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RESUMEN

El estudio de los procesos de absorcion — liberacion de 17p-estradiol a través de
fragmentos de epidermis humana y a través de membranas de quitosan, fue la base
para el desarrollo de un sistema de administracion transdermal de estradiol. Para
realizar los estudios de estos procesos se trabajé con la celda vertical de Franz y un

equipo para ensayos de disolucion conforme a normas USP/NF y FDA.

v Se caracterizaron los 2 reactivos claves para el desarrollo de esta tesis.
Quitosan: Se identifico el polimero mediante el uso de espectroscopia de infrarrojo. Se
determind su grado de desacetilacibn mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear y su masa molecular viscosimétrica a través de la ecuacion de
Mark-Houwink utilizando el valor de viscosidad intrinseca.

17B-estradiol: Se identificd la droga mediante el uso de espectroscopia de infrarrojo y
determinacion del punto de fusion y comparacion con un estandar. Se desarrolld un

meétodo de cuantificacién mediante cromatografia liquida de alta resolucion.

4 Se obtuvieron fragmentos de epidermis humana a partir de piel completa
mediante tratamiento con solucién de tripsina, siendo los mismos aptos para estudios
de difusién. Los ensayos de absorcién en celda de Franz y de liberacién — absorcion
en el equipo para ensayos de disolucion, permitieron la determinacion de los valores

de flujo de 17B-estradiol en los fragmentos de epidermis.

4 Se construyeron disefios experimentales Factoriales Fraccionados con el
objetivo de realizar experiencias de una manera eficiente y programada. Con ellos se
estudio el efecto de variables que afectan el flujo de 17B-estradiol a través de
membranas de quitosan. Mediante el uso de la metodologia de superficie de
respuesta, a través de la construccion de Disefios Central Compuesto, se
determinaron las condiciones experimentales éptimas donde el sistema genera los
resultados esperables: una membrana con propiedades de permeabilidad similares a

epidermis humana.

v Las membranas de quitosan utilizadas fueron caracterizadas mediante ensayos
de: absorcion de 17B-estradiol, evaluacion del contenido de agua, espectroscopias de
absorcion atémica, infrarrojo y de resonancia magnética nuclear pulsada, y

observacién por microscopia electrénica de barrido. Se obtuvo informacién sobre la



interaccion quitosan - 17B-estradiol con el objeto de comprender el o los mecanismos
de transporte de la droga a través o desde membranas del polimero. En las
membranas con distintos tiempos de entrecruzamiento se identificaron dos tipos de

microporos, hidrofilicos e hidrofdbicos.

4 Se prepararon films de quitosan como prototipos de sistemas de administracion
transdermal. Se realizaron ensayos de liberacién con estos sistemas, solos y junto con
la membrana que simula epidermis humana, presentando una equivalencia con el

parche comercial.



SUMMARY

The study of 17B-estradiol absorption - release processes through human skin
epidermis and chitosan membranes, was the basis for the development of an estradiol
transdermal delivery system. Experiments were conducted using vertical Franz

diffusion cell and dissolution test equipment.

v The most important reagents were characterized.

Chitosan: the polymer was identified by using infrared spectroscopy. Deacetylation
degree was evaluated by nuclear magnetic resonance spectroscopy. The intrinsic
viscosity was evaluated and average molecular weight was determined based on the
Mark-Houwink equation.

17B-estradiol: the drug was identified by using infrared spectroscopy and comparison
with a standard. Melting point was also evaluated. A high performance liquid

chromatography method was developed for the determination of 17B-estradiol.

4 Full skin was immersed in a solution containing trypsin, then, the intact
epidermis was easily separated from the dermis. Diffusion studies with epidermis

allowed to the 17B-estradiol flux determination.

4 Fractional factorial designs were performed in order to identify active
formulation variables influencing estradiol flux through chitosan membranes. Central
composite design was carried out in order to find out the combination of independent
factors that allowed the preparation of the optimized membrane: a chitosan membrane

as a mimic of human epidermis.

v Chitosan membranes were characterized by: estradiol diffusion studies, water
content evaluation, infrared spectroscopy, atomic absorption spectroscopy, pulsed
nuclear magnetic resonance and scanning electron microscopy. Information about
chitosan — 17B-estradiol relationship was obtained in order to understand mass
transport phenomena through or from polymer membranes. Hydrophilic and
hydrophobic micropores were identified in cross-linked membranes prepared with

different cross-linking times.

v Chitosan films were prepared as a prototype of transdermal delivery system.
These films were tested alone and attached to the optimized chitosan membrane.

Results were comparable to that obtained with a commercial patch.



OBJETIVOS

El propdsito general de esta tesis fue poner a punto un modelo experimental in vitro
que pueda utilizarse como plataforma para el disefio de un sistema de administracion
transdermal. A fin de lograr este objetivo se trabajé en la tecnologia de membranas,
utilizando membranas de quitosan, y la droga 17B-estradiol fue seleccionada para el
desarrollo de los estudios de liberacion — absorcion debido a su uso extensivo y a la

alta relevancia en la terapia hormonal.

Objetivos especificos

4 Contribuir al disefio de membranas que simulen la permeabilidad de epidermis
humana, controlando variables factibles de ser modificadas en la practica, tales como
concentracién de biopolimero, concentracion de agente de entrecruzamiento y tiempo

de la reaccién de entrecruzamiento.

4 Contribuir a la tecnologia de liberacion controlada de drogas y generar

conocimientos para el disefio de sistemas matriciales.

4 Desarrollar practicas y productos que faciliten las maniobras terapéuticas, junto
con criterios para el disefio de dispositivos mejorados para la liberacion de drogas
utilizadas en terapia hormonal. Por mejorados se entiende que cumplan con los
requerimientos sefialados y que presenten una bioequivalencia con dispositivos

comerciales.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Para lograr los objetivos planteados y explorar racionalmente en el desarrollo de una
plataforma de trabajo que permita realizar las experiencias y extraer conclusiones
correctas, se debe conocer el estado del arte del tema. A continuacion se realiza una
descripcion de las 3 grandes areas involucradas en esta tesis. Para introducir al lector
en el campo de la administracion de farmacos a través de la piel, se describe a la
misma en cuanto a su anatomia, histologia y funciones; para abordar luego lo que
corresponde a la farmacologia dermatolégica y los sistemas de liberacion de drogas
para terapia hormonal. Seguidamente se hace referencia al polimero utilizado,
quitosan; explicando sus caracteristicas, propiedades y funciones, haciendo hincapié
en la formacién de membranas que es la propiedad funcional que interesa. Finalmente
se presentan las herramientas quimiométricas a utilizar, para llevar adelante un disefio

planificado de experimentos.

1. PIEL Y ADMINISTRACION TRANSDERMICA DE MEDICAMENTOS

Estructuralmente la piel esta compuesta principalmente por 2 capas, la mas externa
denominada epidermis (EPD) y una capa subyacente mas gruesa, la dermis. Ambas
en conjunto forman una membrana compacta, que descansa sobre una capa de tejido
mas laxo, el tejido celular subcutdneo. A la piel se asocian distintos anexos (pelo,
unas, glandulas sebaceas y sudoriparas). La piel y sus anexos se denominan en
conjunto sistema tegumentario.

La piel tiene diversas funciones. Representa una barrera contra la invasion de
microorganismos y actua como protector ante acciones mecanicas, quimicas, térmicas
y osmoticas. Es de gran importancia en la regulacién térmica y el mantenimiento del
equilibrio hidrico. Es capaz de secretar y absorber, y es un importante 6rgano de
comunicacion.

La piel no s6lo cubre toda la superficie corporal sino que continla a nivel de los
orificios naturales, con el epitelio de los aparatos digestivo, respiratorio y

genitourinario.
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1.1 Anatomia e histologia cutanea

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, tiene una superficie media de
1.8 m? y un peso de aproximadamente 4 Kg, en un hombre adulto de 70 Kg; puede
llegar a contener hasta 1.8 L de sangre o sea un 30 % del total de la sangre circulante.
Este ultimo es uno de los factores que junto con la existencia de pigmentos melanicos,
y el grosor del estrato cérneo determinan la coloracion del tegumento. La superficie
cutanea no es lisa sino que presenta pliegues vy orificios (Geneser, 1993).

La piel posee una compleja estructura. En su disposicion se diferencian 3 capas
(Figura 1.1): EPD que consta de cuatro tipos celulares: queratinocitos, melanocitos,
células de Merkel y células de Langerhans; dermis cuyo principal tipo celular son los

fibroblastos, e hipodermis que es tejido graso o adiposo subcutaneo.

Pelo

Papila de la dermis Epidermis

Receptor de frio-
Receptor de calor

Dermis
Glandula sebacea

Musculo erector del pelo

Vasos Sanguineos
Glandula sudoripara

Tejido conectivo
ji ectiv - Capa subcutanea

Nervio
Lobulos de grasa

Figura 1.1: Detalle morfolégico de la piel (figura extraida de Villarino y Landoni, 2006).

Epidermis: Las células de Langerhans tienen una distribucion constante en toda la piel,
son elementales en la presentaciéon de antigenos y estan involucradas en una gran
variedad de respuestas inmunes por medio de la activacion de las células T (Kanitakis,
2002), mientras que las células de Merkel se ubican en la region basal y tienen una
funcién mecano-receptora. Estos receptores responden a estimulos de origen variado
(dolor, calor, presién) (Boulais y Misery, 2007). Los melanocitos son células
productoras de pigmentos que no solo se encuentran en la piel sino también en el pelo
y los ojos, su funcién en la determinacion del color depende esencialmente de su
actividad mas que del numero de células presentes. Por ejemplo la exposicion de la
piel a los rayos del sol, aumenta la produccién de pigmento causando el “bronceado”.
Estas células se localizan en la membrana basal en contacto con dicha membrana
(Geneser, 1993; Kanitakis, 2002).

Los queratinocitos son las células mas abundantes en la EPD (representan el 80 %) y

estan dispuestos en 4 capas. El espesor (0.1-1 mm aproximadamente) y la estructura



Capitulo 1: Desarrollo Tedrico

de la EPD son diferentes para cada zona del cuerpo, siendo mas gruesa y compleja en
la piel lampifia de la palma de la mano y en la planta del pie, mientras que en otros
sectores como los parpados es muy fina y sensible.

La descamacion normal de los corneocitos mas superficiales requiere una renovacion
celular constante y controlada que tiene su origen en el estrato basal de la EPD. Esta
situacién supone la existencia de un equilibrio entre los tres compartimientos
implicados: el proliferante, situado en la zona mas profunda de la EPD; el de las
células en transito, sometidas a un proceso de diferenciacion; y el de las células
queratinizadas (Elias, 1981; Villarino y Landoni, 2006). Por tanto en funcion del grado
de diferenciacion celular, dentro de la EPD se pueden distinguir varios estratos, que se
describen brevemente a continuacion y que aparecen esquematizados en la Figura
1.2.

Estrato comeo

Estrato lucido

Zona intermedia

Estrato granuloso

Figura 1.2: Representacion de la estructura microscépica de la EPD (figura extraida de
Kielhorn y col., 2005).

Estrato germinativo o basal: se encuentra en contacto con una membrana constitutiva
de la unién dermoepidérmica en la zona de separacion entre la EPD y la dermis,
presenta una intensa actividad mitdtica. Las células son cilindricas y estan
regularmente ordenadas en forma vertical, son indiferenciadas, es decir carecen de
marcadores bioquimicos caracteristicos de las células mas diferenciadas de las capas
superiores (Geneser, 1993). Tras su proliferacion las células del estrato basal
ascienden, pierden su capacidad proliferativa e inician el complejo proceso de

diferenciacion que, finalmente, dara lugar a las células queratinizadas.

Estrato Espinoso: Esta capa debe su nombre a la morfologia que le confiere la

existencia de numerosas estructuras proteicas intra y extracelulares denominadas
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desmosomas, constituidas por diversas moléculas de adhesion que unen células

adyacentes (Elias, 1981).

Estrato Granuloso: El proceso de diferenciacion de las células del estrato espinoso
conduce a la formacion del estrato granuloso, aqui las enzimas comienzan con la
degradacién del nucleo y las organelas. En ellas abundan unas estructuras ovoides
bien delimitadas y de reducido tamafio que poseen un elevado contenido lipidico,
denominadas cuerpos lamelares. Cuando las células entran en la ultima fase de su
proceso de diferenciacion los cuerpos lamelares son secretados hacia el espacio
intercelular y ademas las células se llenan de agregados densos de contorno irregular,
llamados granulos de queratohialina, que contienen proteinas.

El espacio citoplasmatico de la célula granulosa se convertira en un entramado
proteico denso, fundamental en la funcién barrera que realiza el estrato cérneo.

La célula granulosa se transforma en corneocito a través de un complejo proceso que
supone una transformacion cualitativa y cuantitativa de los componentes proteicos y
lipidicos. El primer paso consiste en el desplazamiento de los cuerpos lamelares y su
fusidon con la membrana plasmatica. Esto permite el vertido de lipidos y proteinas al

espacio intercelular y la reduccion del volumen celular (Elias, 1981).

Estrato cérneo: Es la parte mas externa o superficial de la EPD. Esta capa no es
homogénea en todo el organismo, existen diferencias significativas en su estructura y
en su composicion quimica en las diferentes zonas del cuerpo. Se presenta mas
grueso en las zonas palmar y plantar (aqui existe un estrato adicional denominado
estrato lucido); mas delgado en parpados, prepucio, mejillas, abdomen y cara de
flexion de las articulaciones.

El estrato corneo constituye la principal barrera cutdanea al paso de sustancias
procedentes del medio ambiente (Scheuplein y Blank, 1971). Este hecho se explica
por su peculiar organizacioén, una estructura biolégica especial muy diferente de otras
barreras biolégicas como las membranas celulares. La organizacion del estrato corneo
puede simplificarse con el modelo denominado “ladrillo y cemento” (del inglés, brick
and mortar) (Elias, 1981). Este concepto (Figura 1.3) describe la presencia de dos
zonas: la primera (representada por los “ladrillos”), de composicién fundamentalmente
proteica, correspondiente a los corneocitos; la segunda representada por el “cemento”,
correspondiente a los lipidos intercelulares. El estrato corneo esta entonces constituido
por células muertas que poseen en su interior una proteina insoluble, amorfa y rica en
sulfuro llamada queratina. Estas células estan rodeadas de una capa lipidica continua
constituida por ceramidas, acidos grasos y colesterol, a la que se denomina bicapa

lipidica intercelular. Esta estructura funciona como una barrera, la cual evita la pérdida
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excesiva de agua y previene la penetracion de moléculas (Potts y Francoeur, 1991).
Cualquier alteracién cualitativa o cuantitativa de estos lipidos puede repercutir en la
eficacia de la funcion barrera.

Sin embargo, la permeabilidad excepcionalmente baja del estrato cérneo, no es debido
s6lo a la composicion lipidica, sino también, a su morfologia Unica que genera un
camino tortuoso para la difusion. Como consecuencia, las moléculas en algunos casos

deben migrar mayores distancias que el respectivo espesor.

o
I | |

| 10 0[]
[l Il L |
| L] LI

Figura 1.3: Modelo “ladrillo y cemento” descriptivo de la organizacién del estrato corneo.

El estrato corneo contiene aproximadamente un 15% de agua, 70% de proteinas y
15% de lipidos. El escaso nivel de hidratacion se debe a la hidrdlisis y degradacion de
acidos nucleicos, proteinas, fosfolipidos y otros compuestos con capacidad
higroscopica (Barry, 1983). Niveles fisiolégicos de agua superiores (30-40%)
ocasionan un hinchamiento de los corneocitos, reduciendo progresivamente la
capacidad de barrera de la piel.

Como se menciond anteriormente, no presenta una estructura homogénea, sino que
existe un gradiente que refleja los diferentes estadios de maduracion de los
corneocitos que varian tanto en composicién como en la estructuracién de sus capas.
Los corneodesmosomas son otro tipo de estructura proteica encargada de la
comunicacion entre los distintos corneocitos a la vez que contribuyen al soporte
mecanico de los mismos. Su degradacion precede a la descamacion (Hou y col.,
1991).

Dermis: es la gruesa capa de tejido conectivo sobre la que esta asentada la EPD,
consta de una matriz que contiene proteinas fibrosas entrelazadas (colageno, elastina
y reticulina) embebidas en una sustancia fundamental amorfa de mucopolisacaridos.
Esta sustancia fundamental es un material traslicido, extensamente hidratado y de
consistencia gelatinosa, en el que estan inmersas las células y las fibras tisulares. Los
nervios, los vasos sanguineos y los vasos linfaticos atraviesan la matriz; la dermis
necesita un aporte sanguineo eficiente para transportar nutrientes, eliminar los

productos de desecho, regular la presién y la temperatura, movilizar las fuerzas de
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defensa y contribuir al color de la piel. Este riego sanguineo (0.05 mL min™" por cm® de
piel) asegura la absorcién y llegada hasta la circulacion sistémica de la mayoria de los
compuestos que atraviesan la EPD. Debido a lo irregular de la superficie limitante
dermoepidérmica, y a la profundidad poco determinada de toda la dermis es dificil fijar
exactamente su espesor. Varia desde aproximadamente 0.5 mm en los parpados y el
prepucio hasta aproximadamente 2.5 mm en el abdomen y en la region dorsal del
térax, con un promedio de 1-2 mm. La dermis se compone de dos capas: estrato
papilar o superficial mas fino, localizado por debajo de las papilas dérmicas
(concavidades de la parte inferior de la EPD), y la dermis reticular o media, mas
gruesa que se encuentra en lo mas profundo (Barry, 1983; Kanitakis, 2002). Las
células mas frecuentes son fibroblastos y macréfagos, aunque también se observan
numerosos mastocitos. El fibroblasto tiene como funcion la elaboracién de los
elementos fibrosos de la dermis, especialmente colageno, la enorme cantidad de esta
proteina es lo que le confiere a la dermis gran fortaleza mecanica; mientras que la
presencia de elastina otra proteina fibrosa contribuye a las propiedades elasticas de la
piel (Geneser, 1993).

En la parte inferior de la dermis se originan los foliculos pilosos, las glandulas
sebaceas y sudoriparas, que forman junto con las ufas, los anexos cutaneos.

La unién dermoepidérmica es una membrana compleja formada por queratinocitos
basales vy fibroblastos de la dermis, y desempena un papel fundamental como apoyo
mecanico para la adherencia de la EPD a la dermis, regula el intercambio de
productos entre estos dos compartimentos y, ademas participa como soporte a la
migracién de queratinocitos durante la cicatrizacién de heridas y de varios tipos de
células (células de Langerhans, linfocitos) durante procesos inmunoldgicos.
Hipodermis: es un tejido graso que representa la parte mas profunda de la piel, se
extiende bajo la superficie de la dermis a lo largo de todo el cuerpo, con excepcién del
aparato genital masculino y los parpados, desempefia un papel importante en la
termorregulacion, aislamiento, provision de energia y proteccidon contra dafio
mecanico. Los adipocitos son grandes células redondas con el citoplasma saturado de
lipidos (triglicéridos, acidos grasos) y son las principales células de este tejido
(Kanitakis, 2002).

1.2 Transporte de farmacos a través de la piel

El conocimiento de los mecanismos desarrollados por las drogas en su paso por el

organismo es de gran importancia en terapéutica.
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Un tratamiento racional y seguro para el paciente implica que el médico conozca con
claridad los mecanismos por los cuales una droga determinada se absorbe, circula en
sangre y se distribuye, las formas como cumple su efecto farmacoldgico en el sitio de
accioén, los mecanismos de biotransformacion y como se eliminan y excretan sus
metabolitos o la misma droga inalterada.

La farmacologia otorga al médico las bases necesarias para llevar a cabo una
terapéutica eficaz. El efecto perjudicial que eventualmente ocurra, puede ser debido a
una terapéutica farmacoldgica incorrecta, ocasionando la persistencia de la patologia
que afecta al paciente o la demora en obtenerse la curacion. O directamente pueden

ocurrir efectos toxicos en el paciente por la aplicacion de una prescripcion irracional.

1.2.1 Farmacologia General: Farmacocinética

La farmacocinética estudia el curso temporal de los farmacos a través del organismo.
Sus dimensiones fundamentales se expresan en términos de tiempo vy
concentraciones. La forma gréfica de expresar este curso temporal es por tanto, la
curva de concentraciones plasmaticas del farmaco en funcién del tiempo que es clave
para: conocer la cinética de un farmaco y poder relacionarla con la forma en que se
producen sus efectos, saber cuanto va a durar la presencia del farmaco en el
organismo, tener elementos de juicio para establecer las pautas de dosificacion
(determinacién de la dosis terapéutica efectiva de los farmacos en uso clinico) y por
ultimo para poder explicar muchas reacciones adversas y cuadros de toxicidad.

La farmacocinética clinica tiene como objetivo alcanzar y mantener la concentracion
plasmatica del farmaco necesaria para conseguir el efecto terapéutico, sin llegar a
producir efectos toxicos. El curso temporal de las concentraciones plasmaticas de un
farmaco depende de los procesos de absorcidon, distribucion, metabolismo vy
eliminacion, que se producen de forma simultanea.

Desde el ingreso del farmaco en el organismo hasta su eliminacion, el mismo esta en
solucion y debe atravesar una serie de barreras mas o menos dificiles de franquear
dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas, de la via por la que se administre y
del procedimiento de su eliminacion. Estas barreras son membranas celulares
formadas por una doble capa lipidica.

Se conoce como absorcion al proceso que sufren los farmacos desde su
administracion hasta su acceso al torrente sanguineo por lo que esto no es aplicable a
los medicamentos de uso tépico o a los que se administran directamente en su sitio de

accion. Dentro de los procesos de absorcion de drogas los mas significativos
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comprenden, filtracion, transporte activo, difusién facilitada, pinocitosis y transporte
pasivo. Este ultimo es el mas frecuente y la difusién se realiza a favor de un gradiente
de concentracion, la velocidad de difusién depende de la concentracion a ambos lados
de la membrana, de las caracteristicas del farmaco (hidrofilia o lipofilia) y de la
membrana (superficie, espesor, composicién lipidica). Sélo la fraccion no ionizada de
un farmaco es soluble en lipidos; la fraccion ionizada, soluble en agua dificilmente
atraviesa una barrera lipidica.

La biodisponibilidad, nos dice la cantidad del farmaco que realmente esta disponible
para llegar a los tejidos e interactuar sobre sus receptores produciendo su efecto. En
algunas circunstancias, no depende solo de los procesos de absorcion sino también
de los procesos de liberacion del farmaco, de su forma farmacéutica y de la
eliminaciéon presistémica que se puede producir. Otro parametro importante es la
velocidad de absorcién, que se define como el numero de moléculas de un farmaco
que se absorbe en la unidad de tiempo.

Una vez que el farmaco alcanzé la circulacién sistémica, parte se liga a proteinas del
plasma y el resto circula en forma de moléculas libres. La fraccion ligada a las
proteinas guarda siempre un equilibrio con la fraccién libre. Cuando moléculas de la
fraccion libre salen del plasma y se distribuyen en el organismo, una fraccién
equivalente de moléculas se desliga de las proteinas y pasa a reemplazar a las
moléculas de la fraccion libre.

La vida media plasmética depende parcialmente de la unién del farmaco a las
proteinas plasmaticas ya que la fraccién ligada no puede atravesar las membranas, no
filtra por los glomérulos y no esta expuesta a los mecanismos de la biotransformacion.
La biotransformacion del farmaco se inicia luego de estabilizado el proceso de
distribucion. Es un proceso dinamico e irreversible a través del cual diversos sistemas
enzimaticos modifican las moléculas de los farmacos dando lugar a otros productos de
transformacion llamados metabolitos. El metabolito formado, generalmente es un
compuesto polar, mas hidrosoluble y facilmente desechable. La mayor parte de los
sistemas metabdlicos que intervienen en la biotransformacién de los farmacos se
encuentran en el higado.

La eliminacion del farmaco del organismo puede realizarse por diversas vias. Todas
las vias de eliminacién de liquidos son potencialmente vias de eliminacién; es decir
que un farmaco puede excretarse por orina, lagrimas, saliva, leche materna, sudor,
etc.. También pueden eliminarse a través de las heces cantidades mas o menos
importantes del farmaco que no se ha absorbido. De todas estas posibles vias de

eliminacion, la mas importante es la via renal (Malgor y Valsecia, 2000).
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1.2.2 Farmacologia Dermatolégica

La piel como membrana para la administracion de sustancias, puede tener un uso
tépico o sistémico. El tratamiento local o topico que se aplica directamente sobre la
piel, tiene tres objetivos fundamentales: el tratamiento local de alteraciones de la piel,
el mantenimiento de las condiciones estéticas y la proteccidn contra agentes externos
como las radiaciones solares. El tratamiento sistémico implica ingresar a la circulacion
general de la sangre y distribuirse por todo el cuerpo, lo que implica una accion
generalmente mas intensa y rapida.

De acuerdo, entonces al tipo de actividad terapéutica, al farmaco y a los excipientes
involucrados en la formulaciéon, se pueden desarrollar diferentes preparaciones
farmacéuticas: topicas, endodérmicas y transdérmicas.

En cuanto a las preparaciones transdérmicas, el farmaco difunde desde el estrato
cérneo y alcanza la circulacidon sistémica. Los parches son una de las formas de
administracion transdérmica mas populares y se pueden clasificar en dos grupos
principales, los sistemas de reservorio y los sistemas matriciales. En los primeros, el
farmaco se mantiene dentro de un reservorio con una membrana de permeabilidad
selectiva, la cual controla la liberacion y la difusion a través de la piel (el estrato cérneo
no es el factor limitante de la penetracion y la membrana crea un sistema de liberacion
controlado de orden cero). En los sistemas matriciales el farmaco esta uniformemente
disperso en la matriz, la liberacién es controlada mediante el entramado polimérico y el
estrato cérneo es la barrera que limita el paso de las sustancias.

Se define entonces para esta tesis a la administracion transdermal de drogas (del
inglés, Transdermal Drug Delivery), como la administracion de agentes terapéuticos a
través de la piel intacta para lograr un efecto sistémico. Esta administracion ofrece las

siguientes ventajas sobre la via oral que es la mas comun:

e Evita el metabolismo hepatico de primer paso, por lo tanto se requiere una
dosis menor del farmaco, lo que conlleva a una disminucién de la cantidad de
metabolitos y de la sintesis de proteinas hepaticas.

e (Capacidad de discontinuar la administracion por remocion del sistema.

e Capacidad de controlar la entrega de la droga por periodos mas largos que el
usual transito gastrointestinal de las formas orales.

¢ Capacidad de modificar las propiedades bioldgicas de la barrera.

o Capacidad de evitar un ambiente fisiolégico cambiante, y de degradacion (pH

variable, microflora intestinal, etc.).



Capitulo 1: Desarrollo Tedrico

Una de las principales ventajas, es que permite obtener niveles constantes del
farmaco en la sangre, evitando asi las reacciones adversas asociadas a las
fluctuaciones en las concentraciones sanguineas. Como desventajas, se pueden
mencionar: irritacion de la piel, preocupaciones cosméticas y en el caso particular de
parches, fallas en la adherencia. La liberacion del principio activo desde la formulacion
aplicada en la superficie de la piel y su transporte hacia la circulacién incluye diversos
pasos: 1) disolucion del principio activo y liberacion desde la formulacién, 2) primer
proceso de particion desde la formulacion hacia la capa mas externa de la piel
(estrato corneo), 3) difusién dentro del estrato cérneo, 4) segundo proceso de particion
desde el estrato cérneo hacia la EPD viable y 5) difusidén desde la EPD viable hacia los
capilares sanguineos de la dermis e ingreso a la circulacion sistémica (Villarino y
Landoni, 2006).

Posteriormente a la administracion, las drogas pueden penetrar la piel por diferentes
vias, y concentrarse localmente o llegar hasta el torrente sanguineo.

Cuando una molécula alcanza la piel intacta entra en contacto con restos celulares,
microorganismos, sebo y otros materiales que forman el factor de hidratacion natural,
todos en conjunto funcionan como una pelicula que afecta poco a la absorcién
transdérmica. Entre los factores que si afectan la absorcion y la velocidad de absorcién

encontramos; los factores bioldgicos y fisicoquimicos.

1.2.2.1 Factores Bioldgicos

Uno de los aspectos a tener en cuenta es el estado de la piel; las lesiones cutaneas
que alteran el estrato corneo hacen que aumente el grado de absorcion. El grado de
hidratacion de la piel también influye; cuando el agua satura la piel, ésta se ablanda y
se arruga y su permeabilidad aumenta mucho. En cuanto a la temperatura (T) de la
piel, al aumentar ésta se incrementa la vasodilatacion y, visto que la difusion a través
del estrato cérneo es un proceso pasivo, entonces al aumentar la T se incrementara el
coeficiente de difusién (D) del permeante (para un gradiente de concentracion fijo). El
cuerpo humano mantiene un gradiente de T corporal a través de la piel de 37.0 °C en
el interior y 32.0 °C fuera, en la superficie. La edad del paciente es otro factor a

considerar; la piel de los nifios es mas permeable que la del adulto.

La region cutanea en la que se aplicara el parche es otro aspecto a considerar debido
a que el grosor del estrato cérneo y el contenido de anexos son variables en funcion
de la regién anatémica. La absorcion varia segun la zona de aplicacion; zonas de alta

absorcion son la ingle, axilas y cara; zonas de baja absorcion son codos, rodillas,
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palma de manos y plantas de pies. El tronco es el sitio seleccionado a menudo, por

conveniencia, facil remocion del parche y conformidad del paciente.

El metabolismo cutaneo puede modificar en alguna medida los efectos farmacolégicos
de las sustancias absorbidas, produciendo metabolitos inactivos o activos. No
obstante, la actividad metabdlica de la piel es escasa (entre el 2 y el 5 % de los
compuestos absorbidos).

Las diferencias entre especies, el espesor y el contenido de lipidos del estrato cérneo,
la densidad de glandulas sudoriparas y foliculos pilosos, el riego sanguineo,
cuestiones bioquimicas que hacen a las reacciones entre las sustancias penetrantes y
la piel, son algunos de los puntos en los que las pieles de los seres humanos difieren
de aquellas de los animales de laboratorio usados frecuentemente. La piel de los
animales se ha utilizado y se utiliza aun para obtener informacién, pero es mejor

utilizar piel humana siempre que sea posible (Barry, 1983).
1.2.2.2 Factores Fisicoquimicos

El vehiculo no debe ser un mero soporte del farmaco, sino un sistema de cesion del
mismo que permita el arribo hacia el lugar de accion. Un vehiculo debe ser facil de
aplicar y retirar, no toxico ni irritante, quimicamente estable, cosméticamente aceptable
y farmacoldégicamente inerte. Los liquidos y sustancias en solucién son absorbidos
mas facilmente que los materiales secos, los cuales deberan disolverse en la humedad
superficial de la piel antes de que la absorcién pueda comenzar. En alguno de los
sistemas de liberacién controlada, la velocidad de liberacion puede estar afectada por

las propiedades del polimero del que esta compuesto el vehiculo/transportador.

En cuanto al principio activo los aspectos a considerar en la practica clinica son: su
concentracion, extensiéon de superficie a la que se aplica el preparado, frecuencia de
aplicacién y tiempo de exposicidon. La difusion de una molécula en una membrana
viene determinada por la resistencia que oponga el medio a su migracion. Esta
resistencia depende de las caracteristicas de la sustancia, de las posibles
interacciones, de la viscosidad y T del medio. Si se asume que las moléculas son
similares entre si en cuanto a su tamafo, y que adoptan una conformacién mas o
menos esférica, se puede obtener la siguiente ecuacién conocida como ley de Stokes-

Einstein para el D (cm™ s)

K-T

Ecuacién 1.1 D=——-—
6-7-r-m
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Donde K es la constante de Boltzmann (J K”), r el radio de la molécula (m) y n la
viscosidad del medio (Kg m™ s™).

La influencia del pH debe ser tenida en cuenta, ya que la proporcién en la que se
encuentra ionizada la molécula depende tanto de su pKa como del pH del medio, y si
bien de acuerdo a una hipétesis de particion de pH, solo la forma no ionizada de la
droga es capaz de atravesar la membrana lipidica en cantidades significativas, la
forma ionizada también puede hacerlo aunque en menor grado.

