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RESUMEN

El consumo de alcohol produce dafos a la salud y es hoy uno de los principales factores
de morbilidad, discapacidad y mortalidad, ademas de ser agente causante de mas de 200
enfermedades, provocando a nivel mundial aproximadamente 303 millones de muertes al
afo.’ La naltrexona esta aprobada en el manejo de la adiccion a opioides y como adyuvante
en el tratamiento de la dependencia al alcohol. En México se encuentra disponible en
tabletas de 50 mg en un régimen de dosis diaria, bajo el nombre comercial Arrop®. Sin
embargo, esta via de administracion presenta algunas desventajas: efectos adversos como
nausea, vomito, hepatoxicidad, falta de apego al tratamiento por parte del paciente, baja y
variada biodisponibilidad oral (del 5 al 40 %).

Debido a que la via de administracion transdérmica es un modo de aplicacion facil, sin dolor
y conveniente, el cumplimiento de los pacientes al tratamiento por esta ruta es
generalmente alto. Sin embargo, la capacidad de los farmacos para difundir a través de las
membranas bioldgicas, especificamente de la piel, depende de su peso molecular (<500
kDa), tamafno molecular, el grado de ionizacion, solubilidad y su equilibrio entre la

liposolubilidad e hidrosolubilidad.

La naltrexona por si misma no tiene las propiedades fisicoquimicas que le permitan alcanzar
una dosis terapéutica si se desea administrar cruzando la barrera cutanea. Varias
estrategias se han empleado para promover el paso de farmacos a través de la piel, como
el uso de promotores quimicos (sustancias que irrumpen el estado normal del estrato
corneo), fisicos (como las microagujas, la iontoforesis y la sonoforesis), asi como el uso de
acarreadores nanométricos, entre los que han destacado las nanoparticulas, liposomas,
dendrimeros y microemulsiones. Estas ultimas han sido ampliamente estudiadas para
mejorar la biodisponibilidad de farmacos poco solubles. El interés en estos transportadores
versatiles estda aumentando y sus aplicaciones han sido diversificadas a varias rutas de
administracion. Son sistemas termodinamicamente estables, compuestos de una fase
oleosa, una acuosa, un tensoactivo y un cosurfactante, son faciles de preparar, sin
necesidad de energia, logran solubilizar farmacos de baja solubilidad, son fluidos y debido
a sus componentes y tamafo son capaces de acarrear farmacos a través de barreras

biolégicas como la piel.



Es por lo anterior que el objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto promotor de
microemulsiones preparadas con un disefio experimental de mezclas con vértices extremos
sobre la permeabilidad de naltrexona en piel de cerdo, como modelo de membrana
bioldgica. Se evaluaron tres fases oleosas (acido oleico, miristato de isopropilo y palmitato
de isopropilo), tween 80 como tensoactivo en mezcla con dos diferentes cosurfactantes (1-
butanol y transcutol®), a tres diferentes proporciones (1:1, 2:1, 1:2). Se obtuvieron
diagramas pseudoternarios, identificando la zona de microemulsion. Para las
microemulsiones obtenidas, se determiné el tamafio promedio, potencial Z, tipo de
emulsion, estabilidad fisica y carga de farmaco. En las formulaciones con mayor carga de
naltrexona en cada fase oleosa se evalud la permeabilidad en piel de cerdo, utilizando

celdas tipo Franz.

Se obtuvieron 18 diagramas pseudoternarios, identificando microemulsiones por su
transparencia, las cuales fueron caracterizadas fisicoquimicamente, encontrando tallas de
globulo promedio de 20 — 200 nm, potencial Z de -40.10 a -0.27 mV, la mayoria tipo W/O,
y con 6 formulaciones que mostraron la mayor carga de farmaco, de 9 a 71 mg/mL. En los
estudios de permeabilidad, la fase oleosa que mostré mayor promocién en la permeabilidad

de naltrexona fue el palmitato de isopropilo.

En este estudio se logré obtener una formulacion éptima para la administracion sistémica
de clorhidrato de naltrexona a través de la piel debido a su efecto promotor, esta formulacién
puede ser empleada como una alternativa para obtener sistemas de liberacion

transdérmicos que puedan ser utilizados en el tratamiento del alcoholismo.
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ABSTRACT

The consumption of alcohol causes damage to health and is today one of the main factors
of morbidity, disability and mortality, besides being the causative agent of more than 200
diseases, causing approximately 303 million deaths per year in the world.

Nowadays, naltrexone is approved in the management of opioid addiction and is used as an
adjuvant in the treatment of alcohol dependence, in Mexico it is available in 50 mg tablets in
an oral daily dose regimen, with the comercial name of Arrop®. However, this route of
administration has some disadvantages such as the adverse effects of the gastrointestinal
tract for example nausea, vomiting, hepatoxicity, lack of adherence to treatment by the

patient, low and varied oral bioavailability (5-40%).

Because transdermal drug delivery is an easy, painless and convenient mode of application,
patient compliance by this route is generally high. However, the capacity of the drugs for the
use of biological membranes is limited by its molecular weight (<500 kDa), molecular size,

degree of ionization, solubility and the balance between liposolubility and hydrosolubility.

Naltrexone by itself does not have the physicochemical properties that allow it to reach a
therapeutic dose if it is administered through the cutaneous barrier. Several strategies have
been used to promote the passage of API’s through the skin, such as the use of chemical
enhancers (substances that break up the normal state of the stratum corneum), physical
(such as microneedles, iontophoresis and sonophoresis), as well as the use of nanometric
carriers; including nanoparticles, liposomes, dendrimers and microemulsions.
Microemulsions have been widely studied to improve the bioavailability of poorly soluble
API’s. The interest in these versatile carriers has increased and their applications have been
diversified to several routes of administration. They are thermodynamically stable systems,
composed of an oil phase, an aqueous phase, a surfactant and a cosurfactant; they are
easy to prepare, without the need for energy, they can solubilize drugs of low solubility, are
fluid and due to their components and size are able to carry API’s through biological barriers

such as skin.
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Therefore, the objective of this project was to evaluate the enhancer effect of
microemulsions, prepared with an mixture experimental design, on the permeability of
naltrexone in pig skin, as a biological membrane model. Three oil phases were evaluated
(oleic acid, isopropyl myristate and isopropyl palmitate), tween 80 as surfactant in mixture
with two different cosurfactants (1-butanol and transcutol®), at three different proportions
(1:1,2: 1, 1: 2). Pseudoternary diagrams were obtained, identifying the microemulsion zone.
For the obtained microemulsions, the average size, Z potential, type of emulsion, physical
stability and API loading were determined. The formulations with the highest load of

naltrexone in each oil phase were evaluated permeability in pig skin, using Franz cells.

There were obtained 18 pseudoternary diagrams, identifying microemulsions for their
limpidity and transparency, which were characterized physicochemically, finding globule
sizes of 20-200 nm, Z potential of -40.10 to -0.27 mV, most type W/O, and with 6 formulations
that showed the highest drug load, from 9 to 71 mg / mL. In the permeability studies, the oil
phase that showed the highest promotion in the permeability of naltrexone was isopropyl

palmitate.

In this study it was possible to obtain an optimal formulation for the systemic administration
of naltrexone hydrochloride through the skin due to its enhancing effect, which can be used
as an alternative to obtain transdermal delivery systems that can be used in the treatment

of alcoholism.
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1. INTRODUCCION

El consumo de alcohol es un serio problema de salud publica a nivel mundial cuyas
consecuencias se expresan como enfermedad y muerte." Cada afio se producen 3.3
millones de muertes en el mundo debido al consumo de alcohol, lo que representa un 5.9%
de todas las defunciones. El consumo de alcohol es un factor causal en mas de 200
enfermedades y trastornos. Esta asociado con el riesgo de desarrollar problemas de salud
tales como trastornos mentales y de comportamiento, incluido el alcoholismo, importantes
enfermedades no transmisibles como la cirrosis hepatica, algunos tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares, asi como traumatismos derivados de la violencia y los

accidentes de transito 2

La naltrexona es un antagonista competitivo potente que ha sido usado en varios paises
para asistir en el manejo de la adiccién a opioides y como adyuvante en el tratamiento de
la dependencia al alcohol. Posterior a la administracion oral convencional, la naltrexona
sufre un extenso metabolismo de primer paso en el higado resultando en una
biodisponibilidad oral estimada en un rango entre 5-40%. Han sido reportados efectos
adversos en la terapia oral que incluyen dolor abdominal, nausea y vomito, también es

capaz de producir dafio hepatocelular relacionado con la dosis.?

En Estados Unidos de América esta aprobada una inyeccién intramuscular de liberacién
extendida de 380 mg de naltrexona, la cual es administrada mensualmente, aun con ello,
la FDA emiti6 alertas a los profesionales de la salud del riesgo de reacciones serias en el
sitio de inyeccion, incluyendo abscesos, celulitis y casos de necrosis de tejido que requerian
de intervencion quirdrgica. Dada esta situacién y la problematica de la via oral, es necesario
buscar una via de administracién alterna, siendo la via transdérmica una de las opciones

mas recurridas.*

La administracion de farmacos a través de la piel ha llamado la atencion debido a sus
multiples ventajas, como que no es dolorosa, a diferencia de la via inyectable, los sistemas
farmacéuticos pueden ser autoadministrados, se puede descontinuar la administracion por
remocion del sistema, se tiene una amplia area de absorcion, se evita el primer paso
hepatico, los efectos pueden ser locales o sistémicos, es posible mantener una liberacion

prolongada, reduciendo la frecuencia de administracion, ademas con esta via, se logran
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mantener niveles plasmaticos constantes, reduciendo los efectos no deseados de los
farmacos. Lo anterior conlleva a aumentar el cumplimiento del paciente, especialmente en

tratamientos largos y crénicos.>

Para superar la baja permeabilidad de la piel a los farmacos se han planteado varios
enfoques, como son métodos fisicos (microagujas, dermoabrasion, ultrasonido, etc),
métodos quimicos mediante el uso de promotores de absorcidbn como acidos grasos,
alcoholes y surfactantes, entre otros, los cuales facilitan la permeacion del farmaco a través
de la piel aumentando la particion de este en el estrato corneo, y con ello su difusion, o bien
la combinacion de ambos.>® Por otro lado, se ha propuesto el uso de acarreadores
nanométricos, entre los que han destacado las nanoparticulas, los liposomas, los

dendrimeros y las microemulsiones.”

Los sistemas microemulsionados ofrecen varias ventajas en la administracion de farmacos,
como una alta estabilidad termodinamica de la formulacion, facilidad y bajo costo de
preparacidn sobre otros sistemas coloidales, debido a que son sistemas espontaneos y de
baja energia. Las microemulsiones son sistemas versatiles y se pueden usar para la
entrega de farmacos a través de varias rutas, pueden aumentar o disminuir la velocidad de
liberacion del farmaco, generando un efecto de manera local o sistémica por diferentes
mecanismos. La existencia de micro dominios de diferente polaridad dentro de la misma

solucion monofasica permite solubilizar tanto materiales solubles en agua como en aceite.®

Debido a las ventajas que representa la via transdérmica y los sistemas miroemulsionados,
este trabajo tiene como objetivo evaluar la promocidn que tienen las microemulsiones sobre
la permeabilidad en piel de naltrexona, un farmaco de baja solubilidad (clase Il), empleando

un modelo in vitro.
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2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO
2.1 ALCOHOLISMO, UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA.

El alcoholismo es el consumo cronico y continuado de alcohol o el consumo periddico, que
se caracteriza por un deterioro del control sobre la bebida, episodios frecuentes de
intoxicacion y obsesion por el alcohol y su consumo a pesar de sus consecuencias
adversas. Es un trastorno que tiene una causa bioldgica primaria y una evolucion natural

previsible °

El consumo excesivo del alcohol influencia varios sistemas neuroquimicos en el cerebro,
incluyendo los sistemas del acido y-aminobutirico (GABA), glutamato, dopamina y opioide;
los primeros dos estan involucrados con la sedacion e intoxicacién, asi como muchos de
los sintomas de la abstinencia de alcohol, mientras que los dos ultimos estan involucrados
con algunos aspectos del ansia y uso sostenido del mismol, y potencial recaida después de
un tiempo prolongado de abstinencia en una persona dependiente. Asi, el uso agudo de
alcohol estimula las neuronas en la region tegmental ventral del cerebro, induciendo la
liberacion de dopamina en el nucleo accumbens, un area del cerebro que media la
recompensa y el placer (figura 1); bajas dosis de alcohol estimulan el sistema glutamato, lo
cual mejora la actividad dopaminérgica que lleva a excitacion y aumento de energia.* En
contraste, altas cantidades del mismo inhiben el glutamato y aumentan la neurotransmisién

GABA, suprimiendo la actividad dopaminérgica, llevando a la sedacién, entre otros efectos.*

nidcleo acumbens
liberacién de dopamina ~

corteza prefrontal

liberacién de dopamina

1
opicides {canabis)
estimulantes

etanal opioides

nicotina il drea tegmental ventral

producion de dopamina

&

Figura 1. Circuitos neuroquimicos involucrados en la dependencia al alcohol'®
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El alcoholismo es una enfermedad médica devastadora con un impacto profundo en la salud
publica.’ Se ha estimado que contribuye en cerca del 4% al riesgo global de muerte en el
mundo y se ha asociado como riesgo de al menos 60 condiciones médicas, como
desérdenes psiquiatricos, cirrosis hepatica, neoplasias de boca, eséfago e higado,
trastornos cardiovasculares, diabetes, entre otros."?

2.1.1 Tratamiento

La Administracién de Alimentos y Farmacos, por sus siglas en inglés, (FDA), ha aprobado
varios medicamentos para tratar la dependencia al alcohol, incluyendo disulfiram,
acamprosato y naltrexona. Ademas del topiramato, que se ha visto que es potencialmente
efectivo, aunque no ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de la dependencia al
alcohol.* Por su parte, en México se encuentran aprobados por la COFEPRIS el disulfiram,
naltrexona y topiramato, en la tabla 1 se describen algunas caracteristicas de interés para

estos farmacos.

Tabla 1. Medicamentos aprobados en México para el tratamiento del alcoholismo.?'3

NOMBRE INDICACION PROPIEDADES
PRODUCTO DOSIS ; .
COMERCIAL TERAPEUTICA FISICOQUIMICAS
Etabus, tabletas 1 tableta al Aucxiliar en el tratamiento | P.M. 296.54 g/mol,
Disulfiram
250 mg dia del alcoholismo cronico. logP 3.88.
Para utilizar dentro de un
programa de tratamiento
completo del
Arrop, tabletas 1 tableta al P.M. 341.40 g/mol
Naltrexona alcoholismo, para reducir
25y 50 mg dia logP 1.92.
la recaida, mantener la
abstinencia y reducir el
deseo del alcohol.
Dosis inicial
25mg
Tratamiento de epilepsia,
Optiprax, aumentando
. migrafa. Coadyuvante P.M. 339.36 g/mol
Topiramato tabletas 25, 50 y | semanalmente o
en la terapia integral de logP -0.7.
100 mg hasta 300 mg o
la adiccion al alcohol.
de dosis
maxima.
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La naltrexona fue incorporada en el tratamiento del alcoholismo con la premisa de que la
estimulacion de los receptores | opioides contribuia a los efectos de recompensa del
alcohol. Datos provenientes de estudios clinicos sugirieron que la naltrexona reduce los
efectos de recompensa del alcohol y contribuye a reducir el ansia del alcohol y a disminuir

el consumo. "

2.2 NALTREXONA

La naltrexona es un derivado de la noroximorfona que es el congéner N-ciclopropilmetil de
la naloxona. Es un antagonista narcético que es efectivo oralmente, tiene mayor duracion y
es mas potente que la naloxona, y ha sido propuesto para el tratamiento de la adiccion a la
heroina. En la figura 2 se muestra su estructura quimica y sus propiedades fisicoquimicas
mas importantes. La FDA aprobdé la naltrexona para el tratamiento de la dependencia al
alcohol y otros opioides en 1984.3

Punto de fusion 168 -170°C
LogP 1.92
Peso Molecular 341.40 g/mol

pKa (fuertemente acido) 7.39

pKa (fuertemente basico) | 11.54

Solubilidad acuosa (como
100.000 mgl/l

sal de hidrocloruro)

Figura 2. Estructura de naltrexona y sus principales propiedades fisicoquimicas.?

a) Farmacocinética. Aunque de manera oral es bien absorbida, la naltrexona presenta

metabolismo de primer paso significativo, con una biodisponibilidad oral estimada entre el

5 — 40%. Su metabolismo es hepético, y es metabolizado a 6-beta-naltrexol y a otros

metabolitos menores. Es excretada por el rifién (53% a 79% de la dosis), sin embargo, la

excrecion urinaria de la naltrexona sin alterar cuenta menos del 2% de una dosis oral de

50 mg y la excrecidn fecal es una via de eliminacidon menor. La naltrexona tiene una vida

media de 4 horas y su metabolito activo, el 6 beta-naltrexol de 13 horas.?
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b) Farmacodinamia. El mecanismo de accion de naltrexona en el alcoholismo no esta bien
entendido, sin embargo, por datos preclinicos se sugiere que involucra a los sistemas
opioides enddgenos. Se piensa que la naltrexona actia como un antagonista competitivo
en los receptores mc, k y & en el sistema nervioso central, con una mayor afinidad por el

receptor p.3

La naltrexona se une competitivamente a estos receptores y puede bloquear los efectos
de los opioides endogenos. Esto lleva a la antagonizacién de muchos de los efectos
subjetivos y objetivos de los opioides, incluyendo depresion respiratoria, miosis, euforia y

ansiedad.

