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RESUMEN

En los dltimos afos, la investigacion farmacéutica se ha centrado en mejorar el efecto
de terapias actuales desarrollando nuevas formas farmaceuticas o vias de
administracion. Las rutas de administracion transdérmica y transmucosa son una
atractiva alternativa a la via oral y a la parenteral, puesto que permiten evadir algunas
desventajas que presentan estas vias tales como el efecto de primer paso hepético o
disminuyendo efectos adversos como las irritaciones o ulceraciones gastricas. El
Ketorolaco Trometamina es un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo que por via oral

presenta dichas desventajas.

Con el fin de obtener vehiculos dérmicos de ketorolaco trometamina (KT) para el
tratamiento local de la inflamacion y restringir los efectos secundarios indeseables de
los niveles sistémicos se desarrollaron hidrogeles (HGs) de poloxamero y carbémero y
se caracterizaron. Se estudié la liberacion in vitro, la permeacion ex vivo y se estudio la
distribucion del farmaco en las diferentes capas de la piel. Finalmente, se evalud
también la eficacia antiinflamatoria in vivo y la tolerancia de las formulaciones en la
piel. Los HGs fueron transparentes y estables durante 3 meses exhibiendo valores de pH
biocompatibles. Ambos HGs presentaron un perfil de liberacion rapida siguiendo una
cinética de primer orden. La mayor cantidad de Ketorolaco trometamina se encontré en
la superficie de la piel, seguido de la epidermis para KT-C940-HG vy el estrato corneo
para KT-P407-HG. La eficacia anti-inflamatoria de KT-P407-HG reveld suficiente
biodisponibilidad de Ketorolaco trometamina para alcanzar facilmente el sitio de
accion. La aplicacion de las formulaciones desarrolladas en voluntarios no indujo
ninguna irritacion visual de la piel. EI KT-P407-HG se propuso como formulacion
dérmica adecuada para el tratamiento local anti-inflamatorio sin efecto secundario

teorico sistémico.

También se desarrollaron y estudiaron geles mucoadhesivos para la administracion
bucal; el KT se vehiculizé en dos excipientes mucoadhesivos, Carbopol y Carboximetil

celulosa sodica, a una concentracion del 2% de principio activo. La permeacion los dos
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geles mucoadhesivos sobre mucosa bucal y sublingual de cerdo, mostré que ambas
formulaciones eran capaces de alcanzar concentraciones plasmaticas tedricas suficientes
para proporcionar efecto farmacologico sistémico, hecho que lleva a considerar el

posible uso de dichas formulaciones mucoadhesivas como alternativa a la via oral.

La vision afecta significativamente la calidad de vida de las personas; las patologias
asociadas al ojo son tanto molestas como dificiles de tratar. Las formulaciones topicas
oftdlmicas convencionales son soluciones o suspensiones; las cuales han sido utilizadas
durante siglos por su aceptacion social y su bajo coste de fabricacidn, pero tienen ciertas
limitaciones. El 98% dosis administrada en forma de colirio, es eliminada en pocos
minutos. Ademas, los colirios son Utiles para el tratamiento de enfermedades del
segmento anterior del ojo, pero la mayoria de problemas visuales en los paises
industrializados estan asociados al segmento posterior, cuyas necesidades no estan bien
cubiertas. Por este motivo, se han ido creando y mejorando nuevas formulaciones para
el segmento posterior. Para la mayoria de los tratamientos para el segmento posterior,
las formas de administracion mas utilizadas son las inyecciones intravitreales, este
método es eficaz, seguro, pero poco comodo para los pacientes. Por ello, surgen
métodos nuevos que resuelvan estos problemas. En esta tesis doctoral se han
desarrollado nanoparticulas (NPs) con el fin de superar las limitaciones expuestas. Las
NPs se caracterizaron, se llevaron a cabo estudios de liberacion del KT de las NPs,
estudio de la permeacion ex vivo del KT a traves de la cornea y tejido esclerédtico y test
de tolerancia ocular por métodos alternativos, HET-CAM. Las NPs poliméricas de
ketoraolaco desarrollas y optimizadas presentaron un tamafio de particulas y
caracteristicas adecuadas para la administraciéon ocular. La permeacion del KT a través
de la cdrnea y del tejido esclerético fue mayor en las NPs que en el colirio comercial
Acular®. Segun demostro la permeacion in vivo, las NPs penetran hasta el humor vitreo
y el humor acuoso a las 8 horas de su administracion. Dicha penetracion fue superior al

colirio Acular® usado como referencia.
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ABSTRACT

Recently, pharmaceutical research has focused on improving the effect of current
therapies by developing new pharmaceutical forms or routes of administration. The
transdermal and transmucosal routes are an attractive alternative to the oral and
parenteral ones, since they allow avoiding some disadvantages that present these routes
such as the First-pass hepatic effect or decreasing adverse effects for instance, gastric
irritations or ulcerations. Ketorolac Tromethamine is a non-steroidal anti-inflammatory

drug which exhibits the disadvantages abovementioned.

In order to obtain dermal vehicles of ketorolac tromethamine (KT) for the local
treatment of inflammation and restrict undesirable side effects of systemic levels
hydrogels (HGs) of poloxamer and carbomer were developed and characterized.
Moreover, in vitro release, ex vivo permeation and distribution of KT into the skin
layers was evaluated. Finally, in vivo anti-inflammatory efficacy and skin tolerance
were also assessed. HGs exhibit suitable physical-chemical and rheological properties.
Rapid release profiles were observed through first order kinetics. Following the surface
the highest concentration of KT from C940-HG was found in the epidermis and the
stratum corneum for P407-HG. Relevant anti-inflammatory efficacy of KT-P407-HG
revealed enough ability to provide sufficient bioavailability KT to reach easily the site
of action. The application of developed formulations in volunteers did not induce any
visual skin irritation. KT-P407-HG was proposed as suitable formulation for anti-

inflammatory local treatment without theoretical systemic side effect.

The permeation of two mucoadhesive gels (Carbopol and Carboxymethylcellulose
Sodium) 2% Ketorolac tromethamine, on porcine mucosa, both buccal and sublingual,
showed that these formulations would able to reach plasma concentrations within the
therapeutic range. These results lead to consider the mucoadhesive formulations

developed as an alternative to the oral route.