La lipofilicidad/hidrofilicidad de un compuesto influye en la afinidad relativa que
presenta un soluto por el vehiculo que lo contiene y la membrana a través de la cual
difundira, y puede evaluarse mediante el coeficiente de particion (P).
Experimentalmente algunos autores (Diez-Sales y col., 1993) trabajan con un sistema

bifasico para la determinacién de tal coeficiente que viene dado por:

C
Ecuacion 1.2 pP=—-¢
Ca

En donde C4 es la concentracién de la sustancia en el disolvente organico (en general
octanol) y C, lo es en agua o un buffer. Otros autores (Cordero y col., 1997) proponen
evaluar el coeficiente mediante estudios de distribucién del soluto entre la fase acuosa
y el tejido a través del cual se estudiara la difusion, de esta manera se determina la
concentracién del soluto en la soluciéon una vez que se alcanzé el equilibrio, y se

estima la concentracion en la membrana por diferencia con la concentracion inicial de

la fase acuosa

(Co - C%
P= .

Ecuacién 1.3
™,

Donde C, es la concentracion inicial de soluto, C, es la concentracién en el equilibrio,
Vm es el volumen de membrana y V, es el volumen de solucién donde se realiza el
ensayo. Un coeficiente de particion elevado no siempre es indicativo de una mayor
permeabilidad. Sustancias altamente lipofilicas pueden acumularse en las capas
superiores de la dermis, dado que la misma se comporta principalmente como una
fase acuosa mientras que el estrato cérneo es un medio mas complejo que posee
propiedades hidrofilicas y lipofilicas, y ademas la presencia de queratina puede llevar
a la unién de moléculas y por lo tanto a la formaciéon de reservorios. En general las
drogas que difunden mas facilmente son moléculas pequenas con lipofilicidad

moderada.
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Las mezclas de solventes polares, pueden producir soluciones de farmaco saturadas y
maximizar asi el gradiente de concentracién a través del estrato cérneo. Pero el
coeficiente de particion de un farmaco entre la membrana y una mezcla de disolventes
generalmente se reduce a medida que aumenta la solubilidad del sistema disolvente.
Por consiguiente, estos dos factores (solubilidad y coeficiente de particion) pueden
oponerse entre si en su efecto sobre el flujo a través de la membrana, cuando el
sistema no esta saturado. En cuanto al tamafo y forma molecular, la absorcion esta
relacionada de forma inversa con ambos; las moléculas mas pequefias penetran mas

rapido que las grandes (Barry, 1983).

1.2.2.3 Vias de penetracion de drogas

El proceso de absorcién transdérmica o percutdnea es un término global que refiere al
pasaje de un compuesto desde la superficie externa de la piel hacia la circulacion

sistémica. Este proceso puede ser descripto en tres pasos (Kielhorn y col., 2005):

e penetracién: es la entrada de una sustancia en una capa o estructura
particular, tal como la entrada de un compuesto al estrato cérneo;

e permeacion: es la penetracién a través de una capa en una segunda que es
funcional y estructuralmente diferente a la primera;

e resorcion: es la entrada de una sustancia al sistema vascular y a la circulacion

sistémica.

Los estudios de penetracion in vitro involucran la determinacion de una droga aplicada
tépicamente, en varias capas de la piel. El objetivo de un estudio de permeacién es
determinar un perfil cinético que refleje cdmo la concentracién de un compuesto
cambia en el tiempo a medida que difunde a través de la piel.

El pasaje de las drogas a través del estrato cérneo es un proceso lento y se lleva a
cabo por difusién pasiva, la cual estd determinada por las leyes de Fick. Esta
establece que el flujo de moléculas a través de una membrana es directamente
proporcional a la concentracion de dichas moléculas a ambos lados de la membrana.
En situaciones en las que existen gradientes de concentracion de una sustancia, se
produce un flujo de particulas que tiende a homogeneizar y uniformizar la
concentracion. El flujo homogeneizador es una consecuencia estadistica del
movimiento azaroso de las particulas. El flujo de la sangre, alrededor de 0.05 mL min™
por cm® de piel, es muy eficiente para el retiro de las moléculas que han atravesado

las capas externas de la piel. Los capilares sanguineos llegan a 0.2 mm de la
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superficie de la piel. Para la entrega transdérmica de la mayoria de las drogas, el flujo
de la sangre mantiene un gradiente de concentracion entre la formulacion aplicada en
la superficie de la piel y el sistema vascular. Es este gradiente de concentracion el que
proporciona la fuerza impulsora para la absorcion de la droga (Barry, 1983).

Una molécula puede usar dos rutas para penetrar la piel humana normal e intacta, los
apéndices cutaneos o el estrato cérneo continuo. La primera comprende el transporte
via los conductos sudoriparos y los foliculos pilosos con sus glandulas sebaceas
asociadas. Aunque ofrezcan una alta permeabilidad se consideran de menor
importancia debido a su relativamente pequefa area, aproximadamente el 0.1-1.0 %
del area total de la piel. Sin embargo, pueden ser esenciales al principio después de la
aplicacion de la droga, y las glandulas sebaceas pueden actuar como reservorio para
algunos materiales (Kielhorn y col., 2005). Esta via, si es significativa para iones y
moléculas polares grandes que apenas penetran por el estrato cérneo. La Figura 1.4

ilustra estas vias de ingreso.

Figura 1.4: Difusion a través de: (1) la capa cornea, (2) el foliculo piloso, (3) la glandula
sudoripara (figura extraida de Barry, 2001).

En lo que respecta entonces a la via epidérmica (a través del estrato cérneo continuo)
se han podido identificar dos posibles vias: la intercelular donde la sustancia quimica
pasa entre los corneocitos en la region extracelular rica en lipidos, y la transcelular a
través de los corneocitos donde existe un fendmeno de particion entre las dos caras

de la membrana celular (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Diagrama simplificado del estrato corneo y 2 microrutas para la penetracion de
drogas (figura extraida de Barry, 2001).

La via principal por la cual difunda una molécula esta determinada entre otros factores,
por el coeficiente de particion. Drogas hidrofilicas se reparten preferentemente en los
dominios intracelulares, mientras que las lipofilicas (logaritmo del coeficiente de
particion octanol/agua, Log P o/w > 2) atraviesan el estrato cérneo via la ruta
intercelular. Una manera de seleccionar una droga con las propiedades fisicoquimicas
adecuadas de modo que difunda a una velocidad aceptable es verificar que la misma

cumpla con los siguientes requisitos (Barry, 2001):

¢ Peso molecular bajo, preferiblemente menos de 600 Da.

e Adecuada solubilidad en solvente organico y acuoso de modo de lograr un
gradiente de concentracion alto.

e Coeficiente de particion de la droga entre el vehiculo y la membrana (Log P
o/w) entre 1-4.

e Punto de fusién bajo, aconsejable menor a 200.0 °C (la solubilidad de una

droga esta inversamente relacionada con el punto de fusion.)

1.3 Sistemas de liberacién de drogas para terapia hormonal

Dentro de las distintas formulaciones para administracion de medicamentos a través
de la piel y particularmente de hormonas, las mas populares son los parches. A finales
de 1970 aparecieron los primeros Sistemas Terapéuticos de Administracion
Transdermal: sistemas de soporte de principios activos de accion sistémica, con
liberacion programada, constante y sostenida del farmaco, de manera que se podia

mantener la concentracion plasméatica dentro del margen terapéutico durante un
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tiempo prolongado. El primero en llegar al mercado en 1981 fue un parche de
liberacion de escopolamina.

La administracion de hormonas puede ser utilizada con fines de, anticoncepciéon o de
terapia hormonal de sustitucién. La terapia hormonal de sustitucion (TH) es utilizada
para mejorar la calidad de vida de las mujeres que se encuentran transitando el
periodo correspondiente a la menopausia y postmenopausia. La interrupcion definitiva
de las menstruaciones producto de la pérdida de actividad folicular del ovario define la
menopausia. En términos estrictos se trata de un suceso puntual, y corresponde al
ultimo ciclo menstrual. Por lo tanto, postmenopausia concierne al periodo que
transcurre desde el ultimo ciclo. Los términos climaterio y menopausia aunque tienen
un significado diferente son, a menudo, utilizados indistintamente. Cabe aclarar
entonces que el término climaterio define el periodo de la vida de la mujer que se
extiende desde 2-8 afos antes de la fecha de la menopausia hasta 2-6 afios después
de la ultima menstruacién. La edad de presentacion de la menopausia espontanea se
situa entre los 45 y 55 afos, con una media en torno a los 50-51 afios. La menopausia
se considera precoz cuando aparece antes de los 40 afos. Alrededor del periodo de la
menopausia, algunas mujeres presentan sintomas que pueden resultar molestos y en
ocasiones limitan la actividad cotidiana, ademas de la presencia de algunos problemas
de salud. Los sintomas son: vasomotores o sofocos que se definen como una
sensacion subjetiva de calor que habitualmente se asocia a una vasodilatacion
cutdnea y sudoracién que se sigue de un descenso de la T corporal y aceleracion
transitoria de la frecuencia cardiaca. Pueden durar desde unos pocos segundos hasta
varios minutos y su intensidad y frecuencia son muy variables. Cuando los sofocos
tienen lugar durante la noche y son intensos pueden alterar el suefio. Las alteraciones
del sueno, cefaleas y vomitos han mostrado una asociacion con la presencia de
sintomas vasomotores intensos. Los sintomas vaginales implican una reduccién de la
actividad de las glandulas vaginales y del grosor del epitelio vaginal. En cuanto a los
problemas de salud, la osteoporosis caracterizada por una baja masa oésea y
alteraciones de la microarquitectura del tejido 6seo conllevan a una disminucion de la
resistencia del hueso y un incremento de la fragilidad y de la susceptibilidad de
fractura. La enfermedad cardiovascular, el incremento de riesgo coronario esta ligado
sobre todo al incremento de factores de riesgo que aparecen con la edad. La
hipertension, la dislipemia, la diabetes, el sedentarismo, la obesidad y los
antecedentes familiares son los factores mas importantes y se potencian entre si. De
todos modos es controvertida la relacién entre la enfermedad cardiovascular y la

disminucion de estrogenos en la menopausia.
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La TH incluye distintas formas de estrégenos con o sin progestagenos, asi como los
progestagenos de forma aislada y la tibolona. La respuesta individual al tratamiento
con hormonas es variable y las mujeres requieren diferentes dosis. Cuando los
estrogenos se administran solos existe un riesgo aumentado de hiperplasia
endometrial, cuando se afiaden progestagenos disminuye el riesgo de hiperplasia. Las
mujeres que no puedan recibir TH o prefieran otro tratamiento pueden optar por;
tratamientos no hormonales, fitoestrégenos, medicamentos homeopaticos, hierbas
medicinales u otras técnicas como acupuntura (Grupo de trabajo de menopausia y
postmenopausia, 2004).

Existen riesgos asociados a la TH como el cancer de mama o de endometrio. No
obstante algunos autores afirman que con dosis bajas se pueden alcanzar beneficios,
y a la vez disminuir los riesgos. A su vez en muchos casos, el desarrollo de algun tipo
de cancer durante o luego de la TH puede asociarse a antecedentes familiares previos
0 a un periodo prolongado de TH (Warren, 2004). Actualmente existen 3 situaciones
que contraindican la TH: todos los tumores hormonodependientes, funcion hepatica
muy comprometida y antecedentes de tromboembolismo. Por consiguiente hay que
individualizar el tratamiento mediante una evaluacién clinica detallada por parte del
médico, para descubrir los factores de riesgo y las posibles contraindicaciones y
ademas, explicar a la paciente los beneficios y riesgos del tratamiento. Posteriormente,
de forma periddica se evalua el tratamiento pudiéndose cambiar el farmaco, la dosis,
la via o el régimen. Existen dos grandes grupos de tipos de TH. El primero de ellos es
el que se realiza unicamente con estrégenos y el segundo es el que se efectia con
estrogenos y progestagenos. Cada uno de estos grupos, a su vez se subdivide en
pautas continuas, en las que la paciente recibe tratamiento todos los dias, y en
ciclicas, en las cuales existen ciclos o dias sin tratamiento. En las pacientes que
reciben progestageno ademas de estrogeno, aun cabe una subdivision mas, en
relacion a los dias en los que éstas reciben el progestageno. Asi distinguimos pautas
secuenciales, que se caracterizan porque el progestageno se administra con el
estrogeno solo unos dias (en general de 10 a 14), existiendo otros en los que
Unicamente se administran estrogenos, y pautas combinadas, en las que el
progestageno esta combinado permanentemente con el estroégeno.

Los principios activos mas utilizados en TH son; dentro de los estrégenos: estriol,
estrogenos equinos conjugados y estradiol (valerato o 17B-estradiol); progestagenos:
progesterona y derivados de la progesterona (acetato de medroxiprogesterona) o

incluso derivados de la testosterona (acetato de noretisterona, levonorgestrel)
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La absorcion transdérmica de estrogenos ocurre por un lento proceso de difusion a
través de los lipidos del estrato corneo, seguido por una rapida difusién a través de la
EPD viable y dermis, y luego un ingreso a la circulacion.

Como se menciond, una de las formas de administrar hormonas a través de la piel es
mediante parches. El primer parche transdérmico para TH fue Estraderm® (Novartis,
Suiza), el cual fue lanzado al mercado en Europa en 1985, y era un sistema tipo
reservorio. En cuanto a los sistemas matriciales el primero en aparecer fue Climara®
(Berlex, EEUU) en 1995. En ambos casos el sistema liberaba 17p-estradiol (Yoo y
Lee, 2006).

Por lo mencionado anteriormente, el 17B-estradiol (E2) fue seleccionado como droga
modelo para el desarrollo de este trabajo de tesis, debido a su uso extensivo y a la alta
relevancia en la TH. El estudio de los procesos difusivos de esta droga a través de
fragmentos de piel humana y a través de membranas poliméricas, pretende ser la

base para el desarrollo de Sistemas de Administracion Transdermal de E2.

1.4 Ensayos de absorcion transdérmica in vitro

Es notorio que no existen lineamientos generales en las farmacopeas (por ejemplo en
la Farmacopea de EEUU y la Farmacopea Britanica) en relacién con protocolos para
ensayos de absorcion transdérmica de medicamentos. Razén por la cual muchos
investigadores tienen la opcién de desarrollar sus propios sistemas. Si existen guias
que pueden servir como puntos de partida, pero que estan relacionadas con ensayos
de toxicidad por exposicion cutdnea a algun agente contaminante. Estas guias
surgieron luego de consensos entre distintos organismos a medida que crecia la
necesidad de contar con estudios sobre exposicidbn cutanea a contaminantes
ambientales, incluso esta necesidad cobro6 relevancia debido a la falta de informacioén
que existia en otros campos como la cosmética y farmacéutica. Algunas de estas
guias provienen de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (una de las
mas completas porque hace un estudio detallado ya que tiene en cuenta
contaminantes provenientes desde el agua, aire y tierra) (Bronaugh, 1992), de
Comisiones Europeas (European Comission, 2004; OECD, 2004a), e incluso de la
Organizacién Mundial de la Salud (Kielhorn y col., 2005).

Para los estudios de difusion en general se usan celdas (las mas comunes son las
celdas de Franz) de uno o dos compartimientos (Franz, 1975). En las primeras se
suelen imitar mejor las condiciones de exposicidon a una cierta sustancia, dado que

s6lo cuentan con un compartimiento y encima de este la piel expuesta al ambiente.
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Las celdas de dos compartimientos tienen dos camaras, separadas por la membrana
en la que se evalla la difusion. Para este tipo de celdas tenemos dos opciones, las
estaticas en las cuales se van tomando muestras en el compartimiento receptor y se
determina la masa acumulada, o las continuas en las se mantiene un flujo a través del
compartimiento receptor, permitiendo este reemplazo una mejor simulacién de las
condiciones fisiologicas (Barry, 1983). El empleo de celdas continuas ayuda a prevenir
altas concentraciones de la droga debido a su acumulacién, lo que puede reducir la
absorcion o llevar a una saturacién y generar problemas de solubilidad. El muestreo
manual con las celdas estaticas restringe el mismo al horario de trabajo en el
laboratorio, también puede llevar a la formacién de burbujas cuando se realiza la toma
de muestra o se restituye el volumen. Esto ultimo se evita en las celdas con flujo de
solucién receptora. En las celdas estaticas es necesaria ademas una agitacion
constante para mantener un medio homogéneo, y sélo se mantiene la T constante en
el compartimiento receptor no asi en el donante (Bosman, 1996).

Se puede trabajar con dos tipos de dosis, uno implica un régimen de concentracion
finita en el que la solucién se aplica en un volumen suficiente para cubrir la piel y
normalmente permanece no ocluida para los cuales se utilizan celdas de un
compartimiento. El otro procedimiento involucra dosis infinita y la solucién se aplica en
exceso y es ocluida durante toda la duracion de la experiencia para evitar evaporacion.
Los parametros evaluados con dosis finita son, porcentaje absorbido y cantidad
absoluta penetrada, en ambos casos por area de difusién. Para dosis infinita, flujo en
estado estacionario (EE) o velocidad de penetracion y coeficiente de permeabilidad
(Kp) (Kielhorn y col., 2005).

La mayoria de los autores proponen que la recuperacion total de masa al final de la
experiencia debe ser entre 85.0 — 115.0 %, aunque algunos creen que debe ser entre
80.0 — 120.0 % para sustancias volatiles y para el resto de 90.0 — 110.0 % (van de
Sandt y col., 2004).

En cuanto a la composicién de la solucion receptora, para compuestos solubles en
agua, una solucién salina es suficiente; para compuestos lipofilicos se puede adicionar
albumina sérica bovina, polietilenglicol o algun solvente organico, siempre y cuando
este aditivo no provoque daios sobre el fragmento de piel (OCDE, 2004a).

En cuanto a la T de trabajo, la mayoria de los autores coincide en trabajar a 37.0 °C.
No obstante en algunos estudios la T usada es de 32.0 °C porque a menudo se afirma
que esa es la T de la piel. Sin embargo esto puede ser un error porque lo que se
designa como T de la piel es la de la superficie. La T de las capas inferiores de la piel
se aproxima a la del cuerpo o sea 37.0 °C. Por lo que una T de 37.0 °C en el

compartimiento receptor refleja mejor la situacion in vivo (Franz, 1993). Cérdoba Diaz
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y col. (2000) reportaron en su trabajo que la T de la superficie de la membrana fue
mantenida en 32.5 + 0.5 °C a lo largo del experimento cuando una T de 37.0 °C fue
programada para el compartimiento receptor. Cuando se intentan hacer correlaciones
in vitro-in vivo, trabajando in vitro con fragmentos de piel humana, pueden aparecer
diferencias las cuales pueden adjudicarse al tiempo que se deja reposar la piel antes
de iniciar el estudio, ya que esto puede repercutir en el grado de hidratacion que tenga
la piel al momento de entrar en contacto con la droga, diferencia en la procedencia de
la piel (lugar anatémico), si in vivo se hizo en el brazo e in vitro se hizo con piel
procedente del abdomen por ejemplo (Franz,1975). Los estudios in vitro en general se
hacen con concentraciones infinitas de droga, de modo tal que ni la droga ni ninguno
de los componentes del vehiculo disminuyen considerablemente durante el curso del
experimento, por lo tanto se obtiene un EE. El problema de los ensayos con dosis
infinitas, es que no simulan bien las situaciones reales de absorcién de sustancias a
través de la piel, y ademas grandes cantidades de la droga pueden dafar la
membrana y afectar su funcién barrera. En los estudios con dosis finitas hay una
disminucion del compuesto que comienza ni bien se inicia el proceso de absorcion
(Franz, 1993). No obstante el flujo de soluto es proporcional al gradiente de
concentracion a través de la membrana. Una premisa para el flujo maximo en una
situacion termodinamicamente estable es que la solucién donante debe estar
saturada. Aunque la concentracion diferencial suele considerarse una fuerza impulsora
de la difusion, el gradiente del potencial quimico o gradiente de actividad es en
realidad el parametro fundamental.

Como se menciond al no existir protocolos estandarizados, muchos investigadores
tienen la opcion de desarrollar sus propios sistemas, lo que crea dificultades en el
momento de comparar resultados obtenidos por distintos autores. No obstante, existen
trabajos realizados por conjuntos de laboratorios con el fin de comparar los resultados
y estudiar los factores que generan variabilidad, y que pueden servir de gran ayuda al
momento de las conclusiones. La absorcion in vitro de acido benzoico, cafeina y
testosterona fue estudiada, a través de piel humana en nueve laboratorios y en piel de
rata en un laboratorio, en un trabajo multicentrico (van de Sandt y col., 2004). Todos
los laboratorios realizaron sus estudios de acuerdo con protocolos detallados: dosis,
tiempo de exposicion, vehiculo, fluido receptor, preparacion de las membranas,
analisis, y cada laboratorio realizé entre 3-5 experimentos independientes para cada
sustancia estudiada. El rango de absorcion transdérmica de las tres drogas fue el
mismo para todos los laboratorios participantes. No hubo relacion entre el tipo de celda
de difusion utilizada y la absorcién de los compuestos, ya que algunos laboratorios

utilizaron celdas estaticas y otros con flujo continuo, y ademas tenian distintas areas
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de difusion y volumenes de los compartimientos. La variacién observada entre los
laboratorios puede ser atribuida a la variabilidad de la piel humana (sexo y edad del
donante), a la fuente de la cual proviene la piel (postmortem o quirdrgica) y al sitio de
extracciéon. Y en el caso de la testosterona (hormona de caracteristicas similares al
E2), el mas lipofilico de los 3 compuestos, el espesor de la piel fue una variable critica.
El coeficiente de variaciéon entre los laboratorios para el flujo maximo fue del 110.8 %,
para testosterona. La variacion intralaboratorio que se vio influenciada por la propia
piel, estuvo en el rango 6.3-111.0%, para testosterona. Dado que las determinaciones
in vitro de absorcidon a través de la piel estan afectadas por la variabilidad de la piel,
Chilcott y col. (2005) determinaron la variacién inter e intra laboratorio causadas por
otros factores distintos a la piel humana. Los 18 laboratorios participantes utilizaron
para los estudios de difusion una membrana artificial de silicona, metilparabeno como
sustancia difusora y un mismo protocolo. El coeficiente de variacion entre los
laboratorios fue aproximadamente del 35%, mientras que la variacion intralaboratorio
promedio el 10%.

En cuanto al origen de la piel (postmortem o procedente de una cirugia) como fuente
de variabilidad, Swarbrick y col. (1982) reportaron que muestras de piel removidas
postmortem luego de 72-96 hs tendian a exhibir velocidades de permeacion mas altas
y mas variables, sugiriendo posibles cambios estructurales en el estrato cérneo luego
de las 48 hs. Ademas de que la forma de almacenamiento (congelada seca o humeda)
y el tiempo de almacenamiento pueden influir también en las propiedades de la piel.
En este ultimo asunto algunos trabajos que utilizaron piel humana reportaron que el
congelado no tiene efecto sobre la permeabilidad de agua. Sin embargo otros estudios
han mostrado que el congelado induce incrementos significativos en la permeabilidad
de la piel tanto hacia compuestos lipofilicos como hidrofilicos, particularmente para
largos tiempos de almacenamiento. La divergencia entre estos resultados deja en
evidencia una vez mas la variabilidad en los disefios experimentales. Ahlstrom y col.
(2007) aclaran que el congelado de muestras de piel a una T de -20.0 °C incrementa la
pemeacién de hidrocortisona in vitro y la extension del incremento aumenta con el
tiempo de almacenamiento. No obstante la forma de los perfiles no se altera, lo que
sugiere que la piel continua comportandose como una membrana limitante al paso de
las sustancias cumpliendo con su funcién barrera.

En cuanto a la obtenciéon de EPD, la bibliografia describe diversos métodos tanto para
el tratamiento de piel humana como animal. La dermatomizacion de la piel permite
justamente, obtener piel exenta de dermis idénea para estudios in vitro. Este proceso
puede realizarse con un dermatomo, el cual permite obtener piel de un determinado

grosor, o a través de tratamiento con: agua a 60.0 °C durante 1.0 0 2.0 minutos (Scott
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y col., 1987; Cross y col., 2003), con una solucién de tripsina 0,1 % p v' a 60.0 °C
durante 2.0 minutos (Rana y col., 2005) o con solucién de bromuro de sodio 2 M 24 hs
a T ambiente (Scott y col., 1986). Nuevamente hay discrepancias en cual método es
mejor y cual produce menos dafio a la piel, y en como deben almacenarse los
fragmentos de EPD y durante cuanto tiempo hasta que dejan de ser viables.

En cuanto a modelos animales propuestos cuando no es posible trabajar con piel
humana, la piel de cerdo puede usarse como modelo de experimentacidn por tratarse
de la especie animal cuya piel presenta mayor analogia con la humana, lo que llevaria
a poder extrapolar después los resultados al hombre. Esto puede verse en un trabajo
de Schmook y col. (2001) en el cual utilizaron piel de cerdo y humana, y los flujos e
incluso las concentraciones en la piel fueron del mismo orden de magnitud para ambos
tejidos.

Lo mencionado corresponde a estudios de absorcién realizados en celdas de difusion.
Como se indicé, no hay disponibles en las farmacopeas protocolos para este tipo de
experimentos mientras que, si se encuentran monografias para estudios de liberacion
desde formulaciones transdérmicas (parches). Exponiéndose en dichas monografias
los dispositivos que se deben utilizar, volumenes y medios, T y velocidades de
agitacién y demas requerimientos. Pero solo se evalua la liberaciéon no la absorcion.
Mientras que para absorcidon se utilizan celdas de difusion, para liberacion se utilizan
Equipos para Ensayos de Disolucion. Dichos equipos, permiten establecer la velocidad
y la T del bafo requeridas, incluso visualizar sus valores junto con el tiempo
transcurrido del ensayo. La precision en el control de la velocidad y la T excede las
especificaciones de la Farmacopea de EEUU. Los vasos utilizados y las paletas son
de facil colocacién y ademas se incluyen los topes de altura para las paletas. Posee
también un kit de sondas de muestreo manual a las que se adosan las sondas de T
que permiten monitorear la T individual de cada vaso. Como puede observarse todas
las ventajas que presentan este tipo de equipamientos junto con los requerimientos
especificados en la Farmacopea de EEUU permiten disefiar o poner a punto una
metodologia segun las necesidades del investigador, basandose en protocolos

reconocidos.

2. QUITINA - QUITOSAN
La quitina (Figura 1.6) fue aislada por primera vez en 1811 por el quimico francés

Henri Braconnot cuando estudiaba las sustancias derivadas del Agaricus volvaceus y

otros hongos, y nombrada como “fungina”. Posteriormente en 1823 Odier reporté que
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habia encontrado un complejo insoluble aislado de escarabajos, al cual denomind
“quitina”, un vocablo que proviene del griego y que significa cubierta o envoltura (Larez
Velasquez, 2003).

En la actualidad sabemos que la quitina es un polisacarido que forma parte del
exoesqueleto de crustaceos e insectos, y también se encuentra en algunos hongos.
Después de la celulosa (Figura 1.6), es el segundo polimero mas abundante en el
planeta. Es un polisacarido, compuesto de unidades de acetilglucosamina
(exactamente, N-acetil-D-glucos-2-amina). Estas estan unidas entre si con enlaces B-
1,4, de la misma forma que las unidades de glucosa componen la celulosa. Asi, puede
pensarse en la quitina como en celulosa con el grupo oxhidrilo de cada mondémero
reemplazado por un grupo de acetilamina (Ravi Kumar, 2000; Veiga Ochoa y Ruiz
Caro, 2004).

La fuente natural de obtencion de la quitina es la cubierta de los crustaceos, donde se
encuentra estrechamente vinculada con sales inorganicas, proteinas y lipidos. Los
primeros pasos en la purificacion de la quitina involucran la separacion y el aislamiento
de estos materiales, usualmente por extracciones sucesivas. Comprende 3
operaciones basicas: Desproteinizacién (separacion de la proteina), Desmineralizacion
(eliminacién de la materia inorganica) y Decoloracion (separacién de los pigmentos
lipidicos). Por lo general los métodos de obtencién afectan la calidad de la quitina
haciendo necesario pasos adicionales de purificacion (del Rio Armas, 2002).

La quitina se clasifica generalmente de dos formas dependiendo de su estructura
cristalina: a- y B-quitina. La forma mas abundante y de facil accesibilidad es la a-
quitina (Kurita, 2006).

En cuanto al quitosan (QUI) (Figura 1.6) su historia comienza en 1859 cuando el
profesor Rouget observé que tratando quitina con hidréxido de sodio, obtenia un
producto al que denomind “quitina modificada” y que era soluble en acidos organicos.
Mas tarde en 1894, Hoppe-Seyler designé a este producto “quitosan” (Larez
Velasquez, 2003).

El QUI es entonces un polisacarido natural, biodegradable, biocompatible, no toxico y
un excelente formador de peliculas (filmégeno). Su campo de aplicacién se extiende
desde su uso en el tratamiento de aguas residuales hasta la produccién de productos
especiales en la medicina. Asi pues, el QUI es un copolimero de N-acetilglucosaminas
y glucosaminas. Bajo el epigrafe QUI se incluye una serie de polimeros de diferentes
pesos moleculares (50 KDa a 2000 KDa) y grado de desacetilacion (GD) (70-98 %).
Entre los usos farmacéuticos mas comunes se pueden citar su accién aglutinante,

disgregante, como polimero de recubrimiento, excipiente capaz de proporcionar
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liberacion controlada de farmacos, antimicrobiano y cicatrizante de heridas (Ravi
Kumar, 2000; Veiga Ochoa y Ruiz Caro, 2004).

H20H CH30H

Celulosa

Quitina

Quitosan

Figura 1.6: Estructura de la celulosa, la quitina y el QUI (figura extraida de Ravi Kumar, 2000).

La obtencion de QUI a partir de quitina es a través de un proceso de des-N-acetilacion
parcial alcalina. La reaccion de desacetilacion (Figura 1.7) es la pérdida del grupo
acetilo del grupo amida del carbono 2, dando lugar a un grupo amino en esa posicion.
La desacetilacion completa de la quitina produce un material totalmente soluble en
medio acido conocido como quitano; sin embargo, cuando la desacetilacion es
incompleta se crea una mezcla de cadenas que tienen distintas proporciones de
unidades 2-acetoamida-2-deoxi-B-D-glucosa y 2-amida-2-deoxi-B-D-glucosa unidas
por enlaces glucosidicos B-1,4. La relacion de estas unidades depende de las
condiciones de reaccidon y genera materiales con distintas propiedades (Larez
Velasquez, 2003).

__NaOH + CH,COONa

n

Figura 1.7: Reaccion por la cual se obtiene QUI a partir de la desacetilacién de la quitina
(figura extraida de Ravi Kumar, 2000).
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La desacetilacion puede realizarse mediante procesos quimicos o enzimaticos. El
proceso quimico puede llevarse a cabo de dos formas, homogénea o heterogénea. La
desacetilacion homogénea ocurre a T cercanas a la del ambiente durante periodos
largos de tiempo. Esto permite que la reaccion no se localice en determinados lugares
de la cadena y por lo tanto que el ataque a los grupos amida sea mas uniforme. La
desacetilacion heterogénea se lleva a cabo en soluciones acuosas concentradas de
bases (NaOH, KOH, 50 % p v'") bajo condiciones severas (100.0 — 160.0 °C). Estas
condiciones hacen que pueda ocurrir una reduccién en la longitud de la cadena, por lo
que es conveniente repetir varias veces el tratamiento alcalino durante periodos cortos
de tiempo y aislar el producto en cada etapa. En cuanto al método enzimatico, es la
quitina desacetilasa la enzima que cataliza la conversion de quitina en QUI. Desde el
punto de vista quimico, los procesos para obtener QUI son relativamente sencillos,
aunque el tratamiento con alcali concentrado y T relativamente altas implica ciertos
riesgos para los operadores y para el ambiente. En lo que respecta al método
enzimatico la principal ventaja frente al quimico es la obtencion de un material
uniforme en sus propiedades fisicas y quimicas, y su limitacion es que la enzima no es
muy efectiva (Vilchez Maldonado, 2005; Larez Velasquez, 2006).

