y
los triptanes como tratamiento sintomatico, que permitan utilizar vias de administracion
como la transdérmica, que resulten adecuadas para una mayor tolerancia y comodidad del
paciente a la terapia. No obstante, debido a que la piel humana constituye una eficiente
barrera que limita o impide el paso de sustancias a su través y restringe la utilidad de la via

transdérmica en terapéutica, para proporcionar niveles plasmaticos eficaces en numerosos
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casos se requiere el empleo de distintas estrategias que incrementen el paso de farmacos a
través de la piel, tales como sustancias quimicas susceptibles de actuar como promotores de

absorcion y métodos fisicos, como la iontoforesis.

Los objetivos principales del trabajo que se describe en la presente memoria
difieren segun se trate de estudiar la absorcién transdérmica de dos beta-bloqueantes,

nadolol e hidrocloruro de propranolol, o el almotriptan a través de piel de cerdo.

Por una parte, el estudio tuvo como finalidad caracterizar y comparar la absorcién
transdérmica 7 vitro del nadolol e hidrocloruro de propranolol, estudiar el efecto que tiene
sobre la misma la aplicaciéon de promotores quimicos e iontoforesis y, dado que la mayorfa
de técnicas de promociéon comprometen la funcion barrera de la piel, evaluar y cuantificar
ambos farmacos en el estrato corneo y determinar los parametros dermatofarmacocinéticos

de los farmacos en su difusion a través del estrato corneo.

Con el fin de caracterizar la absorcion transdérmica de ambos beta-bloqueantes, es
necesario llevar a cabo ensayos de difusion transdérmica. Para ello, se requiere de dos
métodos analiticos que permitan cuantificar el nadolol e hidrocloruro de propranolol de las
muestras que se obtienen de estos ensayos. En el trabajo que se presenta se han validado
dos métodos HPLC sencillos con deteccion en el UV que permiten cuantificar la absorcion
transdérmica de ambos farmacos (capitulo III). La separacion se realizdé en una columna
Kromasil® Cig a temperatura ambiente. La respuesta del detector, a 269 6 291 nm segin
fuese nadolol o hidrocloruro de propranolol, fue lineal en todo el intervalo de
concentraciones validado [(0.17-167 uM) nadolol y (0.11-113 uM) hidrocloruro de
propranolol]. Ambos resultan exactos y precisos con errores relativos inferiores al 5.19%
(nadolol) y 3.57% (propranolol) y coeficientes de variacién inter e intradia inferiores al
6.08% (nadolol) y 7.28% (propranolol). Los limites de detecciéon y cuantificacion fueron
0.058 y 0.171 uM para el nadolol y 0.038 y 0.115 pM para el hidrocloruro de propranolol,
respectivamente. Asimismo, ambos métodos analiticos presentaban capacidad suficiente de
poder sufrir pequefias variaciones en variables como la longitud de onda y en las fases
moéviles sin mostrar diferencias significativas, demostrandose asi la robustez de los

métodos.

Una vez validados ambos métodos analiticos, se caracterizo la absorcion 7 vitro del
nadolol e hidrocloruro de propranolol y se estudid el efecto que tenfa sobre ella la

aplicacion de promotores quimicos de la absorcion y la iontoforesis (capitulo IV). Como



Resumen y conclusiones - Abstract and conclusions 207

cabria esperar, el flujo por difusién pasiva del farmaco mas lipofilo (propranolol) a través
de piel de cerdo fue superior, 48.9 + 1.3 pg/cm?h, al del nadolol, 17.1 £ 0.7 ug/cm?h. El
pretratamiento de la piel de cerdo con etanol (vehiculo de los promotores quimicos),
Azone®, R-(+)-limoneno, 4cido caproleico y 4cido oleico (al 5% en etanol, m/m) asi como
la aplicaciéon de dos densidades de corriente eléctrica 0.25 y 0.50 mA/cm? produjeron

efectos desiguales segun el farmaco estudiado.