25



26

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

Visual disturbances significantly affect people’s quality of life. Eye drops are the most
common dosage forms however they present certain limitations; the 98% of the applied
dose is eliminated in a few minutes. In addition, eye drops are useful for treatment of
diseases of the anterior segment of the eye, but most visual impairments are associated
with the posterior segment. In this doctoral thesis, we developed nanoparticles (NPs) in
order to overcome these limitations. NPs were characterized, and in vitro release and ex
vivo permeation studies through the cornea and sclerotic tissue were performed. Ocular
tolerance test was also assessed by alternative methods, HET-CAM. The developed NPs
were suitable for ocular administration. The permeation of KT through the cornea and
sclerotic tissue was greater in NPs than in commercial Acular® eye drops. In vivo
permeation demonstrated that NPs penetrated into the vitreous humor and aqueous
humor within 8 hours of administration. Such penetration was superior to Acular® used

as reference.
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1.INTRODUCCION
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1.1 INFLAMACION

En el afio 35 A.C., Celcus describi6 los signos cardinales de la inflamacion “rubor et
tumor cum calore et dolore”. En el siglo XIX de Rudolph Virchow afiadié “functio
laesa”. Estos signos de enrojecimiento, hinchazén, calor, dolor y pérdida de funcion,
representan los signos externos de una reaccion vascular, inmunologica y celular; que
implican muchos mediadores solubles de la inflamacion. Este fenémeno patologico es la
respuesta del organismo a la agresion y sirve para minimizar los efectos dafiinos de un
agente amenazante mediante dilucion, localizacion, destruccion y, si es posible,
eliminacion del mismo. La respuesta inflamatoria genera una acumulacion de células
inmunitarias en el foco inflamatorio (Higgins y Lees, 1984). Las células endoteliales
también participan en la respuesta inflamatoria y facilitan la extravasion de leucocitos
del torrente sanguineo a las zonas de inflamacién (Fabbri et al. 1999). Los neutrofilos y
macréfagos se suman a estas inflamadas donde ejercen su accion fagocitica y ademas
liberan al medio extracelular sustancias que amplifican la respuesta inflamatoria, desde
prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas (TNF-a, IL-1, IL-12) a especies del oxigeno
altamente reactivas. Pero a la vez poseen un gran poder lesivo para los tejidos
circundantes. Siendo a veces dificil discernir entre los aspectos beneficiosos y los
perjudiciales.

El proceso de inflamacion puede iniciarse en cualquier parte vascularizada del cuerpo.
Consiste en una serie de etapas, y sigue un curso gque es generalmente uniforme en su
secuencia; pero puede variar en intensidad y duracion, dependiendo del tipo y grado del
estimulo inicial. (Higgins y Lees, 1984).

La familia de las ciclooxigenasas es un grupo de enzimas que catalizan la sintesis de
eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos) a partir del acido
araquiddnico. Se conocen como COX-1 y COX-2 (Vane et al. 1998). COX-1 fue la
primera enzima en identificarse, esta presente en casi todos los tejidos en niveles
constantes. Sus metabolitos a partir del acido araquidonico son los responsables de
mantener las condiciones fisioldgicas basicas del organismo, por ejemplo, la proteccion
de la mucosa gastrica y la homeostasia (Whittle et al., 1980, Xie et al.,1992). COX-2 en

cambio, no se encuentra en la mayoria de tejidos, estd implicada en la sintesis de

29



30

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

prostaglandinas que participan en procesos inflamatorios, patoldgicos y de estrés. Se
expresa como respuesta a estimulos pro-inflamatorios, factores de crecimiento o agentes
tumorogénicos (Harizi et. Al 2008; Ricciotti y FitzGerald 2011, Boyce y col., 1994,
Mitchell et al., 1994; Seibert et al., 1994).

La COX-1 y la COX-2 catalizan la sintesis del &cido araquidonico a prostaglandina
(PG) G, que es rapidamente reducida a PGH, por la accion de una peroxidasa. La PGH,
da lugar a otras prostaglandinas (PGD,, PGE, PGF,a), prostaciclinas (PGl,;) o
tromboxanos (TXA,) (Capdevila et al. 2000; Vane et al. 1998). Paralelamente, el acido
araquidonico puede ser convertido a leucotrienos o a eicosanoides por la via de la

lipooxigenasa (LOX) (figura 1).

Fosfolipidos de la membrana celular
I Fosfolipasa inhibida por los esteroides
Acido araquidénico

Lipoxigenasa / Ciclooxigenasa

Sénnc ¢ S.HFETE 234 Inhibida por la
(Quimiotaxis) “ aspirina indometacina

Leucotrieno ¢ | cycotricno A 4 (L724)

Prostaglandina #2 (raa2) Prostaglandina 12 (raH2)

Vasoconstriccion

Broncoespasmo | Leucotrieno ¢4 (11c4)
Incremento de

la permeabilidad | Leucotrieno 04 (L104)

Leucotrieno &4 (ured)

Prostaciclina rai 2 Tromboxano a2
(produce vasodilatacién, (produce vasoconstriccion,
inhibe agregacion plaquetaria) |f.1¢iliu la agregacién plaquetaria)

| lpc02 pee2 pes2 alfa | |

Vasodilatacién

Potencian ¢l edema

Figura 1. tomada del libro Patologia Estructural y Funcional. Robbins Mc Graw-Hill Inter

Americana. 75.
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1.2 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINEs)

1.2.1. Mecanismos de accion

La oxigenacidn de acidos grasos poliinsaturados tales como el &cido araquidonico, por
la enzima cicloooxigenasa (COX) o los sistemas enzimaticos de la lipoxigenasa
conduce a la formacion de varios lipidos bioldgicamente activos del proceso
inflamatorio entre ellos, las prostaglandinas, el tromboxano y la prostaciclina
(Samuelsson et al., 1978) y leucotrienos (Samuelsson et al., 1980). Estos compuestos,
conocidos como eicosanoides, tienen un papel vital en la iniciacion y mantenimiento de
varios componentes de la inflamacion como la vasodilatacion, el aumento de

permeabilidad vascular, dolor, broncoconstriccion y agregacion plaquetaria.

En 1971, John Vane y sus colaboradores descubrieron que la Aspirina y la indometacina
inhibia la biosintesis, y por lo tanto la liberacion, de PGs a partir de tejidos
homogeneizados (Vane et al., 1971). El hallazgo de que la produccién de PGs fuera
suprimida mientras que no afectaba la liberacion de la Fosfolipasa, indicaba que los
AINE acttan inhibiendo la conversion del &cido araquidénico en PG (Smith y Willis,
1971). Posteriormente, Vane en 1976, propuso que la inhibicion de COX puede ser la

denominador comun de los efectos terapéuticos y secundarios de los AINE.