La presencia de grupos aminos en la cadena polimérica ha hecho del QUI un material
muy versatil, por la posibilidad de realizar reacciones de anclaje de enzimas, obtencion
de peliculas entrecruzadas, una amplia variedad de reacciones quimicas (alquilacion,
formacion de sales cuaternarias, sulfatacion, tiosilacion, etc.). EI material obtenido
posee propiedades adecuadas para aplicaciones inmediatas y futuras en

biotecnologia, biomedicina y agricultura.

2.1 Caracteristicas fisicoquimicas del quitosan

Los principales parametros que determinan las caracteristicas del QUI son su peso
molecular y el grado de acetilacion.

El peso molecular representa una media de los pesos de las moléculas presentes en
la muestra. Algunos de los métodos utilizados para determinar el peso molecular son
viscosimetria, dispersion de luz y cromatografia de permeacién en gel. La
viscosimetria es el método mas utilizado. El grado de acetilacién se define como el
contenido en residuos de N-Acetilglucosamina (GIcNAc) presentes en la cadena
polimérica. Existen numerosos métodos para determinar el grado de N-acetilacién del
QUI. Entre estas técnicas podemos citar las espectroscopias de infrarrojo (IR), de

ultravioleta (UV), de resonancia magnética nuclear (RMN), la potenciometria y la
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conductimetria. De todos los métodos el mas utilizado es la espectroscopia de IR por
su simplicidad. El grado de acetilacién también puede encontrarse como GD. Estos
parametros son determinados por las condiciones de preparacién durante la obtencion
del QUI. Sin embargo luego pueden modificarse, por ejemplo, el GD puede disminuir
por reacetilacion y el peso molecular puede disminuir por depolimerizacién acidica
(Larez Velasquez, 2003; Vilchez Maldonado, 2005).

Debido a su alto peso molecular y a su estructura lineal no ramificada, el QUI es un
potente agente viscosizante en medio acido y se comporta como un material pseudo
plastico, con viscosidad dependiente de la agitacion. Ademas la viscosidad de las
soluciones de QUI aumenta al aumentar la concentracidon de éste, mientras que
disminuye al elevar la T y el GD. En cierta manera un factor que limita la aplicacion del
QUI puede ser su alto peso molecular y por lo tanto su alta viscosidad, que dificulta la
manipulacién de las soluciones de QUI cuando estas se preparan a altas
concentraciones (superiores al 3% p v''). El peso molecular también influye sobre las
propiedades fisicas de las membranas. Por ejemplo la cristalinidad en la membrana
aumenta con el peso molecular, debido a un mayor “enredo” que resulta del uso de un
QUI de peso molecular alto, aunque también puede deberse a la pequefa distancia
intermolecular por trabajar con soluciones concentradas, lo que facilita las
interacciones intermoleculares. De esta manera las estructuras que se forman son
mas ordenadas llevando a mayores cristalinidades (Chen y Hwa, 1996).

Por otro lado, los productos obtenidos de la depolimerizacion del QUI, esto es
moléculas de bajo peso molecular (del inglés, low molecular weight chitosan) y los
oligobmeros de QUI, solucionan el inconveniente de la alta viscosidad de la soluciones
y tienen también muchas aplicaciones. Con un peso molecular de 5 a 10 kDa,
presentan actividad bactericida, fungicida, y efectos hipolipidémicos e
hipocolesterolémicos, entre otros usos (Vishu Kumar y col., 2004).

La presencia de grupos aminos permite la disolucién del QUI en soluciones acuosas
de acidos (acido férmico, acético, citrico, lactico, clorhidrico, sulfurico), por medio de la
protonacién de esos grupos. Al adquirir carga positiva el grupo amino, el QUI aumenta
su capacidad hidrofilica. Debido a que el pKa del grupo amino en el QUI es 6.5, el
polimero estara cargado positivamente en soluciones acidas diluidas, actuando como
un polication por lo que podra formar complejos electroestaticos con especies
cargadas negativamente tales como proteinas, polielectrolitos aniénicos, aniones de
bajo peso molecular y drogas (Neto y col., 2005; Kurita, 2006). Como se mencion6
anteriormente, existen varios parametros que pueden afectar las propiedades de las
membranas de QUI, incluso el tipo de disolvente utilizado. Acerca de este parametro,

aunque son muchos los acidos organicos e inorganicos que son solventes del QUI, las
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soluciones acuosas diluidas de acido acético son las mas comunes porque son
“‘buenas y suaves” solventes, en las cuales las moléculas de QUI sufren un menor
proceso de degradacién. Esto se debe a las diferentes configuraciones espaciales de
las cadenas poliméricas producto de las interacciones del polisacarido con el acido en
solucion (Yamamoto y col., 1997). Asimismo, los porcentajes de absorcion de agua y
de disolucién de la membrana (en medios acidos o neutros) aumentan a medida que la
molécula del acido, usado para disolver el polimero, tiene mas grupos oxhidrilos y

carboxilos y menos grupos alquilo (Ritthidej y col., 2002).

2.2 Aplicaciones del quitosan

Dada la versatilidad del QUI y sus derivados, la aplicacion de estos materiales es muy
amplia e incluye areas tales como, quimica analitica, biomedicina, cosméticos,
agricultura, ganaderia, tratamientos de aguas, industria del papel, textil y alimentaria.
En cuanto a su aplicacién en quimica analitica las membranas de QUI pueden
utilizarse en procesos de filtracién para la retencién de compuestos organicos,
colorantes como azul de metileno y proteinas tales como hemoglobina y albumina
sérica bovina (Mello y col., 2006), desarrollo de biosensores enzimaticos (Wu y col.,
2007), sistemas para la absorcion de metales (Webster y col., 2007).

Entre los usos médicos y farmacéuticos podemos mencionar la confeccion de hilos de
sutura que no precisan ser retirados, productos de la depolimerizacién del QUI
utilizados como potentes inhibidores de la angiogénesis en tumores (Harish Prashanth
y Tharanathan, 2005), actividad antimicrobiana de QUI y complejos QUI-metales
contra bacterias tales como Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Eschericchia coli,
Pseudomona aeruginosa y hongos como Candida albicans y C. parapsilosis (Wang y
col.,, 2005), diseno de bandas adhesivas para prevenir infecciones sistémicas en
heridas contaminadas (Burkatovskaya y col., 2006), sistemas para la liberacion
controlada de farmacos (Tacharodi y Panduranga Rao, 1995; Berger y col., 2004;
Thein-Han y Stevens, 2004; Dhanikula y Panchagnula, 2004). Una aplicacion
prometedora es el uso de complejos del biopolimero para la introduccién de material
genético en el interior de células (Jiang y col., 2007), también se ha utilizado para el
tratamiento de quemaduras (Alemdaroglu y col., 2006), y para simulacion de piel
humana y animal en estudios de permeabilidad de drogas (Dureja y col., 2001; Rana y
col., 2004 y 2005).

De acuerdo a propiedades particulares del biopolimero en cuanto a tratamiento de

afecciones de la piel y las mucosas, y a su capacidad hidratante, lo cual disminuye la
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pérdida transepidérmica de agua, éste es incorporado en distintas formulaciones
cosmeéticas, cremas protectoras para las manos con efecto restaurador y antioxidante,
cremas para el cuerpo, gel antiacné, lapiz labial, crema para después del bronceado
con el fin de reducir los efectos secundarios luego de una exposicion al sol (Kim y col.,
2006).

Por su actividad antimicrobiana, cicatrizante y hemostatica, también tiene aplicaciones
en medicina veterinaria (Senel y McClure, 2004). Se ha reportado que patégenos tanto
del suelo como de los cultivos pueden ser controlados por aplicaciones de QUI pre o
postcosecha, no sélo por la actividad antimicrobiana del polimero sino ademas porque
éste activa varios mecanismos de defensa, induciendo y/o inhibiendo diferentes
actividades bioquimicas durante la interaccion planta-patégeno (Bautista-Bafos y col.,
2006); por otro lado dentro de lo que es el uso en agricultura, la aplicacion de QUI
permitiria a los cultivos un mayor rendimiento en la utilizacion del agua ya que
ejerceria una eficaz accion antitranspirante (Bittelli y col., 2001).

También se evalud con éxito la factibilidad del QUI en los procesos de coagulacion
para el pretratamiento de aguas residuales de industrias lacteas para la eliminacién de
proteinas y grasas, y de esa manera reducir la carga de la unidad de biotratamiento
(Chi y Cheng, 2006); para la absorcion y recuperacion de metales pesados de
efluentes acuosos y de esa manera disminuir la contaminacién de medios naturales
(Rhaziy col., 2002)

En la industria textil se ha estudiado el uso de QUI en los bafos de tincion de tejidos
de algodén, observando que el polisacarido incrementa la intensidad y la fuerza
caracteristica del color (Gupta y Haile, 2007).

En la industria alimentaria se observo que cubiertas comestibles de QUI pueden ser
una alternativa para prevenir el deterioro y conservar la calidad de alimentos
aumentando la vida util (Sathivel y col., 2007), también se evalua el uso del polimero
en la confeccion de sistemas QUI-vitaminas para la suplementacion de comida
humana. El agregado de QUI a la dieta podria tener incluso efectos hipolipidémicos e

hipocolesterolémicos.

2.3 Propiedades funcionales del quitosan

Se sabe que el QUI es no antigénico, biocompatible, permitiendo su uso en varias
aplicaciones médicas y, ademas, como es metabolizado por enzimas humanas se lo

considera biodegradable. Dentro de sus propiedades funcionales este biopolimero
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puede formar membranas, tiene capacidad de gelacion, como asi también de
adsorcion de metales, adhesion de células y proteinas.

En algunas aplicaciones médicas y farmacéuticas el QUI es utilizado como
componente de hidrogeles. Por hidrogel se entiende “una red macromolecular
hinchada con agua o fluido biolégico” (Berger y col., 2004). Para el caso particular del
QUI los hidrogeles se clasifican en quimicos (formados por uniones covalentes
irreversibles) y fisicos (formados por varias uniones reversibles, como las
interacciones idnicas).

En los hidrogeles de QUI unidos covalentemente, los agentes de entrecruzamiento
(EC) mas comunes son los dialdehidos tales como glioxal y el glutaraldehido. Dentro
de las aplicaciones médicas de estos tipos de geles encontramos sistemas para
liberacion de drogas (riboflavina, rifampicina) y soportes para cultivos de células
(soporte para adhesion de hepatocitos). La biocompatibilidad de estos hidrogeles no
ha sido asegurada debido a que pueden permanecer moléculas de agentes de EC
libres, las cuales serian potencialmente toxicas y por lo tanto la administracién de
estos sistemas en humanos podria resultar problematica. Para poder superar este
inconveniente y evitar los pasos de purificacion y verificacion antes del uso, se pueden
preparar hidrogeles mediante uniones idnicas reversibles.

Dado que el QUI es un polimero policationico, las reacciones con compuestos
cargados negativamente, iones o moléculas, pueden permitir la formacién de redes
entre cadenas de polimeros por uniones ibénicas. Las redes de QUI ligadas
ibnicamente (pueden ocurrir otro tipo de interacciones adicionales como hidrofébicas o
puentes de hidrogeno intercatenarios) pueden ser clasificadas en dos grupos segun el
tipo de entrecruzador utilizado, aniones o moléculas anidnicas. Entre los agentes de
EC mas usados estan Mo (IV) o Pt (Il) (idnicos) y ftripolifosfato o B-glicerolfosfato
(moléculas idnicas), o incluso otro polimeros (poliacrilato de sodio).

La densidad de EC es el principal parametro que influye en las propiedades (dureza
mecanica, hinchamiento y liberacién de drogas) de hidrogeles unidos idbnicamente. Por
lo tanto es necesario determinar las condiciones de reacciéon que influyen en la
densidad de EC. La reaccién es principalmente afectada por el tamano del agente de
EC y la carga global del QUI y del agente. A menor tamafio molecular del agente, la
reaccion es mas rapida. Con respecto a las cargas, la densidad de carga del i6n
depende del numero de oxidacion y es independiente del pH, mientras que para las
moléculas iénicas la densidad de carga depende de su pKa y éste a su vez del pH de
la solucion de reaccion. La densidad de cargas del QUI y del agente de EC debe ser
suficientemente alta como para permitir las interacciones y la formacién de la red. Es

importante pensar en el uso de agentes que permitan tener alta densidad de cargas,
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asegurando una alta densidad de EC, tal como el tripolifosfato. Ademas el uso de este
agente, implica la liberacién de grupos oxhidrilos permitiendo monitorear el proceso
mediante mediciones de pH (Berger y col., 2004). Los hidrogeles de QUI unidos
idnicamente se pueden hinchar tanto en medio acido, neutro o basico.

En relacion con este trabajo de tesis, la formacion de membranas es la propiedad
funcional que interesa.

Como se ha mencionado, el QUI tiene la capacidad de formar membranas con buenas
propiedades mecanicas y de permeabilidad; esta posibilidad de preparar membranas
fue uno de los primeros campos de aplicacion estudiados de este biopolimero.

Las membranas de QUI pueden prepararse por secado a T ambiente durante 24-48
horas luego de verter la solucion del polimero en un recipiente, generalmente una
placa de petri, bien nivelada para que la pelicula sea uniforme. Otra forma de preparar
las membranas es por secado en horno, o por exposicién del material a radiacion
electromagnética infrarroja, lo cual reduce el tiempo necesario para la evaporacion del
solvente.

Las peliculas secadas a T ambiente contienen pequefias cantidades de acido acético
ligado por uniones salinas a los grupos aminos del QUI de modo que esta forma del
polimero se llama forma salina (S-form, del inglés salt form). Para remover el acido
aceético y convertir el QUI en la forma insoluble (B-form, del inglés polybase form),
pueden tratarse las membranas con una solucion de NaOH (Vikhoreva y col., 2002) o
como se menciond, con algun otro agente de EC que tenga carga negativa neta.

El tratamiento térmico de los films conteniendo el polimero en la S-form puede ser un
meétodo alternativo para alterar la estructura, disminuir la solubilidad y aumentar la
resistencia de las membranas. Varios procesos toman lugar durante el tratamiento
térmico incluyendo amidacién, degradacion y EC del polimero (Zotkin y col., 2004).
Otros trabajos han sido reportados en la bibliografia sobre tratamientos térmicos con
calor seco o humedo, y como éstos afectan propiedades fisicas de las membranas,
capacidad de absorcion de agua y la permeabilidad (Lim y Wan, 1995; Nogales y col.,
1997; Srinivasa y col., 2004). En un trabajo realizado por Retuert y col. (2000), se
estudiaron los efectos de tratamientos térmicos sobre la microdureza en membranas
de QUI. Utilizaron dos tipos de QUI, de diferentes pesos moleculares pero con similar
GD. Encontraron que la dureza de las membranas preparadas con ambos tipos de
QUI fue similar, lo que sugiere que esta propiedad no depende del peso molecular en
un amplio rango; mientras que si depende del GD el cual también determina la
estabilidad térmica y las propiedades mecanicas. Los valores de microdureza
aumentaron notablemente (Figura 1.8) con un calentamiento moderado (60.0 °C)

alcanzando valores constantes de aproximadamente 450 mPa tras 60 minutos a esa
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T. Esto se atribuyé a la pérdida de agua y a la formacién de nuevos enlaces
intermoleculares que consolidan una red mas compacta. El QUI, contiene grupos
oxhidrilos, aminos y amidas que pueden promover interacciones intermoleculares, a
través de puentes de hidrogeno, las cuales son interacciones reversibles. El aumento

de la dureza estuvo acompanado por un aumento en la fragilidad de las membranas.
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Figura 1.8: Variacion en la microdureza con el tratamiento térmico (60.0 °C) para membranas
de QUI con alto peso molecular (QO+) y bajo peso molecular (QO,) (figura extraida de Retuert y
col., 2000).

Como puede observarse en la Figura 1.8 existe un importante incremento en la
microdureza durante los primeros 15 minutos. Luego la microdureza se incrementa
pero gradualmente después de 30 minutos de tratamiento térmico y luego permanece
practicamente constante, alcanzando valores mayores a 450 mPa.

Por lo tanto, las propiedades de las membranas de QUI pueden modificarse mediante

tratamientos térmicos o tratamientos con soluciones de aniones o moléculas idnicas
(EC idnico).

2.3.1 Utilidad de las membranas de quitosan

Son varios los estudios de difusidon/liberacion realizados con membranas sintéticas, no
s6lo de QUI sino de otros polimeros, dado que se presentan como una alternativa
prometedora para reemplazar, en estudios de difusion in vitro, la manipulacién de
fragmentos de piel humana o animal. Ademas se estudia su empleo en el desarrollo de
sistemas de liberacion controlada de drogas; por ejemplo la irritacion de la piel, un
problema comun en la aplicacion de sistemas de administracion transdermal puede ser
minimizado cuando el QUI es usado como membrana de contacto en la fabricacion de
estos sistemas. A continuacién a modo de ejemplo, se hace una revision de algunos
de los trabajos reportados.
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Tacharodi y Panduranga Rao (1995) disefaron sistemas de liberacion transdermal de
propanolol-HCI controlados por membrana, utilizando membranas de QUI con distintas
densidades de EC covalente como membrana que controla la liberacién de la droga y
un gel de QUI como reservorio de la droga. La velocidad de liberacién dependié en
forma inversa con la densidad de EC. La cantidad de droga liberada también dependi6
del area de liberacion del dispositivo, para dispositivos con membranas de igual
densidad de EC, la liberacién fue mayor a mayor area.

Thein-Han y Stevens (2004), trabajaron con un sistema similar conformado por una
membrana de QUI que controlé la velocidad de liberacion de la droga (EC iénico) y un
gel de QUI que contenia droga actuando como reservorio.

El QUI también ha sido utilizado en el desarrollo de sistemas de libracion de
medicamentos antineoplasicos tales como 5-fluorouracilo y paclitaxel. De esta manera,
luego de la remocion quirdrgica del tumor, estos dispositivos podrian implantarse en el
mismo sitio donde estaba el tumor de modo de lograr una respuesta localizada y
eficaz. Esta posibilidad de respuesta localizada permitiria el tratamiento por ejemplo de
gliomas malignos, ya que los agentes terapéuticos no pueden atravesar la barrera
hematoencefalica luego de la administracion. En este sentido matrices de QUI para
liberacion de paclitaxel han sido desarrolladas y caracterizadas con éxito (Dhanikula y
Panchagnula, 2004). Incluso varios antibidticos (rifampicina, tetraciclina) han sido
evaluados como potenciales principios activos para ser incorporados en sistemas de
liberacion a base de QUI (Berger y col., 2004; Bella Cruz y col. 2008).

De esta manera puede apreciarse como medicamentos que incluyen analgésicos,
agentes para tratamiento de hipertension, antibidticos, drogas para quimioterapia de
cancer, e incluso antiinflamatorios entre otros, ya han sido ensayados con éxito en su
incorporacion a un sistema de liberacién controlada preparado con QUI. Ademas el
creciente interés que despierta el ensayo con otros medicamentos y la optimizacion de
estos dispositivos de modo de lograr una respuesta que permita una rapida
recuperacion del paciente, como asi también un mejor prondstico de supervivencia en
pacientes con cancer.

En el caso particular de los sistemas de administracion transdermal, su desarrollo
requiere de datos obtenidos de estudios de permeacion in vitro. Estos estudios
requieren el uso de pieles humanas o animales. La escasa disponibilidad de
fragmentos de pieles y las restricciones éticas y legales hacen evidente la necesidad
de buscar sustitutos. Las membranas artificiales poseen ciertas ventajas sobre las
membranas biolégicas debido al control en la composicion, facilidad de preparacion y
reproducibilidad de los resultados. Por lo tanto, tales membranas tienen un gran

potencial para ser sustitutas de las pieles animales o humanas. Membranas de
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carbosil (Feldstein y col. 1998; lordanskii y col., 2000) y QUI han sido preparadas para
tal fin. A continuacion se detallan los trabajos reportados con membranas de QUI.
Dureja y col., (2001) prepararon membranas de QUI utilizando tripolifosfato de sodio
(TPP) como agente de EC. En estudios preliminares observaron que la T de secado,
la concentracion de QUI, la concentracién de TPP y el tiempo de EC, afectaban las
propiedades de las membranas. Sin embargo estos autores utilizaron una T de secado
de 60.0 °C, ya que T mayores producian membranas poco uniformes y realizaron un
disefio estadistico con las otras 3 variables restantes, utilizando diclofenac de sodio
en los ensayos de permeacién y compararon las membranas con piel de rata.
Finalmente lograron que una de las membranas de QUI simulara el flujo de diclofenac
obtenido a través de piel de rata.

Rana y col. (2004 y 2005), publicaron dos trabajos relacionados con el disefio y
optimizacion de membranas de QUI. En ambos estudiaron las variables implicadas en
la formulacién para identificar aquellas que resultaban significativas sobre el flujo de
las drogas indometacina y 5-fluorouracilo. Las variables fueron: concentracion de QUI,
concentraciéon de agente de EC, tiempo de EC, tiempo de secado de las membranas a
45.0 °C y concentracién de la solucién de acido acético utilizada para disolver el
polimero. La diferencia entre ambos trabajos publicados fue el agente de EC utilizado,
TPP en uno y citrato de sodio en otro. Ademas, en el trabajo realizado con citrato la
reaccion de EC se realizé con soluciones de citrato ajustando el pH a 5 y sin ajustar. El
meétodo estadistico utilizado por estos autores en ambos trabajos fue un diseno
Plackett-Burman. Encontraron que la concentracion de QUI, concentracién de ambos
agentes de EC y el tiempo de EC fueron significativas, y realizaron luego con dichas
variables un disefo estadistico de optimizacion con el fin de elaborar membranas que
simulen piel humana y animal (rata y conejo).

De esta manera puede observase como la manipulacion controlada de ciertas
variables de formulacion puede llevar al diseio de una membrana con una dada
composiciéon, de modo de lograr con ella el mismo flujo que se obtuvo con un

fragmento de piel humana o animal.

3. HERRAMIENTAS QUIMIOMETRICAS

El objetivo de la experimentacion en investigacion es obtener informacion de calidad,
la cual permitira llegar a comprender mejor un sistema y tomar decisiones sobre como
optimizarlo o manipularlo. Entonces la experimentacion debe ser planificada

(disefiada) cuidadosamente para que brinde la informacién buscada. Tanto por la
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importancia de las decisiones que se puedan tomar sobre la base de los resultados
experimentales obtenidos y analizados, como por el costo de la experimentacion
(elevado en la mayoria de los casos), es razonable utilizar una metodologia
matematica y estadistica que indique como planificar la secuencia de experimentos.
Dicha planificacion y andlisis es el principal objetivo del Disefio Estadistico de

Experimentos.

3.1 Disefio y analisis de experimentos

La quimiometria fue una subdisciplina de la quimica durante 30 afos, y fue
evolucionando junto con la instrumentacién, los procesos y métodos matematicos y
quimicos, para convertirse en una disciplina por si misma (Hopke, 2003). Segun
Massart y col. (1997) la quimiometria utiliza métodos matematicos, estadisticos y otros
basados en la logica, para resolver problemas en el campo de la quimica. La

guimiometria se puede dividir en 3 areas generales:

e Optimizacion de los procedimientos experimentales y mediciones quimicas.
e Calibracion, validacion y significancia de las mediciones analiticas.

e Proveer la mayor cantidad de informacién a partir del analisis de los datos.

La manera mas eficiente de mejorar el valor de la investigacién y disminuir el tiempo
de experimentacion, es realizar un proceso de optimizacién a través de la utilizacion
de un disefio experimental.

Se puede optimizar un problema analitico, un instrumento analitico, un proceso y esa
optimizacién se realiza mediante el estudio de un numero limitado de factores. Un
factor es cualquier aspecto de las condiciones experimentales que influye en el
resultado obtenido en un experimento. Los factores pueden ser cualitativos cuando
sus posibles valores no se pueden ordenar numéricamente (se conocen comunmente
como factores categoricos), o cuantitativos cuando los valores posibles se pueden
ordenar numéricamente. Se entiende por niveles de un factor a los diferentes valores
que dicho factor toma. El efecto de un factor se define como el cambio en la respuesta
producido por un cambio en el nivel del factor.

Asi que, si se quiere que las conclusiones extraidas de un experimento sean
correctas, hay que identificar los diferentes factores que influyen en el resultado vy, si
es posible, controlarlos. Una respuesta puede estar influenciada por una amplia
variedad de factores, por esto es que se realiza el screening en las etapas iniciales del

disefio experimental, cuyo objetivo no es obtener datos exactos y hacer una completa
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descripcion del sistema sino mas bien estudiar la importancia de ciertas variables en el
fendbmeno estudiado. De esta manera se conoceran aquellos factores activos, los
cuales producen una variacion significativa en la respuesta medida, y aquellos factores
no activos, los cuales pueden ser modificados dentro de ciertos niveles sin que esto
genere consecuencias importantes en la variable respuesta. Por lo tanto, estos
factores seran indicadores en cierta manera de la flexibilidad del sistema en estudio.

Este estudio preliminar permitira en la etapa de optimizacion, hacer un uso mas
efectivo de los recursos disponibles, distribuyendo mejor el tiempo, el esfuerzo y

sobretodo el capital.

3.1.1 Disefio Experimental

Un experimento es un procedimiento (prueba o ensayo) mediante el cual se trata de
comprobar una o varias hipétesis relacionadas con un fendmeno determinado,
mediante la manipulacion de las variables que probablemente son su causa. Un
experimento diseflado es una prueba o serie de pruebas donde se inducen cambios
deliberados en las variables de entrada del sistema, de manera que sea posible
observar e identificar las causas de los cambios en la respuesta de salida
(Montgomery, 1991).
Entre los objetivos del experimento pueden incluirse:
e Determinar que variables tienen mayor influencia sobre una respuesta.
e Determinar el mejor valor de las variables que influyen en la respuesta, de modo
que:
a) La respuesta tenga un valor cercano al deseado
b) La variabilidad de la respuesta sea pequefia

c) Se minimicen los efectos de las variables

El disefio estadistico de experimentos es el proceso de planear un experimento para
obtener datos apropiados, que pueden analizarse mediante métodos estadisticos, con
el fin de producir conclusiones validas y objetivas.

La metodologia estadistica es el unico enfoque objetivo para analizar un problema que
involucra datos sujetos a errores experimentales. Por lo tanto, hay 2 aspectos en
cualquier problema experimental: el disefio del experimento y el analisis estadistico de
los datos.

Algunos de los principios del disefio de experimentos son la obtencion de réplicas,
que se refiere a una repeticion del experimento basico lo que permitira al

experimentador obtener una estimacion del error experimental (Gtil para determinar si
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las diferencias observadas en los datos son estadisticamente significativas) y ademas
calcular una estimacion mas precisa del efecto de un factor. La aleatorizaciéon, se
entiende como el hecho de que tanto la asignacién del material experimental, como el
orden en el que se realicen las pruebas individuales o ensayos, se determinan en
forma aleatoria.

Al momento de disefiar un experimento, el investigador debe decidir que se va a
estudiar y cdmo se van a recopilar y analizar los datos. Asi los experimentos pueden
ser planificados de modo tal de obtener la mayor informacién posible con el menor
numero de experiencias. Por lo tanto debe seleccionar la variable respuesta o funcion
objetivo. La respuesta seleccionada debe proveer informacion acerca del proceso en
estudio. A veces, solo se necesita una respuesta individual aunque en algunos casos
la funcién objetivo puede estar compuesta por multiples respuestas. Para la eleccion
de los factores y sus niveles es necesario conocer el proceso completo, tal
conocimiento suele ser una combinacién de experiencia practica y comprension
tedrica. Para analizar los datos experimentales se deben emplear métodos
estadisticos, de modo que los resultados y conclusiones sean objetivos, mas que
apreciativos. Los métodos estadisticos hacen posible asignar un nivel de confiabilidad
a los resultados. La principal ventaja de estos métodos es que agregan objetividad al
proceso de toma de decisiones. Las técnicas estadisticas, acopladas a un buen
conocimiento del proceso y al sentido comun, suelen llevar a conclusiones razonables.
No obstante la estadistica no puede sustituir el hecho de reflexionar sobre el problema.
Existen programas de computacién para el analisis de los datos y métodos graficos
para su interpretacion.

Los resultados ademas pueden ser descriptos como una funcion basada en las
variables experimentales de la forma y=f(x), donde f(x) es aproximada a una funcién
polinomial que describe la relacion entre las variables experimentales y la respuesta

dentro del dominio experimental. Algunos de los modelos son:

e Modelos lineales: son los mas simples y describen una relacion lineal entre las
variables experimentales y la respuesta, por ejemplo un modelo lineal para dos
variables se presenta como y=hgy + bix; + byx, + residual

e Modelos polinomiales: contienen términos que describen ademas la interaccion de
las variables experimentales entre si. Un modelo de interaccion de segundo orden
se expresa como y= by + biX; + box, + biox X, + residual

e Modelos cuadraticos: en las situaciones donde sea necesario determinar un 6ptimo

(maximo o minimo) los términos cuadraticos deben ser introducidos en el modelo, lo
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que permite estudiar relaciones no lineales. La funcién polinomial se expresa como

y= bo + bixq + boXp + braxa? + booXo® + biopXix, + residual

Los modelos pueden en algunos casos incluir monomios de orden 3, y en tal caso ser
modelos cubicos. Las funciones polinomiales descriptas contienen parametros
desconocidos (b, b1, by, etc.) que deben ser determinados (Lundstedt y col., 1998).

En cuanto a como se van a recopilar los datos para definir los factores que afectan a la

funcién objetivo existen distintos tipos de experimentos. Estos pueden ser:

e Factorial completo a 2 niveles (2) donde k es el nimero de factores.

e Factorial fraccionado (2") donde el nimero de experimentos se reduce con
respecto al anterior de acuerdo con el numero p.

o Plackett-Burman, son disenos factoriales fraccionados a 2 niveles, utilizados para
estudiar muchos factores y que tiene como supuesto que no debe haber
interacciones entre los factores. Solo los efectos principales son calculados con un

numero reducido de experimentos.

En algunos casos un factor puede estudiarse a 3 niveles si se decide incluir un valor
intermedio. En general un nimero k de factores y n niveles involucran n*
experimentos.

Una vez que se determinaron los factores responsables del experimento, asi como sus
interacciones, la siguiente etapa a realizar es el proceso de optimizacién. Es decir
conocer que valores de los factores proporcionan la respuesta buscada. Para llevar a
cabo el proceso de optimizacion se pueden distinguir entre optimizaciones simultdneas
y secuenciales.

En la optimizacion simultanea se construye un disefio experimental y, con un modelo
matematico, se estudia la relacion entre las respuestas y los factores, a través del
método de superficie de respuesta (del inglés, Response Surface Methodology). Los
disefios experimentales utilizados en estos casos son: factorial completo para 3 o mas
niveles, central compuesto, Box-Behnken y disefios mezclas, entre otros.

La optimizacién secuencial se basa en un disefio inicial de experimentos con sus
respectivas mediciones y obtencién del resultado, a partir de los cuales se disefia otra
serie de experiencias hasta encontrar el punto 6ptimo. El diseio experimental que se
utiliza para este analisis es el método Simplex. Un simplex es una figura geométrica
con (k+1) vértices donde k es el numero de factores en un dominio experimental de
dimensién k. Por ejemplo cuando el numero de factores es 2, el simplex es un
triangulo (Lundstedt y col., 1998).

El método simplex permite solo llegar a los alrededores del maximo, mientras que los

meétodos como los de superficie de respuesta permiten determinarlo con exactitud.
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A continuaciéon se detallan los disefios experimentales que se emplearon en este

trabajo de tesis.

3.1.1.1 Disefio Factorial Fraccionado

La aplicacién de los disenos factoriales completos es impracticable cuando el nimero
de factores es muy grande ya que el numero de experimentos se eleva
considerablemente, lo que incrementa ademas el tiempo de investigacion y los costos.
De esta manera el disefio completo puede fraccionarse y los factores pueden ser
eficientemente evaluados usando una pequefa fraccion de los experimentos de un
disefio factorial completo. En los primeros estudios de un sistema no es necesario
investigar los efectos de las interacciones entre todas las variables, es recomendable
estimar los efectos principales (Araujo y Brereton, 1996a). Asimismo en algunos casos
se puede asumir que los efectos de las interacciones de tercer orden 0 mayores son
pequefas en comparacion con los efectos principales y entonces pueden no incluirse
en el modelo polinomial. De este modo aparecen las fracciones (1/2, 1/4, 1/8...1/2°) de
un disefio experimental y el disefio es entonces 2P donde k es el nimero de factores
y p el tamano de la fraccion. El tamafo de la fraccidén determina el posible nimero de
efectos a estimar, y el nUmero de experimentos a realizar (Lundstedt y col., 1998).