En el caso del nadolol, el pretratamiento con Azone®y acido oleico ha mostrado un
mayor efecto promotor respecto a la difusion pasiva. Pero solo el Azone® produjo un
incremento significativo del transporte transdérmico (7.18 veces respecto del flujo del
control) (p<0.01). De todos los promotores ensayados, el R-(+)-limoneno no fue capaz de
promover la absorcién del nadolol. Aunque alguna de las sustancias quimicas empleadas es
capaz de aumentar el flujo del nadolol, es sin duda la utilizacién de iontoforesis la que
origina un mayor incremento en el transporte de la molécula, concretamente la aplicacion
de 0.50 mA/cm? produjo un flujo transdérmico de nadolol de 216 £ 11 pg/cm?h (14.8

veces su flujo pasivo).

Por otra parte, el tratamiento con sustancias quimicas y corriente eléctrica en el
transporte percutaneo de hidrocloruro de propranolol manifesté un efecto promotor
moderado. De todas las condiciones, el R-(+)-limoneno y la densidad de corriente superior
(0.50 mA/cm?) han demostrado poseer la mayor capacidad para aumentar el flujo de
propranolol, dando lugar a flujos de 106 + 2 ug/cm?h y 108 £ 10 pg/cm?h respecti-
vamente, incrementandose aproximadamente 1.88 veces el flujo transdérmico observado
con el control. El Azone® y acido oleico también actuaron como promotores de absorcién

transdérmica aunque en menor medida, aumentaron 1.74 y 1.39 el flujo de farmaco.

Asi pues, el hecho de aplicar la iontoforesis no produjo el mismo efecto. La
comparacion de los flujos obtenidos en las primeras 8 horas con 0.25 mA/cm?, 120 £ 21
ug/cm?h (nadolol) y 61.6 £ 7.1 ug/cm?h (hidrocloruro de propranolol) asi como con el
doble de densidad de cortiente eléctrica (0.50 mA/cm?), 216 £ 11 pg/cm?h (nadolol) y 108
1+ 10 ng/cm?h (propranolol), establecen diferencias estadisticamente significativas entre
ambos farmacos (p<0.05). Estos resultados muestran una clara influencia de la densidad de
corriente para modular el paso a través de la piel de un firmaco modificando dicha
densidad, ademas del importante efecto promotor que proporciona esta estrategia fisica

para incrementar el flujo del farmaco mas hidréfilo, el nadolol.
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Tras la caracterizaciéon de la absorcion transdérmica de ambos beta-bloqueantes a
través de piel de cerdo, se cuantificaron y compararon los perfiles de distribucién 7 vitro de
los farmacos en el estrato corneo y, con el fin de explicar el efecto de las distintas
estrategias promotoras ensayadas, se calcularon los parametros dermatofarmacocinéticos,
tales como reparto (K) y difusion (D/H?), asi como la cantidad de firmaco en la capa més
supetficial de la piel (capitulo V). Para el nadolol, la iontoforesis a 0.50 mA/cm? aumento la
cantidad total de firmaco presente en el estrato cérneo, 9.61 £ 1.28 mg/cm3 (casi 3 veces
mas que por difusion pasiva) y el Azone® y dcido oleico proporcionaron valotes de reparto
y difusiéon estadisticamente diferentes al resto de condiciones (p<0.05). Asimismo, su
analogo hidrocloruro de propranolol por difusion pasiva presenté un parametro de reparto
elevado (4.37 £ 0.62) aunque fue en presencia de acido oleico cuando se alcanzé un mayor
valor de K y una cantidad de farmaco en estrato coérneo superior al resto de condiciones
(p<0.05) y similar a 0.50 mA/cm?. Paralelamente, se examinaron las cantidades acumuladas
en el compartimento dador tras los ensayos y se observé que eran menores en los
experimentos con nadolol. Se determiné asi que el incremento de la cantidad de nadolol en
el estrato corneo, sobretodo con la iontoforesis, era consecuencia del paso de farmaco a su

través.