2.2.1 Formas de dosificaciéon disponibles para naltrexona y sus desventajas.

La naltrexona esta disponible en México en tabletas de 25 y 50 mg en un régimen de dosis diaria,
bajo el nombre comercial de Arrop®. Muchos de los eventos adversos asociados a la
administracién del farmaco por via oral ocurren en la etapa temprana del tratamiento y en general
son gastrointestinales, incluyendo nausea, vomito, dolor abdominal e incomodidad. Estos efectos
adversos, junto con dolor de cabeza y fatiga, de acuerdo con la mayoria de los reportes de los

estudios clinicos, ocurren en mas del 30% de los pacientes.*4

La hepatoxicidad asociada con la naltrexona ha sido reportada especialmente en pacientes que
recibieron dosis altas del farmaco, de 100 a 300 mg diarios por via oral, lo cual limita su uso en
formas farmacéuticas orales (por ejemplo tabletas o capsulas), sobre todo en pacientes

alcohdlicos que a menudo se caracterizan por una funcién hepatica dafiada.*

Administrada oralmente, la naltrexona se metaboliza extensamente en el higado por el dihidrodiol
deshidrogenasa, una familia de enzimas citosdlicas en 6-B-naltrexol,'® que es su metabolito activo,
que también participa en la respuesta farmacoldgica.® (ver estructura en figura 3), obteniéndose
asi de forma general una biodisponibilidad oral estimada entre 5 — 40 %.'%'2 El 6-B-naltrexol es un
receptor antagonista opioide mas débil que naltrexona, pero puede contribuir a los efectos clinicos

del farmaco si persiste en los fluidos biolodgicos en cantidades mayores que la naltrexona.'”
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N/\’q N
CHO o) 2 CHsO o OH
2-hidroxi-3-metoxi-naltrexona 2-hidroxi-3-metoxi-naltrexona

Figura 3. Metabolismo de la naltrexona'”

Desde hace algunos afos (desde 2005) se tiene en el mercado una forma farmacéutica con
naltrexona a 380 mg, la cual es en una inyeccion intramuscular de liberacién prolongada que es
administrada mensualmente y que igualmente fue aprobada para el tratamiento de adiccion a
opioides y alcoholismo, sin embargo, la FDA emitié alertas a los profesionales de la salud del
riesgo de reacciones serias en el sitio de inyeccion, incluyendo abscesos, celulitis y casos de

necrosis de tejido que requirieron de intervencion quirtrgica. 816

Tomando en cuenta las desventajas asociadas a las vias de administracion actuales para la
naltrexona, es deseable considerar otras vias de administracién, como la administracion
transdérmica para adictos a drogas y alcohdlicos, con la finalidad de ayudar a reducir los efectos
adversos asociados con las terapias oral e intramuscular (inyeccién de depésito), asi como mejorar
el cumplimiento y apego al tratamiento por parte del paciente. El problema es que la naltrexona
por si misma no tiene las propiedades fisicoquimicas esenciales que permitan que una dosis

terapéutica del farmaco sea capaz de cruzar la barrera cutanea humana.'®
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Por lo que existe una necesidad de una forma de dosificacion alternativa para naltrexona, para
tener una opciodn de terapia para pacientes ambulatorios que provea una liberacion controlada,

efetos adversos reducidos y la habilidad de descontinuar la terapia facilmente.

La via transdérmica para la administracion sistémica de naltrexona es una excelente alternativa,
ya que por esta ruta se favorece la difusion de moléculas lipofilicas, la liberacion transdérmica
convencional basada en la difusién pasiva a menudo se basa en incrementar la hidrofobicidad del

farmaco para lograr la permeacién del farmaco en la piel. °

Generalmente, el principal factor limitante para que los farmacos crucen por esta via recae en la
hidrofobicidad de los mismos, propiedad que permite tener una idea de si es posible lograr una

alta permeacion a través de la piel."®

Dado el LogP de la naltrexona (1.9) y sus propiedades fisicoquimicas, se permite generar la
premisa de que este farmaco es un candidato para ser administrado por esta via. En la tabla 2 se
muestran las propiedades fisicoquimicas ideales para la administracion transdérmica de farmacos,
asi como una comparativa con las propiedades de la naltrexona, donde se puede observar como
la ruta transdérmica es una alternativa potencial para administrar este farmaco de forma

sistémica.20

Tabla 2. Comparativo de las propiedades ideales de un farmaco para la administracion transdérmica y la

naltrexona?
PROPIEDAD IDEAL3 NALTREXONA
Peso Molecular <500 g/mol 341.40 g/mol
Solubilidad acuosa >0.1 mg/Il 0.52 mg/ml
Punto de fusion <200 °C 168 -170 °C
LogP -1a3 1.92
Dosis diaria para la difusion transdérmica <10 mg 2.5-20 mg*

*considerando una dosis oral diaria de 50 mg y una biodisponibilidad oral de 5-40%

20



2.3 VIA TRANSDERMICA PARA LA ADMINISTRACION DE FARMACOS.

Es un método sin dolor para administrar farmacos sistematicamente aplicando la formulacién
sobre la piel sana e intacta. El farmaco inicialmente penetra a través del estrato cérneo, pasando
por la epidermis y dermis sin acumulacién del farmaco en las capas dérmicas.?’ La via
transdérmica representa una alternativa atractiva a la via oral para farmacos, y apunta a proveer
mejoras en comparacién con las vias hipodérmica e intramuscular también. Por miles de afnos, la
gente ha colocado sustancias en la piel para efectos terapéuticos y, en la era moderna, se han
desarrollado una variedad de formulaciones topicas para tratar tanto indicaciones locales como

sistémicas.??

La piel es la primera linea de defensa del organismo y la ultima barrera que separa el organismo
del entorno hostil de virus, patégenos y téxicos. Ha evolucionado para impedir el flujo de moléculas
exogenas al cuerpo, pues naturalmente ofrece una baja permeabilidad al movimiento de estas a

través de ella.

La piel rutinariamente regula el flujo de moléculas de agua hacia adentro y afuera del cuerpo,
también permite la afluencia de una variedad de moléculas pequefias que son bastante lipofilicas
(logP > 1.5) y que tienen pesos moleculares menores a 500 Da.” Las moléculas de farmacos
actualmente administradas por via transdérmica caen dentro de un rango muy estrecho de peso
molecular y lipofilicidad y estan caracterizadas por un alto log P (>1.5) y bajo peso molecular (<500
Da), por lo tanto, toman ventaja de la selectividad natural de la membrana de la piel.”?

El reto mas grande en la administracion transdérmica de farmacos es permitir el aceso a los
farmacos a través de la piel de manera segura y reversible, sean o no candidatos para cruzar la

piel de forma pasiva.”

2.3.1 Lapiel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, con un area de superficie de aproximadamente 1.8
m? y un peso total estimado de 4 kg; de 70 kg para un adulto tipico. Es un érgano heterogéneo,
contiene un cierto numero de capas celulares y tejidos, asi como apéndices, tales como glandulas

sudoriparas, foliculos capilares y glandulas sebaceas.®
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[ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO]

La figura 4 presenta un esquema de la estructura de la piel, donde se pueden apreciar las
diferentes capas celulares que la componen, asi como la localizacién de glandulas y anexos y de

la vascularizacion del 6rgano.

tallo de pelo

poro sudoriparo
papila dérmica

\ corpusculo de Meissner

capa cérnea
epitelio pigmentario

estrato germinativo
estrato espinoso
estrato basal

muasculo erector del pelo

glandula sebacea
foliculo piloso

| ePiDERMIS

— DERMIS

- HIPODERMIS
papila del pelo

fibra nerviosa

vena

vasos sanguineos
arteria

y linfaticos

glandula sudoripara

corpasculo de Pacini

Figura 4. Diagrama esquematico de la estructura de la piel**

La piel provee una barrera robusta, flexible, y auto-reparable al ambiente exterior, protegiendo los
organos internos y fluidos de influencias externas. Previene la pérdida de agua enddgena y
nutrientes y protege contra muchas sustancias toxicas indeseadas y microorganismos patégenos.
La piel también responde a fuerzas mecanicas (elasticidad y amortiguacion)? y juega un papel
esencial en el control de la temperatura, la cual es regulada por la sudoracién y la termorregulacion
arteriovenosa. La piel contiene sistemas que proveen la habilidad de defensa y reparacién, como
sensibilidad al tacto (células de Merkel, nociceptores), inmunidad (células de Langerhans)
proteccion contra radiacion ultravioleta (melanocitos), cicatrizacion de heridas y metabolismo
cutaneo. La reparaciéon ocurre automaticamente a través de la rotacion continua de sus capas

celulares.?3 25
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Como se puede apreciar en la figura 4, la piel esta compuesta de tres capas, la epidermis (50-100
pm), dermis (1-2 mm) e hipodermis (1-2 mm). La funcién barrera de la piel ha sido atribuida
principalmente a la organizacion y composicion de la subcapa mas externa de la piel, el estrato
cdrneo, subcapa perteneciente a la epidermis; un niumero de estudios reconoce que las capas de
la piel mas internas pueden jugar un papel importante en la penetracion y distribucién de

farmacos.26:27

Las diferentes capas de la piel le dan sus principales funciones. A continuacion, se describen cada

una de estas capas:

a) Epidermis

La epidermis comprende aproximadamente el 5% de espesor total de la piel y esta dividida en
cinco subcapas o estratos basados en sus caracteristicas celulares (basal, espinoso, granuloso,
lucido y corneo), como se parecia en la figura 5. La mayoria de las células en la epidermis son
llamadas queratinocitos, las cuales son formadas por la diferenciacion de una capa de células

basales mitoticas.??

Células
cargadas
de
queratina

ESTRATO
CORNEO

Nucleos
en degeneracion

j————————— ESTRATO LUCIDO

ESTRATO

GRANULOSO

ESTRATO
ESPINOSO

DESMOSOMAS
ESTRATO BASAL

LAMINA BASAL

Célula Basal
en Mitosis

Figura 5. La epidermis y sus estratos?®
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El estrato corneo es un estrato de multicapas de células planas, de forma poliédrica, no nucleadas,
llamadas corneocitos. Los corneocitos estdn compuestos principalmente de queratina insoluble y
rodeados por una envoltura celular estabilizada por proteinas reticuladas y lipidos unidos
covalentemente. El espacio intercelular entre los corneocitos esta compuesto de lipidos generados
de la exocitosis de cuerpos lamelares durante la diferenciaciéon terminal de los queratinocitos.
Estos lipidos son requeridos para una funcion barrera de la piel competente.?” La proteccién de la
piel es provista principalmente por el estrato cérneo. Subyacente al estrato cérneo, se encuentran
los otros cuatro estratos conocidos como la epidermis viable, que es la responsable de la
generacion del estrato cérneo. La epidermis viable consiste de varias capas, de adentro hacia

afuera estas capas son el estrato basal, espinoso, granuloso y lucido (figura 5).2°

Las principales clases de lipidos en el estrato corneo son ceramidas (45-%), colesterol (25%),
acidos grasos de cadena larga (15%) y otros lipidos (5%). Han sido identificados 9 subclases de
ceramidas, que difieren una de otra por la arquitectura del grupo de la cabeza (esfingosina,
fitoesfingosina o 6-hidroxiesfingosina). La fraccion de acidos grasos consiste principalmente de
acidos saturados. Otro lipido importante es el sulfato de colesterol, aunque esta presente en
cantidades pequenas (tipicamente 2-5 %p/p), juega un papel importante en el proceso de
descamacion del estrato cérneo. La figura 6 muestra la organizacién de estos lipidos en la

composicion del estrato corneo.?®

Ruta intercelular  Ruta transcelular

:

Lipidos

Acuoso Acuoso

Figura 6. Organizacién del estrato corneo®
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El agua es un componente esencial del estrato cérneo, que actia como un plastificante para evitar
el agrietamiento del estrato cérneo y también esta involucrada en la generacién del factor natural
de hidratacion (NMF, por sus siglas en inglés) que ayuda a mantener la flexibilidad y humectacion

de la piel. 3

Los lipidos, en el estrato cérneo organizado, en lugar de estar dispersos uniformemente estan
secuestrados dentro de los espacios extracelulares, donde la matriz enriquecida con lipidos esta
organizada en membranas lamelares que rodean los corneocitos. Por lo tanto, mas que grosor del
estrato corneo, las variaciones en el niumero de membranas lamelares, la estructura de la
membrana y/o la composicion de lipidos proveen la base estructural y bioquimica para las

variaciones de permeabilidad relacionadas al sitio (figura 7).%

Lipidos

L gt R N

Corneocito

Agua

Figura 7. El estrato cérneo organizado estructuralmente como cemento y ladrillos®?

b) Dermis

La dermis provee el soporte nutricional para la epidermis avascular. Es un tejido de grosor entre
0.2 — 0.3 cm que comprende una matriz de fibras de proteina, principalmente colageno, elastina y
reticulo, embebidos en una sustancia coloidal amorfa. EI comportamiento fisico de la dermis,
incluyendo elasticidad, esta determinado por manojos de fibras. La dermis es el lugar donde se
encuentran los vasos sanguineos, nervios sensoriales (presién, temperatura y dolor) y linfaticos.
Provee flexibilidad y sirve como barrera a las infecciones, y funciona como un d6rgano de

almacenamiento de agua.?3 25
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c) Hipodermis

La hipodermis o capa subcutanea es la capa mas profunda de la piel y consiste en una red de
células grasas. Es la capa de contacto entre la piel y los tejidos subyacentes del cuerpo, como los
musculos y hueso. Por lo tanto, las funciones principales de la hipodermis son proteccién contra
el choque fisico, aislamiento térmico y soporte y conductancia de las sefiales vasculares y
neuronales de la piel. Las células de grasa residentes en la hipodermis representan
aproximadamente el 50% de la grasa del cuerpo, las otras células predominantes de la hipodermis

son los fibroblastos y macrofagos.3334

2.3.2 Absorcion de farmacos a través de la piel.

El transporte de compuestos a través de la piel es un proceso complejo. Este proceso puede ser

dividido en tres pasos:? %

1. Penetracion. Es la entrada de una sustancia a una capa particular o estructura, como la

entrada de un compuesto al estrato corneo.

2. Permeacioén. Es la penetracion a través de una capa a otra, la cual es funcional y

estructuralmente diferente a la primera.

3. Reabsorcién. Es la entrada de una sustancia al sistema vascular (vasos linfaticos o

sanguineos), el cual actia como compartimiento central.

Hay tres mecanismos principales por los cuales puede ocurrir la absorcidn cutanea, mismos que

se encuentran descritos y representados en la figura 8.
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Absorcidn transcelular

\ Absorcién intercelular

Figura 8. Tipos de transporte en la absorcion cutanea.*®

1. Absorcion transcelular. Las moléculas son transferidas a través de la queratina

empacada en los corneocitos por particion dentro y fuera de la membrana celular.