Los niveles de los factores suelen identificarse como — (menos) para el nivel bajo y +
(més) para el nivel alto. La eleccion correcta de los niveles se determina
principalmente por la experiencia y el conocimiento del experimentador y por las
restricciones fisicas del sistema. Para factores que son variables continuas, el efecto
depende de los niveles alto y bajo utilizados. Si estos estan excesivamente cerca uno
del otro, se puede concluir que el efecto del factor correspondiente no sea significativo,
a pesar de que sobre el intervalo completo de los niveles del factor, el efecto no sea
despreciable. Por otra parte, si los niveles se alejan bastante, pueden caer a ambos
lados de un maximo, y aun asi dar lugar a una diferencia en la respuesta que no sea
significativa.

No obstante en un diseno fraccionado varios factores pueden ser estudiados sin un
numero excesivo de experiencias; el precio de fraccionar las experiencias es que los
factores principales son confundidos o lo que es lo mismo decir poseen alias.

Existen una o mas relaciones entre los factores a estudiar que se denominan
generador. Esta relacion permitira generar y de ahi su nombre, el disefio fraccionado a
partir del disefio completo. El investigador puede crear un generador, o utilizar el que

presenta el programa estadistico de computacion. Estos generadores permiten
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también encontrar que efectos estan confundidos entre si, o sea los alias. Otro término
que caracteriza un disefio es su resolucidon. La resolucion esta expresada como un
numero e indica con que interacciones se confunde el efecto de los factores
principales. Por ejemplo un disefio con resolucion Il no confunde lo efectos principales
entre si, pero si éstos con los de las interacciones dobles. Un disefio con resolucién 1V
no confunde los efectos principales entre si 0 con los de las interacciones doble, sino
que confunde los efectos de las interacciones dobles entre si y los efectos principales

con los de las interacciones de orden 3.

3.1.1.2 Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas matematicas y
estadisticas que se emplean para modelar y analizar problemas, donde el fin es
encontrar en todo el espacio del disefio una ubicacién conveniente que satisface los
objetivos buscados. Estos podrian ser, encontrar un maximo de la respuesta, un
minimo o un area donde la respuesta es estable para un dado rango de los factores. El
objetivo incluso podria ser encontrar un conjunto de condiciones experimentales que
satisfaga varias respuestas simultaneamente.

En quimica analitica, la relacion entre la respuesta y los efectos de los factores
cuantitativos se basa en modelos fisicos o fisicoquimicos. Otra alternativa es el
modelado empirico, donde se utilizan polinomios de diferentes grados, de acuerdo con
la complejidad de los datos. Estos modelos matematicos pueden describir una
superficie de respuesta lineal o curvilinea.

Las metodologias de superficie de respuesta son usadas para determinar un éptimo y
ademas permiten ilustrar graficamente la relacién entre las variables experimentales y
la respuesta. La superficie de respuesta se representa como una superficie en un
espacio tridimensional. Para visualizar mejor la forma de una superficie de respuesta
se grafican los contornos de dicha superficie. En esta grafica de contornos se trazan
lineas de respuesta constante en el plano xi;, x,. Cada contorno corresponde a una

altura especifica de la superficie de respuesta (Figura 1.9).
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RESPUESTA

variable 1

Figura 1.9: Superficie de respuesta tridimensional y su grafica de contorno en donde se
observa la respuesta (eje z) en funcion de la variable 1 y la variable 2 (plano x, y) (figura
extraida de Myers y Montgomery, 1995).

Generalmente, la forma de la relacion entre la respuesta y las variables
independientes se desconoce. Por tal motivo, el primer paso en la metodologia de
superficie de respuesta es determinar una aproximacion a la relaciéon real entre la
respuesta y el conjunto de variables. Por lo general, se emplea un polinomio de orden
bajo sobre alguna region de las variables independientes, siguiendo el principio de
parsimonia, aunque en algunas oportunidades debe usarse un polinomio de mayor
grado. El método de cuadrados minimos sirve para estimar los parametros del
polinomio de aproximacion.

Como se menciondé una de las metodologias de superficie de respuesta son los

disefios central compuesto. Estos disefios consisten de:

¢ Un disefio cubico, que corresponde a un disefio factorial fraccionado o completo a 2
niveles. EI numero de puntos o experimentos se expresa como Ncapico Y €S igual a 2K
para un completo o 2“P para un fraccionado, donde k es el nimero de factores.

e Un disefio estrella cuyo objetivo es agregar mas niveles y describir curvatura. Estos
puntos se denominan puntos axiales (Nestrela), Y S€ sitlan a una distancia a del
centro describiendo una estrella. El valor que toma a se expresa por a= (ncubicc,)”4

e Un punto central (ncentral) cON todos los factores evaluados en su nivel intermedio,
generalmente es el punto que se replica porque el disefio asume que el error

experimental esta relacionado con la distancia desde el centro del disefo.

El nimero de experiencias a realizar esta dado entonces por N= N¢gpico + Nestrelia + Neentral-
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Si los experimentos son ilustrados como puntos en un sistema de coordenadas,

entonces para 3 variables se obtiene un cubo (Figura 1.10).

\
i

»e

Figura 1.10: Disefo central compuesto para 3 factores Xi, X, y Xs. Punto central (o), puntos
factoriales (®) y puntos axiales (x) (figura extraida de Lundstedt y col., 1998).

Se dice que un disefio experimental es rotable o girable, si la variancia de la respuesta
y predicha en algun punto x es funcién soélo de la distancia al punto desde el centro del
disefio y no es una funcién de la direccion, o sea la varianza de la respuesta estimada
es la misma en todos los puntos. La rotabilidad es una propiedad muy importante en la
eleccion de un disefio de superficie de respuesta. Dado que la finalidad de la
metodologia de superficie de respuesta es la optimizacion y se desconoce la
localizacion del optimo antes de comenzar el experimento, tiene sentido usar un
disefio que proporcione estimaciones igualmente precisas en todas las direcciones
(Araujo y Brereton, 1996b). Un disefio central compuesto se convierte en rotable
mediante la eleccion del a. El valor de a para lograr la conversion a disefio rotable
depende del numero de puntos de la porcion factorial del disefo. En la Tabla 1.1 se

muestran ejemplos de valores de a hasta 6 factores.

Tabla 1.1 Ejemplos de valores de a

Numero de factores 2 3 4 5 6
Nudmero Qe e~xperime.ntos en 4 8 16 32 64
el disefio factorial
Numero de puntos axiales 4 6 8 10 12
Valor de a 1414 1.682 2.000 2.378 2.828

Otra propiedad de estos disefios es que pueden “crecer” a partir de un disefio de

primer orden (el 2¥) agregando los puntos axiales y algunos puntos centrales. Para
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estimar el error experimental es necesario realizar repeticiones de la combinacion de
factores. Usualmente, como se menciond anteriormente el punto central es el que se

replica 3 veces.

3.1.1.2.1 Optimizacion

Una vez que se estimaron los parametros del polinomio y se obtuvieron los graficos de
las superficies de respuesta, se procede a la optimizacion propiamente dicha. Este
proceso puede realizarse en forma grafica o numérica. Para multiples respuesta, al
superponer las graficas de contorno de cada respuesta individual, se pueden estimar
las soluciones, siempre y cuando el numero de respuestas y de variables no sea muy
grande. En el caso de una sola respuesta, el investigador inspecciona la grafica de
contorno y el programa de computadoras permite ir seleccionando distintos puntos que
corresponden a la combinacion de los factores, segun el objetivo que se tiene sobre la
respuesta. Sin embargo, cuando el numero de respuestas y de variables es grande, la
optimizacion gréfica se vuelve complicada. En esta situacion la opcion es la
optimizacion numérica.

Derringer y Suich en 1980, desarrollaron la funcion deseabilidad que se utiliza
ampliamente en la industria para la optimizacion de procesos con respuestas
multiples. La funcion deseabilidad se basa en la idea de que la calidad de un producto
0 proceso, que tiene multiples caracteristicas, con una de ellas fuera de algun limite
“deseable” es completamente inaceptable. Este método busca condiciones operativas
que provean el mejor “valor de la respuesta deseable” (Myers y Montgomery, 1995).
No obstante, la funcién deseabilidad no deja de ser una funcién matematica, asi que

puede aplicarse en la optimizacién de una sola respuesta.

3.1.1.2.2 Metodologia para el calculo de la funcién deseabilidad

Para cada respuesta Yi(x) se puede calcular una funcion deseable di(Y;) que toma
valores entre 0 y 1, donde di(Y;)=0 representa un valor no deseable y di(Y;)=1 un valor
deseable o una respuesta ideal.

Dependiendo del criterio de optimizacién, pueden usarse diferentes funciones
deseabilidad. Derringer y Suich denominaron L;, U; y T; a los valores bajo, alto y un

valor fijo, respectivamente, de respuestas deseadas para la respuesta Y;con L; < T; <
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U;. Para lograr el objetivo de este trabajo de tesis se procedié a ajustar la respuesta a
un valor T;, entonces la funcion deseabilidad es:

— 0 T
ms Si‘gi(x)<|—i
T-L ) |siLi<¥(x)<T,
cuacion 1. (Y - I I
ST Y
W Sigi(x)>ui
L 0 -

Donde los exponentes s y t se denominan peso y permiten cambiarle la forma a cada
funcién deseabilidad individual (Figura 1.11).Los pesos se utilizan para darle énfasis a
los criterios. Cuando el peso es 1, la funcién deseabilidad individual (d;) varia entre 0 y
1 linealmente. Pesos mayores a 1 (el maximo peso es 10) le otorgan mas énfasis al

criterio; pesos menores a 1 (el minimo es 0.1) le dan menos peso al criterio.

099 |
s =0.1 t=0.1
077 - X
i
1
I
]
0.55 = !
I
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]
033 - k
]
)
I
)
]
0.11 |- :
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Figura 1.11: Curvas de la funcion deseabilidad individual cuando se desea ajustar la respuesta
a un valor fijo (T) (figura extraida de Myers y Montgomery, 1995).

En otras palabras, si el criterio adoptado es muy estricto, se utiliza un valor de s o t
grande. En caso contrario, cuando la condicion no es tan estricta, se puede utilizar un
valor de s o t pequefio.

Durante el proceso de optimizacién el investigador no debe distraerse tratando de
encontrar un valor alto de deseabilidad, ya que el objetivo de la optimizacion es
encontrar un conjunto de condiciones experimentales que permitan alcanzar un dado

valor en la respuesta, no encontrar un valor de deseabilidad de 1. En otras palabras la
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deseabilidad es un método matematico para encontrar el éptimo, y como se menciond

anteriormente en las etapas del proceso de busqueda de factores significativos, las

técnicas estadisticas no pueden sustituir el hecho de reflexionar sobre el problema, y a

las decisiones que el investigador crea convenientes segun su conocimiento del

proceso y su sentido comun.

4. CONCLUSIONES

La piel estd en un proceso de regeneracion continua, ademas tiene respuestas
inmunoldgicas e histolégicas a ciertos estimulos y es metabolitamente activa. La
administracion transdérmica de drogas es un proceso dindmico y representa una
via de administracion practica, segura y poco invasiva, y es un término general que
describe el transporte de sustancias quimicas desde la superficie externa de la piel
a su interior y a la circulacion sistémica. En un futuro se espera, sean posibles
tratamientos con un mayor espectro de drogas. Es importante resaltar que el estrato
coérneo (la mas externa de las capas de la EPD y lugar donde reside la funcion
barrera de la piel) tiene una afinidad tanto para compuestos solubles en agua como
para liposolubles. Esta solubilidad bifuncional proviene de su estructura que permite
a regiones acuosas Y lipidicas existir en forma separada. En la medicion de la
permeabilidad cutanea hay una variabilidad considerable. Existen diferencias
importantes en la permeabilidad entre especies e intraespecie. La absorcién
transdérmica depende asimismo del lugar anatomico, del estado de la piel y de su
hidratacién; ademas de propiedades del principio activo, del vehiculo en el que esta
disuelto dicho compuesto, factores inherentes al sistema de prueba utilizado para el
estudio (dosis, volumen, oclusion o no de la zona de prueba, duracién de la
exposicion). Se han elaborado ecuaciones y modelos teéricos para describir el
transporte de una sustancia quimica por difusion a través de la piel. Los principales
parametros evaluados en los experimentos in vitro son normalmente el flujo en EE y
el Kp, en los cuales la concentraciéon de la sustancia que difunde se mantiene en la
solucion donante en condiciones de dosificacion constante. La mayor parte de las
propiedades de permeabilidad del estrato corneo se mantienen inalteradas después
de su extraccién desde el fragmento de piel completa, durante un cierto tiempo. Asi
pues, existe una buena correlacion entre las mediciones obtenidas en experimentos
de difusién in vitro y la situacion que ocurre in vivo. El objetivo final de la
farmacéutica dermatolégica sistémica es disefar vehiculos o dispositivos que
liberen el medicamento a una velocidad y concentracion controladas y durante el

tiempo necesario.
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Los estudios in vitro de difusién de drogas, a través de fragmentos de piel humana
o animal o membranas sintéticas, se realizan con la finalidad de evaluar y predecir
el nivel de penetracién del farmaco y la velocidad del proceso. Las membranas
artificiales de biopolimeros se presentan como excelentes opciones con ciertas
ventajas en relacién a las membranas biologicas; y la simulacion de permeabilidad
de piel con membranas de QUI estd tomando relevancia en las tecnologias
actuales. Sin embargo preparar membranas de QUI capaces de simular el flujo de
cualquier droga implica manipular ciertas variables del proceso, porque una
membrana de QUI no puede ser usada para simular la permeacion de drogas a
través de todos los tipos de EPD. En lo que concierne a esta tesis las variables a
estudiar en el disefio de membranas de QUI son, concentracién de biopolimero,
concentracion de agente de EC, tiempo de EC y tratamiento térmico. Las tres
primeras ya han sido evaluadas (Dureja y col., 2001; Rana y col., 2004 y 2005). Sin
embargo en el trabajo de Dureja y col., estos autores mencionan a la T de secado
como una variable que afecta las propiedades de las membranas pero no la
incluyen en el disefio estadistico de optimizacion. Este antecedente junto con el del
trabajo realizado por Retuert y col. (2000), donde los valores de microdureza, y por
lo tanto los de fragilidad, se modificaron con un calentamiento moderado, debido a
la pérdida de agua y a la formacién de nuevos enlaces intermoleculares, hacen
pensar en la posible influencia de esta variable en el flujo de drogas a través de
membranas de QUI. De modo que el estudio de estas variables permitira el disefio
de membranas con una composicion particular, y el trabajo con dichas membranas
hara posible evaluar sistemas de administracién transdermal en condiciones

controladas de laboratorio.

En cualquier procedimiento experimental, varias variables experimentales o factores
pueden influir en el resultado. Se realizan entonces experimentos para estudiar el
sistema con el fin de determinar las variables experimentales y las interacciones
que tienen una influencia significativa en el resultado, determinado por una o varias
respuestas. Luego se procede a la optimizacion cuyo objetivo general es encontrar
las condiciones que producen el mejor resultado o el resultado que mas se acerca

al objetivo deseado por el investigador.

El E2 fue seleccionado como droga modelo para el desarrollo de este trabajo de
tesis, debido a su uso extensivo y a la alta relevancia en la TH. El estudio de los
procesos difusivos de esta droga a través de fragmentos de piel humana y a través
de membranas poliméricas, pretende ser la base para el desarrollo de Sistemas de

Administracion Transdermal de E2.
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CAPITULO 2

1. CARACTERIZACION DEL QUITOSAN

1.1 Introduccion y objetivos

La composicion de las cadenas de QUI y sus dimensiones, suelen variar dependiendo
del material de partida y del método de obtencion. Por este motivo, el GD y el peso
molecular son 2 parametros que se deben conocer para caracterizar una muestra de
este polisacarido ya que ambos tienen gran incidencia en sus propiedades.

Para la determinacion del GD son varias las metodologias propuestas en la literatura:
espectroscopias de IR, de UV, de RMN, potenciometria, conductimetria, métodos
enzimaticos, analisis elemental entre otros. Sin embargo el valor del GD obtenido
estara afectado por la técnica elegida para su determinacién, y esto hara que los
mismos sean distintos entre una técnica y otra. Por esto se recomienda que se informe
el GD y se aclare mediante que técnica se determind. Las mas utilizadas son las
espectroscopia de IR y de RMN.

El método de espectroscopia de IR utilizando la droga sdlida en pastillas con bromuro
de potasio presenta las ventajas de ser rapido y no requerir la disolucion del polimero,
incluso pueden utilizarse membranas muy finas para obtener el espectro (Khan vy col.,
2002). Ambas formas de trabajo estan sujetas al error en el que se puede incurrir al
seleccionar de manera inadecuada las lineas de base para el calculo de las
absorbancias, o utilizar absorbancias de grupos que no sean las indicadas o que estén
ligadas a modificaciones como por ejemplo las absorbancias del grupo hidroxilo a
3450 cm™ cuya intensidad se modifica segin el contenido de agua de la muestra
(Yanmnig y col., 2001; Khan y col., 2002). Por consiguiente, la metodologia de IR es la
mas discutida y aunque resulta simple requiere de una calibracion frente a una técnica
absoluta. Si puede usarse esta técnica para la identificacion del polimero.

La espectroscopia de RMN ya sea en solucién como en estado sélido (RMN de protén
'"H RMN y de carbono *C RMN) es una técnica muy utilizada en la caracterizacion de
biomateriales. El requisito de solubilidad en alguno de los disolventes deuterados
disponibles (comunmente DCCl;, DMSO-dg, D,O, CD3;-CO-CD;, CF;COOD) es
fundamental para efectuar el analisis en solucion mediante esta técnica. En un trabajo
reportado por Lavertu y col. (2003) se realizé una validacién de espectroscopia 'H
RMN utilizando muestras de QUI en un rango de desacetilacion de 48-100%. El

método desarrollado por estos autores fue simple, rapido y mas preciso que técnicas
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como espectroscopia de IR o titulacién, ademas demostré ser robusto, exacto,
especifico y las soluciones del polimero fueron estables en el medio acido en el que se
disolvieron las muestras para el andlisis. Se evaluaron 3 ecuaciones que utilizan las
integrales de distintos picos tanto del monémero acetilado como del desacetilado, y

que se muestran a continuacion:

Ecuacién 2.1 %GD = H1D -100
H1D +1/3HAC
Ecuacién 2.2 %GD =|1- M -100
1/6H26
Ecuacion 2.3 %GD = & -100
H1D + H1A

En la Figura 2.1 se muestran ambos monoémeros del QUI, el desacetilado y acetilado.
En la Ecuacién 2.1 se usan las integrales de los picos del proton H1 del mondémero
desacetilado (H1D) y el pico de los tres protones del grupo acetilo (HAc). La Ecuacion
2.2 que fue propuesta por Hirai y col. (1991), utiliza las senales de los protones H2,
H3, H4, H5, H6 y HE6’ (H26) de ambos mondmeros y el pico del grupo acetilo (HAc).
Mientras que para muestras del polimero con GD menores al 90.0 %, también se
utilizé la Ecuacion 2.3 que implica las senales del proton H1 del monémero acetilado
(H1A) y desacetilado (H1D). La Ecuacion 2.3 no es recomendable para muestras con
altos GD porque la sefial del H1A no es visible en el espectro, ademas el uso de las
sefales del grupo acetilo en las dos primeras ecuaciones presenta ventajas sobre el
uso de la sefial del H1A; el pico del HAc es tres veces mas intenso que el del H1A lo
que lo lleva a tener una muy buena resolucion. Sin embargo la Ecuacién 2.3 debe ser
utilizada cuando el pico del grupo acetilo no es bien resuelto debido a la presencia de

contaminantes tales como el acido acético.

(a) (b)

Figura 2.1: Monémeros de QUI, (a) desacetilado, (b) acetilado
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La viscosidad de una solucién de polimero es, basicamente, una medida del tamafio o
extensién en el espacio de las moléculas de polimero. Pueden establecerse
correlaciones entre la viscosidad de soluciones diluidas de la macromolécula y
parametros tales como peso molecular y longitud de cadena. No obstante, lo anterior
se cumple bajo ciertas restricciones, para polimeros lineales no ramificados y
soluciones diluidas; para poder establecer una relacion entre la viscosidad y el
volumen hidrodinamico. A su vez esta relacion depende de algunas variables, entre las
mas importantes el tipo de solvente y la T. Las ecuaciones necesarias para el célculo
de las diferentes viscosidades son las siguientes (ASTM D 2857-87, 1993):

(7-n) _ (t-t)
n

Ecuacién 2.4 Viscosidad Especifica (nsp) =

[ tO
L . . . n t
Ecuacién 2.5 Viscosidad Relativa (n,)= —= o
770 0
Ecuacién 2.6 Viscosidad Reducida (Neq) = T
In
Ecuacion 2.7 Viscosidad Inherente (ninn) = (C_77r)
In
Ecuacién 2.8 Viscosidad Intrinseca (n) = Tsp _ | (n7.)
C Cc=0 C C=0

Donde
t, = tiempo de escurrimiento en segundos del solvente
t = tiempo de escurrimiento en segundos de la solucion

C = concentracion del polimero en g mL™

Como puede verse, la viscosidad intrinseca se calcula por extrapolaciéon a
concentracion cero en un grafico de viscosidad reducida o viscosidad inherente en
funcién de la concentracion. Se mencioné que el valor de viscosidad intrinseca puede
utilizarse para obtener una medida del peso molecular; la ecuacion de Mark-Houwink

es una de las que establece esa relacion:

Ecuacion 2.9 n=k-M’
donde M, es la masa molecular viscosimétrica relativay k y 0 son constantes que

dependen del solvente, del tipo de polimero y de la T. Dado que el QUI se comporta
como un polielectrolito en soluciones acuosas diluidas de acidos, la distribucion de
cargas en la cadena dependera fuertemente del solvente y de caracteristicas
intrinsecas del polimero tales como su GD. Wang y col. (1991) reportaron que los

valores de k y 0 no son constantes sino que se modifican segun el GD, lo cual
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modificaria la ecuacién de Mark-Houwink. Entonces estos parametros pueden

calcularse segun las siguientes relaciones:

Ecuacion 2.10 k=164x10"%.GD*

Ecuacioén 2.11 0= -1.02x107%-GD +1.82

El objetivo es caracterizar una muestra de QUI en polvo: determinar contenido de
cenizas, identificar grupos propios mediante espectroscopia IR y determinar GD vy el

peso molecular.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Equipamiento

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro Shimadzu FTIR-8201
PC.

Para la determinacion del GD mediante espectroscopia de RMN de protén ('H RMN)
se utilizé un espectrometro de RMN Bruker AVANCE de 300 mHz.

Los tiempos de caida del solvente y de las soluciones del polimero a diferentes
concentraciones para determinacién de las viscosidades se realizaron en un Medidor
de viscosidad Schott Gerate AVS 300, con un viscosimetro capilar Cannon Fenske N°
75.

1.2.2 Reactivos y materiales

El QUI fue comprado en Polymar Ciencia y Nutricién S.A. (Brasil). El oxido de deuterio
(D20) vy el cloruro de deuterio (DCI) fueron de la marca Sigma Aldrich. El acetato de
sodio (NaCH3;COOQ) (Anedra) fue de grado analitico. El acido acético fue PA >99.5%
(Cicarelli). El agua que se utilizé para las disoluciones y las diluciones fue de calidad

ultrapura.

1.2.3 Determinacion del contenido de cenizas

El crisol se tratdé a 600.0 °C durante 6 horas, luego se pesoé al enfriarse. Se pes6 1.0 g
de QUI y se incineré a 600.0 °C durante 6 horas, al enfriarse se peso y se calculd el

contenido de cenizas.
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1.2.4 Identificaciéon por espectroscopia infrarroja

El espectro se obtuvo en la regién de frecuencia de 4000-400 cm™ sobre una pastilla

preparada con QUI y bromuro de potasio, previamente secados en estufa.

1.2.5 Determinacion del grado de desacetilacion

Se determind el GD (%) mediante la técnica propuesta por Lavertu y col. (2003), para
lo cual se disolvio 10.0 mg de polimero en una solucion compuesta de 1.96 mL de D,O
y 0.04 mL de DCI. La obtencion de los espectros se realizé a 70.0 °C, T en la cual el

pico del solvente no interfiere con ningun pico del QUI.

1.2.6 Determinacion viscosimétrica de masas moleculares

Se determind la masa molecular empleando el método viscosimétrico. Se preparé una
solucion madre de QUI por disolucién de la droga solida en un volumen determinado
de la mezcla &cido acético 0.2 mol L™/ acetato de sodio 0.1 mol L (pH 5.0) (Wang y
col., 1991), para alcanzar una concentracién final de 0.2 % p v"'. Se determinaron los
tiempos de caida de la mezcla solvente y de soluciones del polimero a 3 niveles de
concentracion (2.5x10™, 6.0x10* y 8.0x10* g mL™), comenzando por la mas diluida, en
un bafio a una T de 30.0 °C. Todas las soluciones se filtraron con filtros de vidrio
poroso y membranas de 0.2 ym antes de realizar cada medicién, para eliminar
posibles materiales en suspension.

Las soluciones de QUI se prepararon de manera que las viscosidades relativas
calculadas de acuerdo a la Ecuacion 2.5 varien entre 1.1 y 1.5 y se determinaron los
tiempos de caida por triplicado con una reproducibilidad tal que las lecturas no difieran
en mas del 0.1 % (ASTM D 2857-87, 1993).

1.3 Resultados y discusién

El valor del contenido de cenizas estuvo de acuerdo con el reportado por el proveedor

del polimero 1.95 % (Polymar S.A., Brasil) y fue,

% de Cenizas =2.10 %
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Se obtuvo el espectro IR de una muestra de QUI (Figura 2.2) y se identificaron las
principales bandas de absorcion (Tabla 2.1). Los datos espectroscopicos coincidieron
con los reportados en la bibliografia (Yanming y col., 2001).
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Figura 2.2: Espectro IR del QUI

Tabla 2.1: Frecuencias de absorcion caracteristicas del espectro IR del QUI.

Frecuencia (cm ™) Grupo Funcional
3400 O-H
3300 N-H
2800 C-H
1660 C=0 (amida I)
1560 N-H (amida II)
1430 C-H, O-H
1380 C-H (CH 3)
1330 O-H
1260 C-N (amida )
1080 C-0-C

En la Figura 2.3 se muestra el espectro de '"H RMN de una muestra de QUI obtenido a
70.0 °C.
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e Figura 2.3: Espectro 'H RMN de QUI obtenido a 70.0 °C.
El pico de solvente aparece a 4.67 ppm. Con los valores de las integrales de las
sefales correspondientes a los picos de QUI: H1D=1, H1A=0.03, H26=6.06 y
HAc=0.79 se calcul6 el GD segun las Ecuaciones 2.1, 2.2 y 2.3. Los valores de GD
obtenidos fueron 79.16 %, 73.93 % y 97.09 %, respectivamente para las Ecuaciones
2.1, 2.2 y 2.3. Los dos primeros valores son similares entre si pero muy distintos al
tercero. El valor reportado por la empresa proveedora del QUI es un GD de 98.18 % y
la técnica para su determinacién fue valoracion potenciométrica. No obstante el GD
obtenido con la Ecuacion 2.3 fue el mas cercano al reportado; para su calculo se utilizé
la senal del pico del proton H1A que, como puede verse en la Figura 2.3 fue muy
pequeno, lo que podria producir error. Mientras que la senal del grupo acetilo usada en
las Ecuaciones 2.1 y 2.2 es bien visible. Como se menciond, esta reportado en la
bibliografia que el GD determinado para una misma muestra resulta ser dependiente
del método y muy a menudo se encuentran grandes variaciones (a veces incluso hasta
del 10 %) entre los resultados obtenidos por distintas técnicas. Estas diferencias estan
relacionadas con errores sistematicos, que distorsionan los resultados de una forma
dependiente del método. Por ejemplo, en un trabajo realizado por Balazs y Sipos
(2007) sobre las limitaciones de la potenciometria para determinar GD, se observé que
los resultados obtenidos con este método dependen de la forma en que se determina
el punto de equivalencia, y siempre son diferentes de los datos obtenidos por otras
técnicas, tales como las espectroscopias de IR, de 'H NMR, de UV y anélisis
elemental. Estos autores indicaron que las muestras deben ser sometidas a un
eficiente proceso de secado, también debe ser determinado su contenido de cenizas,

especificar la forma en que se hace el tratamiento matematico de los datos para
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establecer los puntos de equivalencia (método de la segunda derivada o linealizacién)
ya que ambos provocaron diferencias en los valores de GD obtenidos y tener en
cuenta que la presencia de acido acético residual como producto de los distintos
procesos de purificacion del QUI influye en los resultados. De las 7 muestras
analizadas en el trabajo de Balazs y Sipos (2007) en 4 de ellas los valores de GD
obtenidos por potenciometria fueron mayores que los obtenidos por '"H NMR aunque la
mayor diferencia fue de aproximadamente un 4 %.

En la Figura 2.4 se muestran los espectros reportados por Lavertu y col. (2003) para
muestras de QUI con 87.0 % de GD (a) y 100.0 % de GD (b), y nuevamente el
espectro obtenido para el QUI utilizado en este trabajo de tesis (c). Puede notarse la
similitud de éste ultimo con el de la muestra con 87.0 % de GD. Analizando los
espectros, fue notable la diferencia en las sefales del proton H1 del mondmero
acetilado y del grupo acetilo en 4.9 ppm y 2.35 ppm respectivamente, entre el QUI con
100.0 % de GD y el QUI empleado en esta tesis. Al mismo tiempo se observo la
similitud en estas mismas sefiales entre el espectro de la muestra con 87.0 % de GD y

el espectro de la muestra de polimero que se utilizé en esta tesis.
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Figura 2.4: Espectro '"H RMN de QUI obtenido a 70.0 °C (a) 87.0 % de GD, (b) 100.0 % de GD
(figuras extraidas de Lavertu y col., 2003), y (c) QUI utilizado en esta tesis.
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La especificidad del método fue corroborada de la misma manera que en el trabajo de
Lavertu y col. (2003), de modo que se adiciond acido acético a la muestra y
nuevamente los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por estos

autores (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Espectro 'H RMN de QUI obtenido a 70.0 °C con el agregado de acido acético (a)
figura extraida de Lavertu y col., 2003 y (b) QUI utilizado en esta tesis.

Para corroborar los resultados obtenidos mediante espectroscopia de RMN se realizé
un analisis elemental de una muestra de QUI para calcular el GD mediante esta
técnica. Para lo cual se envidé una muestra del polimero al Laboratorio de la Unidad de
Microanalisis y Métodos Fisicos Aplicados a Quimica Organica (Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, UBA). El resultado fue %C: 39.73, %H: 7.12 y %N: 7.08, con
estos valores y segun la Ecuacion 2.12 reportada por Yanmnig y col. (2001) se obtuvo

un GD de 72.66 %, similar a los GD calculados con las Ecuaciones 2.1y 2.2.

%N 14
%C 96 —24GD

Ecuacioén 2.12

De esta manera se concluy6 que el GD no coincidié con el reportado por el proveedor
(98.18%) sino que fue del orden del 70.0 — 80.0 % (valores obtenidos con las
Ecuaciones 2.1 y 2.2). Se decidi6 informar como GD el promedio del valor obtenido
con las Ecuaciones 2.1y 2.2 en 'H RMN, dado que es similar al obtenido mediante
analisis elemental y porque RMN es la metodologia recomendada en la bibliografia.
Mientras que el valor obtenido con la Ecuacion 2.3 de 'H RMN debid estar influenciado

por la pequefia sefial del proton H1 del monémero acetilado.