El sitio activo de la enzima COX-1 es un canal hidrofébico que fue descubierto
mediante cristalografia de rayos X (Loll et al., 1995). Los inhibidores de las
ciclooxigenasas, conocidos como AINEs, se prescriben habitualmente en procesos que

cursan con fiebre e inflamacién.
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1.2.2. Ketorolaco de Trometamina

El Ketorolaco de Trometamina (KT) es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) que ejerce su accién antiinflamatoria mediante la inhibicion no selectiva de la
ciclooxigenasa (COX). Este mecanismo también es responsable de los efectos adversos
de tipo gastrointestinales (hemorragia gastrointestinal, gastritis, perforacion y Ulcera
péptica). Entre los efectos adversos secundarios se encuentra la hemorragia post-

operativa y el fallo renal.

La actividad analgeésica del Ketorolaco se ha relacionado con la inhibicién de la sintesis
de PG (Rooks et al., 1982, Rauk y Laifer, 1993); Sin embargo, se han estudiado otros
posibles mecanismos para explicar su potencia y eficacia. Se ha demostrado que el
ketorolaco es incapaz de unirse a mu, kappa y delta de los receptores opioides (Lopez-
Munoz et al., 1987). Sin embargo, Uphouse et al. (1993) investigo la accion antagonista
de la nor-binaltorfimina (un antagonista kappa) sobre el efecto analgésico del
Ketorolaco. Domer (1990) sugirié que la liberacion de opioides enddgenos podria estar

involucrada en el efecto analgésico de este farmaco.

Estructura

El Ketorolaco forma parte del grupo pyrrolo-pyrrole de los AINE. EI nombre quimico
es () -5-benzoil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-l1- acido carboxilico, 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol (figura 2). EI Ketorolaco es una mezcla racémica de los
isomeros dextrogiro D(+) y levdgiro L(-). Como con la mayoria de los AINEs, el efecto
bioldgico esta asociado con la forma L del farmaco (Hayball et al., 1993). El Ketorolaco
Es soluble en agua y tiene un pKa de 3,5 permitiendo de este modo, que se absorba
rapidamente en un medio acido como el estdmago. Una vez absorbido en la circulacion
(pH 7,4), la mayoria del farmaco esta en la forma ionizada. ElI Ketorolaco tiene un
coeficiente de particion de n-octanol/agua (logP) de 0,26 sugiriendo que esta distribuido
internamente por todo el cuerpo después de alcanzar el equilibrio. El peso molecular del
ketorolaco trometamina es 376,4. Su forma comercial se presenta como sal de
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Trometamina que tiene més solubilidad en agua en comparacion con el Ketorolaco base
(Fleeger, 1996).

o f _\"g
N CH,OH
@ﬂ—ﬂ; / CO0- -o-NH!—C<— CH,OH

CH,0H

Figura 2. Estructura quimica del Ketrorolaco de Trometamina.

Propiedades

Propiedades farmacocinéticas

El KT esté clasificado en la Clase 1 del Sistema de Clasificacion Farmacéutica (BCS)
(Figura 3) teniendo en cuenta sus propiedades farmacocinéticas. Los farmacos que se

encuentran en esta clase, poseen una elevada solubilidad en agua y una gran
permeabilidad.

Grupo | Grupolll
1 Solubilidad | Solubilidad
t Permeabilidad 1 Permeabilidad

Gupo [l Grupo IV
1 Solubilidad | Solubilidad
| Permeabilidad | Permeabilidad

Figura 3. X Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

Es un farmaco rapidamente absorbido y la concentracién plasmatica maxima se obtiene

antes de una hora tanto en la administracion oral (30-40 minutos) como en la
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intramuscular (45-50 minutos) y su tiempo de semi-vida es de unas cinco o seis horas,
independientemente de la dosis administrada. El Ketorolaco no sufre metabolismo pre-
sistémico y su biodisponibilidad final es de 87%. EI metabolismo es mayoritariamente
via conjugacion con acido glucuronico y hidroxilacion del higado. La excrecion es via

renal en un 91,4% vy biliar en un 6,1%.

Propiedades farmacodinamicas

El Ketorolaco presenta, ademas, una alta accion analgésica comparable a la de los
opiaceos, pero sin los efectos adversos de éstos y su farmacocinética, seguridad y
utilidad han sido documentados en detalle (Buckley y Brogden, 1990).

También presenta accion antipirética. Es un analgésico potente pero de actividad
antiinflamatoria moderada. Ademas, de sus efectos antiinflamatorios y analgésicos, el
Ketorolaco inhibe la agregaciéon plaquetaria inducida por el acido araquidénico y el
colageno.

Después de la cirugia, trauma o inflamacion severa, el control del dolor es de primordial
importancia (Hansen, 1994). La utilizacion a nivel terapéutico debido a su efecto
analgésico se basa en el tratamiento a nivel pre-operatorio, intra-operatorio y post-
operatorio, incluyendo operaciones abdominales, ginecologicas, orales, ortopédicas o

uroldgicas.

Por via oftalmica, se utiliza tanto en el tratamiento de la conjuntivitis alérgica

estacional, como en post-operatorio y en el dolor e inflamacion ocular.

Ademas, se usa para aliviar el dolor en el colico renal agudo asociado a un traumatismo

y en el dolor visceral asociado al cancer.

Sus efectos adversos, anteriormente citados, son los que limitan su administracion, ya
que son bastante graves. Para evitarlos, se estdn estudiando nuevas formas de

administracion relacionadas con la administracion transdérmica de KT, se ha observado
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que permite un efecto terapéutico duradero y que se reducen los efectos adversos
gastrointestinales.

Vias de administracion

La tabla 1 muestra de entre las formas de administracion, para este farmaco, las que

presentan productos comercializados.

Tabla 1. Formas farmacéuticas comercializadas del KT

Vias de Formulacién Laboratorio condiciones
administracion

Via oral QUALIGEN® 10 mg Qualigen, S.L. Uso

comprimidos hospitalario

recubiertos con

pelicula EFG
Via intramuscular TORADOL® 30 Roche Farma, Uso
mg/1ml solucién S.A. hospitalario
Via intravenosa inyectable.
Via oftalmica ACULAR® 5 mg/ml Allergan, S.A Sujeto a
Colirio en solucién prescripcion

medica

Se puede administrar por via oral (en forma de comprimido o capsula), via
intramuscular (inyectables) y via oftdlmica. Recientemente, se estd investigando una
nueva forma de administracion basada en la via intranasal de KT para el tratamiento a

largo plazo del dolor leve a moderado severo que requiere analgesia a nivel opioide.
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1.3 HIDROGELES