2. Absorcion intercelular. Las moléculas son transferidas alrededor de los corneocitos en

las regiones extracelulares ricas en lipidos.

3. Absorcion apendicial. Las moléculas evitan los corneocitos, entrando a través de los

foliculos, glandulas sudoriparas o glandulas sebaceas.

La permeacion de un farmaco a través del estrato cérneo es basicamente un proceso de difusion
en donde el transporte activo no juega ningun papel. La capa con la mayor resistencia a la difusion
es la membrana limitante de la velocidad. Para muchos compuestos, el estrato cérneo lipofilico es
la barrera primaria o limitante de la velocidad.?® Después de que el farmaco difunde en el entorno
acuoso principalmente (epidermis viable y dermis), se absorbe en el sistema linfatico y sanguineo
cutaneo (reabsorcion). Sin embargo, si el flujo sanguineo es insuficiente, los compuestos se

pueden acumular en la epidermis viable, en la dermis y en tejidos mas profundos.?36
Debido a que el area de la superficie relativa de los apéndices es sélo de 0.1 — 1.0 % del area

total, se cree que no juegan un papel decisivo en la absorcién de muchos farmacos. Sin embargo,
el area de la superficie relativa de las derivaciones o apéndices puede ser de gran significancia en
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areas del cuerpo como el cuero cabelludo, donde la densidad y tamafo de los foliculos pilosos es
mucho mas grade, por ejemplo, la piel de la espalda.?®%7

En cualquier superficie cutanea, el proceso de penetracion de una molécula cumple la ley de Fick,
que en términos generales establece que el flujo a través de la piel es inversamente proporcional
al espesor de esta. Es util conocer las zonas de la piel donde el estrato cérneo es sumamente
delgado. La piel del escroto es muy fina y casi tan permeable como la mucosa oral. En la cara y el
cuero cabelludo la permeabilidad también es elevada, debido a defectos en la estructura de la

capa cérnea y a la abundancia de foliculos.38

Como se comentd anteriormente, las propiedades fisicas y quimicas de un compuesto y su
vehiculo tienen una influencia decisiva en su permeacion a través de la piel.2> En forma general,
la capacidad de los farmacos de difundir a través de las membranas biolégicas depende de su
peso molecular (< 400 kDa), del tamafo molecular, del grado de ionizacion (las especies ionizadas
no penetran la piel), de la solubilidad y del equilibrio o particién entre la liposolubilidad e

hidrosolubilidad del farmaco en la piel y el vehiculo.3®

2.4 SISTEMAS DE LIBERACION TRANSDERMICA (SLT)

Son sistemas de liberacion sostenida con el objetivo de suministrar el farmaco a velocidad
necesaria para conseguir y mantener una concentracién plasmatica constante a través de la piel

del paciente.3839

El desarrollo de los sistemas transdérmicos ha incursionado en las areas de la terapéutica,
cosmeceéutica, productos de venta libre y cuidado personal, no sélo se emplean para terapias
sistémicas sino también para liberar productos en la piel o justo debajo de ella, extraer fluidos para
diagnéstico, realizar tratamientos cosméticos, odontoldgicos y aplicarse en superficies mucosas.
38 Entre las moléculas que se han administrado de esta forma se encuentran las moléculas de

farmacos pequenas hidrofébicas, los farmacos hidrofilicos y algunas macromoléculas.®

La mayor parte del enfoque en los sistemas transdérmicos ha sido en la forma de dosificacion de
parche, pero una variacion en el sistema de parche de la era transdérmica es un aerosol
dosificado, por ejemplo, Evamist®, que libera estradiol, o bien, formulaciones de gel como
Androgel®, que libera testosterona. Los geles transdérmicos mas nuevos son técnicamente solo
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un regreso a la tecnologia de la pomada de nitroglicerina aprobada a principios de 1980, sin
embargo, las nuevas formulaciones tienen un sensorial mas estético y atractivo para el
consumidor. Estos sistemas son altamente efectivos y rentables, y proporcionan una buena

alternativa a la fabricacién de parches para moléculas de farmacos muy potentes.®

Con el objetivo de administrar agentes terapéuticos a través de la piel para efectos sistémicos, se
debe considerar la comprension de las propiedades morfolégicas, biofisicas y fisicoquimicas de la
piel que ya se han revisado anteriormente, y como estas influyen en el desarrollo de nuevos

sistemas de liberacion que se han propuestos para esta via.%®

El primer sistema transdérmico que fue aprobado por la FDA en 1979, fue el Transderm-SCOP,
desarrollado para la prevencién de nausea y vémito, asociada con mareo.*® Otros ejemplos son
los parches de nitroglicerina en el campo cardiovascular, el cual fue introducido exitosamente en
el mercado hace poco mas de 30 afos, y la reciente introduccion de los parches de rivastagmina
para la indicacion de Alzheimer, asi como agonistas de dopamina indicados en la enfermedad de

Parkinson.4?

La absorcion transdérmica de farmacos altera fuertemente la cinética del farmaco y depende de

varios parametros incluyendo los siguientes:3°

e Sitio de aplicacion del sistema.

e Grosor e integridad del estrato coérneo.

e Tamafio de la molécula a ser administrada.
¢ Permeabilidad de la membrana.

o Estado de hidratacién de la piel.

e pH del farmaco.

¢ Metabolismo del farmaco por la flora de la piel.

El efecto toxico del farmaco y el problema en limitar el ingreso del mismo son importantes
consideraciones de los sistemas de liberacion transdérmica, especialmente en nifios debido a que

el grosor y flujo sanguineo en la piel usualmente varia con la edad.*®
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2.41 Ventajas y desventajas de los SLT

La via transdérmica tiene una variedad de ventajas comparada con otras rutas, principalmente la

via oral, las cuales se resumen enseguida:?> 4!

e Se evita el metabolismo hepatico de primer paso; lo cual permite que la cantidad de
farmaco administrado sea menor, y, por lo tanto, mas seguro para los pacientes hepato-
comprometidos, resultando en una disminucion de efectos adversos.

o A diferencia de la via inyectable, no es dolorosa, no genera desperdicio médico peligroso
y no pone en riesgo la transmision de enfermedades por el redso de agujas.

o Las formas farmacéuticas transdérmicas (generalmente parches) son no invasivos y
pueden ser autoadministrados.

e Se puede descontinuar la administracién por remocion del sistema.

e Es posible una reduccion en la frecuencia de dosis con la mejora en el cumplimiento del
paciente.

e Se tiene habilidad para modificar las propiedades de absorcion de la piel, incorporando al
sistema promotores de absorcion o permeacion.

e Se puede aumentar el valor terapéutico de muchos farmacos, evitando problemas
especificos asociados con el farmaco, como reacciones adversas o secundarias, irritacion,
baja absorcion y efectos de descomposicion.

e Se mejora el cumplimiento del paciente al tratamiento.

¢ Reduce la variabilidad inter e intrapacientes. 3922
Tal vez el reto mayor para la via transdérmica es que sélo un numero limitado de farmacos son
sujetos de administrarse por esta via. Pero, los farmacos transdérmicos exitosos requieren dosis
de miligramos por dia 0 menos.??
Algunas desventajas asociadas a estos sistemas son:
e Las formas farmacéuticas pueden desarrollar irritacion local en el sitio de aplicacion o

desprenderse facilmente.

¢ No todos los farmacos son convenientes para ser administrados por esta via.
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e Muchos farmacos con estructura hidrofilica tienen una baja y lenta penetracién a través de
la piel para tener un efecto terapéutico sistémico.

o Los sistemas transdérmicos no pueden alcanzar altos niveles de farmaco en la sangre o
pueden ser incomodos para el paciente.®

e Siempre hay un tiempo de latencia del farmaco para penetrar a través de la piel hasta la
circulacion sistémica, por lo tanto estos sistemas no son adecuados para farmacos que

requieren un comienzo de accion rapido.*!

2.5 ESTRATEGIAS PARA MEJORAR EL PASO DE FARMACOS A TRAVES DE LA PIEL.

Es necesario superar las barreras de absorcion para asegurar una administracion eficiente de
farmacos y otros compuestos activos. Para esto se han establecido muchos diferentes enfoques
y alternativas, para superar la barrera presentada por la piel en la administracion transdérmica,
involucrando estrategias de mejora tanto quimicas como fisicas, conocidos como promotores de

absorcion transdérmica fisicos y quimicos.?’

Los métodos fisicos se emplean para aumentar el transporte de las moléculas de farmacos a
través de la piel mediante alguna fuente de energia mecanica, eléctrica, magnética o térmica, para
promover el transporte de moléculas, interrumpiendo o rompiendo la membrana de la piel. Algunos

ejemplos de promotores quimicos y fisicos se incluyen en la figura 9.7
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Por otro lado, se sabe que varios compuestos o moléculas interactuan con la piel y reducen la
barrera de resistencia de esta de manera reversible, la cual forma la barrera primaria a la difusion
de moléculas exdgenas. Los promotores de permeacion actualmente representan el enfoque mas
estudiado para permeacion transdérmica de farmacos, considerando las ventajas que ofrecen

sobre los medios fisicos.”:37

Los promotores quimicos de permeacion son relativamente baratos y faciles de formular, ofrecen
flexibilidad en su disefio, son simples de aplicar y permiten libertad de autoadministracion. En la
tabla 3 se muestran algunos ejemplos de promotores quimicos de permeacion. Mientras que los
sistemas mas complejos que surgen de la combinacién de promotores quimicos individuales son
las vesiculas coloidales (como liposomas y nanoparticulas), microemulsiones, mezclas eutécticas

y complejos de inclusién.”:34

Tabla 3. Ejemplos de promotores quimicos de permeacién*?

Promotores quimicos

Sulféxidos y quimicos similares (dimetil sulfoxido, dimetilformamida, dimetil acetamida)

Azonas (azona)

Pirrolidonas (N-metil-2-pirrolidona)

Acidos grasos (4cido ladrico, acido caprico, propilenglicol, dietilenglicol, acido oleico)

Aceites esenciales, terpenos o terpenoides (aceite de eucalipto, L-mentol, linalool)

Ciclodextrinas

Agentes activos de superficie (Lauril sulfato de sodio, cloruro de benzalconio)

Idealmente, los promotores de permeacién reducen reversiblemente la resistencia de la barrera
del estrato corneo sin dafar células viables. Algunas propiedades deseables de los promotores de

permeacion:*?

e Deben ser no toxicos, no irritantes y no alergénicos.

e Deben trabajar de manera rapida; la actividad y duracion del efecto deberia ser
reproducible y predecible.

¢ No deben tener actividad farmacoldgica dentro del cuerpo.

e Deben ser aceptables cosméticamente con una sensacion de la piel apropiada.
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El enfoque de profarmacos ha sido investigado para aumentar la permeabilidad dérmica y
transdérmica de farmacos con coeficientes de particion no favorables. La estrategia del disefo
generalmente involucra la adicién de una entidad de promocion para incrementar el coeficiente de

particion, y por lo tanto la solubilidad y el transporte del farmaco padre en el estrato cérneo.?!

Las nanoparticulas como los liposomas y otros sistemas vesiculares, asi también como otros tipos
de acarreadores de farmacos de talla nano, como nanoparticulas sélidas lipidicas, acarreadores
lipidos nanoestructurados, polimeros basados en nanoparticulas y nanoparticulas magnéticas han

sido nuevas tecnologias desarrolladas para aplicaciones dérmicas y transdérmicas.*'

Las microemulsiones son uno de los sistemas mas usados e interesantes sistemas de liberacién
de farmacos. Numerosos estudios han reportado que las microemulsiones aumentan la
permeacion de la piel de los farmacos incorporados en ellas y de sustancias cosméticas.*®> Son
dispersiones con tamario de talla de 10 a 100 nm y no tienden a coalescer. Como acarreadores
de farmacos eficientes, las microemulsiones se han empleado ampliamente en la liberacion de

farmacos tanto en la administracion dérmica como la transdérmica.*!

El mecanismo principal para explicar las ventajas de las microemulsiones en la liberacion
transdérmica de farmacos incluye el alto potencial de solubilidad para los farmacos hidrofilicos y
lipofilicos en los sistemas microemulsionados.#’ Las microemulsiones han sido sujetas de
numerosos estudios durante las ultimas décadas debido a su gran potencial en muchas
aplicaciones como la via pulmonar, como vehiculos de liberacion en administracion intravaginal e
intrarectal para farmacos lipofilicos como esteroides y hormonas, y formulaciones intramusculares
de péptidos. La revision reciente hecha por Garti y Aserin y colaboradores incluye entre otros, el

progreso reciente de las microemulsiones para liberacién oral e intravenosa.*

2.6 MICROEMULSIONES

2.6.1 Definicion.

El concepto de microemulsion fue propuesto por Hoar y Schulman en 1959, quienes pudieron
hacer una solucion de una sola fase, clara, por el método de titulacién de una emulsién lechosa

con hexanol.
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Una microemulsion puede ser descrita como un sistema disperso de talla nanométrica que
contiene una fase acuosa, una fase oleosa y una combinacién de un amfifilo o tensoactivo con un
cosurfactante, y que es una solucion liquida, dpticamente isotropica y termodinamicamente

estable.*®

Las microemulsiones han sido ampliamente estudiadas para mejorar la biodisponibilidad de
farmacos poco solubles. Las microemulsiones tiene muy baja tensién superficial y tamano de gota
pequefio 10 — 100 nm, lo cual resulta en alta absorcidon y permeacién. El interés en estos
transportadores versatiles esta aumentando y sus aplicaciones han sido diversificadas a varias
rutas de administracién ademas de la convencional ruta oral.*® Esta tecnologia se esta aplicadando
en la industria cosmética y farmacéutica en la formulacién de sistemas transdérmicos de liberacion
de farmacos y en algunas preparaciones topicas.*” Las microemulsiones como acarreadores de

farmacos muestran propiedades favorables como:*¢

= Estabilidad termodinamica del sistema.

» Facil formacion (formacién casi espontanea y sin necesidad de energia).
= [sotropia optica.

» Habilidad para ser esterilizada por filtracién.

= Area superficial grande.

= Alta capacidad de solubilizacién.

= Tamafo de gota muy pequefio, con vectorizacion pasiva.

Las microemulsiones se preparan por un método de emulsificacion espontanea, y se pueden
estudiar o representar con la ayuda de un diagrama de fases. La construccién del diagrama de
fases es un enfoque Util para estudiar las complejas series de interacciones que pueden ocurrir
cuando se mezclan sus diferentes componentes.? Un diagrama pseudoternario se construye para
encontrar las diferentes zonas de emulsién, incluyendo la zona de microemulsion, en donde cada

esquina del diagrama representa el 100% del componente en particular, (figura 10).46
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[ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO]

Surfactante

+ Gotas de microemulsidn agua-en-aceite
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Microemulsiones bicontinuas
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Figura 10. Representacion esquematica de un diagrama ternario de fases, mostrando la regién de
microemulsién.*®

En contraste con las emulsiones ordinarias, las microemulsiones se forman con el simple mezclado
de sus componentes y no requieren condiciones de alta cizalla o corte, usadas generalmente en
las emulsiones convencionales. Las diferencias principales entre microemulsiones y emulsiones
es en el tamafio y forma de sus gotas que estan dispersas en la fase continua.? En la tabla 4 se
encuentran listadas las diferencias en las propiedades de las micromuelsiones en relacién con las

emulsiones convencionales.

Tabla 4. Comparacion de microemulsiones con emulsiones convencionales o gruesas.4%46

PROPIEDAD MICROEMULSION EMULSION
Apariencia Transparente (o Translucida) Turbia
Isotropia dptica Isotrépica Anisotropica
Tension Interfacial Ultra baja Alta

. Dinamica (la interface es fluctuante -
Microestructura . X Estatica
continua y espontaneamente)

Tamano de gota 20 — 200 nm >500 nm

Estabilidad Termodinamicamente estable. Termo_dlnamlcamente
inestable.