% Grado de Desacetilacion = 76.55
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La Tabla 2.2 muestra los valores promedios obtenidos de los tiempos de caida y de las
viscosidades calculadas segun las Ecuaciones 2.4 a 2.7. En los 3 niveles de
concentraciéon evaluados y en el solvente, el coeficiente de variacion para los tiempos

de caida no superé el 0.1 %, cumpliendo con el requerimiento del ensayo.

Tabla 2.2: Viscosidad de las soluciones de QUI.

Conc. x 10 * t Nsp Nred Nr Ninh
(gmL™) (seg) (adim) (adim) (adim) (adim)
25 126.58 0.103 410.62 1.10 390.88
6 14460 0.260 432.78 1.26 384.75
8 155.68 0.352 439.59 1.35 376.68

t, solvente: 114.79 segundos

Se graficaron la viscosidad reducida e inherente en funcién de la concentracion de QUI
(Figura 2.6). A partir de la gréfica se determind el valor de la viscosidad intrinseca por
extrapolacion a concentracion cero, n = 397.91 mL g™
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Figura 2.6: Viscosidad en funcion de la concentracion de QUI.

Los valores de k y 0 para el sistema QUI-solvente utilizado fueron 3.89 x10* L gy
1.0392, calculados segun las Ecuaciones 2.10 y 2.11, respectivamente. Con estos
valores y el de la viscosidad intrinseca se calculd6 el valor de masa molecular

viscosimétrica relativa segun la ecuacion de Mark-Houwink (Ecuacion 2.9),

M, =6.07x10° g mol”
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2. CARACTERIZACION DEL ESTRADIOL Y DESARROLLO DE UN
METODO DE CUANTIFICACION MEDIANTE CROMATOGRAFIA LiQUIDA
DE ALTA RESOLUCION

2.1 Introduccién y objetivos

Las hormonas esteroides son moléculas cuyo precursor primario es el
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano. Este nucleo esta compuesto de 4 anillos, 3
hexagonales y 1 pentagonal. Una de las clases de hormonas esteroides son los
estrogenos, y dentro de éstos en una mujer adulta las hormonas mas importantes son
el E2 y la progesterona. Los estrogenos son todos esteroides de 18 atomos de

carbono. En la Figura 2.7 se muestra la estructura quimica del E2.

HO

Figura 2.7: Estructura quimica de E2.

El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que el mismo
es adecuado para el propdsito designado. En este caso el procedimiento analitico es
un meétodo de cuantificacion de E2 mediante cromatografia liquida. La validacion
proporciona un cierto grado de confianza en el método analitico y en los resultados
que se obtienen de el, y ademas permite conocer caracteristicas sobre el
funcionamiento de dicho método.

Los parametros que se estudian en una validacidon se seleccionan en funcion del
método analitico, de las caracteristicas de la muestra y finalidad para la cual se lo

utilizara.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Equipamiento y programas de computacion

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro Shimadzu FTIR-8201
PC.

El punto de fusion de determiné en un equipo Bichi Melting Point B-540.

Los espectros de UV fueron obtenidos en un espectrofotometro Shimadzu UV-2401
PC.

Todas las experiencias del método de cuantificacion de E2 se realizaron en un equipo
ternario de cromatografia liquida de alta resolucion Shimadzu LC-10 con detector UV
de arreglo de diodos. El analisis de los datos y el estudio de linealidad del método se

realizaron con el programa estadistico Statgraphics Plus 5.1.

2.2.2 Reactivos y materiales

El E2 de pureza 99% y el E2 estandar que cumple con las especificaciones de la
Farmacopea de EEUU fueron de la marca Sigma Aldrich. Los reactivos cloruro de
sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) y
fosfato de sodio dibasico dihidrato (Na,HPO42H,O) (Anedra) fueron de grado

analitico.

El etanol fue PA >99.5% (Cicarelli). El acetonitrilo fue de calidad cromatografia liquida
(Merck). El agua que se utilizd para las disoluciones y las diluciones fue de calidad

ultrapura.

La solucién reguladora buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) fue preparada por disolucion
de: 8.0 g de NaCl, 0.2 g de KClI, 0.2 g de KH,PO, y 1.44 g de Na,HPO42H,O en 1.0 L

de agua ultrapura.

2.2.3 Identificacion por espectroscopia infrarroja
Los espectros de E2 y de E2 estandar se obtuvieron en la region de frecuencia de

4000-400 cm™ sobre una pastilla preparada con la droga sélida y bromuro de potasio,

previamente secados en estufa.
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2.2.4 Desarrollo de un método de cuantificacion de estradiol mediante

cromatografia liquida de alta resolucién

El sistema cromatografico y las condiciones de analisis se seleccionaron siguiendo las
recomendaciones de la Farmacopea de EEUU (US Pharmacopeia 30, 2007a), y
fueron: columna C18 (Spherisorb ODS2, 250 x 4.6 mm, 5 mm de diametro interno),
fase movil acetonitrilo:agua (50:50), flujo 1.0 mL min™, T del horno 30.0 °C, longitud de
onda de deteccion 280 nm, tiempo de stop 8.0 minutos y volumen de inyeccion manual
20.0 L.

La solucion madre de E2 se preparo por disolucion de la droga sélida en un volumen
determinado de etanol para alcanzar una concentracion final de 300.0 ppm. Esta
solucion se conservo en oscuridad a 4.0 °C.

Para verificar la linealidad del método en el rango de concentracion de 0.5 a 100.0
ppm, se prepararon soluciones de calibrado a 7 niveles de concentracién: 0.5, 3.0, 5.0,
10.0, 25.0, 50.0 y 100.0 ppm de E2; y se inyectaron por triplicado (ICH, 2005). Las
soluciones de calibrado se prepararon en el dia por diluciéon de cantidades conocidas
de la solucion madre en una mezcla de etanol:PBS (40:60).

Se realizaron ensayos de precision para lo cual, se analizaron por sextuplicado 3
soluciones a 3 niveles de concentracion de E2: nivel 1 = 3.0 ppm, nivel 2 =10.0 ppmy
nivel 3 = 50.0 ppm (ICH, 2005). Se calculé el coeficiente de variacién para cada nivel
de concentracion.

La precision intermedia también se analiz6 para estudiar la variabilidad del método
entre diferentes dias. Se evalu6 mediante 6 inyecciones repetidas de diferentes
soluciones a un nivel de concentracion intermedio de E2 de 25.0 ppm (ICH, 2005). Se
calculd el coeficiente de variacion.

Cada solucion se filtro a través de filtro de jeringa con membrana de nylon de 0.45 ym
y se analizé en el sistema cromatografico y bajo las condiciones previamente

descriptos.

2.3 Resultados y discusion

Se obtuvieron los espectros IR de una muestra de E2 y de E2 estandar (Figura 2.8).

Como puede observarse los espectros fueron similares.
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Figura 2.8: Espectro IR de E2 y E2 estandar.

El punto de fusion segun especificaciones de la Farmacopea de EEUU debe estar
entre 173.0 — 179.0 °C (US Pharmacopeia 30, 2007a). El resultado para el E2 fue
177.0 °C y para el E2 estandar 179.0 °C, por lo tanto ambas drogas cumplieron con el

requerimiento.
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Figura 2.9: Espectro UV de una solucién de E2 de 50.0 ppm en mezcla etanol:PBS.

Se obtuvo el espectro UV de una solucion de E2 a un nivel de concentracién de 50.0
ppm en una mezcla de etanol:PBS (40:60), preparada por diluciéon a partir de una
solucion madre de la droga. En la Figura 2.9 se muestra el espectro UV. La finalidad
de este ensayo fue chequear la longitud de onda de maxima absorcién recomendada
por la Farmacopea de EEUU (US Pharmacopeia 30, 2007a). Si bien la sefal presento

maximos de absorcion a 215-220 nm, esta zona esta cercana a las longitudes de onda
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donde la sefal presentd6 mayor ruido y donde incluso una solucion de la mezcla
etanol:PBS conteniendo QUI presentdé maximos de absorcién. De este modo la
longitud de onda que se seleccion6 para el desarrollo del método de cuantificacion,
280 nm, coincidié con la recomendada por la Farmacopea de EEUU. En esta longitud
de onda la absorcién de la droga fue suficiente y ademas selectiva.

La linealidad de un procedimiento analitico es su habilidad (dentro de un rango) de
obtener resultados que estén directamente relacionados con la concentracion del
analito. El rango es un intervalo de concentraciones entre las cuales el procedimiento
ha demostrado un aceptable nivel de precision, exactitud y linealidad. Este rango
generalmente se deriva de los estudios de linealidad (ICH, 2005).

Luego de analizar las soluciones de calibrado en el sistema cromatografico, se
construyo la grafica de calibracion (Figura 2.10) colocando en el eje de las ordenadas
las areas de los picos de E2 y en el eje de las abscisas las concentraciones. Los datos
experimentales se ajustaron con un modelo lineal mediante el método de cuadrados
minimos. La ecuacion de la recta de ajuste fue: y = a + b * x, donde y es la respuesta
correspondiente al area del pico de E2, a es la ordenada al origen, b es la pendiente y

X la concentracion de analito expresada en ppm.

1000000

800000

600000

Area de pico

400000

200000

Lo oo byow o 1oy o by o a by ol

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion de E2 (ppm)

Figura 2.10: Recta de ajuste de los datos experimentales.

Se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) para verificar la linealidad del método en

el rango estudiado. Los parametros obtenidos se muestran en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3: Parametros estadisticos obtenidos del ajuste de las variables concentracion de
analito y area de pico.

Parametros de ajuste Valor
Ordenada al origen (-3+1)x10°
Pendiente (903 + 3) x 10
R? 0.9998
Coeficiente de correlacion 0.9999
Valor de probabilidad del modelo 0.0000
Valor de probabilidad de la falta de ajuste 0.6011

Los parametros ordenada al origen y pendiente se presentan con su correspondiente
incertidumbre.

El estadistico R? indica que el modelo explica un 99.98 % de la variabilidad en la
respuesta. El coeficiente de correlacion es igual a 0.9999, indicando una relacion
relativamente fuerte entre las variables. Dado que el valor de probabilidad del modelo
es inferior a 0.05, se puede concluir que existe una relacion estadisticamente
significativa entre el area de pico y la concentracion de E2 para un nivel de confianza
del 95 %.

Para determinar si el modelo seleccionado es adecuado para describir los datos
observados, se realizé un test de falta de ajuste. El test se realiza comparando la
variabilidad de los residuos del modelo actual con la variabilidad entre las
observaciones. Dado que el valor de probabilidad de la falta de ajuste es superior a
0.05, se puede decir que el modelo lineal seleccionado es apropiado para describir el
comportamiento de los datos observados con un 95 % de confianza.

La precisibn expresa el grado de concordancia entre los valores de una serie de
medidas, y puede considerarse en tres niveles: repetitividad, precision intermedia y
reproducibilidad (ICH, 2005).

Para determinar la precision del sistema se analizaron por sextuplicado 3 niveles de
concentracion. Los coeficientes de variacion (CV %) fueron aceptables e iguales a:
1.87 %, 1.71 % y 0.81 %, para 3.0, 10.0 y 50.0 ppm, respectivamente.

La precision intermedia se analizé6 para estudiar la variabilidad del método entre
diferentes dias, a un nivel de concentracién intermedio de E2 de 25.0 ppm. EI CV %
obtenido fue 2.92 %, y fue aceptable. La repetibilidad que evalua el desempefio del
meétodo sobre una misma muestra analizada en las mismas condiciones, también se
examind al nivel de concentracion intermedio de E2 de 25.0 ppm. El CV % fue

aceptable e igual a 1.05 %.
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3. SELECCION DEL METODO DE SEPARACION DE EPIDERMIS A PARTIR
DE UN FRAGMENTO DE PIEL COMPLETA

3.1 Introduccién y objetivos

Algunos autores que han realizado estudios de permeabilidad transdermal con E2 en
fragmentos de piel completa o fragmentos de piel sin EPD concluyeron que los
parametros de permeabilidad fueron mayores en los fragmentos sin EPD (Galey y
col., 1976; Chen y col., 1990). Lo cual refleja una vez mas que la EPD, y en particular
el estrato corneo, es la barrera limitante al paso de la mayoria de las sustancias. De
modo que la EPD actia como barrera restrictiva para la difusiéon de E2.

Asi la permeabilidad de la EPD puede ser considerada como aquella de la piel
humana completa.

Como se menciond en el capitulo Desarrollo Tedrico, algunos de los métodos para
separar EPD a partir de un fragmento de piel completa implican el tratamiento de la

misma con:

e Solucién de bromuro de sodio 2 mol L™ durante 24 horas a T ambiente (Scott y

col., 1986).

e Agua a 60.0 °C durante 1.0 o 2.0 minutos (Scott y col., 1987; Cross y col.,
2003).

e Solucién de tripsina 0.1 % p v' a 60.0 °C durante 2.0 minutos (Rana y col.,
2005).

Scott y col. (1986 y 1987) que han trabajado con 2 de los métodos, concluyeron que
los fragmentos obtenidos mediante el primer tratamiento o el segundo mantienen las
mismas propiedades de permeabilidad independientemente del método utilizado.
Ademas estos autores, recomiendan almacenar los fragmentos de EPD a 4.0 °C,
envueltos en papel aluminio, y utilizarlos dentro de 7 dias. Durante este tiempo y en
estas condiciones de almacenamiento se mantienen las propiedades de
permeabilidad. Otros autores (Ranay col., 2005) preparan los fragmentos a utilizar en
el ensayo de absorcion el mismo dia que van a ser utilizados.

Por otra parte es importante tener en cuenta que, cuando se trabaja con soluciones a
60.0 °C, pueden variar los tiempos de remojo (30, 45 o 60 segundos) segun el autor;
no obstante los riesgos de dafio fisico a la piel son menores a tiempos cortos es

también mas dificil la separacién de la EPD. Swarbrick y col. (1982) reportaron que no
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hubo diferencias en la permeabilidad entre fragmentos inmersos por 1.0 o 2.0 minutos;
de este modo son aconsejables tiempos mas largos que facilitan la separacion.

Una vez que se han obtenido los fragmentos es importante evaluar la integridad de los
mismos, para asegurar que la funcién barrera del estrato corneo se mantiene intacta.
Algunos de los métodos reportados implican determinar la velocidad de penetracion de
agua tritiada o la transmision de vapor de agua.

El objetivo es seleccionar un método para separar EPD a partir de un fragmento de

piel y determinar la integridad de los mismos.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Reactivos y materiales

La enzima ftripsina tipo II-S de pancreas porcino fue de la marca Sigma Aldrich. El
reactivo cloruro de calcio anhidro (CaCl,) fue de la marca Anedra.

La solucion reguladora buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) fue preparada de la misma
forma que en la seccidon 2.2.2 Reactivos y materiales del inciso 2. Caracterizacién del
estradiol y desarrollo de un método de cuantificacibn mediante cromatografia liquida
de alta resolucion, de este capitulo.

Los fragmentos de piel animal (cerdo y conejo) fueron obtenidos de un matadero
privado local.

Los fragmentos de piel abdominal humana fueron obtenidos directamente de una

abdominoplastia previo consentimiento del paciente.

3.2.2 Separacion de epidermis

Se evaluaron 2 metodologias de las propuestas en la bibliografia. Inmersién en agua a
60.0 °C durante 2.0 minutos y en solucién de tripsina 0.1 % p v a 60.0 °C durante 2.0
minutos. Esta solucién se prepard por disolucion de la droga sdélida en un volumen
determinado de PBS en el mismo momento en que se utilizé. El fragmento luego de
ser tratado se coloco sobre una superficie de poliestireno expandido, se extendid y se
fij6 a la superficie con alfileres. La EPD fue separada de la dermis con la ayuda de un

bisturi y de pinzas.
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3.2.3 Determinacion de la transmision de vapor de agua

El sistema y las condiciones de trabajo se seleccionaron siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM E 96/E
96M, 2005). El fragmento de EPD se colocd sobre la boca de un recipiente que
contiene un desecante. El desecante fue CaCl,, el cual se agregd en la base del
recipiente hasta una altura de 6.0 mm respecto del borde superior. Luego el recipiente
se introdujo en una camara de ensayo que se dispuso en un ambiente regulado por las
siguientes caracteristicas: humedad relativa 50.0 % y T 25.0 °C. El recipiente con el
fragmento se pesé peridodicamente. Se graficd el cambio de masa en funcién del
tiempo. Los datos experimentales se ajustaron con un modelo lineal (cuando una linea
recta se ajusta adecuadamente a la unién de al menos 4 puntos, existe una situacién
nominalmente estable, representando la pendiente de la linea recta la transmision de

vapor de agua).

3.3 Resultados y discusion

Se comenzé evaluando la inmersién en agua, en pieles de animales (cerdo y conejo).
En ambos casos, se traté de fragmentos de piel obtenidos de las orejas.

En el caso de las orejas de conejo fue muy dificil la manipulaciéon de las mismas, y no
se pudo aislar una seccién lo suficientemente grande como para pensar en que
puedan ser evaluadas en un ensayo de difusion.

Para los fragmentos de piel de cerdo la manipulacion fue mas facil; pero, se debid
retirar el pelo con la ayuda de una hoja de afeitar. Este paso se debe realizar con
cuidado para no danar la EPD. Dado que fue mas facil el trabajo con fragmentos de
piel de cerdo se evalué también el tratamiento enzimatico de los mismos. Con esta
metodologia el fragmento quedd menos tenso que con el tratamiento con agua a
60.0 °C, lo que facilitd la separacién de la EPD.

Se decidié entonces utilizar el tratamiento con solucién acuosa de tripsina en los
fragmentos de piel humana. Se trabajé con 2 fragmentos provenientes de 2 pacientes
de sexo femenino. Paciente A de 32 afios y paciente B de 47 anos. En ambos casos
una vez obtenido el fragmento se procedié a la separacion del tejido subcutaneo
excedente. Se fracciond en secciones de un tamafo adecuado para la inmersién en la
solucion enzimatica, se envolvieron en papel aluminio y se almacenaron a -20.0 °C
(por un periodo no mayor a 15 dias). El almacenamiento fraccionado evitd el posible

deterioro por congelamiento y descongelamiento. De esta manera el dia anterior al
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ensayo de difusion se retiré un fragmento, se dejo reposar a T ambiente un tiempo
suficiente para que se descongele y luego se procedié a la inmersién en la solucion de
la enzima. El fragmento de EPD obtenido se lavo 3 veces con PBS para eliminar el
resto de tripsina que pudiera haber quedado en el tejido y se dejé en remojo en la
mezcla etanol:PBS durante toda la noche. La Figura 2.11 muestra un fragmento de
piel humana completa luego de su inmersion en la solucién de tripsina y dispuesto
para la separacion de la capa epidérmica. La Figura 2.12 muestra un fragmento de

EPD luego de la separacion y sumergido en la mezcla etanol:PBS.

Figura 2.12: Fragmento de EPD humana.

El valor de transmisién de vapor de agua de la piel normal es de 8.0 - 21.0 g m? h™

(Carcamo Gatica, 2005). El valor obtenido en esta tesis fue 8.09 g m? h'y estuvo de
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acuerdo a lo reportado en la bibliografia. Este ensayo permitié establecer que los

fragmentos de EPD obtenidos mediante separacion con una solucion de enzima

mantuvieron su integridad y funcion barrera. La Figura 2.13 muestra un fragmento de

EPD dispuesto en el recipiente utilizado para determinar la trasmisién de vapor de

agua.

Figura 2.13: Recipiente con CaCl, y EPD humana utilizado para determinar la trasmision de
vapor de agua.

4. CONCLUSIONES

Se identifico el polimero QUI mediante el uso de espectroscopia de IR. Se
determind su GD mediante espectroscopia de RMN y su masa molecular
viscosimétrica a través de la ecuacion de Mark-Houwink utilizando el valor de

viscosidad intrinseca.

Se identificd la droga E2 mediante el uso de espectroscopia de IR y determinacion
del punto de fusion y comparacién con un estandar. Se desarroll6 un método de
cuantificacion de E2 mediante cromatografia liquida de alta resolucion. El proceso
de validacién permitié concluir que el método analitico desarrollado puede aplicarse
en la determinacion de E2 en muestras de mezcla etanol:PBS, debido a los

resultados satisfactorios obtenidos para linealidad, rango y precision.

La aplicacion de 2 metodologias de separacion de EPD en pieles animales permitio
seleccionar una de ellas para su uso en la obtencion de EPD humana a partir de un
fragmento de piel completa. Siendo la metodologia seleccionada, el tratamiento con

solucion de tripsina a 60.0 °C durante 2.0 minutos. Se realizaron ensayos para

66



Capitulo 2: Desarrollo Experimental General

verificar que los fragmentos obtenidos mantenian su integridad, y asegurar asi su

uso en los ensayos de difusion.
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CAPITULO 3

1. CELDA VERTICAL DE FRANZ: ENSAYOS DE ABSORCION IN VITRO DE
ESTRADIOL

1.1 Introduccién y objetivos

Una de las metodologias mas utilizada para el tratamiento de los datos experimentales
en estudios de absorcion de moléculas a través de una membrana homogénea emplea
la primera y segunda ley de Fick (Barry, 1983). No obstante esta aplicacion, resulta
una simplificacion en ciertas ocasiones excesiva, de procesos mas complejos que
puedan estar ocurriendo; esto es no tener en cuenta fendmenos tales como formacion
de uniones entre moléculas o metabolismo.

Se puede hablar del concepto de:

¢ Flujo: cuando un sistema no esta en el equilibrio, se mueve hacia el equilibrio.
¢ Velocidad: mientras mas lejos esté del equilibrio mas rapido se mueve hacia él.

La primera ley, (Ecuacion 3.1) indica que el flujo J de un compuesto por unidad de
longitud recorrida Ax es proporcional al gradiente de concentracién AC, mientras que
el D permanece constante como suposicién del modelo. El signo negativo indica que el

flujo neto transcurre en direccion de mayor a menor concentracion.

Ecuacion 3.1 J:-D.&
AXx

Esta ecuacién se cumple para procesos mediados por difusién en medios isotrépicos
bajo condiciones de EE, es decir, un gradiente de concentracién constante en el
interior de la membrana. En un proceso difusivo a través de una membrana de
espesor h que separa 2 compartimentos que contienen 2 soluciones de un soluto de
concentraciones C; y C,, respectivamente, en el EE se establece un gradiente de

concentracién constante en el interior de la membrana (Figura 3.1).
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Membrana
C Cm,
1
Cm, c,
Solucién €——> Solucién
compartimiento h compartimiento
dador receptor

Figura 3.1: Perfil de concentraciones a través de una membrana en el EE.

Las concentraciones del soluto en los bordes de la membrana, no son iguales que las
concentraciones de las soluciones adyacentes a la misma; debido a que se produce
proceso de particion del soluto entre la membrana y la solucion. C,sy Cn, son las
concentraciones del soluto en las interfases membrana - solucién. Aplicando la

primera ley de Fick a este ejemplo se obtiene:

Ecuacién 3.2 J= D-M
h

En los ensayos de difusion, los valores que generalmente se determinan en forma
experimental son C; y C,, es decir, las concentraciones de las soluciones en contacto
con la membrana, en lugar de C,; y Cn.. Por otra parte, en la mayoria de los casos,
las capas superficiales de la membrana se equilibran rapidamente con las fases
adyacentes. Este equilibrio puede expresarse en términos de distribucion o de
coeficiente de particiébn, mediante ecuaciones similares a las mencionadas en el

capitulo Desarrollo Tedrico:

Ecuacion 3.3 C,.=C P,
Ecuacion 3.4 C,.,=C,-P,

En las que P;y P, son los coeficientes de particién del soluto entre la membrana y las
soluciones adyacentes. Sustituyendo en la Ecuacién 3.2 y considerando que las
soluciones de ambos compartimentos son similares y la membrana homogénea,

entonces P,=P,=P, se obtiene:

(C,-C,)-P
h

Ecuacion 3.5 J=D-

En los experimentos de difusibn se acepta, con fines practicos, que cuando la

concentracion del soluto en el compartimento receptor no alcanza el 10% de la
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solubilidad del soluto en ese medio; se mantienen condiciones de gradiente maximo y
EE (Barry, 1983). Si se cumple esta condicion C, puede considerarse despreciable, y

la Ecuacién 3.5, puede expresarse como:

_D-P.-C
 h

Ecuacion 3.6 J

En EE, la cantidad de soluto que atraviesa la membrana por unidad de tiempo es
constante, lo que equivale a considerar que el fenédmeno de la difusion se desarrolla
de acuerdo con un proceso de orden cero; al que le corresponde un Kp que es
independiente de la concentracion en el compartimento dador (Flynn y col., 1974).

D-P

Ecuacion 3.7 Kp =

J
Cl

El flujo en EE y el Kp son determinados a partir de experimentos in vitro en los cuales
la concentraciébn de la solucion donante se mantiene (mas o0 menos) constante
(condiciones de dosis infinitas) mientras la solucién receptora proporciona condiciones
de vertedero (del inglés, sink condition); por consiguiente y como se mencion0 su
concentracion puede considerarse despreciable. En un grafico de cantidad acumulada
de soluto por unidad de area en funcion del tiempo (Figura 3.2) el periodo de tiempo
necesario para que se alcance el EE se relaciona con el tiempo de latencia, to. El
tiempo de latencia se puede determinar graficamente mediante extrapolacién al eje de
abscisas del tramo recto de la curva, el valor de la pendiente en el tramo recto

representa el flujo (Kielhorn y col., 2005).

T

estado estacionario

estado no estacionario

Cantidades acumuladas (mg cm?)

t, (tiempo de latencia)

«—

0 10 20 30 40

Tiempo (horas)
Figura 3.2: Perfil representativo de las cantidades acumuladas de soluto en el compartimento
receptor en funcién del tiempo (figura extraida de Kielhorn y col., 2005).
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Para asegurar que se ha establecido el EE es necesario dejar transcurrir
aproximadamente un tiempo igual a 2.7 veces el tiempo latencia (Barry, 1983). Otros
autores (Shah y col., 1994) afirman que con tiempos de experimentacion iguales a 6
veces el tiempo de latencia puede alcanzarse el 100 % del flujo maximo que se
consigue en EE y con 3 veces el tiempo de latencia se logra el 97 %. Si la difusion se
extiende menos que 3 veces el tiempo de latencia entonces el D seria sobreestimado.
La necesidad de tiempos de experimentacion tan largos puede significar un problema
en estudios de difusion con membranas biologicas y moléculas con D muy bajos (D=
10°-10"® cm? seg™), ya que durante el ensayo puede disminuir la viabilidad de la
membrana. Este inconveniente puede evitarse con el uso de membranas sintéticas.

En la Figura 3.3 se muestran en forma grafica los conceptos de dosis infinita y finita.
En la Figura 3.3-a se observa como una dosis infinita permite alcanzar y mantener una
velocidad maxima de absorcion (flujo), mientras que en condiciones finitas la maxima
velocidad de absorcién puede ser alcanzada por algun tiempo, pero no mantenida o
puede no ser alcanzada (OECD, 2004a). En la Figura 3.3-b se observa para dosis

infinita el establecimiento del EE (porcion recta de la grafica) no asi para dosis finita.

[=]

n
o
(=]

a Daosis Infinita

o
(=]
T

Dasis Infinita

=
(=]
T

40 pF

Flujo (ug cm™ h™)

01k Dosis Finita

20k Dosis Finita

Cantidad acumulada (ug cm®)

PSR TR T NSRS TR R 0.0 L e
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24

Tiempo (h) Tiempo (h)
Figura 3.3: Flujo y cantidad acumulada en funcién del tiempo para condiciones de dosis infinita
y finita (figura extraida de Kielhorn y col., 2005).

La segunda ley de Fick permite predecir el flujo de compuestos tanto en el estado no
estacionario como en el estacionario. La cantidad de farmaco (Q) que aparece en el

compartimiento receptor a un tiempo (f) viene dada mediante la siguiente expresion:

_D-n?-7%.¢t

Ecuacién 3.8 Q(t)=A-P-h-C D.h____ii(_l)n.e[ h? ]

Donde A es el area de difusién, P es el coeficiente de particion del farmaco entre el
vehiculo y la membrana, h el espesor de la membrana, C la concentracion inicial de

principio activo en el vehiculo y D es el coeficiente de difusién del farmaco en la
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membrana. En la Ecuacion 3.8 cuando el tiempo tiende a infinito, se obtiene una

expresion que define una linea recta y corresponde al EE.

Ecuacion 3.9 Q(t):A.P.h.C[D.#_%}

A partir de la ecuacioén anterior, con el valor del tiempo de latencia determinado a partir

de la grafica y conociendo el espesor, es posible calcular el D, mediante

h2
Ecuacién 3.10 t, =
6-D

Teniendo en cuenta estos aspectos tedricos y conceptos basicos de difusion, y las
cuestiones experimentales expuestas en el capitulo Desarrollo Tedrico para ensayos
de difusion en celda de Franz y optimizacion de membranas de QUI mediante

herramientas quimiométricas; se propuso como objetivo:

e Realizar ensayos de absorcion de E2 en celda de Franz utilizando EPD y evaluar el

flujo, a partir de las graficas de cantidad acumulada en funcion del tiempo.

o Disefiar mediante la aplicacion de un disefio experimental estadistico una
membrana de QUI que permita obtener en un ensayo de absorcién para E2, el

mismo valor de flujo que la EPD.

e Caracterizar las membranas de QUI utilizadas en los ensayos de absorcion.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Equipamiento y programas de computacién

Todas las experiencias de absorcion se realizaron en una celda vertical de Franz
marca PermeGear Inc., con un area de difusién de 1.77 cm? y 12.0 mL de volumen de
compartimiento receptor.

Todas las experiencias del método de cuantificacion de E2 se realizaron en un equipo
ternario de cromatografia liquida de alta resolucién Shimadzu LC-10 con detector UV
de arreglo de diodos.

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro Shimadzu FTIR-8201
PC.

72



Capitulo 3: Celda Vertical de Franz

Las determinaciones de sodio fueron realizadas en un espectrometro de absorcién
atomica Perkin EImer AAnalyst 800.

Las experiencias de RMN pulsada (RMNp) se realizaron en un analizador de protones
Minispec PC 120 Bruker, operando con un cabezal proténico Bruker a la frecuencia de
resonancia de 20 Mhz.

La obtencion se micrografias se realiz6 mediante observacion con un Microscopio
Electrénico de Barrido JEOL JSM-35C equipado con un sistema de adquisicién de
imagenes digitales SemAfore. La observacion se realizo bajo el modo de imagenes de
electrones secundarios utilizando una tension de aceleracion de 20.0 kV.

Los disefios experimentales y el analisis de los datos se realizaron con el programa

estadistico Design-Expert trial version 7.0.0.

1.2.2 Reactivos y materiales

El QUI fue comprado en Polymar Ciencia y Nutricion S.A. (Brasil). EI E2 de pureza
99% y el TPP fueron de la marca Sigma Aldrich.

El acido acético y el etanol fueron PA >99.5%, el &cido nitrico 65.0 %, el agua
oxigenada solucién al 30.0 % y el &cido clorhidrico 37.0 % fueron también PA y todos
de la marca Cicarelli. El acetonitrilo fue de calidad cromatografia liquida (Merck).

El agua que se utilizé para las disoluciones y las diluciones fue de calidad ultrapura.

La solucion reguladora buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) fue preparada de la misma
forma que en la seccién 2.2.2 Reactivos y materiales del inciso 2. Caracterizacién del
estradiol y desarrollo de un método de cuantificacion mediante cromatografia liquida

de alta resolucion, Capitulo 2.

1.2.3 Preparacion y entrecruzamiento de membranas de quitosan

Las soluciones de QUI a distintas concentraciones fueron preparadas por disolucion
de la droga en un volumen determinado de solucién acuosa de acido acético 2.0 mol
L. Cada solucién se centrifugd a 4000 rpm durante 30.0 minutos para remover las
burbujas de aire y el material no disuelto. Una porcién de la solucién centrifugada se
vertio en una placa de Petri de policarbonato, se dejé evaporar el solvente a T
ambiente hasta peso constante; y las membranas secas se almacenaron en bolsas de
polietileno hasta su uso. El dia previo al ensayo de absorcién las membranas fueron
cortadas en secciones circulares de 5.0 cm?y entrecruzadas mediante inmersion en
10.0 mL de una solucibn de TPP durante diferentes intervalos de tiempo.