Basandonos en los prometedores resultados obtenidos por nuestro grupo de
investigaciéon con el sumatriptan, el segundo objetivo principal del trabajo fue estudiar la
viabilidad de una administracién iontoforética del antimigrafioso malato de almotriptan
(capitulo VI). El flujo transdérmico de almotriptan a través de piel de cerdo se determiné
bajo distintas condiciones: (a) difusion pasiva (control) y, (b) la aplicacién de iontoforesis
(0.25 y 0.50 mA/cm?) controlando la presencia de iones competidores en el medio. El flujo
del almotriptan por difusién pasiva en las primeras 8 horas fue de 0.64 £ 0.11 pg/cm?h
(control). La aplicaciéon de iontoforesis produjo, en todos los casos, un incremento
significativo en el transporte del malato de almotriptan (p<<0.01). El flujo de farmaco fue de
115 £ 17 pg/cm?h a densidad de cortiente 0.25 mA/cm?, y de 264 £ 24 pg/cm?h al
duplicar la densidad de cortiente aplicada. La aplicacién de 0.50 mA/cm? incrementé 411
veces el flujo transdérmico observado con el control, hecho que revela la importancia de la

iontoforesis en la absorcién transdérmica del malato de almotriptan.
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A partir de los resultados experimentales obtenidos se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1. Se han desarrollado y validado dos nuevos métodos analiticos de cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC), con fotodiodo de deteccién UV /Visible, para la
determinacién rapida y precisa de nadolol e hidrocloruro de propranolol en las

muestras de ensayos de absorcion transdérmica.

2. En relacion a las sustancias quimicas ensayadas como promotores de absorcion
transdérmica, el efecto que ejercen difiere en magnitud segun el beta-bloqueante
estudiado. Los compuestos mas eficaces son el Azone® y el R-(+)-limoneno para
el nadolol e hidrocloruro de propranolol, respectivamente. Asi pues, las
diferencias en los valores obtenidos de flujo y parametros de permeacion
evidencian la importancia de la lipofilia del farmaco y del promotor quimico para

conseguir un aumento en la absorcién transdérmica.

3. La estrategia mas eficaz de las estudiadas para incrementar la permeacion de los
beta-bloqueantes es la iontoforesis. Sin embargo, dicha técnica no produce el
mismo efecto sobre ambos farmacos ya que promueve mas el paso del farmaco
mas hidrofilo, concretamente la densidad de corriente superior (0.50 mA/cm?)

aumenta 14.8 veces el flujo transdérmico respecto a la difusioén pasiva del nadolol.

4. Se ha realizado un estudio dermatofarmacocinético que ha permitido, tras un
periodo de tiempo relativamente corto de ensayo de absorcion transdérmica,
caracterizar el paso del nadolol e hidrocloruro de propranolol a través del estrato
coérneo y determinar los parametros farmacocinéticos determinantes de la difusion
a través de la piel. Asi pues, se comprueba la baja permeabilidad que caracteriza al
estrato cérneo y confirma que es la principal barrera al paso de moléculas con una

elevada resistencia y capacidad aislante.

5.  El malato de almotriptan presenta una absorcioén transdérmica baja que aumenta
de un modo significativo cuando se aplica la iontoforesis. La densidad de
corriente 0.50 mA/cm? parece evidenciarse como la estrategia mas eficaz ya que

incrementa 411 veces la difusion del triptan.

6. El flujo iontoforético de nadolol y almotriptan 7z vitro obtenido a través de piel de
cerdo, apuntan a la viabilidad "a priori" de su administracién transdérmica. La
iontoforesis se perfila como una alternativa interesante y ventajosa a la

administracion oral en el tratamiento preventivo y agudo de la migrafa.
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2. Abstract and conclusions

This doctoral thesis is part of a wider research project to develop transdermal

therapeutic systems for the treatment of migraine.

Migraine is a transient chronic disorder characterized by recurrent episodes of
headache. It is of particular relevance given the frequency with which it occurs and the
negative impact it has on the quality of life of sufferers. In recent years the prevalence of
neurological disease has greatly increased; it is now estimated to affect one in five people in

the world and 12.6% of the Spanish population.

Thus, there is a need to develop effective pharmaceutical approaches that include
drugs to prevent episodes (beta-blockers) or to treat symptoms (e.g. triptans), and which
can be administered transdermally, as this route has proved to be more convenient and
better tolerated by patients. However, human skin constitutes a highly efficient barrier that
limits or even blocks the transport of drugs, thus restricting the transdermal delivery of
therapeutic agents. Different strategies have been employed to enhance the passage of
drugs across the skin and thus achieve a therapeutic blood concentration, including the use

of chemical substances as absorption enhancers and application of iontophoresis.

The main objectives of the present work have differed depending upon whether the
focus of study was the transdermal absorption through porcine skin of the beta-blockers,

nadolol and propranolol hydrochloride, or of almotriptan.