Fases Monofasica Bifasica

.. Facil preparacion, relativamente bajo Requiere un gran aporte de
Preparacion L, . , .
costo para produccion comercial. energia, costo mas alto.
Viscosidad Baja viscosidad Alta viscosidad

En la figura 11 se muestra una comparacion entre el tamafio de globulo de una microemulsion,

comparada con el de una emulsiéon convencional y una nanoemulsion.
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f é ] Macroemulsion
o d=1.5-100 pm

O Nanoemulsién
O d =50-500 pm
O

g © Microemulsion

d=3-50um Figura 11. Representacién esquemética del tamafio de una gota

para diferentes tipos de emulsiones*®

2.6.2 Componentes de una microemulsion.

Los principales componentes de una microemulsién son:

a) Fase oleosa. En la eleccién de los componentes de la fase oleosa puede influir
principalmente tres parametros: liberacion del farmaco, solubilizacién del farmaco en la
microemulsion y permeabilidad en la piel.*® Pueden ser usados acidos grasos saturados
e insaturados como potenciadores de penetracion efectivos, ejemplos de ellos son el
acido oleico, el miristato de Isopropilo y el, palmitato de Isopropilo, entre otros.*

b) Fase acuosa. En la mayoria de los casos, el agua forma la fase acuosa. En algunos
casos es usado un buffer o solucion amortiguadora, segun el tipo de farmaco o la via de

administracion.*4

c) Tensoactivos. Los tensoactivos elegidos deben ser capaces de disminuir la tensién
interfacial a un valor muy pequefio, que facilite el proceso de dispersion durante la
preparacion de las microemulsiones y provea un film flexible que se pueda deformar
rapidamente alrededor de las gotas.*® Hay un amplio uso de surfactantes no iénicos
empleados como agentes solubilizantes, entre ellos los polisorbatos (ésteres de sorbitan
etoxilados). Algunos estudios recientes indicaron que los surfactantes no iénicos pueden

afectar la funcién barrera de la piel.*
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d) Cosurfactantes. En muchos casos, los tensoactivos de cadena sencilla solos no son
capaces de reducir la tension interfacial para permitir la formacion de microemulsiones.
La presencia de cosurfactantes permite al film interfacial flexibilidad suficiente para tomar
diferentes curvaturas para formar microemulsiones.*¢ Los alcanoles de cadena corta son
ampliamente usados como cosurfactantes y a su vez son buenos promotores de
permeacion. El etanol es muy comun entre las formulaciones transdérmicas y se sabe

que su adicion mejora el flujo de muchos farmacos.**

En la figura 12, se muestra el arreglo de los componentes de una gota de microemulsion aceite-

en-agua.

Molécula de surfactante O-/L Molécula de cosurfactante O

Fase acuosa

Fase acuosa

Figura 12. Representacion transversal de una gota esférica de microemulsién aceite-en agua.*®

Las microemulsiones aplicadas de manera tépica, mostraron un incremento significativo en la
absorcion cutanea de farmacos. Los vehiculos comunmente actian como promotores de
penetracion, dependiendo de los constituyentes oleosos/ surfactantes, los culaes estan

involucrados en el riesgo de inducir irritacién local. 44

Se encuentran disponibles un gran nimero de aceites y tensoactivos para ser usados como
componentes de sistemas de microemulsiones, pero su toxicidad, potencial de irritacion y un
mecanismo de accion poco claro limitan su uso. Se deben elegir materiales biocompatibles, no
téxicos, aceptables clinicamente y usar emulsificantes o tensoactivos en un rango de

concentracion apropiada, lo cual resultara en microemulsiones levemente o no agresivas.
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El énfasis, es por lo tanto el uso de excipientes considerados generalmente como seguros, por

sus siglas en inglés (GRAS, generally regarded as safe).*¢

Varios mecanismos potenciales para mejorar la penetracion de un farmaco a través de la piel

incluyen la afectacién directa de la piel y modificacion de la formulacion, asi la particion, difusion

o solubilidad son alterados. En la siguiente lista se mencionan estos mecanismos potenciales:**

1. Efecto directo en la piel:

a.

La desnaturalizacion de la queratina intracelular o modificacién de su conformacion
causa hinchamiento e incrementa la hidratacion.

La afectacion de los desmosomas que mantienen la cohesion entre los corneocitos.
Modificacion de las capas lipidicas, reduciendo la resistencia a la penetracion.
Alterando las propiedades de disolvente del estrato corneo para modificar la
particion del farmaco.

El uso de disolventes que puedan extraer los lipidos en el estrato corneo y disminuir

su resistencia a la penetracion.

2. Modificacion de la formulacion:

a.

El estado de supersaturacién producido por disolventes volatiles que dejan la
sustancia activa en un estado termodinamicamente mas activo.

La elecciéon de las moléculas potenciadoras en el vehiculo que son buenos
solventes para para el ingrediente activo y que mejoran la permeacion a través de
la piel.

La difusion del ingrediente activo a través de la piel puede ser facilitada por el uso
de potenciadores que crean “pools” de liquido dentro de las bicapas, como el acido

oleico; o interrumpen las bicapas uniformemente como las moléculas de azona.

2.6.3 Tipos de microemulsiones.

En términos generales, existen diferentes tipos de microemulsiones, dependiendo de su

composicion, proporcion entre sus componentes y arreglo de las moléculas de los componentes

presentes, en la figura 13 se presentan los tipos de microemulsiones: 26 %0
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Winsor | (O/W), en donde las gotas de aceite estan dispersas en agua. El surfactante se

solubiliza preferiblemente en la fase acuosa.

Winsor Il (W/O), en donde las gotas de agua estan dispersas en aceite. El surfactante se

solubiliza preferiblemente en la fase oleosa.

Winsor Ill o sistemas bicontinuos, en donde las cantidades de agua y aceite son
similares. La fase intermedia cargada con surfactante se combina con las fases de agua y

aceite y forma una microemulsion de tres fases.
Winsor IV, sistemas que son formados alterando la curvatura de la interfase con la ayuda

de diferentes factores como salinidad, temperatura, etc. Consiste en una mezcla

homogénea de una fase Unica.

WINSOR 1 WINSOR II WINSOR II1 WINSOR IV

Regiodn rica en aceite Region rica en aceite

Microemulsion

Microemulsion Microemulsion

Region rica en agua : -
Region rica en agua

Figura 13. Clasificacion de las microemulsiones.*

Microemulsion
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2.6.4 Caracterizacion de microemulsiones

La caracterizacién de las microemulsiones es una tarea retadora debido a la complejidad, variedad
de estructuras, componentes involucrados en los sistemas y limitaciones asociados con cada
técnica. La caracterizacion fisicoquimica de las microemulsiones esta basada principalmente en
la estabilidad de las fases, comportamiento de las fases, microestructura y dimensiones (tamafio
y distribucion de tamafo), forma, caracteristicas de superficie, arreglos moleculares locales,

interacciones y dinamica.®

Las microemulsiones se pueden caracterizar empleando diferentes técnicas. Entre las
propiedades que se evaluan esta el tamano de particula, interacciones y dinamica, debido a que

estas caracteristicas controlan muchas de las propiedades generales de las microemulsiones.5'

Algunas técnicas utilizadas para su caracterizacion son?;

a) Estudios de comportamiento de fase. Pueden usarse observaciones visuales y
con microscopio de contraste de fases para diferenciar las miocroemulsiones de las

emulsiones gruesas.

b) Mediciones de tamano de glébulo. La distribucién del tamafio de particula es muy
importante para entender el mecanismo que involucra la estabilidad y penetracion
en la membrana. Existen muchas tecnologias, como la dispersion dinamica de luz
(DLS, por sus siglas en inglés) (Zhang et al., 2013), dispersion de angulo pequeio
de rayos X (SAXS, por sus siglas en inglés) (Podlogar et al, 2004), microscopia de
crio transmision electronica, entre otras, las cuales son Utiles para obtener
informacién significativa acerca del tamano, forma y actividad de los

componentes.*®

c) Potencial Z. Debe ser negativo o neutral, lo cual indica que las gotas de
microemulsion no tienen carga, y por lo tanto el sistema es estable. El potencial
zeta es esencialmente util para evaluar la floculacién, ya que la carga eléctrica en

las particulas influencia la velocidad de floculacion.5?
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d) Viscosidad. El comportamiento reoldgico de la formulacidon puede ser observado
usando un viscosimetro. Un cambio en las caracteristicas reolégicas ayuda a

determinar la regién de microemulsion y su separacion de otra region.

e) Tipo de Emulsion. Las mediciones de conductividad determinan si una
microemulsién es aceite-en-agua, que también provee un método para monitorear
el fendbmeno de inversion de fase. Existen otros métodos, como el de uso de

colorante afin y el método de dilucion para inversion de fases.

f) Estabilidad. La microemulsion optimizada es puesta a condiciones de temperatura
de refrigeracion (4-8°C), temperatura ambiente y temperatura elevada (50 + 2°C)
durante 2 meses, al término del cual se evalua el % de separacion, y tamafo de

particula.

2.7 PRUEBAS DE PERMEABILIDAD DE FARMACOS IN VITRO

Son métodos disefiados para medir la penetracion de farmacos y subsecuente permeacion a
través de la piel a un depdsito de fluido. Se puede utilizar piel no viable para penetraciéon y
permeacion, o piel activa metabdlicamente para medir simultaneamente la permeacion y el
metabolismo de la piel. Las pruebas in vitro son apropiadas para predecir la penetracién dérmica
humana. Mas aun, estas pruebas ofrecen un nimero de ventajas sobre experimentos en animales
completos o incluso en voluntarios humanos, incluyendo ahorro en tiempo y costos, mejor

reproducibilidad de resultados.3®

La gran mayoria de las estimaciones matematicas de la absorcidn percutanea usa como primera
entrada la informacion de la velocidad de paso de una molécula a través de una membrana o
permeabilidad. Se ha utilizado el coeficiente de permeabilidad Kj, 0 el menos cominmente usado,
el flujo maximo en estado estable Jmnax, que son medidos experimentalmente. Ademas de un

numero de descriptores fisicoquimicos como la lipofilicidad (log P) y el punto de fusion. 52
Aunque las mediciones de la penetracion percutanea in vitro son comunes, las técnicas usadas

deben ser consideradas cuidadosamente. Hay varios puntos a ser tomados en cuenta cuando se

usen sistemas in vitro para evaluar la absorcion dérmica:
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1. Tipo de sistema de celdas; 2. Origen o fuente de la piel; 3. Viabilidad; 4. Preparacion; 5.
Composicion del fluido receptor; y 6. Calculo de resultados. Las pruebas in vitro deben ser llevada
a cabo de acuerdo con la OECD, “Guia para las pruebas de Quimicos”; Borrador de la Nueva Guia

248: Método Absorcion de piel in vitro.3°

2.7.1 Métodos utilizando celdas de difusion.

La técnica mas comun para medir la absorcion dérmica in vitro es la aplicacion de la sustancia de
prueba en una formulacion adecuada que es colocada sobre una muestra de superficie de piel, la
cual es montada como una barrera entre el compartimiento donador y el compartimiento receptor

de una celda de difusién, conocidas como celdas tipo Franz (figura 14).%

Ermulsicn

Brazo de
muestreo

- —Mermbrana

Cormpartimiento
receptor

Camisa
termostatizadora

l

Barra magnética

Figura 14. Celdas de difusion tipo Franz®®

Las celdas de difusion pueden ser estaticas o de flujo continuo. En las celdas de difusién estaticas
se reemplaza el perfundido en cada punto de muestreo, mientras que en la de flujo continuo se
emplea una bomba para pasar el fluido a través de la camara receptora.®® Las celdas de difusiéon
estaticas son subdivididas de acuerdo con la orientacion de la piel. La membrana puede ser
colocada horizontal o verticalmente, con volumenes en la camara receptora entre 0.5y 10 ml, y
areas de superficie de membranas expuestas entre 0.2 y 2 cm?. La mayoria de los estudios de
absorcidn en piel son conducidos usando celdas horizontales.
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El uso de las celdas verticales es mas comun cuando se evaluan los sistemas de liberacién de
farmacos, como sonoforesis, iontoforesis o electroporacion, etc.3%54 El compartimiento donador es
donde la formulacién contiene el permeante de interés y donde es introducido al inicio de la prueba.
El compartimiento receptor es la camara hacia la cual el permeante de interés puede difundir.
Ademas de medir la cantidad, velocidad, y el permeante que pasa a través de la membrana a la
fase receptora, también es posible determinar qué tanto del material de interés permanece en la

membrana (que puede ser piel) al final del experimento.5?

2.7.2 Modelos de membrana

El principal modelo de membrana es el uso de piel humana, sin embargo, la recoleccién y uso
depende de numerosos factores. Entre los modelos animal mas utilizados se encuentra la piel de

cerdo, debido a su facil recoleccién y semejanza con la piel humana.5254

Muchos investigadores han desarrollado equivalentes de piel artificial. Estos materiales intentan
producir membranas que exhiben regiones tanto hidrofilicas como hidrofébicas para imitar el
estrato corneo. El uso de piel artificial ain no esta recomendado para pruebas in vitro debido a las
diferencias en la funcion barrera comparada con la piel natural.?® La ventaja de este tipo de tejidos
es que se puede mantener la viabilidad; por otro lado, la desventaja principal es que la
permeabilidad del tejido es generalmente mas alta del in vivo.%

También se han propuesto membranas sintéticas, las cuales han sido usadas cuando es dificil de
conseguir piel humana o animal, o cuando se llevan a cabo un gran numero de experimentos. Las
membranas artificiales mas ampliamente usadas son de polidimetilsiloxano (por sus siglas en
inglés PDMS) y de acetato de celulosa. Sin embargo, estas membranas a menudo han mostrado
sobreestimar significativamente el flujo a través de la piel. Por ejemplo, Moss et al. 2006, comparé
la permeabilidad de una serie de profarmacos a través de piel de cerdo y membranas de PDMS in

vitro, encontrando importantes diferencias cuando se utilizan este tipo de membranas. %2

43



3. JUSTIFICACION

El numero de farmacos capaces de atravesar por si mismos el estrato cérneo, que es la capa mas
externa de la piel y principal barrera de absorcion, en cantidad suficiente para acceder a la
circulacion sanguinea y producir una respuesta terapéutica es reducido. Para tal fin se han
desarrollado diversas tecnologias en las que ademas se han incorporado a la formulaciéon
promotores quimicos y fisicos de absorcion transdérmica. En los Ultimos afios se han venido
estudiando sistemas dispersos de talla nanométrica que han mejorado el paso de sustancias

activas a través de la piel, tal es el caso de las microemulsiones farmacéuticas.

La naltrexona esta aprobada para el uso en el tratamiento de la dependencia al alcohol, sin
embargo, las dosis terapéuticas disponibles en el mercado (oral e inyeccion) presentan
inconvenientes, por lo que existe interés en explorar la via transdérmica y en particular las
microemulsiones ya que presentan algunas ventajas como, estabilidad termodinamica, facilidad y
bajo costo de preparacién sobre otros sistemas coloidales, ademas de presentar algunas ventajas

para el paciente.
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4. OBJETIVO GENERAL

Preparar y caracterizar microemulsiones cargadas con naltrexona, asi como evaluar su

efecto promotor sobre la permeabilidad del farmaco en piel.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar una busqueda bibliografica para definir los componentes a usar en la
preparacion de las microemulsiones y seleccionar los materiales a emplear como
componentes de las microemulsiones a través de pruebas de solubilidad del farmaco

en los mismos.

2. Realizar mezclas de los componentes empleando un diseio experimental donde se
establezcan las proporciones a evaluar, empleando restricciones para los cuatro
componentes (fase oleosa, acuosa, tensoactivo y cosurfactante) segun sus

indicaciones de uso.

3. Elaborar diagramas pseudoternarios para identificar las zonas de microemulsién para

cada uno de los sistemas fase oleosa-tensoactivo-cosurfactante a explorar.

4. Caracterizar las microemulsiones obtenidas en tamafio de glébulo, potencial Z, carga
de farmaco, estabilidad y tipo de emulsion, utilizando técnicas como dispersion
dinamica de luz, centrifugacion y espectrofotometria UV.

5. Desarrollar y validar los métodos analiticos necesarios para la cuantificacion de

farmaco en cada una de las etapas del proyecto.

6. Evaluar el efecto de las microemulsiones sobre la permeabilidad de naltrexona en
piel de cerdo, utilizando celdas de Franz, determinando la cantidad de farmaco

permeado por unidad de tiempo y area, asi como el farmaco retenido en piel.