Seguidamente, las membranas se lavaron 3 veces con agua para remover el exceso
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de TPP y se colocaron en la celda de Franz en contacto con la mezcla etanol:PBS
durante toda la noche. Todas las membranas entrecruzadas mantuvieron su

flexibilidad e integridad en la mezcla etanol:PBS.

1.2.4 Caracterizacion de las membranas de quitosan

Las membranas fueron utilizadas para ensayos de: absorcion de E2, contenido de
agua, espectroscopia de absorcién atémica, espectroscopia de IR y de RMNp y

observacién por microscopia electrénica de barrido.

1.2.4.1 Ensayos de absorcién de estradiol en celda de Franz

En los ensayos de absorcion se utilizaron fragmentos de EPD obtenidos segun la
metodologia descripta en la seccion 3.2.2 Separacion de epidermis del inciso
3. Seleccion de un método de separacion de epidermis a partir de un fragmento de piel
completa, Capitulo 2, y membranas de QUI entrecruzadas segun el procedimiento
descripto en el punto anterior.

El medio utilizado en los ensayos de absorcidn consistié de una solucién etanol:PBS
(40:60). El fluido del compartimiento receptor fue mantenido termostaticamente a 37.0
°C y bajo agitacion moderada. Primeramente, una membrana (EPD o de QUI) fue
puesta entre los compartimientos donante y receptor, y se dej6 toda la noche
permitiendo se equilibre con el medio de absorcion. Al dia siguiente el fluido del
compartimiento donante fue cambiado por una solucién de E2 de concentracién 500.0
ug mL™. La solucién donante se prepar6 cada dia de uso, por disolucion de la droga
sélida en un volumen determinado de la mezcla de etanol:PBS (40:60). Una vez que
se dio comienzo al ensayo de absorcién, alicuotas de 200.0 pL fueron retiradas del
compartimiento receptor y cuantificadas mediante el método desarrollado en la seccion
2.2.4 Desarrollo de un método de cuantificacion de estradiol mediante cromatografia
liquida de alta resolucién, del Capitulo 2. Un mismo volumen de medio fresco fue
agregado para mantener el volumen constante. EI compartimiento donante se cubrio
para evitar la evaporacion de la solucion de E2.

El flujo de E2 fue calculado de la pendiente de la porcion lineal de la grafica de

cantidad acumulada difundida por unidad de area en funcion del tiempo.

74



Capitulo 3: Celda Vertical de Franz

1.2.4.2 Evaluacion del contenido de agua

Las membranas entrecruzadas fueron separadas en 2 grupos. Grupo 1, estas
membranas fueron puestas en un desecador con silica gel hasta peso constante, y
luego se ubicaron en recipientes herméticos que contenian 10.0 mL de la mezcla
etanol:PBS (40:60). A determinados tiempos las membranas se retiraron; el exceso
de agua en la superficie de la membrana se removié cuidadosamente con papel
tissue, y luego se pesaron. El Grupo 2, consisti6 de membranas que directamente
luego del EC se colocaron en los recipientes con la mezcla etanol:PBS; estas
membranas se pesaron a determinados tiempos de la misma manera que las
membranas del primer grupo. Este procedimiento se repitid hasta que las membranas
(de ambos grupos) alcanzaron un peso constante. La relacion de hinchamiento (SR
del inglés, swelling ratio) y el contenido de agua en el equilibrio (EWC del inglés,
equilibrium water content), se calcularon segun las siguientes ecuaciones:

Ecuacién 3.11

peso en el estado hinchado a un dado tiempo - peso membrana seca) 100
peso membrana seca

SR(%) = {(

Ecuacién 3.12
EWC(%) = (peso en el estado hinchado en gl equilibrio - peSO. rne.mbrana seca) 100
peso en el estado hinchado en el equilibrio

1.2.4.3 Ensayos de espectroscopia de absorcion atémica por llama para

determinacion de sodio

Es conveniente disponer de una técnica que sea capaz de realizar un seguimiento de
la reaccion de EC. Para este trabajo de tesis se decidié utilizar para tal fin, la
determinacion de sodio (Na) (Rana y col.,, 2004 y 2005). La preparacion de las
membranas para la determinacion de Na se realiz6 de acuerdo al Método 200.3 para
Procedimiento de preparacién de muestras para la determinacion espectroquimica de
elementos totales recuperables en tejidos biolégicos (Mc Daniel, 1991). Brevemente la

secuencia de preparacion de la muestra fue:

1. Se coloco la membrana en un erlenmeyer de 125.0 mL, se agregaron 10.0 mL de
acido nitrico y se calenté sobre una manta calefactora hasta la aparicién de vapor
de color marrén. Se dejo enfriar. Se repiti6 este paso 2 veces mas pero con la
adicion de 5.0 y 2.0 mL de acido nitrico, respectivamente. Luego del 3 paso se
calentd la solucién hasta la reduccion de volumen aproximadamente a 5.0-10.0 mL.

Se dejo enfriar.
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2. Se agregaron 2.0 mL de agua oxigenada solucién al 30.0 %, se calent6 la solucion

hasta la reduccion de volumen aproximadamente a 5.0-10.0 mL. Se dejo enfriar.

3. Se agregaron 2.0 mL de acido clorhidrico, se calenté la solucién hasta la reduccion
de volumen aproximadamente a 5.0 mL, se dej6 enfriar y se transfiri6 a un matraz
de 25.0 mL. Se llevé a volumen con agua calidad ultrapura.

Se construyé la gréfica de calibracion con patrones certificados y los datos se

ajustaron con un modelo lineal mediante el método de cuadrados minimos, en el rango

de concentraciones de 0.01 a 1.0 ppm, siendo éstas las condiciones estandares para

Na en ensayos de absorcion atbmica recomendadas por el fabricante del equipo.

El valor de Na determinado se expres6 en microgramos por membrana (ug mg™) y se

determiné en: membranas sin EC, recientemente entrecruzadas y membranas que

alcanzaron el equilibrio del contenido de agua.

1.2.4.4 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

Membranas sin EC y entrecruzadas fueron limadas, de modo de obtener un polvo que
se secO en estufa y se utilizé para preparar una pastilla con bromuro de potasio. El

espectro se obtuvo en la region de frecuencia de 4000-400 cm™.

1.2.4.5 Determinaciones de movilidad molecular con espectroscopia de

resonancia magnética nuclear pulsada

Se realizaron determinaciones de tiempos de relajacion espin-espin proténico T, (ms),
de segundo momento M, (ms?) y de la intensidad de la sefial A (volts) en membranas
con distintos tiempos de EC a una T de 23.0 °C con *H RMNp. Se utilizé la técnica de
espin-eco Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG), cuya secuencia fue: pulso de 90°, r,
pulso de 180°, cambio de fase de 90°, 21, pulso de 180°, cambio de fase de 90°, 27;
con un valor de 2t de 38 us. Para cada curva se adquirieron 39 puntos de datos, cada
punto es el promedio de 49 escanes. El ajuste de la sefial se realizé con la siguiente
ecuacion (Kumagai y col., 2002)

~t

NCG)

[ﬁj Sizlflt .\ Alze{_azétz] siz:;zt

Ecuacion 3.13 A(t) =Ae

A(t) es la intensidad de sefal total. Los parametros a;, b;, T, Az y A; se obtuvieron del

ajuste de los con los datos experimentales con la Ecuacion 3.13. El parametro a es la
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desviacion estandar de la forma de linea gaussiana que convoluciona con el espectro
del protén rigido y el pardmetro b es el ancho mitad de la correspondiente
transformada de Fourier del espectro de RMN (van den Dries y col., 1998; van den
Dries y col., 2000). Los parametros T», y T,3 son los tiempos de relajacion espin-espin
proténico de las 2 fracciones de protones mdaviles, la menos moévil y la mas movil,
respectivamente (Ruan y Chen, 1998). La amplitud de sefial de las fracciones rigidas
(A4) y de las moviles (A)) se obtiene a tiempo igual a cero.

El M, se calculé mediante la siguiente ecuacion (Abragam, 1961)

Ecuacién 3.14 M,=a"+—
3

1.2.4.6 Observacion por microscopia electronica de barrido

Se realizaron observaciones de las superficies y de cortes transversales de
membranas preparadas con soluciones de QUI de distintas concentraciones vy
entrecruzadas con TPP (5.0 % p v' durante 15.0 minutos). Para la observacion
transversal, las membranas fueron sumergidas en aire liquido y fracturadas. Distintos
fragmentos fueron adheridos con pasta de grafito sobre portamuestras metalico. A
continuacion, todos los preparados se recubrieron con oro empleando un Sistema de
Deposicion Combinado metal/carbono, SPI SUPPLIES, 12157-AX, operando con
atmadsfera de Argén a 18.0 mA y durante 80.0 segundos, en 2 sesiones de 40.0

segundos. Las muestras se examinaron con un Microscopio Electrénico de Barrido.

1. 3 Resultados y discusion

1.3.1 Ensayos de absorcién de estradiol en celda de Franz utilizando
epidermis

Para poder determinar el flujo de E2 en EPD se prepararon fragmentos de EPD a
partir de la piel completa de 2 mujeres, Paciente A y Paciente B. Una vez obtenidos los
fragmentos se utilizaron en los ensayos de absorcién en la celda de Franz. Con la
fraccion de piel de la Paciente A se pudieron obtener 3 fragmentos de EPD y realizar 3
ensayos, con la piel de la Paciente B solo 1 ensayo. Las graficas de cantidad de E2
acumulado en el compartimiento receptor por unidad de area en funcién del tiempo

para cada paciente se muestran en la Figura 3.4.
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Figura 3.4: Cantidad de E2 acumulado en funcién del tiempo para pacientes: a) Ay b) B.

No obstante ser la piel una membrana heterogénea, las leyes de la difusién pueden
utilizarse para describir el proceso de absorcion transdermal. Ademas, los estudios de
absorcion consisten en la aplicacién durante un largo periodo de tiempo de un vehiculo
que contiene la droga, de modo que se asume que se alcanzan las condiciones de EE
y por lo tanto pueden emplearse las leyes de Fick (Barry, 1983; Guy y Hadgraft, 2003).
La porcion recta de las gréficas en la Figura 3.4 se ajustd con un modelo lineal; la
ecuacion de la recta de ajuste corresponde a la Ecuacion 3.9 y por lo tanto, el valor de
la pendiente de la ecuacién de ajuste es el valor del flujo. Con la Ecuacién 3.7 se
calculd el Kp. En la Tabla 3.1 se muestran los valores del flujo y del Kp calculados

para los fragmentos de EPD de ambas pacientes.

Tabla 3.1: Valores de flujo y coeficientes de permeabilidad.

Paciente A Paciente B
Flujo (ug cm™2 h'h 0.8491 (18.88 %)? 1.2858

Coeficiente de permeabilidad (cm h™) 1.74 x 103(18.74 %)*  2.55x 107
% Entre paréntesis el coeficiente de variacion (CV %).

Los CV % obtenidos para la paciente A estan de acuerdo con los requerimientos de
precision para métodos bioanaliticos especificados por la FDA (Food and Drug
Administration, 2001), CV % menor a 20. Ademas, teniendo en cuenta los valores de
variacion intralaboratorio de 6.3-111.0 %, para testosterona reportados por van de
Sandt y col. (2004); los CV % obtenidos en esta tesis son aceptables. Los valores de
flujoy Kp para el fragmento de la paciente B son similares a los de la paciente A.

Los valores de Kp son del orden de los reportados por Johnson y col. (1995). Estos
autores realizaron un trabajo donde estudiaron la absorcién, en piel humana, de 6

esteroides entre los cuales estuvo el E2. Compararon exhaustivamente sus resultados
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con los de otros autores y reportaron valores de Kp en el rango 0.3-6.1 x 10° cm h™,
similares a los obtenidos en esta tesis.

Los espesores de los fragmentos de EPD utilizados en todas las experiencias fueron
determinados con un micrémetro. El promedio general obtenido fue 98 + 5 um (CV %
5.0). Barry (1983) reporto para piel abdominal un espesor aproximado de EPD de 100
um; por lo tanto los valores obtenidos en esta tesis estan de acuerdo a los reportados
en la bibliografia.

En la Figura 3.5 se muestra la celda vertical de Franz utilizada en todos lo ensayos de

absorcion y un fragmento de EPD luego de ser utilizado en un ensayo.

Figura 3.5: a) Celda vertical de Franz y b) Fragmento de EPD.

1.3.2 Ensayos de absorcién de estradiol en celda de Franz utilizando

membranas de quitosan

1.3.2.1 Seleccion de factores

Para determinar los factores que afectan el flujo de E2 en membranas de QUI, se
realizo un disefio experimental Factorial Fraccionado que consistio en la realizacion de
8 experiencias de absorcion. Los factores que se analizaron fueron: concentracién de
la solucién de QUI, concentracion de la solucion de agente de EC (TPP), tiempo de la
reaccion de EC y tratamiento térmico a 60.0 °C durante 60.0 minutos. Cada uno de
estos factores se evalu6 a 2 niveles. Los 3 primeros fueron factores cuantitativos vy el
altimo fue categorico, siendo sus niveles, con y sin tratamiento térmico. Por lo tanto el
disefio consistié en la evaluacion de 8 membranas preparadas segun el procedimiento
explicado en 1.2.3 Preparacién y entrecruzamiento de membranas de quitosan, de

este capitulo, de acuerdo a las combinaciones de los factores. Una vez preparadas las
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membranas se utilizaron en los ensayos de absorcién en la celda de Franz y se
determind el valor de flujo de E2 de la porcién recta de la grafica de cantidad de E2
acumulado en el compartimiento receptor por unidad de area en funcion del tiempo.
Las combinaciones de los factores evaluados en el disefio y los resultados de las

experiencias se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Combinaciones de los factores evaluados en el disefio y resultados experimentales.

Experiencia Concentracion Concentracién Tiempo  Tratamiento Flujo
de QUI (%p v') de TPP (%p v') de EC (min) Térmico (ug cm?h™)
1 3.0 10.0 15 con 5.8625
2 4.0 5.0 15 con 2.3700
3 4.0 5.0 45 sin 4.8743
4 4.0 10.0 45 con 5.2806
5 3.0 10.0 45 sin 13.2250
6 3.0 5.0 15 sin 5.8000
7 4.0 10.0 15 sin 2.5538
8 3.0 5.0 45 con 13.2570

Posteriormente, se aplicé un test ANOVA a los datos experimentales. En la Tabla 3.3
se muestran los valores de probabilidad obtenidos para cada factor, indicando entre
paréntesis el tipo de influencia sobre la respuesta (positiva o negativa). Un factor se

considera significativo cuando su probabilidad es menor a 0.05.

Tabla 3.3: Resultados del test ANOVA aplicado a los datos experimentales del disefio Factorial
Fraccionado.

Parametro Valor de
probabilidad
Modelo 0.0003
Concentracion de QUI (% p v 0.0001 (-)
Concentracion de TPP (% p v'%) 0.3277
Tiempo de EC (min) 0.0002 (+)
Tratamiento térmico 0.9031

En la Figura 3.6 se muestran el grafico de probabilidad normal y el diagrama de
Pareto. Ambos permiten visualizar en forma grafica cuales son los efectos que influyen
significativamente en la variable respuesta. En celeste estan representados los efectos

negativos y en color naranja los positivos.
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Figura 3.6: Gréfico de Probabilidad Normal y Diagrama de Pareto. A) Concentracion de QUI,
B) Concentracién de TPP, C) Tiempo de EC y D) Tratamiento Térmico.

1.3.2.2 Analisis de los factores

El modelo mostrd una desviacion estandar baja (0.021, CV % = 2.88) y un coeficiente
de correlacion ajustado muy bueno (0.9940).

El incremento de la concentracion de la solucién de QUI de 3.0 a 4.0 % p v ocasion6
una disminucién del flujo de E2. Esto es debido a que no sélo hay un aumento del
espesor de la membrana sino también un mayor entramado por el mayor nimero de
moléculas de polimero.

El incremento en el tiempo de EC de 15.0 a 45.0 minutos aumentd el flujo de E2. Esta
reportado ampliamente en la bibliografia que al aumentar la densidad de EC, esto es
por un mayor tiempo de EC o mayor concentracion de agente de EC, la cantidad de
droga difundida disminuye (Berger y col., (2004). Los resultados obtenidos en esta
tesis muestran que el aumento del tiempo de EC y de la concentracion de TPP
(aunque no afectd en forma significativa), aumentaron el flujo. Estos resultados son
similares a los reportados por Rana y col. (2004 y 2005), quienes observaron que al
aumentar la concentracion del agente de EC aumentaba el flujo de la drogas 5-
fluorouracilo e indometacina a través de membranas de QUI.

El gréfico de probabilidad normal (Figura 3.6) permite ver cuales son los factores que
se alejan de un comportamiento normal, es decir influyen en forma significativa en la
respuesta. El diagrama de Pareto (Figura 3.6) es un grafico adicional mediante el cual
se muestran los valores del estadistico t para cada efecto, y de esta manera se
visualizan hacia la izquierda los factores con efectos significativos y hacia la derecha,
aquellos que no superan los valores limites del valor t y del test de Bonferroni y por lo

tanto no afectan de manera significativa la variable respuesta.
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Finalmente, se pudo concluir que, los factores concentracion de la solucién de QUI y
tiempo de EC resultaron significativos y se consideraron en el analisis posterior.
Mientras que concentracion de TPP y tratamiento térmico no fueron significativos.

En la Figura 3.7 se muestra una membrana de QUI luego de ser utilizada en un

ensayo de absorcion.

N\

Figura 3.7: Membrana de QUI.

1.3.2.3 Optimizacion de la variable respuesta

Para poder determinar la combinacién de factores que permitan preparar una
membrana con un valor de flujo similar al de EPD se construy6 un disefio experimental
central compuesto. Como se menciond en la seccion 3.1.1.2 Metodologia de superficie
de respuesta del inciso 3. Herramientas Quimiométricas (Capitulo 1), estos disefios
permiten adicionar mas niveles al rango de los factores y de esta manera explorar
mejor el espacio del disefio. Este disefio central compuesto consistié en la realizacion
de experiencias de absorcién con 12 membranas preparadas de acuerdo a la
combinacion de las variables independientes seleccionadas, en los siguientes rangos:
concentracion de la solucién de QUI 2.66 — 4.34 % p v'* y tiempo de EC 4.77 — 55.23
minutos. La concentracion de la solucion de TPP fue 5.0 % p v' para la preparacion
de todas las membranas, y corresponde al valor minimo estudiado en el disefio de
seleccion de factores.

Las combinaciones de los factores evaluados en el disefio y los resultados de las

experiencias se muestran en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4: Combinaciones de los factores evaluados en el disefio y resultados experimentales.

Experiencia Concentracién Tiempo Flujo
de QUI (% p v de EC (min) (ug cm?h™)
1 3.50 30.00 7.7658
2 4.34 30.00 2.6150
3 2.66 30.00 15.2280
4 3.50 55.23 12.7430
5 4.00 15.00 2.5744
6 3.50 30.00 5.7227
7 3.50 30.00 9.6351
8 3.50 30.00 9.0805
9 3.50 4.77 9.7409
10 3.00 45.00 11.1690
11 3.00 15.00 6.4650
12 4.00 45.00 4.1327

1.3.2.4 Modelado y optimizacion de la variable respuesta

El objetivo de la optimizacion fue ajustar el valor de la variable respuesta a un valor
fijo, esto es el flujo de E2 en EPD. Los flujos calculados para las pacientes Ay B
(0.8491 y 1.2858 ug cm? h™, respectivamente) no estan incluidos en el rango de
respuestas experimentales evaluadas (Tabla 3.4). En los trabajos reportados por Rana
y col. (2004 y 2005) se observaron resultados similares, por ejemplo el flujo de
indometacina en EPD fue 34.20 pg cm? h™y el rango de los valores de flujo de las
membranas correspondientes al disefio central compuesto fue 48.62-215.89 pg cm?
h™. Mas alla de las diferencias que pudieran existir entre ambos sistemas y que se
tratara de 2 drogas distintas, se decidi6 continuar con el modelado y optimizacién
debido a que las observaciones realizadas habian sido reportadas por otros autores.
Los coeficientes del modelo se calcularon mediante regresion multiple con eliminacion
por retroceso (del inglés, backward) (Derringer y Suich, 1980). Este procedimiento
consiste en realizar la regresion con todos los términos del modelo, luego quitar el
término con el valor de probabilidad parcial mas alto. Finalmente, el proceso se
detiene cuando el valor de probabilidad del siguiente término satisface el valor de a
especificado.

El flujo de E2 se ajusté mediante un modelo lineal, por ser el que mejor explica la
relacién entre la respuesta y los factores estudiados. El modelo seleccionado se validé
mediante el test ANOVA. La probabilidad obtenida para el modelo 0.0046 (< 0.05)
indica que sus términos son significativos. La prueba de falta de ajuste resulté no

significativa (valor de probabilidad = 0.2553 > 0.05), de modo que el modelo elegido
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ajusta de manera satisfactoria los datos experimentales. El estadistico R? indica que el
modelo explica un 69.79 % de la variabilidad de la respuesta, sefialando que el modelo
puede ser usado para explorar en el espacio del disefio.

Debido a que los valores de flujo en EPD no estan incluidos en el rango de respuestas
obtenidas no se pueden utilizar las herramientas del programa estadistico Design-
Expert para la optimizacion de la respuesta hacia un valor fijo. De modo que se
resolvié la ecuacién del modelo en forma analitica, con los siguientes criterios de
optimizacién: concentracion de la solucion de QUI 4.34 % p v' (a mayor
concentracién menor valor del flujo) y valor de la variable respuesta 0.8491 pg cm? h*
(flujo de E2 en EPD de paciente A). El valor de tiempo de EC calculado fue 9.41
minutos.

Se prepar6 una membrana de QUI segun la siguiente combinacion de factores:
concentracion de la solucién de QUI 4.34 % p v, concentracion de la solucién de TPP
fue 5.0 % p v! y tiempo de EC 9.41 minutos. Dicha membrana se evalué en la celda
de Franz y el valor de flujo obtenido fue 6.2580 pg cm? h™, el cual evidentemente dista
mucho del valor deseado. Esto puede deberse a que la suposicién inicial de que el
modelo se cumple fuera del rango para el cual se obtuvo no sea valida o a que el
modelo no tiene en cuenta otros factores concernientes a la preparacion de las
membranas o propios del sistema, y que tienen una influencia significativa en el flujo
de E2.

Se realizaron experiencias adicionales con la intencion de trabajar a concentraciones
mas altas de la solucion de QUI, con el objetivo de disminuir el flujo para modificar el
rango de trabajo. Se trabajo con soluciones de concentracion 4.5 —-5.0 % p v pero no
se pudo disminuir el flujo hasta un valor aproximado al deseado. Ademas fue mas
dificil la manipulacién de las soluciones del polimero a mayores concentraciones en el

momento de la disolucion debido a la viscosidad de las mismas.

Teniendo en cuenta las siguientes consideraciones:

1) la imposibilidad de optimizar la respuesta con el modelo obtenido,

2) el efecto positivo del tiempo de EC sobre el flujo (un incremento del tiempo ocasioné

un aumento del flujo) cuando lo esperable es lo contrario (Berger y col., 2004),

3) la necesidad de obtener mas informacion sobre el sistema QUI-E2 para las
aplicaciones pertinentes a esta tesis.

Se decidié realizar una serie de estudios adicionales que se analizan a continuacion.
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1.3.2.5 Caracterizacion de membranas de quitosan

Los valores de flujo obtenidos para las membranas con concentracion de QUI 3.5 % p
vl y con 5.0, 30.0 y 55.0 minutos de EC fueron 9.3, 8.582 y 12.743 pg cm™ h™,
respectivamente. De modo que se prepararon membranas adicionales pero con un
tiempo de EC de 15.0 minutos y se obtuvo un flujo promedio de 2.458 pg cm? h™.
Como se menciond, estos resultados son similares a los reportados por Rana y col.
(2004 y 2005), quienes observaron que al aumentar la concentracion del agente de EC
aumentaba el flujo de la drogas 5-fluorouracilo e indometacina a través de membranas
de QUI. En el sistema QUI-E2 pudo observarse entonces que, un aumento del tiempo
de EC aumenté el flujo. Para permitir explicar estos resultados, estas membranas
fueron sometidas a estudios de contenido de agua, espectroscopia de absorcién
atomica, espectroscopia de IR y RMNp.

Previo a estos ensayos y con el fin de verificar la influencia del tiempo de EC con una
solucion de TPP sobre las propiedades de las membranas, se prepararon membranas
no entrecruzadas por inmersion de las mismas en agua sin TPP durante 5.0 — 55.0

minutos. En la Figura 3.8 se muestra la estructura quimica del TPP.

NaO,,IJ |5 AJONa

NaQ~” ™DNa
ONa

Figura 3.8: Estructura quimica del TPP.

Todas las membranas no entrecruzadas se rompieron durante los ensayos para
evaluacion del contenido de agua y por esta razon el contenido de agua no alcanzé un
equilibrio sino que presentd una tendencia diminutiva. Asimismo, esta pérdida de peso
podria estar asociada con un proceso conocido en la bibliografia como erosién (Neto y
col., 2005). El cual implica que, aunque el QUI no es soluble en agua, a medida que
aumenta el tiempo de inmersion pequefias cantidades del polimero podrian ser
disueltas, causando la pérdida de peso observada. Los resultados de los ensayos de
espectroscopia de absorcion atébmica mostraron que el contenido de Na fue menor en
las membranas no entrecruzadas que en las que recibieron EC. No obstante, al igual
que el contenido de agua, el contenido de Na no estuvo relacionado con el tiempo de
inmersién en agua. La ruptura de las membranas no entrecruzadas y el proceso de
erosion serian los mecanismos que explican dichos resultados.

Estos ensayos realizados con membranas no entrecruzadas son una evidencia

importante de que la reaccion con TPP es la responsable de la integridad y las
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caracteristicas de las membranas entrecruzadas que se analizan a continuacién. Las
gréficas de cantidad de E2 acumulado en el compartimiento receptor por unidad de

area en funcion del tiempo, para 3 réplicas a un mismo tiempo de EC, se muestran en

la Figura 3.9.
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Figura 3.9: Cantidad de E2 acumulado en funcién del tiempo para 3 replicas de membranas de

QuI.
Analizando dichas graficas puede observarse una muy buena reproducibilidad. Una

comparacion de los valores de E2 acumulado en el EE demostr6 que no hubo
diferencias significativas (p > 0.05) entre los 3 ensayos.

Todas las membranas entrecruzadas mantuvieron su flexibilidad e integridad en la
mezcla etanol:PBS. Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo se muestran en
la Tabla 3.5.

Tabla 3.5: Resultados de experiencias adicionales.

tiempo de EC (minutos)

5.0 15.0 30.0 45.0 55.0

Pesoluegodel ) 557 044) 0.263(0.018) 0.297(0.019) 0.289(0.010) 0.285(0.021)

EC (9)
Espesor luego
del EC (um) 330(52) 271(28) 297(17) 322(8) 311(22)
EWC (%)? 49.4(0.5) 29.9(1.1) 29.7(0.7) 31.6(0.9) 31.9(0.8)
EWC (%)° 63.4(0.4) 30.6(0.3) 33.5(0.5) 36.7(0.4) 39.3(0.3)

Na" (ug mg™)
uego del EC 6.73(0.51) 19.36(3.10) 25.43(1.59) 34.15(2.96)  35.55(7.22)

Na* (ug mg™)? 4.14(0.34)  5.93(1.94) 2.23(0.10) 14.80(0.21)  22.10(0.20)
Na* (ug mg™h)° 2.93(0.13) 14.99(0.46) 18.80(0.79) 24.58(0.58)  28.20(0.37)

(ﬂslgrgg E?) 9.300(0.180) 2.458(0.075) 8.582(0.551) ND 12.743(0.365)

Entre paréntesis la desviacion estandar, ND: no determinado, ® Grupo 1, b Grupo 2
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Las membranas con el menor tiempo de EC presentaron el peso més alto luego de la
reaccion de EC (Tabla 3.5). El tiempo de EC no tuvo ningun efecto significativo sobre
el espesor de las membranas (p > 0.05).

De los estudios de contenido de agua, puede concluirse que las membranas con el
menor tiempo de EC presentaron la mayor hidrofilicidad en ambos grupos. Esto podria
ser atribuido a una muy baja densidad de EC. En el Grupo 1 (membranas
entrecruzadas, puestas en desecador y sumergidas en mezcla etanol:PBS) no se
observaron diferencias (p > 0.05) en el EWC % con un incremento en el tiempo de EC
(de 15.0 a 55.0 minutos). Mientras que, en el Grupo 2 (membranas entrecruzadas y
sumergidas en la mezcla etanol:PBS) la hidrofilicidad aument6é a mayor tiempo de EC
(de 15.0 a 55.0 minutos) y las diferencias en el EWC % fueron significativas (p < 0.05).
En la Figura 3.10 se observa que las membranas del Grupo 1 (Figura 3.10-a)
alcanzaron el EWC % luego de 60.0 minutos de inmersion en la mezcla etanol:PBS,
mientras que las membranas del Grupo 2 (Figura 3.10-b) lo hicieron a los 30.0
minutos. La disminucién en el contenido de agua en las membranas del Grupo 2
puede ser atribuido a un efecto de deshidratacién por parte del etanol, el cual también
fue reportado para membranas de silicona (Megrab y col., 1995). Esta deshidratacién
se podia observar a simple vista ya que las membranas se tornaban méas compactas y
menos flexibles; no obstante las membranas retenian agua en el interior de la matriz

polimérica, y este contenido de agua aumenté con el tiempo de EC.
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Figura 3.10: Contenido de agua para distintos tiempos de EC (tEC) a) Grupo 1y b) Grupo 2.

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de espectroscopia de absorcion
atomica indican que el incremento en el tiempo de EC aumenté el contenido de Na en

las membranas (Na luego del EC en la Tabla 3.5) hasta los 45.0 minutos de EC; luego
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de este tiempo, parece que se alcanza un plateu. Por otra parte, el contenido de Na en
ambos grupos de membranas que fueron sometidas a los ensayos de contenido de
agua disminuy6 en comparacién con los valores obtenidos para las membranas luego
del EC, indicando que durante los ensayos de absorcién in vitro y de evaluacion del
contenido de agua algunos de los enlaces de la red ionica del EC se habrian roto. Esto
podria ser atribuido al pH de la solucion de EC de TPP (pH = 9.0) y al relativamente
bajo GD del polimero (77.0 %). A este valor de pH, el grado de ionizacion de los
grupos amino en las moléculas de QUI es menor al 10 % (Shu y Zhu, 2002), de modo
que las interacciones electroestaticas entre las cargas negativas de las moléculas de
TPP y las minimas cargas positivas de las moléculas de QUI no fueron tan fuertes,
pero suficientes para permitir a las membranas preservar su integridad (en
comparacion con las membranas no entrecruzadas que se rompieron durante los
ensayos de caracterizacion). No obstante, en las membranas del Grupo 1, no hubo
correlacion entre el contenido de Na remanente y el tiempo de EC; en las membranas

del Grupo 2 el contenido de Na remanente aumento con el tiempo de EC.

tEC 0 minutos
tEC 5 minutos

tEC 15 minutos

tEC 55 minutos

TPP

&

1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm”)

Figura 3.11: Espectros de IR de membranas no entrecruzadas, con distintos tiempos de EC y
de TPP.
Los espectros de IR de membranas no entrecruzadas, entrecruzadas y del TPP se
muestran en la Figura 3.11. Al comparar los espectros se observaron diferencias en
las intensidades de los picos entre 1800 — 800 cm™ entre las membranas no
entrecruzadas y aquellas que recibieron EC. Bhumkar y Pokharkar (2006) reportaron
que el pico a 1655 cm™, caracteristico de la amida |, desaparece en las membranas
entrecruzadas y 2 nuevos picos a 1645y 1554 cm™ aparecen. La desaparicion de esta

banda puede ser atribuida a la unidn entre moléculas de TPP y QUI. Ademas,
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Bhumkar y Pokharkar (2006) reportaron que las moléculas de QUI entrecruzadas a
altos valores de pH (pH = 9.0) son mas porosas, incrementando el espacio libre para
la difusién y permitiendo a las membranas retener mas moléculas de agua dentro de
las red. Las intensidades de los picos entre 900 — 1200 cm™ aumentaron a mayores
tiempos de EC, dicha region es donde se encuentran los picos caracteristicos del TPP.
Estas evidencias sugieren la presencia de uniones entre los grupos —NH3;" de QUI y —
O,PO" de TPP durante el proceso de EC, y es la razén del incremento en el contenido
de Na a mayores tiempos de EC.