1.3.1. Consideraciones generales de hidrogeles.

Los hidrogeles son estructuras basadas en redes poliméricas tridimensionales,
hidrofilicas, capaces de absorber grandes cantidades de agua o de fluidos bioldgicos.
Las redes estdn compuestas por homopolimeros (con la misma clase de mondémeros) o
copolimeros (con distintos tipos de mondémeros), y son insolubles debido a la presencia
de entrecruzamientos quimicos (enlaces covalentes) o fisicos (presentados por los
complejos interpoliméricos y que son debidos a interacciones secundarias no covalentes
como interacciones de Van der Waals, hidrofébicas, puentes de hidrégeno y
electrostaticas). Estos entrecruzamientos proporcionan la estructura de la red y su
integridad fisica. Estos hidrogeles poseen compatibilidad termodinamica con el agua, lo
que les permite hincharse en medio acuoso (Pepas y col., 2000 y Peniche y col., 1998).
Hay numerosas aplicaciones de estos sistemas poliméricos, en concreto, en los sectores
de la medicina y farmacia. Los hidrogeles se parecen al tejido vivo mas que ninguna
otra clase de biomaterial sintético. Esto es debido a su alto contenido en agua, y a su
consistencia suave, similar al tejido natural. Ademas, el alto contenido en agua
contribuye a su biocompatibilidad. Por lo tanto, los hidrogeles pueden emplearse como
lentes de contacto, membranas para biosensores, componentes de corazones artificiales,

materiales para piel artificial y sistemas de administracion de farmacos.

1.3.2. Clasificacion de hidrogeles.

Los hidrogeles se pueden clasificar segin diferentes criterios, los cuales son los

siguientes:

La naturaleza de sus grupos funcionales: neutros o ionicos.

Sus caracteristicas mecanicas y estructurales: afines o compatibles laxas.

El método de preparacion: red homopolimérica o copolimérica.
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e La estructura fisica de la red: amorfas, semicristalinas, estructuras unidas por

puentes de hidrogeno, estructuras supermoleculares y agregados hidrocoloidales.

Los hidrogeles pueden mostrar también un comportamiento de hinchamiento que
depende de las caracteristicas del medio externo. Estos polimeros son hidrogeles que
responden a ciertos estimulos fisioldgicos, y como consecuencia los complejos
poliméricos pueden romperse o hincharse como resultado de los cambios en el medio
externo. Estos sistemas tienden a mostrar cambios drasticos en sus valores de
hinchamiento. Algunos de los factores que influyen en estos polimeros que responden a
ciertos estimulos fisiologicos incluyen: el pH, la temperatura, la fuerza ionica y las

radiaciones electromagnéticas (de la Torre et al., 2003).

Una buena manera para clasificar los hidrogeles es segln la naturaleza de sus grupos
laterales. La naturaleza quimica y el nimero de los grupos pueden ser controlados con
precision eligiendo las entidades quimicas 0 monémeros que se emplearan en la sintesis

de los polimeros.

Los hidrogeles se han usado también como vehiculos de principios activos que pueden
interaccionar con la mucosa que recubre el tracto gastrointestinal, el colon, la vagina y
la mucosa nasal, y otras partes del cuerpo gracias a su habilidad para prolongar sus
tiempos de permanencia en el lugar de administracion. Primeramente se ha pensado que
esta interaccion entre los polimeros y las glicoproteinas de la mucosa tiene lugar
mediante puentes de hidrogeno. Consecuentemente, materiales que contienen una alta
densidad de grupos carboxilicos e hidroxilicos pueden ser prometedores para este tipo
de aplicaciones. Los monOomeros mas usados para la sintesis de polimeros
mucoadhesivos incluyen &cido acrilico y metacrilico. También se han utilizado otros
polimeros, como el polietilenglicol (PEG), como promotores de la adhesion. EI PEG ha
mostrado alargar la semivida bioldgica y reducir la reaccién inmunoldgica producida

por ciertas sustancias de alto peso molecular.

El que un hidrogel sea adecuado como sistema de administracion de principios activos

en una determinada zona depende en gran medida de su estructura polimérica.
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Los parametros mas importantes para caracterizar la red polimérica de los hidrogeles

son los siguientes:

La fraccion volumétrica del polimero, cuando éste se encuentra en la fase de
hinchamiento, es la medida de la cantidad de fluido absorbido y retenido por el
hidrogel.

Peso molecular de la cadena polimérica entre dos entrecruzamientos (que
pueden ser fisicos o quimicos) consecutivos: es la medida del grado de
entrecruzamiento del polimero. Debido al proceso aleatorio de polimerizacién
solo se puede calcular un valor medio.

Tamafo de malla, es la distancia correlativa entre dos entrecruzamientos o
uniones adyacentes, la cual proporciona la medida del espacio disponible o
accesible entre las cadenas macromoleculares para la difusion del principio

activo. Es un valor medio.

Hay dos técnicas que sirven para elucidar la estructura de los hidrogeles, las cuéles son

las siguientes:

Teoria del equilibrio del hinchamiento: la estructura de los hidrogeles que no
contienen grupos iénicos puede ser analizada por la teoria de Flory-Rehner. Esta
teoria termodinamica afirma que un gel polimérico entrecruzado, el cual cuando
es sumergido en un fluido donde se le permite alcanzar un equilibrio con el
ambiente externo, esta sujeto a dos fuerzas opuestas: la fuerza termodinamica de
mezclado y la fuerza retroactiva de las cadenas poliméricas.

Teoria de la elasticidad: los hidrogeles parecen materiales plasticos naturales, ya
que al someterles a una fuerza presentan propiedades elasticas. Un hidrogel
sometido a una deformacién relativamente pequefia, menor de un 20%, podra
recobrar su tamafio original de una manera rapida. Este comportamiento elastico
de los hidrogeles puede ser utilizado para elucidar su estructura por medio de la
teoria de la elasticidad pléastica, aplicada a hidrogeles preparados en presencia de

un solvente (Peppas y col., 1977).



Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

1.3.3. Propiedades fisicas, quimicas y toxicologicas de los hidrogeles.

Entre los factores que afectan al hinchamiento de los geles se encuentra la proporcion de
entrecruzamiento, calculada como el cociente de los moles de agente entrecruzante entre
los moles de polimero. Cuanta mayor sea esta relacion menor serd el grado de
hinchamiento, ya que el entrecruzamiento impide la movilidad de las cadenas
poliméricas. También influye la estructura quimica del polimero, ya que al tener grupos
hidrofilicos favorecera el grado de hinchamiento. En el caso de los hidrogeles que son
sensibles a cambios en el medio externo, su hinchamiento dependera de estimulos
especificos, como variaciones de temperatura, pH, fuerza i6nica, campos magnéticos o
luz del medio. Al aumentar el grado de entrecruzamiento se obtienen geles més fuertes,
se tiene que alcanzar un grado 6ptimo para que el gel mantenga todavia sus propiedades
elasticas. También influye la estructura quimica de los mondémeros, ya que éstos pueden
propiciar la formacion de enlaces no covalentes como por ejemplo puentes de hidrégeno

que aumenten la fuerza de la estructura polimérica.