[HIPOTESIS]

5. HIPOTESIS

Incluir naltrexona en un sistema coloidal microemulsionado, empleando materiales que
tienen afinidad por la zona lipidica del estrato cérneo y que poseen un efecto promotor sobre
la permeabilidad en piel, favorecera el paso del farmaco a través de la piel, generando
formulaciones con propiedades fisicoquimicas y tecnoldgicas para la administracion

transdérmica, como una alternativa al tratamiento sistémico del alcoholismo.
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6. MATERIALES Y EQUIPOS
6.1 MATERIALES

Oreja de cerdo con el estrato cérneo intacto
Portafiltros de polipropileno (Millipore ®).
Papel filtro, pre-filtro tipo AP (Millipore ®).
Membrana tipo HYMP 0.45 pm (Millipore ®).

Celdas tipo Franz.

6.2 EQUIPOS

Dermatoma (Zimmer Electric Dermatome) - Estados Unidos de América
Espectrofotdmetro UV-Vis (Varian Cary 50) — Estados Unidos de América
Zetasizer (Malvern Instruments Zen 3600) - Estados Unidos de América
Balanza analitica (Ohaus Modelo E12140) - Suiza

Potencidometro (Jenco Vision Plus pH6175) - Estados Unidos de América
Viscosimetro (Brookfield Model DV3TLVTJ0) - Estados Unidos de América
Conductimetro (Vernier software Conductivity probe) - Estados Unidos de
América

Agitador vortex (Science Med MX-S) - Finlandia

Bano de agua con Termocirculador (Sous Vide PolyScience) - Estados Unidos
de América

Agitador multiplaza (Variomag electronic stirrer) - Estados Unidos de América
Parrilla de agitacion (Biomega Research Products Inc.) - Estados Unidos de

América

6.3 FARMACO, EXCIPIENTES Y REACTIVOS
INGREDIENTE ACTIVO FARMACEUTICO

Clorhidrato de Naltrexona (Donado por Laboratorio Quimico Médico SA de CV,
BIOQUIMED) - México
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[MATERIALES]

FASE OLEOSA
e Miristato de Isopropilo (Drogueria Cosmopolita) — México
e Palmitato de Isopropilo (Sigma Aldrich) - Estados Unidos de América

e Acido oleico (Meyer) - México

TENSOACTIVOS

e Tween80® (Drogueria Cosmopolita) - México

COSURFACTANTES
e 1-butanol (Merck KGaA) - Alemania
e Transcutol® (Gattefossé) - Francia

REACTIVOS
e Metanol (Meyer) - México
e Fosfato de potasio monobasico (J. T Baker) - Suecia
e Hidroxido de sodio (J. T Baker) - Suecia

e Acido fosférico (Meyer) - México
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7. METODOLOGIA

En la figura 15 se encuentra resumida, en un diagrama de flujo, la metodologia que se
sigui6 en el desarrollo del presente proyecto.

Con base en revisidn bibliografica:

b 1. Eleccién del farmaco.

p 2. Eleccién de la fase oleosa

p 3. Eleccion de los tensoactivos
———————» 4. Eleccidn de los cosurfactantes.

Seleccién de
materiales

2

Pruebas de solubilidad del principio
activo en los diferentes componentes.

‘ 1. Desarrollo de un Disefio
<

Experimental de mezclas.
Desarrollo de diagramas p 2. Preparacion de las mezclas.
pseudoternarios para localizar la 3. Definir zonas de
zona de microemulsiones. microemulsién.

Talla (dispersién dindmica de luz)

1.
y
1 L 2. Potencial Z (movilidad electroforética)
., 3. Tipo de microemulsién (por
Caracterizacion de las P . (b
) Isi conductividad)
microemulsiones. 4 Viscosidad
> 5. Apariencia

Seleccién de

microemulsiones

1 M 6. Capacidad de carga del farmaco

Desarrollo y Validacion de
Métodos Analiticos

§
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w 1. Celdas de Franz

» 2. Pérdida de Agua Transepidermal (TEWL)

P 3. Cantidad de farmaco permeado a través
de la piel.

. % de farmaco en piel

5. Determinacidn del flujo

6. Coeficiente de permeacion

[ Pruebas de permeabilidad in vitro.

il

@ 7. Parametros de permeacion

Figura 15. Esquema general de la metodologia empleada

7.1 SELECCION DE MATERIALES.

Se definié trabajar con un farmaco de interés para tratar un problema de salud publica, como
es la naltrexona. En principio se eligieron los materiales a emplear en base a resultados de
promocion de permeabilidad publicados por algunos autores, por ejemplo, el acido oleico,
de acuerdo con Inayat*?, quien report6 incrementé en gran medida el flujo de acido salicilico
y 5-fluoracilo a través de membrana de piel humana in vitro, en el caso de palmitato de
isopropilo se ha visto el efecto promotor en varios estudios, incluso se ha visto que por si
mismo podria inducir un alto grado de permeacion®. Los materiales elegidos fueron:

1. Tensoactivo - Tween80®

2. Fase oleosa — Acido oleico, miristato de isopropilo y palmitato de isopropilo.

3. Cosurfactantes — 1-butanol y transcutol®.

7.2 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL PRINCIPIO ACTIVO

Empleando el método de adicion de volumenes, se obtuvo la solubilidad aparente de
clorhidrato de naltrexona. Se pesaron 10 mg de naltrexona en diferentes tubos de ensaye, y
agregando uno a uno los materiales seleccionados (tween 80%, transcutol®, 1-butanol, acido
oleico, miristato de isopropilo y palmitato de isopropilo) a diferentes volumenes, comenzando
con 100 pl y agitando en cada adicion hasta solubilizar el farmaco por completo o completar
1 ml, registrando al final el volumen total utilizado. Con los datos se reportan los mg/ml de

farmaco en cada componente por separado.
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7.3 DESARROLLO DE DIAGRAMAS PSEUDOTERNARIOS

Para la preparacion de diagramas pseudoternarios se cre6é un disefio de mezclas con
vértices extremos con uso del software Statgraphics Centurion XVI. Para el disefio se

consideraron los siguientes componentes y sus restricciones:

Xi1: Proporcion de Fase Acuosa: de 20 a 80%
X2: Proporcion de Fase Oleosa: de 20 a 80%

Xs: Mezcla Tensoactivo-Cosurfactante: de 25 a 75%

Adicionalmente, para cada diagrama se consideraron 3 proporciones en la mezcla de
tensoactivo:cosurfactante: 1:1, 1:2 y 2:1

La tabla 5 muestra la matriz de disefio generada, donde se muestran las mezclas a elaborar
y la proporcion de los componentes que se deben utilizar.

Tabla 5. Matriz de Disefio experimental de Mezclas con vértices extremos

X1 X2 X3
% % %
0.650 0.100 0.250
0.100 0.650 0.250
0.150 0.100 0.750
0.100 0.150 0.750
0.450 0.175 0.375
0.175 0.450 0.375
0.200 0.175 0.625
0.175 0.200 0.625
0.375 0.375 0.250
0.400 0.100 0.500
0.100 0.400 0.500
0.125 0.125 0.750
0.250 0.250 0.500

La variable de respuesta en la evaluacion de los diagramas seudoternarios fue:

Y1: Presencia de microemulsioén (Si/No)
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7.3.1 Delimitacion de la zona de microemulsion.

La variable de respuesta se midié de forma visual, determinando la presencia de
microemulsion al obtener una mezcla translicida, homogénea y sin separacion de fases.
Para localizar la zona de microemulsion se graficaron las coordenadas de las mezclas donde

se obtuvieron microemulsiones en el diagrama pseudoternario.

7.4 PREPARACION DE LAS MEZCLAS

De acuerdo con las proporciones de los componentes, segun la tabla 4, se agreg6 el volumen
equivalente de cosurfactante, posteriormente el volumen equivalente de fase oleosa,
después del tensoactivo y finalmente la fase acuosa. Se agité la mezcla utilizando vortex

hasta obtener una mezcla homogénea.

7.5 CARACTERIZACION DE LAS MICROEMULSIONES OBTENIDAS

Cada una de las microemulsiones que se identificaron en los diagramas pseudoternarios
fueron caracterizadas en tamafo de glébulo, potencial z, tipo de microemulsién y carga de

farmaco con la siguiente metodologia:

7.5.1 Tamaiho promedio de glébulo y potencial zeta

Se tomo6 una muestra de 3 ml de microemulsion, vertiéndolos cuidadosamente en la celda
de poliestireno (celda de poliestireno convencional para determinar tamafo promedio del
glébulo y celda capilar de poliestireno para determinar el potencial zeta), evitando que se
formen burbujas. Las celdas se colocaron en el equipo Zetasizer® Z-90, seleccionando el
tipo de medicion que se realizara, bajo una metodologia previamente establecido, donde se
indicé el medio dispersante y el indice de refraccion correspondiente. La medicion del
tamafio promedio se realizé a 90°, diluyendo previamente la muestra con fase acuosa. Las

mediciones se hicieron por triplicado.
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7.5.2 Tipo de microemulsion.

Para determinar el tipo de emulsién, muestras de microemulsion se colocaron en un vaso de
precipitados. Posteriormente se introdujo un sensor de conductividad con un equipo
Vernier®. Registrando si existe una medida de conductividad. Utilizando como criterio,

emulsion O/W cuando se registraron lecturas.

7.5.3 Carga de farmaco

La prueba se llevé a cabo colocando 10 mg de clorhidrato naltrexona en un tubo de ensaye,
agregando volumenes crecientes de microemulsién, hasta obtener una saturacién del
sistema. Iniciando con volumenes pequefios de 50 ul, agitando con la ayuda de un vortex,
en cada volumen adicionado. Se registré el volumen total utilizado para solubilizar la

naltrexona, reportando los mg/ml por cada microemulsion.56:57

7.6 DESARROLLO Y VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Se validaron dos métodos analiticos por espectrofotometria UV, uno para evaluar el
clorhidrato de naltrexona que pasé a través de la piel y el otro para evaluar la cantidad

remanente de naltrexona clorhidrato sobre la piel.

7.6.1 Determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion de naltrexona.

Para una muestra de naltrexona clorhidrato a una concentracion de 150 pg/ml, en solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4, fue obtenido un barrido de 200 a 400 nm en el
espectrofotémetro UV-Vis Cary-60, con la finalidad de identificar el farmaco y determinar la
A maxima en la region de absorcion UV. Se reporta el espectro de absorcion de naltrexona

en la region UV.
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7.6.2 Método para evaluar el paso de clorhidrato de naltrexona a través de la

piel.

La matriz acuosa para el desarrollo del método se preparé manteniendo en contacto la parte
interna de un segmento de oreja de cerdo sin tratamiento con buffer de fosfatos pH 7.4,
durante 24 horas, (figura 16). Al concluir este tiempo se filtré la solucion para eliminar

residuos del tejido, utilizando un portafiltros y papel filtro inicialmente, para después filtrar a

través de una membrana tipo HVYMP de 0.45 um.

Oreja de cerdo en contacto
con buffer de fosfatos pH 7.4

Figura 16. Oreja de cerdo sin tratar en contacto con buffer de fosfatos pH 7.4

Esta solucion filtrada se utilizd para preparar una curva de calibracion para determinar la
cantidad de clorhidrato de naltrexona que llegue al medio receptor durante los estudios de
permeacion. Para tal objetivo se preparoé una solucion patrén del farmaco, disolviendo 10 mg
de clorhidrato de naltrexona en un matraz volumétrico de 10 ml con metanol. A partir de esta
solucién se hicieron las diluciones pertinentes para obtener las concentraciones a utilizar en

la validaciéon del método.
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Se evaluaron y determinaron los siguientes parametros de desempefio del método analitico:

e Linealidad: se prepararon 5 concentraciones por triplicado en un rango de 0 a 100
HMg/ml midiendo la absorbancia a 281 nm y empleando la matriz acuosa filtrada como
blanco. Se determind el coeficiente de determinacion (r?), la ordenada al origen, la

pendiente y sus intervalos de confianza al 95%.

e Exactitud: se realizaron por sextuplicado diluciones a una concentracion de 20
pg/mly de 100 pg/ml, obteniendo la absorbancia a 281 nm y calculando la cantidad
recuperada a partir de la curva de linealidad. Para cada muestra se determind el

porcentaje de recobro con la siguiente expresion:

%Recobro = (Conc. Real de la Muestra/ Conc. Teorica) x 100

A los resultados se les calculd el CV y el intervalo de confianza (95%) para los
recobros.

o Repetibilidad: se prepararon seis soluciones al 50% de la curva de linealidad,
evaluando la absorbancia en dos diferentes dias. Se determind el coeficiente de

variacién (CV).

e Limites de cuantificacion y deteccion. se determinaron por calculo con las

siguientes expresiones:

LIMITE DE DETECCION LIMITE DE CUANTIFICACION
330 100
LD = S LC = K
o= Desviacion estandar del o= Desviacion estandar del
intercepto intercepto
S = Pendiente de la curva de S = Pendiente de la curva de
calibracién calibracién
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7.6.3 Método analitico para determinar el farmaco remanente en la piel.

Para el desarrollo de este método se utilizd la misma piel que estuvo en contacto con el
buffer de fosfatos, la cual se lavé para eliminar el exceso de solucioén, se corté en trozos
pequenos y se colocd en un frasco con tapa hermética que contenia metanol. La mezcla
anterior se mantuvo en agitacion por 24 horas, para después filtrar y eliminar los residuos
del tejido, utilizando un portafiltros y papel filtro, y después a través de una membrana tipo
HVMP de 0.45 um.

Con la solucion obtenida del filtrado se prepard una solucion patron, pesando 10 mg de
clorhidrato de naltrexona que fueron colocados en un matraz volumétrico de 10 ml, aforando
con metanol. A partir de este momento se siguié el mismo procedimiento descrito en el punto

anterior, utilizando metanol como disolvente de dilucion.

7.7 PRUEBAS DE PERMEACION EN PIEL IN VITRO.

7.7.1 Estudios de permeabilidad de naltrexona

Se utilizé oreja de cerdo como membrana para realizar estos estudios, esta se cortd
utilizando un Dermatoma Zimmer Electric, a un grosor de aproximadamente 0.75 mm.
Fragmentos de 1.1 cm de diametro de oreja de cerdo previamente cortada, se colocaron en
celdas de Franz tal como se muestra en la figura 17. Como medio receptor se utilizé entre
1.8 y 2.0 ml de buffer de fosfatos pH 7.4. En el donador se colocd 1 ml de cada microemulsion
optimizada sin farmaco y con farmaco (a una concentracion de 20 mg/ml). Ademas, para
comparacion del efecto promotor de la microemulsion se probé una solucidon acuosa del

farmaco. Los estudios se realizaron por triplicado.

Donador (muestrasy —p

conftroles) 20 mg/mL i v Membrana bioldgica
) 2 (piel de cerdo)

Receptor (PBS pH 7.4)
con agitador magnético \b‘\L‘

Figura 17. Sistema para pruebas de permeabilidad con celdas de Franz
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Las celdas montadas se colocaron en un bafio a 37°C * 5°C, con agitacién magnética. Al
momento de colocar la piel entre el medio receptor y donador, se aseguré que la piel
estuviera bien estirada y que no hubiera zonas muy delgadas del tejido. Al llenar el
compartimiento receptor con buffer de fosfatos pH 7.4, se verifico que la solucion estuviera
en contacto con la piel y que no quedaran burbujas de aire en el interior.

Finalmente, se realizaron muestreos cada hora, hasta la hora 8, y posteriormente a las 24 h.
Durante el muestreo se tomo el total del volumen del medio receptor y reemplazando con
medio fresco. Las muestras se leyeron en el espectrofotometro UV-Vis a 281 nm para
cuantificar el farmaco permeado. Con los resultados obtenidos se hicieron los perfiles de
permeabilidad, a partir de los cuales se determiné el flujo y el coeficiente de permeabilidad
con las siguientes expresiones:

J = Q/(A-t)

Donde, J es el flujo, Q es la cantidad de farmaco que atraviesa la membrana en un tiempo t,

y A es el area de la membrana expuesta en cm?.