On the one hand, the aim was to characterize and compare the 7z vitro transdermal
absorption of nadolol and propranolol hydrochloride and to study the effect of chemical
enhancers and iontophoresis on this absorption. In addition, given that the majority of
enhnacing techniques affect the barrier function of the skin, both drugs were quantified in
the stratum corneum and their dermatopharmacokinetics parameters determined to

describe the rate and extent of delivery across the skin.

In order to characterize the transdermal absorption of both beta-blockers,
percutaneous diffusion experiments were performed. Two simple and rapid High
Performance Liquid Chromatographic (HPLC) methods with ultraviolet detection were
chosen to determine the 7z vitro transdermal absorption of nadolol and propranolol

hydrochloride (chapter III). Both methods were validated for specificity, linearity,
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precision, accuracy, limit of detection, limit of quantification and robustness. Separation
was catried out on a 250 mm Kromasil® Cis column at room temperature. The detector
wavelength was fixed at 269 nm for nadolol and 291 nm for propranolol hydrochloride and
the response was linear for all the concentrations evaluated (range of 0.17 to 167 uM in the
case of nadolol and 0.11 to 113 uM in the case of propranolol hydrochloride). The
maximum relative error and relative standard deviation detected were 5.19% and 6.08%
respectively for nadolol and 3.57% and 7.28% respectively for propranolol hydrochloride.
The limits of detection and quantification were 0.058 and 0.038 uM for nadolol and 0.171
and 0.115 uM for propranolol hydrochloride, respectively. The results of robustness were

highly satisfactory.

Once both analytical methods had been validated and shown to be adequate, the
transdermal absorption of nadolol and propranolol hydrochloride was characterized and
the effects of the application of chemical enhancers and iontophoresis on this absorption
was investigated by means of 7z vitro permeation studies (chapter IV). As expected, the
passive transdermal flux of the more lipophilic drug (propranolol) was higher than that of
nadolol (48.9 + 1.3 pg/cm?h »s. 17.1 + 0.7 pg/cm?h). Pretreatment of potcine skin with
ethanol (vehicle), Azone®, R-(+)-limonene, caproleic acid and oleic acid (at 5% in
ethanol, w/w) and the application of two current densites (0.25 and 0.50 mA/cm?)

produced varying effects depending on the drug studied.

In the case of nadolol, treatment of the skin with Azone® and oleic acid produced
an increase in the flux compared with the control; however, 7z vitro data suggested that only
Azone® produced a significant increase, with a value 7.18-fold that of the control (p<0.01).
Of all the enhancers tested, R-(+)-limonene was incapable enhancing the absorption of
nadolol. Although some of the chemical substances assayed increased the absorption of
nadolol, the most significant increment in the transdermal transport of nadolol was clearly
produced by iontophotesis, specifically that of 0.50 mA/cm?, which produced transdermal

flux values of 216 £ 11 pg/cm?h for nadolol (14.8-fold that of passive diffusion).

On the other hand, the effect of chemical enhancers and iontophoresis on the
absorption of propranolol hydrochloride across the porcine skin proved to be more
moderate. All the strategies slightly increased the transdermal absorption of this agent;
Azone® and oleic acid produced 1.74 and 1.39-fold increments with respect to control
values, while R-(+)-limonene and iontophoresis at a current density of 0.50 mA/cm?

proved to be the most effective of the techniques, resulting in values of 106 * 2 pg/cm?h
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and 108 * 10 pg/cm?h, respectively, which represents a 1.88-fold increase with respect to

the control.

Therefore, the application of iontophoresis did not produce the same effect on
both drugs. When the fluxes obtained in the first 8 hours with current densities of 0.25
and 0.50 mA/cm? were compared, statistically significant differences were detected
between the two drugs: 120 + 21 pg/cm?h (nadolol) and 61.6 £ 7.1 pg/cm?h (propranolol
hydrochloride) »s. 216 = 11 pg/cm?h (nadolol) and 108 + 10 pg/cm?h (propranolol)
(p<0.05). These results provide clear evidence of the modulating influence of current
density on the transdermal transport of a drug through the skin and of the enhancing effect
of this physical strategy in increasing the flux of the more hydrophilic of the two drugs

assayed (nadolol).