La cinética de hinchamiento se puede clasificar como: controlada por difusion
(fickiana), o controlada por la relajacién (no fickiana). Cuando la difusion de agua hacia
el interior del hidrogel ocurre mucho més deprisa que la relajacién de las cadenas
poliméricas la cinética de hinchamiento es controlada por la difusion.

Los cultivos celulares, conocidos como pruebas de citotoxicidad, pueden ser utilizados
para evaluar la toxicidad de los hidrogeles. La mayoria de los problemas de toxicidad
estan asociados a restos de monomeros que no han reaccionado, agentes entrecruzantes
0 iniciadores de reacciones quimicas que permanecen en la estructura del hidrogel, ya
gue no se han eliminado bien. Para solventar este problema se han modificado las
reacciones de polimerizacion, para que sean extensivas, se ha llevado a cabo el lavado
de hidrogeles para eliminar restos de agentes entrecruzantes, se han utilizado técnicas de
polimerizacion que no necesitan de este tipo de agentes o iniciadores, o se han unido las

cadenas poliméricas mediante uniones fisicas.
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1.3.4. Sistemas de liberaciéon controlada con hinchamiento sensible a los

estimulos exteriores.

La liberacién controlada de principios activos desde hidrogeles poliidnicos puede
responder a cambios en los pardmetros ambientales, como: el pH, la temperatura y otros
estimulos. Asi, hidrogeles inter-poliméricos como acido poliacrilico/ alcohol
polivinilico o &cido poli metacrilico unido a polietilenglicol pueden formar complejos
reversibles segun las condiciones de temperatura y de pH del medio externo (Shin y
col., 1997 y Bell y col., 1996).

En el caso de algunos hidrogeles poliiénicos o polielectroliticos, el equilibrio de
hinchamiento y el tamafio de malla fueron causados por el porcentaje de componente
ionico y por el grado de ionizacién del principio activo (Bell y col., 1996; Khare y
col.,1993 y Bettini y col., 1995). Por ejemplo, Peniche y col. (1998) han verificado la
habilidad de formar complejos del &cido salicilico y y derivados del &cido acrilico con
ligandos polivalentes cationicos como el chitosan. Asimismo, en copolimeros de &cido
polimetacrilico unido a etilenglicol Bell y col. (1996) han descrito que la presencia de

iones especificos modificaba la difusion del soluto.

Por otra parte, Gabrielii y col. 1998, estudiaron las propiedades de hinchamiento de
hidrogeles de chitosdn sometidos a la influencia de varios pH y concentraciones de
cloruro sédico (0,075 M y 0,15 M). El efecto de adicion de cloruro sédico podria ser
explicado por el aumento de la cantidad total de iones que disminuye la relacion entre
los iones de dentro del hidrogel y el medio externo. Por lo tanto, en condiciones
extremas de pH (pH=3 y pH=12) el grado de hinchamiento disminuye cuando la fuerza

idnica del medio aumenta.
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Aplicaciones de los hidrogeles en la administracion de principios activos.

Los hidrogeles pueden ser empleados como sistemas de transporte de farmacos al ser
materiales muy diversos y versatiles, ya que pueden ser sintetizados a partir de multitud
de precursores y de maneras muy diferentes para ajustar sus propiedades a la aplicacién
determinada. Los hidrogeles e pueden utilizar en la administracion en la cavidad oral, en
el tracto gastrointestinal, rectal, ocular, transdérmica y subcutanea. La administracion de
principios activos en la cavidad oral tiene multiples aplicaciones, entre las cuales se
encuentra: enfermedades de la boca, como estomatitis, periodontitis, infecciones
fangicas y virales, y cénceres de la cavidad oral. Para conseguir la administracion de
farmacos en esta zona se deben obtener adhesiones que puedan resistir el copioso flujo

de la saliva.

Asimismo, se pueden emplear ungiientos basados en hidrogeles para el tratamiento de
ciertas enfermedades en la cavidad oral. Y no solo se puede utilizar como un sistema de
administracion de farmacos sino como vehiculo de administracién de liposomas (que
contienen el principio activo encapsulado en su interior), este ultimo tiene la ventaja,
frente a los ungientos convencionales, que los liposomas alcanzan un mayor efecto
local y menor concentracion plasmética del principio activo, lo cual evita efectos

secundarios no deseados.

De todas las posibles rutas de administracion la via oral es la méas simple y segura. Sin
embargo, el tracto gastrointestinal presenta entornos heteogéneos y complejos con
diversas funciones adecuadas a los requerimientos fisiologicos. Pero por otra parte, esta
complejidad proporciona una oportunidad Unica para disefiar hidrogeles con

mecanismos que permitan controlar la liberacion del farmaco.

En la administracion rectal, los hidrogeles presentan propiedades bioadhesivas, que
ayudan a lograr una cesion sostenida en el mismo lugar incrementando la
biodisponibilidad de algunos principios activos que sufren un extensivo efecto de

primer paso en el higado.
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En la administracion ocular los hidrogeles presentan mayor retencion en el ojo debido a
sus propiedades elasticas, y por su alto contenido en agua producen un menor malestar
en los pacientes. Concretamente, los hidrogeles que se forman in situ, son muy
prometedores como sistemas de liberacion ocular, ya que se dosifican en forma de
liguido y se retienen durante tiempos prolongados como geles después de la

dosificacion.

Los hidrogeles también son adecuados para la administracion de principios activos por

via subcutanea debido a que poseen una alta biocompatibilidad.

1.3.5. Polimeros para la elaboracion de los geles.

Los hidrogeles son una buena alternativa a otras formas farmacéuticas semi-solidas
como cremas, unglentos o parches para que la gran cantidad de agua que contienen
favorece la hidratacién y elasticidad de la piel y también son bien aceptados por los
usuarios gracias a la sensacién agradable que deja a la hora de aplicarse sobre la piel.

Hay varios polimeros utilizados para la preparacion de hidrogeles, los mas importantes
y conocidos son los biopolimeros que provienen de polisacaridos (de celulosa, alginato,
hialurénico...) o proteinas (colagenos, gelatinasalbiminas...). También se utilizan
polimeros sintéticos como polivinil alcohol, polivinil pirrolidona, polietilenglicol y

poliacrilatos.