Kp = Q/[Ast*(Co-Ci)]

Donde Kp es el coeficiente de permeabilidad, Q es la cantidad de compuesto transportado
a través de lamembrana en un tiempo t (min), Co y Ci son las concentraciones del compuesto
en el sistema donador y el sistema receptor de la membrana respectivamente, y A es el area

de la membrana expuesta en cm?.

7.7.2 Estudios de farmaco retenido en piel.

Una vez concluida la prueba de permeacion, se desmontaron las celdas de Franz y se retird
el tejido, el cual se limpid con una servitoalla para retirar el exceso de formulacion, se corté
en pedazos muy pequefios y se colocaron en frascos conteniendo 5 ml de metanol con un
agitador magnético, la agitacion se mantuvo durante 24 horas. Concluido el tiempo, se filtrd
la solucion metandlica, cuantificando el farmaco extraido de la piel a 281 nm en el

espectrofotometro UV-Visible. Se reporta la cantidad en g de farmaco remanente en piel.
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7.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para la comparacién de tratamientos en las pruebas de carga de farmaco, estimacion de
flujo, cantidad permeada y retenida en piel, se utilizé el analisis de varianza unifactorial con
pruebas de Tukey como analisis post-hoc, considerando significativos los efectos con una
p<0.05.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 SELECCION DE MATERIALES Y PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

La tabla 6 muestra los materiales elegidos para la preparacion de microemulsiones y la
solubilidad aparente encontrada para la naltrexona en cada uno de ellos por separado.

Tabla 6. Resultados de solubilidad de clorhidrato de naltrexona en los diferentes

componentes
COMPONENTE SOLUBILIDAD APARENTE

Acido oleico <2.0 mg/ml
Miristato de Isopropilo <2.0 mg/ml
Palmitato de Isopropilo <2.0 mg/ml|
Tween 80 <2.0 mg/ml
Transcutol® 25.0 mg/ml

1-Butanol 4.5 mg/ml

Agua 50.0 pg/l

Buffer de fosfatos pH 7.4 45.0 pg/l

Los materiales evaluados como fases oleosas se eligieron en su funcién de capacidad para
promover el paso de los farmacos a través de la piel, es decir, que actian como promotores
quimicos de absorcién*?, ya que, como se puede apreciar el farmaco es practicamente
insoluble en las fases oleosas. Sin embargo, el farmaco presenta buena solubilidad en los

diferentes cosurfactantes.

8.2 DIAGRAMAS SEUDOTERNARIOS (ZONAS DE ME) Y CARACTERIZACION.

De acuerdo con el disefio de experimentos se prepararon 13 formulaciones o mezclas, para
cada cosurfactante, en diferente fase oleosa y con diferente proporcion en relacion con el
tensoactivo. La tabla 7 resume los posibles sistemas, y por tanto el nimero de diagramas

seudoternarios que se estudiaron.
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Tabla 7. Sistemas para el desarrollo de diagramas seudoternarios.
SISTEMA
Agua + Tween 80+
Transcutol®-Acido Oleico

1-Butanol-Acido Oleico

Transcutol®-Miristato de Isopropilo

1-Butanol-Miristato de Isopropilo

Transcutol®-Palmitato de Isopropilo

1-Butanol-Palmitato de Isopropilo

Como se aprecia en la tabla anterior se elaboraron 6 sistemas, de los cuales adicionalmente
se probaron en proporciones tensoactivos/ cosurfactantes 1:1, 1:2 y 2:1, generando asi 18
diagramas pseudoternarios.

Al preparar las mezclas, el primer criterio que se considerd para determinar si era
microemulsion, fue la transparencia de esta. En la figura 18 se observan algunas pruebas
realizadas, en donde se observan microemulsiones (transparentes), otras turbias o lechosas,

correspondientes a emulsiones gruesas.

Figura 18. Mezclas, diferencia de microemulsiones y emulsiones gruesas

En las tablas 8-24 y figuras de la 19 a la 35 (diagramas pseudoternarios) se muestran los
resultados de cada sistema evaluado en sus tres diferentes proporciones, sefialando en cada
sistema las mezclas que si formaron microemulsion, asi como sus principales parametros

de caracterizacién. Mientras que en los diagramas pseudoternarios se encuentran
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graficados los puntos (mezclas con coordenadas) donde se encontraron microemulsiones y

por tanto delimitando las zonas de microemulsion para cada proporcion evaluada.

Tabla 8. Sistema tween 80-transcutol®-acido oleico-agua Proporcion 1:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 227.6 +4.68 -28.1 12.5 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 467.9 + 48.88 -21.0 <10.0 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 Si 736.3 + 85.62 -31.4 22.2 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 535.5 +5.19 -34.7 <10.0 mg/ ml
9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 No - - -

11 0.500 0.100 0.400 Si 2044 +209.23 -41.2 <10.0 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 348.0 + 34.39 -35.0 <10.0 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 Si 570.8 + 29.68 -32.7 33.3 mg/ ml

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:1Y 2:1
TWEEN 80:-TRANSCUTOL

> “ ¥ ¢ ¢ ¥ “ Y ¥d X et
e W o o 0% e 0s o 0 o 0 AC. OLEICO

Figura 19. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-transcutol®-acido oleico-agua
Proporcién 1:1
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Tabla 9. Sistema tween 80-transcutol®-acido oleico-agua Proporcion 2:1

1 0.250 0.650 0.100 No - -
2 0.250 0.100 0.650 No - - -
3 0.750 0.150 0.100 Si 217.4 + 4.68 -23.3 11.1 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 308.8 + 25.59 -25.3 11.1 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -
6 0.375 0.175 0.450 No - - -
7 0.625 0.200 0.175 Si 530.7 + 25.15 -25.6 16.7 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 659.7 + 72.58 -31.3 12.5 mg/ ml
9 0.250 0.375 0.375 No - - -
10 0.500 0.400 0.100 No - -
11 0.500 0.100 0.400 Si 1695.0 + 168.36 -40.1 <10.0 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 297.2+7.77 -24.8 <10.0 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 Si 762.8 + 195.49 -33.5 16.7 mg/ ml

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:1Y 2:1
TWEEN 80:TRANSCUTOL

o - . 5 '« ¢ Y . . 1
AGUA o1 o1 or s as 0a 03 0z o1 o AC. OLEICO

Figura 20. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-transcutol®-acido oleico-agua
Proporcién 2:1
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Tabla 10. Sistema tween 80-transcutol®-acido oleico-agua Proporcién 1:2

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 549.3 + 69.46 -34.1 20.0 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 359.3 + 62.76 -38.5 14.3 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 Si 991.5 + 141.91 -34.4 33.3 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 659.1 + 41.08 -39.2 33.3 mg/ ml
9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 Si 415.0 + 22.90 -37.1 100.0 mg/ ml
11 0.500 0.100 0.400 Si 87.22 + 1.44 -44.5 <10.0 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 534.0 + 157.15 -36.9 22.2 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:2

TWEEN BD:TRBAN scuTtoL
10

o1

/ \ \
08 A& ¥ 402

& Z W/ / » \ / Nt
AGUA ' o8 0z a7 os o5 0e 03 o2 o o AC. OLEICO

Figura 21. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-transcutol®-acido oleico-agua
Proporcion 1:2

Como puede apreciarse para los sistemas con acido oleico como fase oleosa y transcutol®
como surfactante, se observaron mezclas donde fue posible observar microemulsiones. El

tamafo promedio se encuentra en valores esperados para las microemulsiones, mientras

63



[RESULTADOS Y DISCUSION]

que el potencial zeta tiene valores entre -23.0 y -44.5 mV, lo que las hace altamente estables.

Por otro lado, la carga de naltrexona se ve afectada por la proporcion de fases,

encontrandose una mayor carga a altas proporciones de tensoactivo-cosurfactante, lo cual

puede explicarse por la capacidad de estos agentes para solubilizar farmacos.5

Tabla 11. Sistema tween 80-1-butanol-acido oleico-agua Proporcion 1:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 27.85 + 1.68 -1.11 20.0 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 242.6 + 11.33 -0.878 <10.0 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 No - - -

8 0.625 0.175 0.200 No - - -

9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 Si 231.5+4.44 -0.270 50.0 mg/ml

11 0.500 0.100 0.400 No - - -

12 0.750 0.125 0.125 Si 259.8 + 8.49 -1.63 14.3 mg/ml

13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

0+
AGUA '

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:1
TWEEN llM-WSI"'ANOL

Y
“AC.OLEICO

Figura 22. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-1-butanol-acido oleico-agua Proporcion

1:1
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Tabla 12. Sistema tween 80-1-butanol-acido oleico-agua Proporcion 2:1

[RESULTADOS Y DISCUSION]

1 0.250 0.650 0.100 No - - -
2 0.250 0.100 0.650 No - - -
3 0.750 0.150 0.100 Si 158.7 + 6.19 -8.27 20.0 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 122.7 + 3.98 -0.954 11.1 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -
6 0.375 0.175 0.450 No - - -
7 0.625 0.200 0.175 Si 506.9 + 80.78 -12.8 20.0 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 No - - -
9 0.250 0.375 0.375 No - - -
10 0.500 0.400 0.100 Si 633.5 + 89.49 -3.21 50.0 mg/ ml
1 0.500 0.100 0.400 No - - -
12 0.750 0.125 0.125 Si 601.7 + 39.29 -25.0 11.1 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 No - - -
ES = Error estandar
PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 2:1
o s % % Y ¢

Figura 23. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-1-butanol-acido oleico-agua
Proporcion 2:1
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Tabla 13. Sistema tween 80-1-butanol-acido oleico-agua Proporcion 1:2

1 0.250 0.650 0.100 No - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 704.7 + 253.11 -34.6 20.0 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 829.3 + 107.10 -30.7 <10.0 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 No - - -

8 0.625 0.175 0.200 No - - -

9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 No - - -

11 0.500 0.100 0.400 No - - -

12 0.750 0.125 0.125 Si 689.5 + 78.98 -27.4 14.3 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:2
TWEEN 804-BUTANOL
'

08 02

A /\

/
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Figura 24. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-1-butanol-acido oleico-agua
Proporcion 1:2

En el sistema que contiene acido oleico como fase oleosa y 1-butanol como surfactante
(figuras 22-24), se puede observar que con la proporcién 2:1 se obtuvieron mas mezclas que

presentaron microemulsion con respecto a las otras 2 proporciones evaluadas; el tamano
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promedio es el esperado para los 3 sistemas, asi como el potencial zeta, que se encuentra
entre valores de -0.8 hasta -34 mV dandonos un indicativo de estabilidad para la mayoria de
las microemulsiones. En lo que respecta a la carga de farmaco, podemos ver en los
resultados que los sistemas con mayor proporcion del sistema acuoso favorecen la mayor

carga de farmaco.

Tabla 14. Sistema tween 80-transcutol®-miristato de isopropilo-agua Proporcion 1:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 44.34 + 30.34 -13.4 25.0 mg/ ml

4 0.750 0.100 0.150 Si 49.98 +21.90 -14.3 12.5 mg/ ml

5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 No - - -

8 0.625 0.175 0.200 No - - -

9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 No - - -

11 0.500 0.100 0.400 Si 383.1 + 16.84 -21.2 ND, se ve ligera
separacion.

12 0.750 0.125 0.125 Si 82.49 + 33.23 -16.7 13.2 mg/ ml

13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:1
TWEEN 80: TRANSCUTOL

o £ '
AGUA n " ar L] o Lo " " o ¢ MIRISTATO DE ISOPROPILO

Figura 25. Sistema pseudoternario del sistema tween 80-transcutol®-miristato de isopropilo-
agua Proporcion 1:1
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Tabla 15. Sistema tween 80-transcutol®-miristato de isopropilo-agua Proporcion 1:2

1 0.250 0.650 - - -
2 0.250 0.100 0.650 No - - -
3 0.750 0.150 0.100 Si 436.6 + 11.85 -21.2 22.7 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 195.7 + 10.71 -21.5 20.0 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -
6 0.375 0.175 0.450 No - - -
7 0.625 0.200 0.175 No - - -
8 0.625 0.175 0.200 No - - -
9 0.250 0.375 0.375 No - - -
10 0.500 0.400 0.100 No - - -
11 0.500 0.100 0.400 No - - -
12 0.750 0.125 0.125 Si 206.5 + 3.04 -19.1 21.7 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:2
TWEEN 80:TRANSCUTOL

% 1
AGUA 1 o3 = o o L i G = 0] © MIRISTATO DE ISOPROPILO

Figura 26. Sistema pseudoternario del sistema tween 80-transcutol®-miristato de isopropilo-
agua Proporcion 1:2
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Tabla 16. Sistema tween 80-transcutol®-miristato de isopropilo-agua Proporcion 2:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -
2 0.250 0.100 0.650 No - - -
3 0.750 0.150 0.100 Si 14.37 + 0.42 -11.3 14.3 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 16.27 + 0.64 -17.1 12.5 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -
6 0.375 0.175 0.450 No - - -
7 0.625 0.200 0.175 Si 29.82 + 6.30 -3.34 25.0 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 No - - -
9 0.250 0.375 0.375 No - - -
10 0.500 0.400 0.100 No - - -
11 0.500 0.100 0.400 No - - -
12 0.750 0.125 0.125 Si 15.06 + 0.41 -2.68 11.4 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 2:1
TWEEN 80:TRANSCUTOL
1

AGUI: 1 = .4 el - torra ot e - " "}lllRISTATODE ISOPROPILO
Figura 27. Sistema pseudoternario del sistema tween 80-transcutol®-miristato de isopropilo-
agua Proporcion 2:1
En los sistemas con transcutol®-miristato de Isopropilo (figuras 25-27) se puede observar
que en los tres sistemas se presentaron como maximo 4 mezclas que formaron

microemulsion. El valor promedio de talla en cada sistema se encuentra dentro de los valores
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que se esperaban, en tanto que para el potencial zeta se obtuvieron valores que van desde

-2.68 hasta -21.5 mV, lo cual nos da un indicativo de estabilidad de las microemulsiones.

Finalmente, en lo referente a la carga del farmaco, esta se ve afectada por las proporciones

de los diferentes componentes, y en las mezclas con las proporciones mas altas de

tensoactivo-cosurfactante se encuentran las cargas mas altas de naltrexona, lo cual nos

indica la capacidad de estos agentes para solubilizar farmacos.%®”

Tabla 17. Sistema tween 80-1-butanol-miristato de isopropilo-agua Proporcion 1:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 210.1 +4.31 -4.35 12.5 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 295.9 + 5.22 -1.33 <10.0 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 Si 361.4 + 13.83 -2.21 11.4 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 502.1 + 73.84 -2.0 12.5 mg/ml

9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 Si 125.3 + 0.26 -2.6 27.8 mg/ml

11 0.500 0.100 0.400 Si 21.01 + 0.55 -1.07 <10.0 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 15.03 + 0.38 -0.37 <10.0 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 Si 48.43 + 2.00 -22.6 25.0 mg/ml

ES = Error estandar

0+
AGUA '

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:1Y 2:1

TWEEN 80:1-BUTANOL
150

\
“MIRISTATO DE ISOPROPILO

Figura 28. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-1-butanol-miristato de isopropilo-

agua Proporcion 1:1
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Tabla 18. Sistema tween 80-1-butanol-miristato de isopropilo-agua Proporcién 2:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 13.39 + 0.40 -1.61 13.9 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 81.43 +1.30 -1.70 <10.0 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 Si 40.49 + 4.95 -15.5 12.5 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 116.9 + 5.11 -8.67 14.3 mg/ml

9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 Si 15.58 + 0.17 -19.1 27.8 mg/ml

11 0.500 0.100 0.400 Si 23.86 + 1.72 -18.2 <10.0 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 13.13 + 0.04 -17.1 <10.0 mg/ mi
13 0.500 0.250 0.250 Si 352.0 + 3.01 -13.6 18.2 mg/ml

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:1Y 2:1
TWEEN 80:1-BUTANOL

P P —

[E; ‘\" A\ x1
AGUA o8 © MIRISTATO DE ISOPROPILO

Figura 29. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-1-butanol-miristato de isopropilo-
agua Proporcion 2:1
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Tabla 19. Sistema tween 80-1-butanol-miristato de isopropilo-agua Proporcién 1:2

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 23.96 + 1.18 -12.2 16.7 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 No - - -

5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 Si 220.6 + 6.28 -22.7 <10.0 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 101.2 + 14.56 -9.12 12.5 mg/ml

9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 No - - -

11 0.500 0.100 0.400 Si 23.76 + 0.16 -1.80 <10.0 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 1249 + 155.54 -4.41 <10.0 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 Si 221 +1.24 -18.0 28.6 mg/ml

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO:COSURFACTANTE 1:2

TWEEN 80:1‘68UTAN0L
14
/
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Figura 30. Diagrama pseudoternario del sistema Tween 80-1-butanol-miristato de isopropilo-

agua Proporcion 1:2
En las figuras 28-30 que corresponden a los sistemas con 1-butanol-miristato de isopropilo,
donde se obtuvieron microemulsiones en 8 mezclas en dos de los sistemas y se encontraron

tallas promedio dentro del rango esperado, en cuanto a potencial zeta los valores maximos
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encontrados estan en -22.7 mV. Para la carga de farmaco podemos ver que las mezclas con
mayor carga de farmaco son las que tienen mayor proporcién de agua, haciendo una
comparacion con el sistema transcutol®-miristato de isopropilo, es importante resaltar que
en el sistema 1-butanol-miristato de isopropilo, un mayor numero de mezclas dieron

microemulsiones.