Los estudios de RMNp se realizaron con el fin de estudiar la movilidad proténica en las
membranas de QUI con distintos tiempos de EC. En los sistemas sdélido-agua el
tiempo de relajaciéon espin-espin proténico (T,) esta asociado a la movilidad proténica
y la intensidad de sefal (A) es proporcional a la cantidad de protones. Los protones
rigidos no pueden caracterizarse por un valor de T,, sino que para monitorear su
movilidad se utiliza el método de segundo momento (M). EI M, permite realizar
conclusiones acerca de la movilidad de los protones inméviles y es una medida de las
interacciones dipolares. En la Tabla 3.6 se muestran los valores de los parametros
obtenidos a partir del ajuste de los datos experimentales con las Ecuaciones 3.13 y

3.14, y que caracterizan la fraccién de protones rigidos.

Tabla 3.6: Valores de parametros correspondientes a la fraccion de protones rigidos.

tiempo de EC (minutos)

0.0 15.0 30.0 45.0 55.0

a; (ms™) 7.7 4.4 6.7 5.3 2.2
b; (ms™) 32.7 33.0 335 323 32.6
My (ms?)  416.3 381.4 419.6 376.2 358.1

Aq; (volts) 39.2 30.1 41.8 70.7 4.8

a, (ms™) - - - 4.3 9.0
b, (ms™) - - - 22.0 29.9
Mz, (ms™) - - - 180.5 379.7
Ay, (volts) - - - 15.9 209.8

Las membranas sin EC y con 15.0 y 30.0 minutos de EC presentaron una sola fraccién
rigida; mientras que las membranas con 45.0 y 55.0 minutos de EC, 2 fracciones de
protones rigidos. Este componente rigido es debido a la macromolécula con sus
grupos hidroxilos intercambiables y moléculas de agua muy estrechamente ligadas
(irrotacionalmente) en la primera capa de solvatacion. En los sistemas macromolécula-

agua, el agua ligada puede clasificarse como: rotacionalmente ligada si las moléculas
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de agua forman un enlace de hidrégeno con la macromolécula o irrotacionalmente
ligada si forma 2 o mas enlaces. Una molécula de agua puede formar hasta un
maximo de 4 enlaces de hidrogeno.

En la Tabla 3.7 se muestran los valores de los parametros obtenidos a partir del ajuste
de los datos experimentales con la Ecuacion 3.13, y que caracterizan la fraccion de

protones moviles.

Tabla 3.7: Valores de parametros correspondientes a la fraccion de protones moviles.

tiempo de EC (minutos)

0.0 15.0 30.0 45.0 55.0
T2 (Ms) 0.106 - 0.263 - -
A, (volts) 0.814 - 0.437 - -
T2s (MS) 0.854 0.591 0.816 0.591 0.527
As (volts) 0.362 0.823 0.602 0.806 0.868

Las membranas sin EC y con 30.0 minutos de EC presentaron 2 fracciones moviles
con distintas movilidades, mientras que las membranas con 15.0, 45.0 y 55.0 minutos
de EC presentaron un decaimiento monoexponencial (una sola fraccion movil). Los
protones caracterizados por el tiempo T,, son los menos moviles, y al tener
dimensiones de centenas de microsegundos caracterizan al agua ligada
rotacionalmente (Ruan y Chen, 1998). T,; que caracteriza a los protones mas moviles
no superd en ningln caso la unidad de milisegundo por lo que en estas membranas no
hubo agua libre (Ruan y Chen, 1998), y esta fraccién también correspondié a agua
ligada rotacionalmente.

Las membranas con 5.0 minutos de EC presentaron una fraccién rigida y una movil
cuyo tiempo de relajacion fue de 1.98 ms.

En todas las membranas, el experimento de RMNp revel6 la presencia de uno o dos
componentes de relajacion lenta ademas de la relajacion rapida atribuida a la red
polimérica.

Cuando comienza la reaccién de EC de TPP con el QUI ocurre una variacién en la
conformacion, donde el polimero actia de tal manera que expone sus grupos —OH al
solvente (Capitani y col., 2001). Esto puede observarse en las membranas con 5.0
minutos de EC, en donde el tiempo de relajacion de la fraccion moévil es de 1.98 ms 'y
que caracteriza al agua libre. En las membranas con 15.0 minutos de EC se observd
menor rigidez que en las membranas sin EC, pero el agua caracterizada por la
magnitud de los tiempos de relajacién, ya no se encuentra libre como en las
membranas con 5.0 minutos de EC. Sucede que debido a la variacion en la

conformacion las moléculas de polimero entrecruzadas con TPP se estabilizan en una
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red tridimensional, lo que permite que las moléculas de agua queden rigidamente
ligadas (Capitani y col., 2001).

Una reduccion en el valor del M, puede ocurrir si disminuye la densidad protonica (las
interacciones dipolares disminuyen con la sexta potencia de la distancia protén-proton)
(van den Dries y col., 1998). En la Tabla 3.6 puede observarse que el Maiec:3omin €S
mayor que el Maiec.1smin, POF 10 que las interacciones dipolares son menos intensas en
las membranas con 15.0 minutos de EC. La densidad proténica es menor, como
consecuencia de que los ejes de sus cadenas moleculares estan mas alejados entre
si, comparados con la distancia entre los ejes de las cadenas moleculares de las
membranas con 30.0 minutos de EC. En la Tabla 3.7 se observa un aumento en la
movilidad de la fraccion mas movil al ser Taeciomn Mayor que Tozecismine ESte
resultado parece a simple vista contradecir el resultado obtenido con respecto al valor
del M,. Es decir, si los ejes de las cadenas moleculares del polimero estan mas
cercanos entre si en las membranas con 30.0 minutos de EC, la movilidad de los
protones del agua ligada rotacionalmente deberia ser menor. Una posible explicacion
para estos resultados es que las moléculas de agua de esta fraccibn mas maovil no
estén confinadas en el reticulo que produce el EC, sino que estén por fuera de ese
microporo. De modo que surge la posibilidad de que el EC permita la formacién de 2
tipos de microporos. Un microporo hidrofilico formado por el TPP coordinado con el
QUI donde la fraccion de moléculas de agua forma un continuo con la macromolécula
registrado por las interacciones dipolares intra e intermoleculares que contribuyen con
el My; y otro hidrofébico en cuya formacion se ubican los grupos acetilos que no
permiten las interacciones intermoleculares. En este microporo hidrofobico se ubicaria
una fraccién de moléculas de agua muy pequefia pero lo suficientemente mévil como
para que no contribuya con las interacciones dipolares. Resultados similares
reportaron Ruel-Gariepy y col. (2002) para el sistema formado por QUI vy
glicerolfosfato. Reconociendo la capacidad del QUI de formar interacciones
hidrofébicas debido a la presencia de sus grupos acetilos.

En las membranas con 45.0 y 55.0 minutos de EC los resultados se invierten. Segun
los valores de M, los ejes de las cadenas moleculares en el microporo formado por el
TPP y el QUI estdn mas alejados, quitandole movilidad a la pequefa fraccion de
moléculas de agua del microporo hidrofébico.

Con los resultados del estudio de contenido de agua y de acuerdo al porcentaje de
cada fraccién de protones se pudo calcular el contenido de protones que las moléculas
de agua aportaban a cada fraccién y de este modo las moléculas de agua en cada
fraccion (Tabla 3.8).
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Tabla 3.8: Moléculas de agua en cada fraccion.

tiempo de EC (minutos)

15.0 30.0 45.0 55.0

Total 8.36 9.56 11.03 12.29
Fraccién A;;  7.83 9.04 6.74 -

Fraccion A, - - 4.09 12.20
Fraccion A, - 0.22 - -

Fraccibn A;  0.53 0.30 0.20 0.09

Para el tiempo de EC de 15.0 minutos se observéd que el QUI fue capaz de coordinar
fuertemente, aproximadamente 7.83 moléculas de agua por unidad repetitiva (fracciéon
A1;). Para las membranas con 30.0 minutos en cambio, se observé que el polimero
coordiné alrededor de 9 moléculas de agua, en la misma fraccion. Por unidad
repetitiva existen 8-9 lugares para formar enlaces de hidrégeno. Entonces en las
membranas con 15.0 y 30.0 minutos de EC las moléculas de agua se ubicaron en la
primera capa de solvatacion, porque solo se observé una fraccion de protones rigidos
(fraccion A;;). En las membranas con 45.0 minutos de EC fueron aproximadamente
10.83 moléculas de agua las que se unieron fuertemente a la macromolécula pero
separadas en 2 fracciones con distintos momentos dipolares, una mas rigida con 6.74
moléculas de agua y otra menos rigida con 4.09 moléculas. En las membranas con
55.0 minutos de EC la totalidad de las moléculas de agua (12.20) estan en la segunda
fraccion, que tiene un M, que indica tanta rigidez como en la primera fraccion (Tabla
3.6). El nimero de moléculas de agua de la fraccion Az disminuyd con el tiempo de
EC.

Como se menciond, a mayor numero de sitios de entrecruzamientos, el hinchamiento y
la difusion/liberacion de drogas disminuye (Remuién-Lépez y Bodmeier, 1997; Shu y
Zhu, 2002; Berger y col., 2004). No obstante, como puede observarse en la Tabla 3.5
el flujo de E2 aumentd con un incremento del tiempo de EC desde 15.0 a 55.0
minutos. El alto valor de flujo obtenido con 5.0 minutos de EC puede ser debido a una
muy baja densidad de EC.

Nghiem y col. (2002) propusieron que la estrona, un metabolito del E2, puede formar
enlaces de hidroégeno debido a la presencia de grupos oxhidrilos y carbonilos en su
estructura; esto permite la interaccion con la membrana, la adsorcion y la retencion en
ensayos de filtracion. El fenédmeno de adsorcién es importante en aquellos casos
donde el tamafo de poro de la membrana es similar al didmetro molecular del
compuesto que filtra. Cuando el tamafio de poro es menor al diametro molecular la
difusién de la estrona desde la fase acuosa hacia el poro no es favorable, y es el

impedimento estérico el principal mecanismo en el proceso de separacion. En otro
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trabajo (Nghiem y col., 2004) en el que estudiaron el reciclado de efluentes de aguas
residuales domésticas utilizando también membranas de nanofiltracion para la
remocion de E2 y de estrona, estos autores concluyeron que el mecanismo de
transporte de E2 a través de las membranas es difusion y no existe aporte de
fendmenos de conveccidn; sin embargo, el rol del agua en este proceso difusivo sigue
sin estar claro.

Braeken y col. (2005) estudiaron la relacion entre la hidrofobicidad de compuestos
organicos, expresada como el logaritmo del coeficiente de particibn octanol — agua
(Log P), y su retencion en EE en ensayos de nanofiltracion. Estos autores utilizaron 3
membranas diferentes, aunque todas de naturaleza hidrofilica, y entre los compuestos
evaluaron E2, el cual se caracteriza por una alta hidrofobicidad (Log P = 2.72).
Braeken y col. encontraron que un compuesto con un alto valor de Log P (compuesto
hidrofébico) permeaba relativamente facil a través de las membranas, mientras que
una molécula con una alta afinidad por la fase acuosa (valor de Log P negativo) era
retenida. Estos autores explicaron sus resultados de la siguiente manera: las
moléculas con un bajo valor de Log P (negativo) generalmente tienen muchos grupos
polares, los cuales pueden formar enlaces de hidrégeno con las moléculas de agua.
Los compuestos hidrofbicos tienen menos grupos polares y estan menos hidratados.
Debido a su menor tamafio, estas moléculas pueden entrar mas facilmente en los
poros de las membranas y permear a través de ella. Esta fue la explicacion para la
baja retencion observada para el E2, en comparacion con lo esperado segun el valor
de corte de la membrana.

Dependiendo de la naturaleza del agente de EC, las membranas de QUI pueden estar
entrecruzadas en forma covalente o ionica. Las membranas con EC idnico pueden
prepararse por inmersién de la misma en una solucion que contenga un agente de EC,
tal como el TPP. El TPP puede tener una alta densidad de cargas y difundir hacia el
interior de la membrana (Shu y Zhu, 2002). EI EC ocurre por las interacciones
electroestaticas entre las cargas negativas del agente y los grupos amino del QUI
cargados positivamente. Estas membranas entrecruzadas pueden hincharse, retener
agua u otro fluido y permitir en forma selectiva la difusibn de moléculas. Estas
propiedades estan principalmente influenciadas por las interacciones iénicas de la red
(densidad de EC), las cuales dependen de las condiciones de la reaccién entre el
agente y el polimero, el tamafio del agente, la carga del agente y del QUI, el GD vy el
tamafio molecular del QUI y el pH del medio de reaccién (Berger y col., 2004). Incluso
se han realizado estudios sobre la influencia del tipo de acido utilizado en la disolucion
del polimero. Ritthidej y col. (2002) proponen que el porcentaje de agua absorbida

depende del tipo de &cido carboxilico, y que a mayor niumero de grupos carboxilos e
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hidroxilos y menos grupos alquilo en la molécula de acido, es mayor la absorcion de
agua.

No obstante en el momento de analizar los resultados de estudios de absorcién —
liberacién la relacion entre las propiedades de la droga empleada y las propiedades de
la membrana toman particular importancia, haciendo que cada sistema necesite su
propio razonamiento.

Las micrografias obtenidas mediante observacion por Microscopia Electrénica de
Barrido en magnificacion x 2400 y x 7800, se muestran en la Figura 3.12 (cortes
transversales) y Figura 3.13 (superficies). Las micrografias 3.12-a y b y 3.13-a
corresponden a membranas preparadas con una soluciébn de polimero de
concentracién 1.59 % p v', mientras que las micrografias 3.12-c y d y 3.13-b

corresponden a membranas preparadas a partir de una solucién al 3.50 % p v

—

I L
28KV 2231  10.80 UATSF 2232 1.80 UATSF

x 2400

18.80 UATSF 3 1.8U UATSF

Figura 3.12: Micrografias de secciones transversales, a y b) Membranas preparadas con
solucién de polimero al 1.59 % p v, ¢ y d) con solucién al 3.5 % p v™.

En la Figura 3.12 se observa una estructura densa, compacta y homogénea, sin
canales. Sélo en las Figuras 3.12-a y b se observa la presencia de pequefios poros
(una estimacioén del tamafio corresponde a 0.13 por 0.28 pum).
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[ | ¥ [ |
28KV 2246 1.8U UATSF 28KU 2238 180 UATSF

x 7800 - x 7800

Figura 3.13: Micrografias de superficie, a) Membranas preparadas con solucion de polimero al

1.59 % p vy b) con solucién al 3.5 % p v,

En la Figura 3.13, al igual que en la Figura 3.12, s6lo se observan pequefios poros en

la superficie de la membrana preparada a partir de una solucién de polimero de 1.59

% p v'*. No obstante la distribucién de estos poros sobre la superficie fue rala.

En resumen, en el sistema QUI-E2 se observé que, un aumento del tiempo de EC

aument6 el flujp de E2. Para explicar estos resultados, membranas con distintos

tiempos de EC fueron sometidas a estudios adicionales:

Contenido de agua: se observd un incremento en el EWC % con un aumento en el
tiempo de EC (Grupo 2 Tabla 3.5, de 15.0 a 55.0 minutos).

Espectroscopia de absorcion atomica: el incremento en el tiempo de EC aument? el
contenido de Na en las membranas (Na luego del EC en la Tabla 3.5).

Espectroscopia de IR: modificaciones en el espectro de IR de membranas con
distintos tiempos de EC indicaron la formacién de una unién entre moléculas de
TPP y QUI (Figura 3.10).

Espectroscopia de RMNp: la reaccion de EC entre el TPP y el QUI permitié la
formacion de 2 microporos: uno hidrofilico cuyo contenido de moléculas de agua
aumento6 con el tiempo de EC (fracciones All y Al2 Tabla 3.8) considerandose
entonces mas hidrofilico a medida que aumento el tiempo de EC; y otro hidrofébico
cuyo contenido de moléculas de agua disminuy6 con el tiempo de EC (fraccion A3
Tabla 3.8) considerandose entonces mas hidrofébico con el incremento del tiempo

de reaccion.

Observaciéon por microscopia electrénica de barrido: los pequefios poros
observados en las membranas preparadas con solucién del polimero al 1.59 % p v*
podrian corresponder a los microporos hidrofilicos. Sin embargo la estructura que
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se observa en las fotos es mas bien compacta y densa. De modo que los
microporos no alcanzan a observarse con la resolucién de esta técnica. Las estrias
gue se observan en algunas fotos se produjeron debido al calor generado durante

la realizacion de las micrografias.

De modo que estos estudios permiten empezar a conjeturar algunos fenbmenos o
mecanismos para explicar el aumento del flujo de E2, una molécula hidrofébica, con el
incremento en el tiempo de EC. Como se menciono, los compuestos hidrofobicos
tienen menos grupos polares y estan menos hidratados. Debido a su menor tamafio,
las moléculas de E2 pudieron permear mas facilmente a través de los microporos
hidrofébicos. Por otra parte la coexistencia de un microporo hidrofilico pudo haber
colaborado a la mayor difusion del E2. Mas alla de las diferencias conceptuales y
técnicas entre los procesos de filtracion propiamente dichos y los ensayos de difusion,
los aportes de los primeros en cuanto a interacciones entre las membranas y E2 y
estrona (Nghiem y col. 2002 y 2004; Braeken y col., 2005) son importantes. Quizas las
interacciones entre el E2 y las interfases QUI - TPP - agua y QUI — agua mediante la
formacion de enlaces de hidrégeno pudieron haber hecho algun aporte a la difusion de
E2 a través de los microporos hidrofilicos. Asimismo esta reportado un proceso de
translocacion de droga (del inglés, drug particle translocation) en sistemas hidrofilicos
con drogas hidrofébicas (Bettini y col., 2001). En estos transportadores, a medida que
avanza el frente de hinchamiento y ocurre el fendbmeno de relajacion de las
macromoléculas de polimero (transicion de un estado seco — no hinchado a uno
hinchado) se facilitd la expulsidon de las particulas de droga y un incremento en la
velocidad de liberacion. Si bien, las membranas utilizadas en esta tesis habian
alcanzado su equilibrio en el contenido de agua antes del ensayo de absorcién, y hubo
una rigidez en la estructura tridimensional obtenida luego del EC con el TPP, algunos
de estos enlaces se rompieron durante los ensayos de absorcion y algunas de las
moléculas de agua ubicadas en el canal hidrofilico para las membranas con 45.0 y
55.0 minutos de EC tuvieron cierta movilidad, quizas generando un fenbmeno similar
al reportado por Bettini y col., (2001). Cabe aclarar que las membranas utilizadas en
esta tesis no presentaron una desintegracion significativa ya que la pérdida de masa
en las mismas, en ningln caso superé el 10 %.

Soluciones acuosas de etanol se utilizan para lavar el precipitado de QUI que se
obtiene luego de la reaccion de desacetilacion de la quitina (Zhang y col., 2005) y
también se utilizan para lavar membranas de modo de remover residuos de acidos
unidos a la superficie (Wahid y col., 2008). La funcion del etanol fue mantener soluble

al E2, y para evitar un cotransporte se utilizd6 la misma proporcion en ambos
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compartimientos. No obstante no puede descartarse algin efecto del etanol sobre la
membrana y especificamente sobre el microporo hidrofobico. Por otra parte, el hecho
de no conocer la distribucion de tamafio de poros en las membranas utilizadas y la
solubilidad del E2 en las mismas, condiciona la proposicion de un mecanismo mas
completo. De todos modos los resultados obtenidos cobran importancia en esta tesis
en la potencial aplicacion del QUI para el disefio de un sistema de liberacion

controlada de E2.

1.4 CONCLUSIONES

e Se determind el valor de flujo y de Kp para fragmentos de EPD obtenidos a partir de
la piel completa de 2 pacientes. Los valores de Kp son del orden de los reportados
en la bibliografia. Los CV % obtenidos en esta tesis fueron aceptables.

e La aplicacion de un disefio experimental permitié seleccionar las variables que
afectan en forma significativa el flujp de E2 a través de membranas de QUI,
realizando un pequefio nimero de experiencias. No obstante con el modelo
obtenido del proceso de optimizacion no se logré determinar la combinacion de las
variables experimentales que permitan preparar una membrana con la cual se
obtenga el mismo valor de flujo que con EPD. Por lo tanto en el rango de valores
estudiados y con la utilizacién de la celda vertical de Franz, no se pudo disefar
membrana deseada.

¢ Los ensayos adicionales de: evaluacién de contenido de agua, contenido de sodio,
espectroscopia de IR y de RMNp permitieron obtener informacion sobre la relacion
entre propiedades del E2 y de las membranas de QUI para explicar el aumento del

flujo de E2 con el incremento del tiempo de EC.
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CAPITULO 4

1. EQUIPO PARA ENSAYOS DE DISOLUCION: ENSAYOS DE LIBERACION
- ABSORCION IN VITRO DE ESTRADIOL

1.1 Introduccioén y objetivos

Para ensayos de liberacién desde sistemas transdermales la Farmacopea de EEUU
especifica el uso del sistema sandwich en un vaso con agitacion mediante paletas (en
inglés, Apparatus 5 paddle over disk, US Pharmacopeia 30, 2007b). El sistema
sandwich consiste de un vidrio de reloj, una malla de tefléon y clips de teflon que

permiten mantener todo el sistema ensamblado (Figura 4.1).

Figura 4.1: Sistema sandwich.

Los componentes de un sistema de administracion transdermal de tipo matricial como

el utilizado en esta tesis son los siguientes (Figura 4.2):

e Primera cubierta protectora: es la parte del sistema que debe ser removida para la

aplicacion del mismao.

¢ Modulo de liberacién: puede ser una matriz mas una capa adhesiva o directamente
una matriz adhesiva con el principio activo incorporado. En cualquier caso esta
constituido por material polimérico. El adhesivo debe ser compatible con la droga,
ser biocompatible e hipoalergénico, debe proveer fuerza cohesiva y, estabilidad y
seguridad durante el tiempo de aplicacion (de 3 a 7 dias).

e Segunda cubierta protectora: debe ser visible y resistente a los excipientes y al
principio activo de modo que los mismos no se liberen del sistema ya que esto

modificaria la composicion.
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——> Segunda cubierta protectora

—> Modulo de liberacion
ﬁ —> Eventual capa adhesiva
——> Primera cubierta protectora

Figura 4.2: Esquema sistema tipo matricial.

Los disefios estadisticos de experimentos también son utilizados para el desarrollo u
optimizacion de formulaciones de liberacion controlada. Los parametros del proceso
de liberacion que se utilizan cominmente como variable respuesta son: porcentaje de
droga liberada a un cierto tiempo, tiempo necesario para liberar un dado porcentaje de
droga, la constante que representa la velocidad de liberacion o el orden del proceso
(exponente en algunas de las ecuaciones que modelan mateméticamente la
liberacién) (Hamed y Sakr, 2001). No obstante, hay que ser cuidadoso en el momento
de seleccionar el pardmetro a utilizar. La optimizacion de un solo punto de todo el perfil
de liberacion podria conducir a resultados engafiosos, ya que diferentes perfiles de
liberacion pueden tener el mismo porcentaje de droga liberado a un dado tiempo. Por
lo tanto, en esta tesis se seleccioné como variable respuesta la cantidad de E2
acumulado por unidad de tiempo. Este valor se obtuvo de la porcion lineal del perfil de
liberacion (cantidad acumulada en funcion del tiempo). Se considerd para su calculo,
hasta un total del 50.0 % de droga liberada, para asegurar el mismo valor de corte
para todas las experiencias. De este modo al menos 4 puntos fueron utilizados para
obtener el valor de la respuesta a optimizar.

Durante el proceso de desarrollo y optimizacion de una formulacién, el investigador
puede recurrir a métodos para comparar perfiles de liberacion entre si. Estos métodos
se pueden clasificar en: métodos estadisticos, métodos independientes de modelos o
métodos dependiente de modelos, que utilizan modelos mateméticos obtenidos
mediante resolucion de un sistema de ecuaciones, en donde se pueden tener en
cuenta varias consideraciones como el mecanismo de liberacion, la solubilidad de la
droga, la carga inicial de droga, parametros geométricos del sistema, entre otros. Los
métodos estadisticos evaluan la diferencia entre las medias de 2 perfiles de liberacion
a un dado tiempo o considerando todo el perfil, mediante en analisis de la variancia o
el test de student (Costa y Sousa Lobo, 2001).

Los métodos independientes de modelos realizan simples relaciones entre pardmetros
obtenidos de los ensayos de liberacion (por ejemplo la relacion entre la cantidad de
droga liberada a un dado tiempo para dos formulaciones) o procedimientos de
comparacion por pares que incluyen el factor de diferencia (f1), el factor de similitud
(f2) y el indice de Rescigno (Costa y Sousa Lobo, 2001). Los 2 primeros factores han
sido adoptados incluso por la FDA (Food and Drug Administration, 1997) y la EMEA

(European Agency for the Evaluation of Medicinal Products, 1996), y ampliamente
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utiizados en la bibliografia en investigaciones de disefio y optimizacion de
formulaciones farmacéuticas (Moore y Flanner, 1996; Hamed y Sakr, 2001; El-Malah y
col., 2006). El factor de diferencia mide el porcentaje de error entre 2 curvas teniendo
en cuenta todos los puntos:

n

Z|Ri _Tj|

Ecuacion 4.1 fl=22 .100

2R

j=1

El factor de similitud es una expresion logaritmica que tiene en cuenta el cuadrado de
las diferencias en los porcentajes de droga liberado entre el producto de referencia y

el producto que se evalla, utilizando todos los puntos de la curva:
1 n -0.5
2
Ecuacion 4.2 f2=50-log [1+ (—jZ|Ri -Tj| } 100
n)4a

En ambas ecuaciones n es el numero de muestras, R; y T; son los porcentajes de
droga liberado del producto de referencia y del producto que se evalla,
respectivamente, para cada tiempo j. Para considerar idénticos los perfiles, el valor de
fl1 debe ser cercano a O y el valor de f2 cercano a 100. En general, valores de f1
menores a 15 (0 — 15) y valores de f2 mayores a 50 (50 — 100) indican similitud entre
los perfiles de liberacién.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el sistema celda vertical de Franz en
cuanto a los factores que afectan el flujo de E2 en membranas de QUI, y las
cuestiones experimentales expuestas en el capitulo Desarrollo Tedrico para ensayos
de liberacion desde sistemas de administracion transdermal; se propusieron como

objetivos:

¢ Realizar ensayos de liberacion-absorcién de E2 en el equipo para ensayos de
disolucion utilizando EPD, y evaluar la cantidad de E2 acumulado por unidad de

tiempo, a partir de las gréaficas del perfil de liberacion.

e Diseflar mediante la aplicacion de un disefio experimental estadistico una
membrana de QUI optimizada que permita obtener en un ensayo de liberacion -
absorcion para un sistema de administracion transdermal, el mismo valor de

respuesta que el obtenido para EPD.

e Aplicar la membrana de QUI optimizada en el desarrollo de un sistema de liberacion
de E2.
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1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Equipamiento y programas de computacion

Todas las experiencias de liberacién - absorcion se realizaron en un equipo para
ensayos de disolucion modelo SR8-Plus Hanson Research, con un volumen de
solucién receptora de 500.0 mL.

Todas las experiencias del método de cuantificacion de E2 se realizaron en un equipo
ternario de cromatografia liquida de alta resolucién Shimadzu LC-10 con detector UV
de arreglo de diodos.

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro Shimadzu FTIR-8201
PC.

La obtencién se micrografias se realiz6 mediante observacion con un Microscopio
Electronico de Barrido JEOL JSM-35C equipado con un sistema de adquisicion de
imégenes digitales SemAfore. La observacion se realizo bajo el modo de imagenes de
electrones secundarios utilizando una tensién de aceleracion de 20.0 kV.

Los disefios experimentales y el analisis de los datos se realizaron con el programa

estadistico Design-Expert trial version 7.0.0.

1.2.2 Reactivos y materiales

El QUI fue comprado en Polymar Ciencia y Nutricion S.A. (Brasil). EI E2 de pureza
99% y el TPP, fueron de la marca Sigma Aldrich. El poloxamer 188 fue de la marca
Rumapel.

El sistema de administracion transdermal de E2 (parche) disponible comercialmente
fue Trial Sat® de Laboratorios BETA S.A. (Argentina). Estos sistemas estan disefiados
para proveer in vivo 0.05 mg de E2 por dia.

El 4cido acético, el etanol y el glicerol fueron PA >99.5% (Cicarelli). El acetonitrilo fue
de calidad cromatografia liquida (Merck).

El agua que se utilizé para las disoluciones y las diluciones fue de calidad ultrapura.

La solucion reguladora buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) fue preparada de la misma
forma que en la seccién 2.2.2 Reactivos y materiales del inciso 2. Caracterizacion del
estradiol y desarrollo de un método de cuantificacibn mediante cromatografia liquida

de alta resolucion, Capitulo 2.
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1.2.3 Preparacion y entrecruzamiento de membranas de quitosan

Las membranas fueron preparadas y entrecruzadas de la misma forma que se explicé
en el capitulo anterior, solo que en esta ocasion fueron cortadas en secciones de
aproximadamente 15.0 cm? de modo de cubrir toda el area de liberacion del parche.
Luego de la reaccion de EC las membranas se lavaron 3 veces con agua para
remover el exceso de TPP y se dejaron en remojo en la mezcla etanol:PBS durante
toda la noche. Todas las membranas entrecruzadas mantuvieron su flexibilidad e

integridad en la mezcla etanol:PBS.

1.2.4 Ensayos de liberacion - absorcion de estradiol desde parche

comercial

En los ensayos de liberacion - absorcion se utilizaron fragmentos de EPD obtenidos
segun la metodologia descripta en la seccion 3.2.2 Separacion de epidermis del inciso
3. Seleccion de un método de separacion de epidermis a partir de un fragmento de piel
completa (Capitulo 2) y membranas de QUI entrecruzadas segun el procedimiento
descripto en el punto anterior. También se realizaron ensayos con parches sin
membranas.

El medio utilizado en los ensayos consistié de una solucion etanol:PBS (40:60). Esta
mezcla fue mantenida termostaticamente a 37.0 °C y bajo agitaciéon de 100.0 rpm. A
las membranas (EPD o de QUI) que estuvieron toda la noche en remojo en la mezcla
etanol:PBS se le adhirié un parche. Luego fueron puestas en el sistema sandwich de
la siguiente manera: la segunda cubierta protectora que evita que los excipientes y el
principio activo se liberen del sistema, en contacto con el vidrio de reloj y la membrana
en contacto con la malla de teflén permitiendo la liberacién en esa direccion. Todo el
sistema fue depositado en el fondo de los vasos. Una vez que se dio comienzo al
ensayo de liberacidn-absorcion, alicuotas de 5.0 mL fueron retiradas y cuantificadas
mediante el método desarrollado en la seccién 2.2.4 Desarrollo de un método de
cuantificacion de estradiol mediante cromatografia liquida de alta resolucion, Capitulo
2. Un mismo volumen de medio fresco fue agregado para mantener el volumen
constante.

La cantidad de E2 acumulado por unidad de tiempo se obtuvo de la porcion lineal del

perfil de liberacién (cantidad acumulada en funcién del tiempo).
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1.2.5 Preparacion de un film de quitosan para liberacién de estradiol

La metodologia utilizada fue similar a la reportada por Dhanikula y Panchagnula
(2004). Una solucion de QUI se prepard por disolucién de la droga en un volumen
determinado de solucién acuosa de &cido acético (1 % v v*') para alcanzar una
concentracion de 1 % p v*. A esta solucion se le agrego glicerol (0.5 % v v''). Luego se
centrifugd a 4000 rpm durante 30.0 minutos para remover las burbujas de aire y el
material no disuelto. Una cantidad de E2 (12.0 mg) y de poloxamer 188 (30.0 mg)
fueron disueltos por separado en un 1.0 mL de etanol; luego ambas soluciones se
mezclaron y esta mezcla se adicion6é a la solucion de QUI. Seguidamente, la
suspension homogénea obtenida se vertié en una placa de Petri de policarbonato, se
dej6 evaporar el solvente a una T de 30.0 °C hasta peso constante. Los films secos se
almacenaron en bolsas de polietileno hasta su uso. Antes del ensayo de liberacion —
absorcion, se evalud la estabilidad del film mediante inmersion en la solucién receptora

toda la noche. Una pérdida de peso del 5.0 % indico una elevada estabilidad.