Carbopol

El Carbopol (carbomer), es un polimero sintético, derivado del acido acrilico,
entrecruzado con alil sucrosa o alilpentaeritritol. Es un polvo blanco, esponjoso e
higroscépico, es soluble en agua, alcohol y glicerina (Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 2000), es un &cido débil y posee un gran peso molecular (aproximadamente

3500000 daltons) (Jacques y col., 1997), y es de caracter anidnico. Algunos de estos
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polimeros, como el Carbopol, poseen la capacidad de sostener la cesion de las farmacos
dispersas en la matriz y son aptos para su administracion por via oral, transdérmica,

ocular, etc.

Cada molécula de Carbopol estd formada por acidos carboxilicos (figura 4). Se trata de
un polimero hidroéfilo que en presencia de agua aumenta su volumen gracias a los acidos
carboxilicos. Su utilizacion como matriz para la liberacion controlada de farmacos, y
sus propiedades mucoadhesivas han sido ampliamente estudiadas (Singla y col., 2000).
Como estos compuestos son polianidnicos poseen la capacidad de formar complejos
poliidnicos con otros policationes, como el chitosdn (Wang y col., 1997). El
hinchamiento del carbopol depende del pH del medio, proporciona una cesién sostenida
del principio activo, pero cede mas rapidamente el farmaco en medios de pH mas alto,
es decir en el tracto intestinal (Kratz y col., 2000, Nakanishi y col., 1998, Slovin y col.,
1997, Shin y col., 1996 y Meshali y col., 1996). Asimismo, estos compuestos han sido
utilizados con éxito como agentes protectores de mucosa (Copeman y col., 1994).

Figura 4. Representacion de las reticulaciones del polimero de Carbopol. (Lubrizol, 2016)

El Carbopol es util en la produccién de geles para la textura viscosa al dispersarse en
agua. Al ser un agente viscosizante, suspensor y gelificante se ha empleado en
diferentes formas farmacéuticas como soluciones, suspensiones, cremas, geles y

pomadas, de administracion oftalmica, rectal y dérmica.
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Como espesante se aprovecha para formar geles neutros transparentes y, como agente

aglutinante para la formulacion de comprimidos.

Las industrias médicas, farmacéuticas y cosméticas utilizan el Carbopol para producir

productos como:

e Geles desinfectantes

e Pastas dentales

e Geles de aplicacion dérmica (incluido por el cuero cabelludo e indicado para
pieles grasas)

e Cépsulas médicas (sobre todo de accion prolongada)

e Lagrimas artificiales

e Gel de contacto para ecografias

En general, el gel de Carbopol presenta incompatibilidades ante concentraciones
superiores al 35% de alcohol (algunos tipos de Carbopol toleran hasta el 50% de
alcohol); ante iones metélicos como: Ca**, Zn**, Mg**, AI**, Fe**, Cu®* o Na™; y en
combinacién con sustancias acidas (pH <6), basicas (pH> 9-11) o sustancias ionicas
(por ejemplo: acido salicilico, &cido azelaico, neomicina sulfato, ...); y radiaciones UV
(Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2009.).

Pluronic

El pluronic o también llamado poloxamer, es un copolimero no iénico de polietileno
(PEO)-polipropileno (PPO) donde el ratio PPO-PEO (a y b) varia en funcién del grado
farmaceéutico descrito (P188-P407) (figura 5). Su masa molecular relativa media varia
entre 9.840 hasta 14.600 daltons. Su punto de fusion es de aproximadamente 50°C.

El Pluronic F-127 o Lutrol 127, se trata de un polimero blanco en polvo de consistencia
cerosa que contiene una cantidad adecuada del antioxidante BHT. Una de las

caracteristicas mas llamativas del Lutrol 127 es que posee una gelificacion
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termorreversible, es decir, dependiendo de la temperatura a la que se encuentre, serd

liquido o de consistencia gel. Es un polimero muy soluble en agua i etanol al 96%.

CH,
HO\L/\ o) /}H
O a b O a

Figura 5. Representacion de la estructura del poloxamer o pluronic P407. a= PEO = 95-105; b=
PPO = 54-60 (Commons Wikimedia, 2017)

Se utiliza por via dérmica, mucosa y ocular (Pluronic Lecithin Organogeles).
Posteriormente a su aplicacion sobre la piel, el gel forma una capa pegajosa al tacto que
después de un minuto se seca formando un entramado viscoelastico sobre la piel. En la

industria cosmética es Util para disolver ingredientes oleosos en agua. Otros usos son:

e Colutorios bucales
e Soluciones de limpieza para lentes de contacto (eliminar por peliculas de lipidos

de la lente)

No obstante, presenta ciertas incompatibilidades; no es recomendable la adiciéon de

alcohol ya que puede afectar a la estructura micelar del polimero.

Carboximetilcelulosa sodica

La Carboximetilcelulosa (CMCNa) (figura 6) es un coloide hidréfilo de accién y usos
similares a la metilcelulosa. Da geles de buena consistencia pero sin una gran
transparencia y de color pardo acaramelado. Tienen una gran adhesividad, lo que les

hace muy utiles como excipientes semisdlidos bucales. Dicha propiedad es gracias a la
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existencia de grupos funcionales (grupos carboxilos libres COQ’) capaces de
interaccionar con la mucosa oral. Los geles que forma con el agua son de caracter
anionico y estables a pH = 4 — 10. Sin embargo los aumentos de temperatura provocan

una pérdida de viscosidad (Acofarma, 2016).

CH,0CH,CO0Na OH

O
O

OH  CH,OCH,COONa

n

Figura 6. Representacion de la estructura de la Carboximetilcelulosa sodica. (Medicines
Conmplete, 2017)

1.4 MUCOADHESIVOS

En los ultimos afios la industria farmacéutica ha mostrado particular interés de
novedosos sistemas de administracion que mejoren las propiedades de los principios
activos y que al mismo tiempo sea de facil aplicacion para los pacientes y asi satisfacer
sus necesidades (Martin, 2009).

Entre estos sistemas de administracion se encuentran formas mucoadhesivas, que tienen
su nacimiento por 1947 utilizando en aquel entonces, goma de tragacanto y polvos
adhesivos dentales que incorporaban penicilina para uso odontoldgico. Posteriormente
se desarrollé el Orabase con excipientes mucoadhesivos para la cavidad oral, es una
mezcla de carboximetilcelulosa sodica, pectina y gelatina en una base de aceite
mineral/polietileno. En la década de los ochenta se lleva a cabo una amplia
investigacion acerca de estos sistemas, sobretodo de las limitaciones que imponen las
variables fisioldgicas de los diferentes lugares donde se aplicaran, asi como también del

estudio e incorporacion de nuevos biopolimeros adhesivos responsables de su
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interaccion con las mucosas toméndose en consideracion que se requieren formas de

liberacion durante largos periodos en el sitio de la aplicacion (Rodriguez et al., 2000).