Tabla 20. Sistema tween 80-transcutol® -palmitato de isopropilo-agua Proporcién 1:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -
2 0.250 0.100 0.650 No - - -
3 0.750 0.150 0.100 Si 27.63 + 0.86 -3.01 35.3 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 No - - -
5 0.375 0.450 0.175 No - - -
6 0.375 0.175 0.450 No - - -
7 0.625 0.200 0.175 No - - -
8 0.625 0.175 0.200 No - - -
9 0.250 0.375 0.375 No - - -
10 0.500 0.400 0.100 No - - -
11 0.500 0.100 0.400 No - - -
12 0.750 0.125 0.125 Si 74.59 +1.12 -3.77 23.4 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO-COSURFACTANTE 1:1
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Figura 31. Diagrama pseudoternario del Sistema tween 80-transcutol®-palmitato de
isopropilo-agua Proporcion 1:1

73



[RESULTADOS Y DISCUSION]

Tabla 21. Sistema tween 80-transcutol® -palmitato de isopropilo-agua Proporcién 2:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -
2 0.250 0.100 0.650 No - - -
3 0.750 0.150 0.100 Si 14.18 + 0.12 -2.82 35.7 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 20.19 + 0.27 -3.16 27.7 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -
6 0.375 0.175 0.450 No - - -
7 0.625 0.200 0.175 Si 31.40 + 1.07 -3.83 42.9 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 162.1 +1.8 -4.15 35.7 mg/ ml
9 0.250 0.375 0.375 No - - -
10 0.500 0.400 0.100 No - - -
11 0.500 0.100 0.400 Si 675.0 + 33.5 -25.9 16.7 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 17.46 + 0.42 -3.79 25.0 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 No - - -

ES = Error estandar

PROPORCION TENSOACTIVO-COSURFACTANTE 2:1
TWEEN 80-TRANSCUTOL
140

o

A 402

1
@ PALMITATO DE ISOPROPILO

Figura 32. Diagrama pseudoternario del sistema tween 80-transcutol®-palmitato de
isopropilo-agua proporcién 2:1
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[RESULTADOS Y DISCUSION]

En los sistemas conteniendo transcutol®-palmitato de isopropilo (figuras 31 y 32), es

importante mencionar que a la proporcidon 1:2 tensoactivo:cosurfactante ninguna de las

mezclas probadas resulté en microemulsion. En lo que se refiere a talla promedio

encontramos valores dentro de los parametros esperados; y para potencial zeta se observan

valores hasta de -25.9 mV, dandonos un indicio de estabilidad. Finalmente para la carga de

farmaco, los mayores valores de carga de farmaco se obtuvieron en la mezclas con alta

proporcion tensoactivo-cosurfactante, lo cual nos habla de la alta capacidad de estos

agentes para solubilizar la naltrexona.®

Tabla 22. Sistema Tween 80-1-Butanol -Palmitato de Isopropilo-Agua Proporcion 1:1

F1 0.250 0.650 0.100 No - - -

F2 0.250 0.100 0.650 No - - -

F3 0.750 0.150 0.100 Si 16.63 + 0.8 -2.36 33.3 mg/ ml
F4 0.750 0.100 0.150 Si 15.38 + 0.19 -9.24 20.0 mg/ ml
F5 0.375 0.450 0.175 No - - -

F6 0.375 0.175 0.450 No - - -

F7 0.625 0.200 0.175 Si 96.44 + 2.07 -13.2 33.3 mg/ ml
F8 0.625 0.175 0.200 Si 107.4 + 0.6 -12.2 33.3 mg/ ml
F9 0.250 0.375 0.375 No - - -

F10  0.500 0.400 0.100 Si 66.93 + 2.42 -5.42 63.8 mg/ ml
F11 0.500 0.100 0.400 Si 192.5 + 0.86 -19.5 <10.0 mg/ ml
F12  0.750 0.125 0.125 Si 16.82 + 0.52 -4.96 28.6 mg/ ml
F13  0.500 0.250 0.250 Si 133.7 + 1.74 -20.5 29.7 mg/ml

ES = Error estandar




[RESULTADOS Y DISCUSION]

PROPORCION TENSCACTIVO-COSURFACTANTE 1:1
TWEEN H~|-=EI.I TANOL
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Figura 33. Diagrama pseudoternario del sistema Tween 80-1-Butanol-Palmitato de Isopropilo-
Agua Proporcion 1:1

Tabla 23. Sistema Tween 80-1-Butanol -Palmitato de Isopropilo-Agua Proporcion 2:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -

2 0.250 0.100 0.650 No - - -

3 0.750 0.150 0.100 Si 11.44 + 0.09 -1.78 33.3 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 13.07 £ 0.10 -2.34 <10.0 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -

6 0.375 0.175 0.450 No - - -

7 0.625 0.200 0.175 Si 47.92 +1.30 -3.99 33.3 mg/ ml
8 0.625 0.175 0.200 Si 68.56 + 1.04 -6.17 22.2 mg/ ml
9 0.250 0.375 0.375 No - - -

10 0.500 0.400 0.100 Si 15.62 + 0.26 -3.83 60.0 mg/ ml
11 0.500 0.100 0.400 Si 153.9+0.18 -14.9 12.5 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 18.56 + 0.20 -2.46 20.0 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 Si 112.2 £ 0.42 -14.1 40.0 mg/ml

ES = Error estandar
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[RESULTADOS Y DISCUSION]

PROPORCION TENSOACTIVO-COSURFACTANTE 2:1
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Figura 34. Diagrama pseudoternario del sistema Tween 80-1-Butanol-Palmitato de Isopropilo-

Tabla 24. Sistema Tween 80-1-Butanol -Palmitato de Isopropilo-Agua Proporcion 1:2

Agua Proporcioén 2:1

1 0.250 0.650 0.100 No - - -
2 0.250 0.100 0.650 No - - -
3 0.750 0.150 0.100 Si 21.66 + 0.28 -9.81 19.2 mg/ ml
4 0.750 0.100 0.150 Si 178.6 + 1.54 -16.3 12.5 mg/ ml
5 0.375 0.450 0.175 No - - -
6 0.375 0.175 0.450 No - - -
7 0.625 0.200 0.175 No - - -
8 0.625 0.175 0.200 No - - -
9 0.250 0.375 0.375 No - - -
10 0.500 0.400 0.100 No - - -
11 0.500 0.100 0.400 Si 171.3 +0.48 -20.2 16.7 mg/ ml
12 0.750 0.125 0.125 Si 126.9 + 0.55 -14.6 16.7 mg/ ml
13 0.500 0.250 0.250 Si 146.6 + 1.14 -0.113 34.0 mg/ml

ES = Error estandar
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PROPORCION TENSOACTIVO-COSURFACTANTE 1:2
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Figura 35. Diagrama pseudoternario del sistema Tween 80-1-Butanol-Palmitato de Isopropilo-
Agua Proporcién 1:2

Finalmente, para los sistemas con 1-butanol-palmitato de isopropilo (figuras 33-35), para las
proporciones 1:1y 2:1 tensoactivo-cosurfactante, 8 de las mezclas dieron microemulsiones,
y para la proporcion 1:2 sélo 4 de las mezclas dieron microemulsion. Las tallas promedio se
encuentran dentro de los valores esperados, y para potencial zeta se obtuvieron valores
hasta de -20.2 mV, lo cual nos habla de estabilidad de las mezclas formadas. En cuanto a
carga de farmaco, se obtuvieron las mas altas cargas de naltrexona en mezclas con

proporcién de agua mayor, debido a la cantidad de tensoactivo presente.

8.3 SELECCION DE LAS MICROEMULSIONES OPTIMAS.

Para la seleccion de las microemulsiones 6ptimas se realizé un analisis de varianza con los
resultados obtenidos de carga de farmaco, haciendo una seleccion previa de aquellas que

tuvieron una mayor carga para cada sistema y cada proporcion tensoactivo-cosurfactante.
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[RESULTADOS Y DISCUSION]

Los resultados se muestran en la figura 36, en ella podemos apreciar que en general la
proporcion 1:1 tensoacivo-cosurfactante es la que tiene mayor efecto en la carga del
farmaco.

m Acido Oleico

%0 Miristato de Isopropilo

80

M Palmitato de Isopropilo
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-
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T
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Figura 36. Carga de farmaco en los sistemas microemulsionados.

Se muestra media * desviacion estandar.

Del analisis estadistico se puede resaltar que, tanto el tipo de surfactante como la proporcién
tensoactivo-cosurfactante influyen en la carga del farmaco (p<0.05). Asi, con base en lo
anterior se realizaron pruebas post hoc Tukey para determinar los niveles significativos en
cada sistema, encontrando que la mayor carga de farmaco es para los sistemas con
proporcion 1:1. En la tabla 25 se encuentra un resumen de las miroemulsiones optimas y su

caracterizacion.
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Tabla 25. Microemulsiones 6ptimas y su caracterizacion

COMPONENTE 2

COMPONENTE COMPONENTE 3 TIPO TALLA (nm) # VISCOSIDAD
1) PR(zI;O&C)ION Xe) IDENTIFICACION DE ME Es (cPs)
: 2
acido oleico ME-AO:T W/O 114.2 + 4.99 71.6
tween 80 - ”:S':;Stf‘otonie ME-MI-T WO 82.49 +33.2 62.4
transcutol® prop

palmitato de ME-PIT W/O  27.63+0.8 23.3

isopropilo
Agua acido oleico ME-AO:B wW/O 27.85+1.7 23.8
tween 80 - 1-  Minstato de ME-MI:B OW  1253+0.3 216

butanol isopropilo
palmitato de ME-PI:B OW  66.93 + 2.42 21.8

isopropilo

ES = Error estandar

Este criterio fue considerado para la eleccion de las formulaciones a evaluar en la prueba de

permeacion in vitro.

8.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

8.4.1

naltrexona

Determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion (Amax) de

Se utilizd espectrofotometria UV para determinar la longitud de onda de maxima absorcion

para clorhidrato de naltrexona. La figura 37 muestra el espectro de absorcion de naltrexona

en agua, los resultados evidenciaron una Amaxa 281 nm en la region del espectro UV. El

espectro corresponde con otros reportados, lo que confirma la identidad de naltrexona.®
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[RESULTADOS Y DISCUSION]
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Figura 37. Espectro de Absorcién UV de naltrexona

8.4.2 Validacién de los métodos analiticos para las pruebas en piel.
La validacion de los métodos analiticos se realizé considerando las especificaciones de la
Guia de Validacién de Métodos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos

de México (CNQFBM)®° y de la Guia ICH Q2 (R1)®"

La tabla 26 resume los parametros de desempefio evaluados en la validacion, asi como el

resultado obtenido para cada uno de los métodos.
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Tabla 26. Resultados de la validacion de métodos

Resultado Resultado
Parametro L Método para evaluar el | Método para determinar
Especificacion
evaluado paso de naltrexona a el farmaco retenido en
piel piel
Linealidad r2>0.98 r>=0.9983 r2 =0.9981
CV<3% CV=0.6419% CV<04745%
% de Recobro: % de Recobro: 99.37 — % de Recobro: 99.64 —
Exactitud 97% al 103% 101.07 % 100.81 %
CV=3% CV=149% CV=103%
Repetibilidad CV=3% CV=103% C.V=0.3822 %
Limite de
Deteccion - 2.08 pg/ml 0.98 ug/ml
Limite de
Cuantificacion - 6.30 pg/ml 2.96 ug/mi

Estos resultados

evidencian que

los meétodos cumplen con

las especificaciones

establecidas, indicando que son adecuados para la cuantificacion de naltrexona en las

diferentes pruebas del proyecto, ya que son lineales, exactos y precisos.

8.5 ESTUDIOS DE PERMEABILIDAD IN VITRO

8.5.1 Prueba de permeacion en celdas de franz

Esta prueba fue llevada a cabo para evaluar la capacidad de promocién de las

microemulsiones formuladas en el paso de clorhidrato de naltrexona a través de la piel,

considerando que los componentes de la microemulsion juegan un papel importante en la

liberacion y penetracion del farmaco a través de la piel y llegar al torrente sanguineo y tener

un posible efecto sistémico.

Se evaluaron las 6 formulaciones 6ptimas cargadas con naltrexona a 20 mg/ml de

concentracion, asi como una microemulsién placebo (Bco), y naltrexona en solucién acuosa

(Ref).
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En la tabla 25 se observan las microemulsiones seleccionadas para la prueba de permeacién
in vitro, cada una de ellas fue procesada nuevamente, obteniendo los parametros talla y

viscosidad.

En lo que se refiere a talla, los valores obtenidos no son mayores a 150 nm, mientras que
para la viscosidad no se obtuvieron valores de viscosidad mayor a 100 cPs, es decir que son

muy fluidas. Estos resultados son caracteristicos en las microemulsiones. 4

Con las formulaciones 6ptimas, se realizaron las pruebas de permeacion in vitro, utilizando
oreja de cerdo como membrana; en la figura 34 se muestra el sistema montado para llevar
a cabo los estudios de permeacién. Es importante mencionar que el area de permeacion

disponible para cada celda fue de 0.9503 cm?.

Termocirculador
con bafio de agua.

Celda tipo Franz montada

Figura 38. Sistemas para las pruebas de permeacion in vitro utilizando celdas de Franz

En la figura 39 se observan los perfiles de permeacion de las 6 formulaciones evaluadas,
comparadas con la solucion de referencia (solucidon de naltrexona en agua), se puede
observar que la formulacion ME-PI:T es la que presenta una mayor permeacion de farmaco
a las 24 h. En este caso el cosurfactante usado fue el Transcutol® (dietilenglicol

monoetiléter), el cual es un promotor de permeaciéon ampliamente usado, Makhmal y
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colaboradores evalud su uso como promotor de permeacion aumentando hasta 11 veces la

penetracion de Salicilato de trolamina, sobre otros promotores quimicos Yy fisicos.®?
1000
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Cantidad acumulada permeada pg/cm?*h

100

0

15 20 25
TIEMPO (h)

—&— ME-AO:T ME-MI:T ME-PI:T ME-AO:B —@—ME-MI:B —@—ME-PI-B —@—REF

Figura 39. Perfiles de permeacién de naltrexona en piel empleando diferentes formulaciones.

ME-AO:T (Transcutol®-Ac. Oleico); ME-MI:T (Transcutol®-Miristato de Isopropilo); ME-PI: T

(Transcutol®-Palmitato de Isopropilo); ME-AO:B (1-Butanol-Ac. Oleico); ME-MI:B (1-Butanol-

Miristato de Isopropilo); ME-PI:B (1-Butanol-Palmitato de Isopropilo); REF (Solucién acuosa
de naltrexona)

También se observa que la mayoria de las formulaciones obtuvo su maxima permeacion a

las 8 h, aumentando de manera minima a las 24 h.