1.2.5.1 Ensayos de liberacion - absorcion de estradiol desde film de

quitosan

Los films secos fueron cortados en secciones circulares de 5.0 cm? y fijados a una
pelicula adhesiva. Esta pelicula cubri6é un lado del film asegurando la liberacién en una
direccién, es decir cumplié la funcién de segunda cubierta protectora. Luego estos
films fueron utilizados en ensayos de liberacion — absorcion, solos o con una
membrana de QUI con propiedades de permeacion similares a EPD. Las condiciones
del ensayo de liberacidn-absorcion fueron las mismas que para un parche comercial

(1.2.4 Ensayos de liberacion - absorcion de estradiol desde parche comercial).

1.2.5.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja
Films de QUI sin E2 (QUI, poloxamer y glicerol) y con E2 fueron limados, para obtener

un polvo gque se seco6 en estufa y se utilizé para preparar una pastilla con bromuro de

potasio. El espectro se obtuvo en la region de frecuencia de 4000-400 cm™.
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1.2.5.3 Observacion por microscopia electrénica de barrido

Se realizaron observaciones de las superficies y de cortes transversales de los films
de QUI para liberacion de E2. Para la observacién transversal, las membranas fueron
sumergidas en aire liquido y fracturadas. Distintos fragmentos fueron adheridos con
pasta de grafito sobre portamuestras metalico. A continuacion, todos los preparados
se recubrieron con oro empleando un Sistema de Deposicion Combinado
metal/carbono, SPI SUPPLIES, 12157-AX, operando con atmésfera de Argon a 18.0
mA vy durante 80.0 segundos, en 2 sesiones de 40.0 segundos. Las muestras se

examinaron con un Microscopio Electrénico de Barrido.

1.3 Resultados y discusion
1.3.1 Ensayos de liberacion - absorcion de estradiol

1.3.1.1 Desde parche comercial

La Figura 4.3 muestra la grafica de cantidad acumulada en funcién del tiempo obtenida
a partir de los datos experimentales para los ensayos de liberacion realizados con el

parche comercial solo, es decir sin ninguna membrana adherida.
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Figura 4.3: Cantidad de E2 acumulado en funcion del tiempo.

1.3.1.2 Desde parche comercial y a través de epidermis
Para poder determinar la cantidad de E2 acumulado por unidad de tiempo para EPD

se prepard un fragmento de EPD a partir de la piel completa de 1 mujer, Paciente B.

Una vez obtenido el fragmento se utilizé en el ensayo de liberacién — absorcion, y se
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realizo la gréfica de cantidad acumulada en funcién del tiempo que se muestra en la

Figura 4.4.
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Figura 4.4: Cantidad de E2 acumulado en funcién del tiempo para la Paciente B

Parte de la porcidn recta (hasta un porcentaje de liberacion del 50.0 %) de la grafica
en la Figura 4.4 se ajust6 con un modelo lineal. El valor de la pendiente de la ecuacion
de ajuste es el valor de la respuesta, cantidad de E2 acumulado por unidad de tiempo:
0.0589 mg h™. Teniendo en cuenta la carga inicial de droga del parche se puede
calcular el Kp: 0.2 x 10° cm h™. Similar a los valores de kp reportados por Johnson y
col. (1995).

Figura 4.5: a) Equipo para ensayos de disolucion SR8-Plus, b) Parche adherido al fragmento
de EPD y c) Sistema sandwich en el vaso durante un ensayo de liberacion-absorcion.
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En la Figura 4.5 se muestra el equipo para ensayos de disolucion SR8-Plus utilizado,
el parche adherido al fragmento de EPD vy el sistema sandwich depositado en el fondo

del vaso durante el ensayo de liberacién-absorcion.

1.3.1.3 Desde parche comercial y a través de membranas de quitosan

En el sistema celda vertical de Franz se concluyé que los efectos de los factores
concentracion de la solucion de QUI y tiempo de EC resultaron significativos sobre la
respuesta, mientras que concentracion de TPP y tratamiento térmico no fueron
significativos. Dado que los factores que resultaron significativos junto con la
concentracion de TPP, fueron reportados como significativos por otros autores (Dureja
y col.,, 2001 y Rana y col., 2004 y 2005) no se realiz6 un disefio de seleccion de
factores. Directamente se construyd un disefio experimental central compuesto para
determinar la combinacion de factores que permitan preparar una membrana con un
valor de respuesta similar al de EPD. Este disefio consisti6 en la realizacién de
experiencias de liberacion - absorcion con 13 membranas preparadas de acuerdo a la
combinacion de las variables independientes seleccionadas, en los siguientes rangos:
concentracion de la solucién de QUI 1.59 — 4.41 % p v, tiempo de EC 8.79 — 51.21
minutos y concentracion de la solucion de TPP 2.93 — 17.07 % p v' Las
combinaciones de los factores evaluados en el disefio y los resultados de las

experiencias se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Combinaciones de los factores evaluados en el disefio y resultados experimentales.

Experiencia Concentraciébn  Concentracion Tiempo Respuesta

de QUI (% pv?') deTPP (% pv?') de EC (min) (mg h™)
1 3.00 17.07 30.00 0.1169
2 4.00 5.00 45.00 0.0512
3 2.00 15.00 45.00 0.5177
4 3.00 2.93 30.00 0.0345
5 1.59 10.00 30.00 0.7437
6 3.00 10.00 30.00 0.1202
7 3.00 10.00 30.00 0.1416
8 3.00 10.00 51.21 0.0816
9 3.00 10.00 8.79 0.0417
10 2.00 5.00 15.00 0.3771
11 4.41 10.00 30.00 0.0204
12 4.00 15.00 15.00 0.0516
13 3.00 10.00 30.00 0.1071
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Una vez preparadas las membranas se utilizaron en los ensayos de liberacion -
absorcion y se determiné el valor de la variable respuesta, de la porcion recta de la
gréfica de cantidad de E2 acumulado en funcién del tiempo de la misma manera que
para EPD.

1.3.1.3.1 Modelado y optimizacién de la variable respuesta

Los datos experimentales de la variable respuesta se ajustaron mediante un modelo
polinomial. Los coeficientes del modelo se calcularon mediante regresion multiple con
eliminacién por retroceso (Derringer y Suich, 1980) y se validaron mediante el test
ANOVA. En la Tabla 4.2 se muestran los resultados del ANOVA para el modelo
cuadréatico modificado. Este modelo exhibié una baja desviacion estandar (0.011, CV
% = 8.92) y un elevado coeficiente de correlacion ajustado (0.9970), indicando una
buena relacion entre los datos experimentales y el modelo. Algunos términos
irrelevantes se consideraron en el modelo para mantener la jerarquizacion. La
jerarquia de un modelo mantiene las relaciones entre los efectos principales,
interacciones de 2 factores, interacciones de 3 factores, etc.. En la Tabla 4.2 se
observa que la mayoria de los términos del modelo son significativos (p < 0.05); sélo el
tiempo de EC y el término cuadrético de la concentracion de la solucion de TPP no son
significativos (p > 0.05). No obstante, el tiempo de EC fue el término adicionado a la
ecuacion final del modelo luego de la eliminacidon por retroceso, para mantener la
jerarquizacion. Es decir, como las interacciones AB y BC son términos significativos,
el modelo también debe incluir los términos debidos a los efectos principales de A, By

C, a pesar de que el efecto principal de B no sea significativo (Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Resultados del test ANOVA aplicado a los datos experimentales del disefio central
compuesto.

Parametro Valor Valor de Coeficiente

F probabilidad Estimado
A — Concentracion de QUI (% p v?) 925.21 < 0.0001 -1.2197
B — Tiempo de EC (min) 0.32 0.6043 0.0014
C — Concentracion de TPP (% p v?) 20.83 0.0103 -0.0760
AB 46.67 0.0024 -0.0040
AC 31.86 0.0049 0.0134
BC 98.99 0.0006 0.0014
A? 1097.05 < 0.0001 0.1689

B® 9.87 0.0348 -5.75x10°
C? 0.86 0.1444 -0.0140
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La utilidad del modelo estadistico desarrollado es que permite encontrar las
condiciones experimentales para obtener una membrana de QUI optimizada. La
cantidad de E2 acumulado por unidad de tiempo obtenido para EPD fue 0.0589 mg h™,
por lo tanto la respuesta fue ajustada a un valor fijo de 0.0589 mg h™* en el proceso de

optimizacion.

El efecto de la concentracion de la solucién de QUI fue el mas importante sobre la
respuesta (p < 0.0001, Tabla 4.2), y la misma disminuyd a medida que la
concentracion del polimero aumento. El valor target esta cerca de los valores mas
bajos de la respuesta (Tabla 4.1). En un primer paso del proceso de optimizacion,
cuando se analizaron todas las opciones de combinaciones, las combinaciones de
factores independientes con una concentracion conveniente de polimero también
presentaron una elevada concentracién del agente de EC y largos tiempos de EC.
Dado que hubo problemas para preparar la solucién de TPP a altas concentraciones
debido a la dificultad en la disolucion y dado que largos tiempos de EC extienden el
proceso de preparacion de las membranas, en un segundo paso del proceso de
optimizacion la concentracion del agente de EC y el tiempo de EC fueron minimizados.
La concentraciéon de la solucién de QUI se mantuvo en rango. La optimizacion
numeérica encuentra un maximo en la funcion deseabilidad. En este caso, el objetivo de
la optimizacion fue encontrar un conjunto de condiciones experimentales que permita

alcanzar un valor de respuesta igual al valor target (0.0589 mg h™).

Las condiciones experimentales correspondientes a un maximo en la funcién
deseabilidad (0.999) fueron: 3.76 % p v para la concentracion de solucién de QUI, 5.0
% p v para la concentracion de la solucién de TPP y 15.0 minutos para el tiempo de
EC. Las superficies de respuesta obtenidas para la funcion deseabilidad se muestran
en la Figura 4.6. Estos graficos se obtuvieron para un dado par de factores,

manteniendo el otro fijo en su valor éptimo.
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Figura 4.6: Superficies de respuesta correspondientes a la funcion deseabilidad para un par de
factores manteniendo el otro fijo en su valor dptimo. QUI: concentracién de la solucién de QUI
(% p v'"), TPP: concentracion de la solucién de TPP (% p v') y tEC: tiempo de EC (min).

Se observa que la deseabilidad alcanzé valores cercanos al Optimo cuando la
concentracion de la solucion de QUI fue alta. Por otra parte la deseabilidad fue
elevada para los niveles méas bajos de concentracién de solucién de TPP y tiempo de
EC. El valor tedrico de la respuesta para la combinacion experimental seleccionada
fue 0.0590 mg h, y fue corroborado experimentalmente preparando la membrana
optimizada. Las gréaficas de cantidad acumulada en funcion del tiempo para parche-

EPD y parche-membrana optimizada se muestran en la Figura 4.7.
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Figura 4.7: Cantidad de E2 acumulado en funcién del tiempo para Parche-EPD y Parche-
Membrana Optimizada.
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En la grafica de la Figura 4.7 puede observarse que el procedimiento de optimizacion
permitié preparar una membrana de QUI que reproduce la cantidad de E2 acumulado
en funcién del tiempo para parche-EPD. Por otra parte, el perfil de la membrana
optimizada fue comparado con el perfil de EPD de acuerdo a una aproximacion
independiente de modelos utilizando el factor de diferencia (f1) y el factor de similitud
(f2). Como se menciond, valores de f1 menores a 15 (0 — 15) y valores de f2 mayores
a 50 (50 — 100) indican similitud entre los perfiles. Los valores de f1 y f2 fueron 5.18 %
y 74.5 % respectivamente, mostrando una equivalencia entre ambos perfiles. Ademas
se realiz6 un balance de masa al final de los ensayos. El E2 total recuperado fue 96.7
% para los ensayos con el parche solo, y 97.9 % y 96.8 % para el ensayo con EPD y la
membrana optimizada respectivamente. Esto permite demostrar la buena calidad de

los experimentos.

lordanskii y col. (2000) utilizaron un sistema compuesto por una matriz de hidrogel
adhesiva y una membrana de carbosil con propiedades de barrera. Estos autores,
reportaron que hubo una modificacion en la estructura de la membrana cuando la
misma se expuso a la solucion receptora y al sistema terapéutico transdermal de
naturaleza hidrofilica. Este suceso denominado plastificacion pudo ocurrir como
consecuencia de dos causas, una de ellas segun los autores fue la transferencia de
moléculas de agua al interior de las membranas desde la solucién receptora lo que
provocé la hidratacion de la misma y consecuentemente, una modificacion en la
propiedad barrera y un incremento en la difusividad de la droga. En las experiencias
realizadas en esta tesis las membranas epidermales y de QUI, fueron acondicionadas
por remojo en la mezcla receptora toda la noche previa al ensayo de liberacién. Este
acondicionamiento, permiti6 a las membranas de QUI alcanzar el equilibrio en el
contenido de agua antes de la experiencia de liberacion, segin los resultados
reportado en el capitulo 2. La grafica de la Figura 4.7 muestra la presencia de un
tiempo de latencia (del inglés, lag time) para la EPD y la membrana optimizada,
indicando que ambas membranas mantuvieron su propiedad barrera y por lo tanto su
funcion como controladoras de la difusion del E2; a diferencia de lo reportado por
lordanskii y col. (2000).
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1.3.1.3.2 Aplicacién de la membrana optimizada al desarrollo de un

sistema de liberacion de estradiol

Una vez obtenida la membrana optimizada se procedié a evaluar su aplicacion en el
desarrollo de un sistema de liberacion de E2. Con este propdésito, un sistema a base
de QUI para liberacion de E2 fue preparado (film de QUI conteniendo E2 unido a una
pelicula adhesiva). La Figura 4.8 muestra, Sistema A: film de QUI unido a la pelicula
adhesiva y Sistema B: film de QUI unido a la pelicula adhesiva mas la membrana
optimizada (Figura 4.8-a); y ambos sistemas dispuestos en el vaso durante el ensayo

de liberacién — absorcion (Figuras 4.8-b y c).

Figura 4.8: a) Sistema A: film para liberacion de E2, Sistema B: film para liberacion de E2 mas
membrana optimizada, b y c) Sistemas A y B, respectivamente durante un ensayo de liberacion
— absorcion.

Las graficas de cantidad acumulada en funcion del tiempo para los Sistemas Ay B se
muestran en la Figura 4.9-a y 9-b, respectivamente. Los perfiles de liberacion
presentan un cierto grado de similitud en sus partes, con respecto a aquellos
obtenidos para el parche comercial solo y el parche mas la membrana optimizada. El
perfil del Sistema A (Figura 4.9-a) y el del parche comercial (Figura 4.3), muestran una
zona de crecimiento lineal y luego una meseta. El perfil del Sistema B (Figura 4.9-b) y
el del parche comercial mas la membrana optimizada (Figura 4.7), presentan un
tiempo de latencia, una zona de crecimiento lineal y una meseta. No obstante, las
diferencias que existen entre los perfiles pueden deberse a que las masas iniciales de
E2 son distintas y a los excipientes que contienen las formulaciones y que modifican la
velocidad de liberacion. Segun informacion del fabricante, el parche comercial contiene
E2 en una matriz compuesta por polimero acrilico, resina sintética, propilenglicol, 4cido

oleico, butilhidroxitolueno y butilhidroxianisol. Mientras que la formulaciéon preparada
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en esta tesis comprende E2, QUI, poloxamer y glicerol. Los excipientes y la forma en
la que se encuentra el E2 en la matriz; afectan el reparto de la droga hacia la

membrana optimizada, el coeficiente de permeabilidad y por lo tanto la velocidad de

liberacion.
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Figura 4.9: Cantidad de E2 acumulado en funcién del tiempo, a) Sistema A: film para liberacion
de E2 y b) Sistema B: film para liberacion de E2 mas membrana optimizada.

Los espectros de IR de films de QUI, sin y con E2, y del E2 se muestran en la Figura
4.10. Al comparar los espectros se observaron diferencias en las regiones
comprendidas entre 2750 — 3500, 2300 y 1100 - 1500 cm™ entre los films sin y con E2.

2300 em’
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Nimena de onda (cm™ )

Figura 4.10: Espectros de IR de films sin E2, con E2 y de E2.

En la region 2750 — 3500 cm™ los picos caracteristicos del E2 (O-H 3200 — 3400 y CHs
2700 — 3000) coinciden con los del polimero, no obstante se observan diferencias. En
la regién 1100 — 1500 cm™ ocurre lo mismo, las sefiales de grupos O-H, C-H y CHj del
polimero coinciden con las sefiales de los cicloalcanos y grupos CHs del E2, aunque
algunas diferencias en las formas e intensidades de los picos son visibles. Debido a

interferencias causadas por las intensas sefiales del polimero, y ya que QUI y E2
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comparten varios grupos funcionales no es posible extraer otro tipo de informacion de
este ensayo.

Las micrografias de films para liberacion de E2 obtenidas mediante observacion por
Microscopia Electronica de Barrido en magnificacién x 780 y x 7800, se muestran en la
Figura 4.11. Las micrografias 4.11-a y b, corresponden al film de QUI sin E2 y las
micrografias 4.11-c y d, al film con E2.
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Figura 4.11: Micrografias de, a y b) Films de QUI sin E2, c y d) Films con E2.

En las micrografias se observa una estructura rugosa y porosa. Esto es debido a la
presencia de etanol en el momento de la formacién de la membrana. El etanol es un
no solvente del QUI y al igual que la acetona, son utilizados como agentes formadores
de poros en los casos en los que el polimero es soluble en soluciones acuosas. En la
micrografia 4.11-c y en la Figura 4.12 (magnificacién x 2400) se observan (sefialadas
con flechas) microparticulas de E2 recubiertas de poloxamer. Estas microparticulas
también fueron reportadas para el sistema paclitaxel-poloxamer en el trabajo de
Dhanikula y Panchagnula (2004).
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16,60 UATSF

Figura 4.12: Micrografia de film de QUI con E2, detalle de microparticula de E2 recubierta de
poloxamer.

El parche Trial Sat® fue disefiado para administrar 0.05 mg de E2 cada 24 horas,
durante un periodo de 3 a 4 dias. Las concentraciones plasmaticas promedio de E2
producidas por esta dosis estuvieron comprendidas durante ese lapso en el rango de
0.04 — 0.07 ng mL™, descendiendo a los niveles basales 24 horas después de retirado
el parche (datos suministrados en el prospecto del medicamento). Para la mayoria de
los medicamentos, se necesita un cierto nivel del farmaco en el torrente sanguineo
para obtener el efecto deseado. Algunos medicamentos son nocivos si el nivel
aumenta demasiado y no son efectivos si sus niveles son demasiado bajos. Los
niveles terapéuticos en sangre para E2 son 0.04 — 0.06 ng mL™ mientras que el
clearance es 615 — 790 L h™ (Naik y col., 2000). Por lo que las concentraciones
plasmaticas alcanzadas con el parche comercial segin datos del fabricante, cubren los
niveles terapéuticos. Minghetti y col. (1999) reportaron que los datos de estudios de
permeabilidad in vitro con EPD (flujo maximo en unidades de mg cm? h) pueden
utilizarse para estimar la velocidad de entrada de la droga en la circulacion sistémica, y
por lo tanto es posible evaluar los niveles plasmaticos alcanzables en EE (ng mL™),
combinando los datos experimentales y los valores de clearance (L h™') de la droga

segun la siguiente ecuacion:

_ Flujo M&ximo - Area del dispositivo
Clearance

Ecuacion 4.3 C
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El flujo de E2 obtenido para parche comercial-EPD fue 0.0589 mg h™, por lo que a
través de la Ecuacion 4.3 se puede calcular una concentraciéon plasmética a alcanzar y
seria igual a 0.08 ng mL™, que es muy similar a lo reportado por el fabricante del
parche (0.04 — 0.07 ng mL™). Este resultado refuerza ain mas la buena calidad de los
experimentos realizados. Por otra parte, la porcion recta de la gréfica en la Figura 4.9-
b se ajustd con un modelo lineal. El valor de la pendiente de la ecuacion de ajuste es
el valor flujo para film para liberacion de E2 mas membrana optimizada y fue 0.8481
mg h™. Utilizando la Ecuacién 4.3 se obtuvo un valor de concentracién plasmatica
alcanzable de 1.2 ng mL*, y que cubre ampliamente los niveles terapéuticos
requeridos para E2 (0.04 — 0.06 ng mL™).

Estos resultados demostraron que la membrana de QUI optimizada que reproduce la
cantidad de E2 acumulado en funcién del tiempo (flujo) para parche-EPD puede ser
utilizada para el desarrollo de un sistema de administracién transdermal. Ademas, este
sistema provee una herramienta con potencial utilidad en el modelado matematico de

los fendbmenos de transporte durante estudios de absorcion.

1.4 CONCLUSIONES

e Se determino el valor de cantidad de E2 acumulado por unidad de tiempos y de Kp
para fragmentos de EPD obtenidos a partir de la piel completa de 1 paciente. Los

valores de Kp son del orden de los reportados en la bibliografia.

e La aplicacion de un disefio experimental de superficies de respuesta y de la funcion
deseabilidad durante el proceso de optimizacién permitié calcular las condiciones
experimentales éptimas para preparar una membrana de QUI que reproduce el

perfil de liberacién — absorcion obtenido para EPD.

e EIl desarrollo de un prototipo de sistema de administracién transdermal y su
evaluaciéon en estudios de liberacion — absorcion permiti6 obtener perfiles
semejantes a los obtenidos con parches comerciales y la membrana optimizada.
Este ensayo indic6 que la membrana optimizada puede ser utilizada en las etapas

tempranas del proceso de desarrollo de un sistema de administracion transdermal.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

La droga 17B-estradiol fue seleccionada para el desarrollo de este trabajo de tesis
debido a su uso extensivo y a la alta relevancia en la terapia hormonal. El estudio de
los procesos difusivos de esta droga a través de fragmentos de epidermis humana y a
través de membranas de quitosan, fue la base para el desarrollo de un sistema de
administracion transdermal de estradiol. Para realizar los estudios de los procesos de
difusién se trabajo con la celda vertical de Franz y el equipo para ensayos de

disolucion.

Si bien en la actualidad la nanotecnologia esta tomando relevancia, la tecnologia de
membranas continua teniendo importantes aplicaciones en medicina y farmacia

(Stamatialis y col., 2008). Sélo por mencionar algunos ejemplos:

e Sistemas de liberacién controlada de drogas (capas protectoras impermeables,
reservorios, capa que controla la liberacion, cubierta adhesiva y matriz) son todas

membranas a base de polimeros.

¢ La insuficiencia renal requiere de didlisis en donde basicamente la sangre se extrae
del cuerpo y pasa a través de una membrana que elimina los desechos y liquidos

adicionales, para regresar luego al cuerpo.

¢ Membranas que permiten la oxigenacién extracorpérea de la sangre y se utilizan en

ocasiones donde los pulmones del paciente no pueden funcionar correctamente.

e Membranas para higados artificiales, que partiendo del mismo principio que la
dialisis realizan labores de limpieza del plasma a la vez que le aportan
determinados componentes capaces de compensar el mal funcionamiento del

érgano.

o Membranas para ingenieria de tejidos, como soporte para el crecimiento de células.

Para lograr los objetivos de esta tesis y poner a punto un modelo experimental in vitro
para el disefio de un sistema de administracion transdermal, se trabajé con
membranas de quitosan. Se utilizaron herramientas quimiométricas ya que la
manipulacién controlada de ciertas variables de formulacion mediante el disefo
estadistico de experimentos puede llevar a la preparacion de una membrana con una
dada composicién (membrana optimizada) de modo de lograr con ella el mismo flujo
que se obtuvo con un fragmento de epidermis humana. Tanto en la celda vertical de
Franz como en el equipo para ensayos de disolucién se realizaron disefios

experimentales con el objetivo de obtener un modelo estadistico que relacione la
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variable respuesta (cantidad de estradiol por unidad de tiempo) con variables
independientes que se pueden controlar durante la preparacion de las membranas. El
modelo obtenido en la celda no se pudo aplicar al disefio de una membrana
optimizada, probablemente porque el valor de respuesta deseado no estuvo incluido
en el rango para el cual se obtuvo el modelo o porque éste no tiene en cuenta otros
factores concernientes a la preparacion de las membranas o propios del sistema, y
que tienen una influencia significativa en el flujo de estradiol. Por otra parte, el modelo
obtenido en el equipo para ensayos de disolucién permitié encontrar las condiciones
experimentales para preparar una membrana optimizada. Si bien los niveles de las
variables independientes son muy similares entre los 2 sistemas, existen diferencias
en los resultados ya que por ejemplo, el tiempo de entrecruzamiento que afectd en
forma significativa la respuesta en la celda no lo hizo en el equipo para ensayos de
disolucién. Aunque si se mantuvo el tipo de influencia, un aumento del tiempo de
entrecruzamiento llevd en ambos casos a un aumento del flujo de estradiol. Estas
diferencias se deben seguramente a las caracteristicas propias de cada sistema: en la
celda se da la particion de la droga entre una solucién y la membrana, mientras que en
el equipo para ensayos de disolucién, es entre un sistema polimérico que contiene la
droga y la membrana. En la celda ademas, el fluido del compartimiento receptor es
mantenido termostaticamente a 37.0 °C y bajo agitacion moderada, no asi el
compartimiento donante; en el otro sistema si bien la droga en el interior del parche
tampoco se encuentra en agitacién, es un sélo compartimiento y todo el sistema esta a
la misma temperatura. Las burbujas de aire pueden disminuir la cantidad de droga
difundida. En la celda, de formarse estas burbujas quedan depositadas debajo de la
membrana, en el otro sistema estas burbujas por accién de la agitacion ascienden a la
superficie del liquido y desaparecen. Si bien en la celda se trabajé con oclusion del
compartimiento donante, en la mayoria de los ensayos no se recuperé el total de
volumen, de modo que un 5.0-8.0 % del liquido se evapord durante el ensayo. Esto
ocasion6 una concentracion de la droga en la solucién donante, aunque al mismo
tiempo iba siendo agotada a medida que difundia. De todos modos este
comportamiento no ocurre en el equipo de disolucion.

El uso de disefios estadisticos de experimentos presenta ventajas: versatilidad,
disminucion del numero de experiencias y por lo tanto del tiempo de experimentacién y
costos, programacién ordenada de experiencias; pero las membranas optimizadas son
Unicas para una dada epidermis y droga. Es decir, una membrana de quitosan con una
composicién particular optimizada no puede ser usada para simular el flujo de

cualquier droga a través de cualquier epidermis.
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Las relaciones cuantitativas estructura - actividad (QSARs, del inglés Quantitative
Structure-Activity Relationships) son usadas generalmente para relacionar
propiedades de compuestos con la actividad bioldgica. Cuando los QSARs son
aplicados en la estimacion de la absorcion transdermal se los suele llamar relaciones
cuantitativas estructura - permeabilidad (QSPRs o QSPeRs, del inglés Quantitative
Structure-Permeablity Relationships), y son relaciones lineales entre la permeabilidad
de compuestos en estado estacionario y propiedades fisicoquimicas y/o estructurales
de la molécula que permea (Moss y Cronin, 2002; Magnusson y col., 2004). La
naturaleza estadistica de dichas relaciones significa que mientras mas datos se
utilicen para derivar la relacion, mas confiable sera la prediccion que se obtenga de
ella. La mayor parte de modelos QSPRs se realizaron para coeficientes de
permeabilidad y tienen la forma general, Log Kp= a — b + ¢, donde a se relaciona con
las propiedades hidrofilicas-hidrofébicas y de particién de la droga en la piel, b con el
peso molecular y ¢ es un término independiente. También se han realizado QSPRs
para flujos, en lugar de coeficiente de permeabilidad. Otras propiedades de las drogas
que se pueden utilizar son el punto de fusién, solubilidad en agua y el nimero de
atomos disponibles para formar enlaces de hidrégeno. Los primeros QSPRs
aparecieron en la década de 1990 (Potts y Guy, 1992) y se han ido modificando al
ampliarse las bases de datos disponibles para su elaboracion. Por lo tanto, una
alternativa a los modelos estadisticos obtenidos de disefios experimentales como los
presentados en esta tesis, podrian ser modelos QSPRs realizados con una unica
membrana de polimero y una familia de compuestos. De esta manera en lugar de
buscar a través de una optimizacién estadistica una membrana que reproduzca en
forma precisa y exacta un valor de respuesta, se podria utilizar siempre la misma
membrana para predecir la potencial aplicacion de una droga en forma transdermal.
Esto seria en los primeros estudios que realiza un investigador en las etapas iniciales
de desarrollo farmacéutico, y en caso de no disponer de ningun fragmento de piel o

animal de experimentacion.

Las experiencias adicionales realizadas con las membranas permitieron obtener mas
informacién sobre la relacion entre propiedades de las membranas y del estradiol. Los
resultados obtenidos sobre todo a través de los estudios de resonancia magnética
nuclear pulsada permiten empezar a proponer ideas para entender el mecanismo
mediante el cual el estradiol difunde o se libera desde una membrana de quitosan.
Siendo los microporos hidrofdbicos en apariencia muy importantes en estos

fendmenos de transporte.
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En cuanto al modelo in vitro propuesto en esta tesis, los resultados obtenidos en el
equipo para ensayos de disolucion satisfacen ampliamente los objetivos propuestos.
Ademas cubre las necesidades planteadas por otros autores sobre posibilidad de
contar con una membrana que presente una funcion barrera y que pueda ser utilizada
en ensayos de liberacion. De hecho, modelos in vitro para simulacién de determinados
ambientes para el estudio de liberacion controlada de drogas estan siendo evaluados
con éxito; como ejemplo simulacion de ambiente intragastrico (Kalantzi y col., 2008) o
incluso un soporte a base de quitosan que imita el microambiente de un tumor cerebral
y permite el desarrollo de células malignas dando lugar a una plataforma casi ideal
para el estudio de nuevos agentes terapéuticos o de nuevas formulaciones (Kievit y
col., 2010). En cuanto al prototipo de parche desarrollado para liberacion controlada de
estradiol, éste presenta varios de los requisitos que debe cumplir un buen sistema

transportador de droga:

o No toxico ni irritante, a priori se sabe que el quitosan es un polimero biocompatible,
y ademas ampliamente utilizado en la manufactura de sistemas de liberacion. La
formulacién utilizada en esta tesis fue evaluada in vivo por otros autores (Dhanikula

y Panchagnula, 2004) siendo la respuesta inflamatoria minima.

e Es estable, una pérdida de peso del 5.0 % indicé una elevada estabilidad luego de

la inmersion en la solucidn receptora toda la noche.

e Cosméticamente aceptable, el film es traslucido y transparente y de una leve

tonalidad amairilla.

¢ Farmacologicamente inerte, de la composicién del mismo (quitosan, estradiol,

poloxamer y glicerol) el Unico ingrediente activo es el estradiol.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Finalizar los ensayos con resonancia magnética nuclear pulsada con membranas
sometidas a distintas temperaturas, tratadas con 6xido de deuterio y en presencia de
la hormona. Se deben realizar para poder establecer un mecanismo de transporte mas

completo.

Continuar trabajando en el desarrollo del sistema de administracion transdermal y
realizar ensayos de solubilidad de la hormona en la formulacién para poder trabajar a
concentraciones por encima de la saturacién y de esa manera garantizar una
liberacion controlada de orden cero. Ensayar distintas cargas de droga y evaluar como

se comporta la membrana optimizada frente a tales modificaciones. En el desarrollo de
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este sistema, sera importante la informacion obtenida de las experiencias de los
Capitulos 3 y 4: la influencia del tiempo de entrecruzamiento en propiedades tales
como contenido de agua y flujo de estradiol; y los excipientes utilizados en la

formulacion del film de liberacién que modifican la velocidad de liberacion.
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