Existen polimeros de origen natural que son biocompatibles, biodegradables,
higroscdpicos, sin embargo, cuentan con la desventaja de presentar pobres propiedades
mecénicas y la pérdida de propiedades bioldgicas durante su formulacion. Por su parte
los sintéticos tienen la gran ventaja de ser econdmicos, versatiles, con excelentes
propiedades mecanicas y resistencia quimica, pero algunos no son biocompatibles ni
biodegradables y su reciclado suele ser costoso. En los ultimos afios se ha trabajo en la
obtencidn de diversos biocompuestos, que reunirian diferentes ventajas de ambos tipos
de polimeros y al mismo tiempo disminuir algunas desventajas. (Rocha, 2015). Los
sistemas biodegradables incluyen el uso del &cido poli (lactico-co-glicolico) que es
hidrofébico e incompatible con proteinas y farmacos nucleo6tidos solubles en agua.
Entre los sistemas poliméricos hidrofilicos se encuentran, el polietilenglicol (PEG) y la
gelatina. (Gupta et al., 2004). Entre los no biodegradables se encuentra el Carbopol
974P NF. Otra opcion es la fibra alimentaria que puede soluble en donde se incluye a
aquellas que son solubles en disolucion tampon con enzimas que emulen soluciones
enzimaticas propias del sistema digestivo (pectinas, goma y mucilagos). Las insolubles
estan representadas por componentes de la pared celular vegetal como la celulosa, la
lignina y la hemicelulosa, asi como polimeros como el almidén resistente, la quitina y

sus derivados.

1.4.1. Mucoadhesivos como sistemas de transporte de principios activos

Actualmente se estudian mecanismos que permitan la sustantividad de los principios

activos en el sitio de la aplicacion.

Bioadhesion es el término que se ha utilizado en los Ultimos afios para describir la
capacidad que suelen tener ciertas macromoléculas ya sea de origen sintético o bien
biolégico para poder adherirse a los tejidos del organismo. (Mathiowitz, 1999). Cuando

el tejido bioldgico es una mucosa, entonces hablamos de mucoadhesion.
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Estos sistemas bioadhesivos se han aprovechado en el area de la salud, especificamente
para ciertas aplicaciones odontoldgicas y ortopédicas, asi mismo para su uso en el
campo quirargico y oftalmoldgico. En cirugia se utiliza para la liberacion controlada y
localizada de principios activos sobre las mucosas, ya que cualquier material puede
tener la capacidad de adherirse a tejidos naturales o bioldgicos. Para esto se presentan
interrelaciones entre agrupaciones quimicas (polimeros) y los tejidos naturales.
(Rodriguez, 2000).

La via por donde se administran los farmacos esta revestida de una capa de mucus. A
las formas de administracion que se incrustan a las mucosas se les llama
mucoadhesivas, y su funcion principal es fijarse al lugar donde se realiza la liberacion
del farmaco. (Patel, 2012).

Con el sistema de bioadhesion se busca que el medicamento permanezca por mas
tiempo en el sitio de la aplicacion para aumentar su efectividad y optimizar su absorcion
a través de la mucosa. Dichas sustancias se pueden formular como sistemas de

liberacion prolongada o bien de tipo controlada de la sustancia activa.

Entre las ventajas que tienen los mucoadhesivos es que se pueden aplicar en las
cavidades gastrointestinales, rectal, bucal, nasal, respiratoria, oftalmicas y en la zona
vaginal. De acuerdo a la necesidad terapéutica del paciente pueden estar en forma de
comprimidos, multiparticulares (nanoparticulas), pomadas, geles y peliculas o parches

mucoadhesivos. (Duchéne, 1989).

La administracion topica siempre serd mas efectiva cuanto mas tiempo permanezca el
principio activo en contacto con la mucosa lesionada, sin embargo es complejo debido a
la presencia de la saliva y a los movimientos generados con la lengua. Por tanto, es
importante aumentar el tiempo de permanencia del farmaco en la boca, esto puede
conseguirse mediante el incremento voluntario de la retencion del mismo por parte del
paciente, lo cual suele tornarse dificil debido a que los pacientes pueden no colaborar.
Al diluirse el principio activo en la saliva y a la deglucion involuntaria del paciente,
existe riesgo de que se pierda la mayor parte de la sustancia activa. Sin embargo esto

puede ser eficaz mediante el uso de diversos adhesivos que facilitarian la retencion del
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sistema polimérico sobre la mucosa oral durante méas tiempo sin la colaboracion del

paciente. (Beiro et al., 2003).

La capa de mucus y la mucina en concreto, son el componente de mayor implicacién en
el fendmeno de adhesion. El mucus es una secrecion viscosa, translucida que forma una
capa continua, delgada y adherente en la superficie de la mucosa epitelial. Las funciones
principales son la lubrificacion y la proteccion de las células epiteliales de agresiones de
tipo mecanico o quimico y a la degradacion bacteriana. EI mucus esta en constante
renovacion habiéndose establecido un equilibrio dindmico entre la cantidad
continuamente secretada por las células y la pérdida por accién mecénica o proteolisis.
En su composicion destacan las mucinas, glicoproteinas de alto peso molecular, sales

inorganicas, proteinas y lipidos (Rodriguez et al. 1990).

1.4.2. Interacciones en bioahesion

La dilucidacion de los mecanismos de interaccién entre substratos bioldgico y los
agentes bioadhesivos son fundamentales para el desarrollo de estas formas

farmacéuticas.

Interacciones fisicas 0 mecénicas. Se producen a través del contacto intimo entre el
polimero bioadhesivo y la superficie irregular del mucus. Se trata de uniones
semipermanentes, no especificas, que si bien no pueden considerarse de importancia en
bioadhesion, suponen una primera fase que promueve la posterior interaccion quimica

propiamente bioadhesiva.

Enlaces quimicos. Los de tipo covalente, o primarios, son enlaces muy estables de
interés en odontologia y ortopedia. Los enlaces secundarios, de menor energia, poseen
caracteristicas mas idéneas a la bioadhesion por su transitoriedad. Para que pueda
ocurrir mucoadhesion, la atraccion debe ser mayor que la repulsion no especifica. Las

interacciones atractivas provienen de las fuerzas de Van der Waals, atracciones
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electrostaticas, enlaces de hidrogeno e interaccion hidréfoba. Las interacciones
repulsivas ocurren por la repulsion electrostatica y estérica (Rodriguez et al. 1990).