Se tomo la parte mas lineal de la curva de cada formulacion para determinar el parametro
Jss, Utilizando un analisis de regresion lineal, donde la pendiente (m) representa su valor
estimado. Este valor representa la cantidad de farmaco que cruza la membrana a una
velocidad constante, lo cual ocurre después de la fase /ag, cuando la cantidad continua
aumentando.5* La estimacion de los flujos y las constantes de permeacién se resumen en la
tabla 27.
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Tabla 27. Flujo de naltrexona a través de la piel

ME-AO:T 56.6 0.00283 621.86
ME-MI: T 35.41 0.00177 425.23
ME-PI:T 53.39 0.00267 824.77
ME-AO:B 46.12 0.00231 396.84
ME-MI:B 33.78 0.00169 279.31
ME-PI:B 35.53 0.00178 266.67

REF 32.85 0.00164 380.74

m = pendiente; Jss=farmaco que cruza a una velocidad constante; Kp = constante de permeacion.

Como se puede observar en la tabla 27 la formulacion ME-PI:T fue la que presenté la mayor
cantidad de farmaco permeado, un total de 7.1 % de naltrexona de la dosis inicial, lo que
equivale a 1420 ug o 1.42 mg sumando la cantidad retenida en piel, es decir que fue la
formulacion con mayor efecto promotor. Vale la pena mencionar que los valores de
permeabilidad se veran incrementados al extender el tiempo de la prueba, ya que en el

compartimiento donador quedé remanente de microemulsion.

Tomando en cuenta que la dosis diaria oral de naltrexona es de 50 mg cada 24 h, y
considerando una biodisponibilidad oral entre 5 - 40%, tendriamos una dosis absorbida entre
2.5 — 20 mg sin considerar el metabolismo hepatico. Por otro lado, el valor de Cnax para
naltrexona, de acuerdo con un estudio de bioequivalencia realizado por In-hwan Baek et
al®, es de 12.27 ng/ml, mientras que con la formulacién mas eficiente se estarian entregando
al torrente sanguineo 1.42 mg de farmaco en las primeras 24 h, lo cual resulta adecuado
dado que la dosis terapéutica diaria debe ser menor a 10 mg debido a lenta difusion de las

moléculas a través del estrato cérneo.

La formulacion con mayor eficacia contiene transcutol® como cosurfactante, el cual es un
glicol que actua alterando temporalmente las propiedades de barrera del estrato cérneo,
promoviendo la penetracion del farmaco,®* ademas de tener propiedades solubilizantes.®
En este estudio los dos cosurfactantes empleados son transcutol® y 1-butanol, sin embargo,
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las formulaciones con transcutol® mostraron mayor cantidad de farmaco permeado que las

que contenian 1-butanol.

Asi mismo, la formulacién con mayor eficacia también cuenta con palmitato de Isopropilo
como fase oleosa, lo cual sugiere que la parte hidrofébica de este compuesto interactia con
la bicapa del estrato cérneo; alterandola mediante la generacion de dominios separados, e
induciendo vias altamente permeables en el estrato corneo para inducir un incremento en la
permeabilidad de la piel temporal y reversible.*3, 8 En un estudio realizado para evaluar el
efecto promotor de algunos ésteres de acidos alifaticos, entre ellos el palmitato de isopropilo,
se encontré que este tenia menor efecto promotor comparado con miristato de isopropilo,®
sin embargo, las mezclas de farmaco y cosurfactante pueden ofrecer varias oportunidades
de superar las limitaciones de los promotores quimicos solos, o bien sinergizar sus efectos

aislados, como pudo haber ocurrido en este caso.

Asi mismo, la baja viscosidad de las microemulsiones (tabla 26) puede facilitar su difusién
sobre la piel, ademas del tamafio de glébulo, el cual en la escala nanométrica favorece la
penetracion.?® Por otro lado, en todas las microemulsiones evaluadas, un componente
constante fue el tween 80, un tensoactivo no idnico, el cual, es bien sabido que posee menos
potencial irritante®” y con un mecanismo de accion de efecto directo sobre las propiedades
de la barrera de la piel, desorganizando su estructura y aumentando la absorcién de

farmacos.%”

8.5.2 Farmaco remanente en piel

Una vez determinado el paso de farmaco a través de la piel, se llevé a cabo la determinacion
del farmaco retenido en la piel. En la figura 39 se encuentran los resultados de la
concentracion de farmaco remanente en piel, en donde se puede observar que las 6
formulaciones 6ptimas presentan valores similares y por arriba de la cantidad de farmaco
permeado por la solucion de referencia. Encontrando diferencias estadisticas significativas
(p<0.05) con respecto al farmaco cuando soélo se encuentra en solucion acuosa. Es evidente
que las microemulsiones en general, favorecen el paso del farmaco a través del estrato

corneo.
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[RESULTADOS Y DISCUSION]

En la figura 40 se muestra la cantidad de naltrexona acumulada en la piel al finalizar el
estudio para cada microemulsion evaluada, en donde se puede ver que las formulaciones
que contienen 1-butanol presentan un porcentaje mayor de retencion de natrexona en piel
que las que tienen transcutol®, lo cual se debe al poder solubilizante del transcutol sobre los
componentes de la piel, favoreciendo la penetracién del farmaco y permitiendo una cantidad

de farmaco menor retenida sobre la piel.®?

Hubo solo una formulacién que contenia transcutol® que mostré la mayor cantidad de
naltrexona retenida en piel, esta formulacion contiene como fase oleosa el acido oleico, el
cual de acuerdo al estudio de Zadeh & Hasani es una de las fases oleosas con menor efecto

promotor o menos efectivo en los estudios de permeabilidad.®?
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Figura 40. Cantidad de naltrexona retenida en piel
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio permitié evidenciar el efecto que tienen las microemulsiones para
promover el paso de naltrexona a través de la piel, haciendo evidente la obtencion de
formulaciones con propiedades fisicoquimicas y tecnolégicas para administrar este farmaco

por la via transdérmica. Entre las evidencias a resaltar se encuentran las siguientes:

o Fue posible preparar y caracterizar microemulsiones cargadas con naltrexona, que
favorecen la permeabilidad del farmaco en piel, con la posibilidad de ser propuestas

como alternativa de un tratamiento sistémico para el alcoholismo.

o EL disefio experimental de mezclas permitié obtener las proporciones a evaluar para
cada uno de los componentes de los sistemas, considerando las restricciones de uso

y permitiendo el desarrollo de diagramas pseudoternarios.

e Se realizaron 18 diagramas seudoternarios, donde se identificaron las zonas de
microemulsion para las combinaciones estudiadas, pudiendo identificar las

proporciones mas adecuadas para el uso transdérmico.

e La caracterizacion fisicoquimica y tecnolégica de las microemulsiones obtenidas
tanto en talla, potencial zeta, viscosidad y carga de farmaco, pusieron de manifiesto
el uso potencial de los sistemas microemulsionados para obtener sistemas de

liberacion transdérmicos.

e Se desarrollaron y validaron métodos analiticos espectrofotométricos adecuados

para cuantificar naltrexona en los estudios en piel.

e El estudio del efecto promotor de las microemulsiones sobre la permeabilidad de
naltrexona en piel de cerdo, utilizando celdas de Franz, evidencié que el tipo de fase
oleosa y el cosurfactante empleados, son los principales factores en la efectividad de

la permeacion del farmaco.
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e Las formulaciones con naltrexona, conteniendo palmitato de isopropilo y transcutol®
son las que permiten una mayor cantidad de farmaco permeado. Siendo las
formulaciones con 1-butanol las que menos permearon y que generaron la mayor

cantidad de farmaco retenido en piel.

Al incluir el clorhidrato de naltrexona en sistemas coloidales, como lo son las
microemulsiones, se logré la promocion de su absorcién a través de la piel y con ello la
posibilidad de administrarla en un sistema de administracion transdérmico para lograr un
efecto sistémico. Este sistema podria minimizar las eventuales dificultades de los sistemas
convencionales de dosificacion que existen actualmente. Esto tiene implicaciones en el
tratamiento del alcoholismo, donde el apego al tratamiento por parte del paciente es bajo

con las opciones farmacéuticas que existen actualmente.
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10. PERSPECTIVAS

e Utilizar las microemulsiones efectivas en una formulacién menos fluida como un gel
microemulsionado, que sea formulado en un parche transdérmico. Asi como, llevar

a cabo el desarrollo farmacéutico de estas formulaciones.

e Llevar cabo estudios de liberacion in vitro para conocer el mecanismo de liberacion

y el impacto de las microemulsiones sobre la velocidad de liberacion.

o Estudiar la efectividad de los sistemas en un modelo in vivo y determinar la

correlacion in vitro/in vivo.

o Emplear esta metodologia para la evaluacion de la permeabilidad de otros farmacos
con problemas para administrarse por la via oral o con baja solubilidad como los de

clase biofarmacéutica Il y IV.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. Parametros de desempeio en la validacion de métodos analiticos para

estudios de permeabilidad.

Curva de calibracién de naltrexona clorhidrato en buffer de fosfatos pH 7.4

Concentracion Absorbancia | Promedio C.V (%)
pHg/ml
20 0.0527
20 0.0522 0.0522 0.9578
20 0.0517
40 0.1119
40 0.1108 0.1115 0.5694
40 0.1119
60 0.1576
60 0.1560 0.1557 1.2928
60 0.1536
80 0.2199
80 0.2209 0.2200 0.3471
80 0.2194
100 0.2734
100 0.2736 0.2735 0.0422
100 0.2736
r2 0.9983 PROMEDIO 0.6419

Curva de calibracion

03 ,  y=0.0027x-0.0018
RZ=1

Absorbancia

0 T T T T T 1
005 0 20 40 60 80 100 120
Concentracién pg/mL
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Linealidad del método.

Exactitud del método

(ﬁ;/nngl.) Absorbancia Concentracion Rec:{;bro
20 0.0513 19.667 98.333
20 0.0511 19.593 97.963
20 0.0534 20.444 102.222
20 0.0518 19.852 99.259
20 0.0515 19.741 98.704
20 0.0529 20.259 101.296
100 0.2727 101.667 101.667
100 0.2702 100.741 100.741
100 0.2669 99.519 99.519
100 0.2721 101.444 101.444
100 0.2671 99.593 99.593
100 0.2734 101.926 101.926

MEDIA 100.222
DESV. EST. 1.499
C.V. (%) 1.495
I.C. 0.848
LIMITE SUP. 101.070
LiIMITE INF. 99.374
Precision del método.
PRECISION DIA 1 (60 pg/ml) PRECISION DIA 2 (60
Hg/ml)
Repeticion Abs Repeticion Abs
1 0.1579 1 0.1566
2 0.1559 2 0.1574
3 0.1576 3 0.1533
4 0.1571 4 0.1555
5 0.1560 5 0.1532
6 0.1540 6 0.1540
MEDIA 0.1564 MEDIA 0.1550
DESV. EST. 0.0014 DESV. EST. 0.0018
C.v. 0.9197 C.v. 1.14323
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Determinacioén del limite de deteccién y limite de cuantificacion

LIMITE DE DETECCION LIMITE DE CUANTIFICACION
330 100
Lb=—5" =5

o= Desviacion estandar del o= Desviacion estandar del

intercepto intercepto

S = Pendiente de la curva de S = Pendiente de la curva de
calibracion calibracion

LD = 2.08 pg/ml LC = 6.30 pug/ml

ANEXO 2. PARAMETROS DE DESEMPENO EN LA VALIDACION DEL METODO
ANALITICO PARA DETERMINAR FARMACO RETENIDO EN PIEL.

Curva de calibracion de clorhidrato de naltrexona en metanol

Concentracién Absorbancia | Promedio C.V (%)
pg/mL
20 0.0539
20 0.0537 0.0540 0.7705
20 0.0545
40 0.1085
40 0.1095 0.1091 0.4705
40 0.1092
60 0.1588
60 0.1596 0.1589 0.3844
60 0.1584
80 0.2082
80 0.2095 0.2086 0.3744
80 0.2081
100 0.2746
100 0.2749 0.2742 0.3726
100 0.2730
r? 0.9981 cvV 0.4745
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0.3 ~
0.25 -

Absorbancia

y =0.0027x - 0.0008
R?=1

40 60 80 100
Concentracién pg/mL

120

Linealidad del método para cuantificar el farmaco remanente en la piel.

Exactitud del método para cuantificar el farmaco remanente en la piel.

Conc. Absorbancia Concentracion % Recobro
(ng/ml)

20 0.0529 19.889 99.444
20 0.0523 19.667 98.333
20 0.0528 19.852 99.259
20 0.0535 20.111 100.556
20 0.0531 19.963 99.815
20 0.0526 19.778 98.889
100 0.2720 101.030 101.037
100 0.2719 101.000 101.000
100 0.2726 101.259 101.259
100 0.2716 100.889 100.889
100 0.2715 100.852 100.852
100 0.2731 101.444 101.444
MEDIA 100.232

DESV. EST. 1.037

C.V. (%) 1.035

] I.C. 0.587

LIMITE SUP. 99.645
LIMITE INF. 100.818
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Precision del método para extraer el farmaco remanente en la piel.

PRECISION DiA 1 (60 ug/ml) PRECISION DIiA 2 (60 pg/ml)
Repeticion Abs Repeticion Abs
1 0.1573 1 0.1581
2 0.1589 2 0.1582
3 0.1587 3 0.1572
4 0.1573 4 0.158
S 0.1577 S 0.1585
6 0.1579 6 0.1587
MEDIA 0.1580 MEDIA 0.1581
DESV. EST. 0.0007 DESV. EST. 0.0005
C.v. 0.4361 C.v. 0.3284

retenido en la piel.

LIMITE DE DETECCION
330

S

LD =

o= Desviacion estandar del
intercepto
S = Pendiente de la curva
de calibracion

LD = 0.98 pg/ml

LIMITE DE CUANTIFICACION
_ 100
Le=-5
o= Desviacién estandar del
intercepto
S = Pendiente de la curva de
calibracion

LC = 2.96 pg/ml

Determinacioén del limite de deteccién y limite de cuantificacién para extraer el farmaco
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[ANEXOS]

Anexo 3. Resultados de la concentraciéon acumulada de clorhidrato de naltrexona
por unidad de tiempo de (ug/cm?) para cada formulacién.

1 115.59 111.61 72.61 43.82 32.85 8.06 89.73
2 287.23 178.40 136.34 104.97 50.52 15.42 110.58
3 315.42 228.79 217.22 128.96 87.26 20.21 124.34
4 356.38 263.37 258.22 159.10 106.32 32.64 152.12
5 413.93 297.01 280.14 219.27 143.26 58.65 195.85
6 466.73 321.47 292.36 280.59 174.13 96.91 215.04
7 527.56 342.09 310.66 332.36 231.91 217.43 281.52
8 553.83 363.45 461.76 365.28 257.78 234.55 313.74
24 621.86 425.23 824.77 396.84 279.31 266.67 380.74
% 3.1 213 4.12 1.98 1.40 1.33 1.90
naltrexona
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Anexo 4. Resultados de la concentracion de clorhidrato de naltrexona retenida en la
piel de cerdo.

ME":‘O:T 0.412 152.80 76444  1194.44 a7 e1sg tes
ME";“O:T 0.3819 14174 70870  1107.35 ' | |
ME-MI:T 1 0.2174 80.81  404.07  631.37
ME'ZM“T 0.1824 67.85 33926  530.09 e e e
ME-PI:T 1 0.2087 7759  387.96  606.19

59679  13.30 1.91
ME-PI:T 2 0.2022 7518 37593  587.38
ME-A0:8 0.2206 82.00  410.00  640.63
ME";‘C’:B 0.3463 12856  642.78  1004.34 901.91  228.03 2.89
ME-A0:8 0.3658 13578  678.89  1060.76
WE-VI:B 0.344 127.70 63852  997.69
ME'Q’":B 0.313 11622 58111  907.99 94223 4847 3.02
ME'Q’":B 0.3175 117.89 58944  921.01
ME-PI:B 1 0.2742 101.85 509.26  795.72
ME:B 0.2469 91.74 45870  716.72 1098.38  39.53 2.42
WE-MI:B 0.2615 9715 48574 75897
Ref. 1 0.0485 1826  91.30 142.65
Ref. 2 0.097 3622 18111  282.99 901.81  91.82 0.79
Ref. 3 0.1082 40.37 20185  315.39
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