After evaluating the transdermal absorption of both beta-blockers through porcine
skin, the zn vitro distribution profile of the drugs in stratum corneum were compared by
calculating dermatopharmacokinetic parameters. The objective of these experiments was to
determine the effect of the various strategies tested. The results were used to deduce the
stratum corneum-vehicle partition coefficient (K) and its diffusion kinetic (D/H?), as well
as the amount of drug present in the outer layer of the skin (chapter V). When
0.50 mA/cm? iontophoresis was applied, the total amount values of nadolol in the stratum
corneum was 9.61 £ 1.28 mg/cm3 (almost 3-fold that observed after passive diffusion).
Morteover, the deduced values of K and D/H?2 obtained with oleic acid and Azone® were
statistically different from those obtained under other conditions (p<0.05). The
partitioning parameter of propranolol hydrochloride by passive diffusion was high 4.37 £
0.62, though, oleic acid produced the highest value of K and the greatest amount of drug in
the stratum corneum (p<(0.05), values that were similar to those achieved with
0.50 mA/cm? When the accumulated amounts of each beta-blocker in the donor
compartments were compared they were found to be lower in the case of nadolol. It was
thus determined that the higher amount of nadolol in the stratum corneum was a result of

permeation of the drug, especially when iontophoresis had been applied.

Based on promising results obtained with sumatriptan in previous studies by our
research group, the second main objective of this project was to investigate whether or not
almotriptan can be administered transdermally, and to evaluate the feasibility of using
iontophoresis in order to enhance its transdermal passage (chapter VI). Transdermal flux of

almotriptan through porcine skin was determined in different conditions: (a) passive
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diffusion (control) and (b) application of iontophoresis (0.25 and 0.50 mA/cm?) controlling

the effect of ionic strength on the almotriptan transport. The transdermal flux of

almotriptan malate over 8 hours was 0.64 £ 0.11 pg/cm?h (control). Application of

iontophoresis produced a statistically significant increment of the transdermal transport of

almotriptan malate (p<<0.01). When 0.25 mA/cm? iontophoresis was applied, transdermal

flux values of 115 * 17 pg/cm?h were obtained, and when the current was doubled the

flux increased to 264 £ 24 pg/cm?h, which was 411-fold that obtained with the control,

thus indicating the efficacy of iontophoresis in enhancing the transdermal absorption of

almotriptan malate.

From the experimental results we can highlight the following conclusions:

1.

Two new methods of High Performance Liquid Chromatographic with ultraviolet
detection have been developed and validated for the rapid and precise
determination of nadolol and propranolol hydrochloride in samples obtained

from transdermal diffusion experiments.

The effect of the chemical substances assayed as transdermal absorption
enhancers varies according to the beta-blocker in question. Of the substances
studies, Azone® and R-(+)-limonene are the most powerful enhancers of nadolol
and propranolol hydrochloride, respectively. The differences observed between
the transdermal flux and permeation parameters of the two beta-blockers
demonstrate the importance of the lipophilicity of both the drug and the chemical

enhancer in the transdermal absorption.

Tontophoresis is the most effective of the strategies for increasing the transdermal
absorption of the beta-blockers studied here. However, this technique does not
produce the same effect on both drugs. The application of a current density of
0.50 mA/cm? enhances the flux of the more hydrophilic drug to values that are

14.8-fold those achieved with passive diffusion of nadolol.

The results of the dermatopharmacokinetic study, in which tape-stripping was
used, allow the penetration of nadolol and propranolol hydrochloride through the
stratum corneum and the pharmacokinetic parameters of this diffusion to be
characterized. This research shows that shorter duration studies can predict the

behavior that will be seen during longer periods of application. The low
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permeability of the stratum corneum is evident, thus confirming its role as a

barrier with a high resistance and capacity for blocking the passage of molecules.

5. Almotriptan malate is characterized by a low transdermal absorption that is
increased significantly by iontophoresis. The application of a current density of
0.50 mA/cm? is the most effective strategy for enhancing the transdermal
transport of a drug among those assessed, resulting in values 411-fold those

obtained in controls.

6. Our results for the iontophoretic delivery of nadolol and almotriptan across
porcine skin support the viability of the transdermal administration of these drugs.
In this way, iontophoresis would seem to be a promising alternative to oral
administration of pharmacological therapy for the prevention and acute treatment

of migraine.
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