1.4.3. Polimeros bioadhesivos

Son muchos los investigadores que buscan desarrollar formas mucoadhesivas destinadas
a que su administracién sea sobre la mucosa bucal, gingival, rectal, nasal y ocular.
(Singhal, 2010). Las preparaciones pueden ser en forma de tabletas, parches, peliculas y

semisolidos como los geles y pomadas.

Los sistemas bioadhesivos deben sus propiedades a moléculas poliméricas que, en
condiciones apropiadas, establecen interacciones con la superficie bioldgica. Dichas
condiciones apropiadas dependen de las caracteristicas quimicas y estructurales del

polimero bioadhesivo, de factores fisioldgicos y variaciones experimentales.

Una de las caracteristicas estructurales es el peso molecular, donde los que tengan un
bajo peso ven favorecida su difusién a través de la mucosa, aunque este no parece ser un

parametro determinante.

En cuanto a estructura y grupos funcionales, las moléculas de mucina estan cargadas
negativamente a pH neutro por tanto, debido a las fuertes interacciones que se
establecen entre electrolitos de carga contraria, los policationicos podrian ser excelentes
mucoadhesivos a pH neutro; por el contrario, a bajos valores de pH, donde la mucina no
se encuentra cargada, los policatidnicos seran poco efectivos. También es importante
mencionar otros factores como la flexibilidad de las cadenas del polimero para la
interpenetracion, donde a mayor densidad de enlaces cruzados la longitud efectiva de la
cadena que puede penetrar en el mucus disminuye reduciéndose la fuerza
mucoadhesiva. La concentracién del polimero debe ser optimizada porque altas
concentraciones de polimero son las que controlan la cinética de liberacion del farmaco,

pero al mismo tiempo es limitante para la adhesion al mucus porque el polimero
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adquiere una conformacion replegada no disponiendo de grupos suficientes para el
establecimiento de interacciones adhesivas.

La consideracion de factores de tipo fisiologico contribuye al éxito del disefio
mucoadhesivo. La renovacion de mucina produce un sustancial incremento de
moléculas solubles de mucina. Estas interaccionan con el sistema mucoadhesivo antes
de que tengan la oportunidad de realizarlo con la capa de mucus, lo que supone una
contaminacion de la superficie y un hecho desfavorable a la mucoadhesion con la

superficie de los tejidos.

El estado patoldgico también es un factor a tener en cuenta. Se sabe que las propiedades
fisicoquimicas del mucus se modifican. Dado que los mucoadhesivos han de usarse en
estados patoldgicos las caracteristicas de los mucoadhesivos han de evaluarse bajo las

mismas condiciones (Rodriguez et al. 1990).

1.5. NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas se definen como sélidos, particulas coloidales de tamafio en el rango
de 100-1000 nm. EI término de nanoparticulas poliméricas (NPs) incluye nanoesferas y
nanocapsulas (figura 7). Las nanoesferas son particulas en forma de matriz sélida en la
superficie de la que se adsorben las moléculas o farmacos. Las nanocapsulas son
sistemas vesiculares que conforman una cavidad interior, compuesta por un nucleo
liquido (acuoso o aceitoso), en la que quedan confinados los farmacos (Rao et al.,
2011).

La incorporacion del farmaco en nanoparticulas (NPs) tiene ventajas frente a las
formulaciones clésicas, entre ellas destacan que pueden disminuir la toxicidad del
farmaco o modificar su liberacion y/o biodisponiblidad. Existe gran variedad de
vehiculos nanoestructurados, pero en particular, las nanoparticulas poliméricas
biodegradables han sido utilizadas ampliamente durante las ultimas décadas para
potenciar la biodisponibilidad de farmacos en aplicacion tdpica. El polimero derivado

del acido polilécticoglicélico (PLGA) es biocompatible y biodegradable, de naturaleza
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no toxica, y ademas, esta aprobado por la FDA como excipiente en productos
farmacéuticos (dos Santos et al. 2012, Danhier et al. 2012, Nagarwal et al. 2009b).
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Figura 7. Nanoparticulas: Nanocapsula (izda.) y nanoesfera (dcha)

Las nanoparticulas poliméricas biodegradables, que son ampliamente utilizadas para
mejorar la biodisponibilidad de los fArmacos administrados por via topica. El acido poli-
lactico-co-glicolico (PLGA) es el polimero biodegradable mas utilizado por sus
propiedades de compatibilidad, mucoadhesividad y naturaleza no antigénica (dos
Santos et al. 2012, Danhier et al. 2012, Nagarwal et al. 2009b). Permite incorporar
moléculas hidrofilas e hidrofébicas y obtener una liberacion sostenida del farmaco asi
como protegerlo de la degradacién. La hidrdlisis de PLGA da lugar a 4cido lactico y
acido glicdlico, los cuales como monémeros enddgenos, son facilmente metabolizados
por el organismo por medio del ciclo de Krebs (Kumari et al. 2009). Los polimeros estan
disponibles comercialmente en diferentes pesos moleculares y proporcion de copolimeros,
variables que condicionan el tiempo de degradacién del mismo (desde pocos meses a varios
afos). Estudios de otros autores demuestran que las NPs basadas en PLGA son absorbidas
en mayor proporcion por el sistema del reticulo endotelial (RES en inglés) de las areas
inflamadas resultando un incremento de la concentracion de NPs en las reas mencionadas
(Danhier et al. 2012).

1.5.1. Preparacion de nanoparticulas
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La preparacion de NPs se tiene que considerar una tecnologia de Gltima generacion que
requiere escoger la técnica adecuada de entre todos los métodos posibles, el eso de
surfactantes y/o cosurfactantes apropiados con tal de obtener NP con propiedades

Optimas para la aplicacion deseada.

Monomer

Solvent evaporacio Emulsid

MNanopreciptacio Mini emulsié

Precipitacio per sals Micro emulsid

—>

Dispersid Didlisis

Polimeritzacio

Interfacial

Tecnologia de fluids supercritics Control de la
polimeritzacio de
radicals

Figura 8. Esquema de la preparacion de NPs (Llabot et al. 2008)

En general hay 2 estrategias principales para la preparacion de las NPs:

e Ladispersion de polimeros preformados

e La polimerizacién de mondémeros

Métodos tales como evaporacion Solvente, “salting-out”, dialisis, tecnologia de fluidos
supercriticos pueden usarse para la preparacion de NPs a partir de polimeros preformados.
Por otro lado, las NPs pueden sintetizarse directamente mediante la polimerizacion de
monomeros por técnicas de polimerizacion: micro-emulsién, mini-emulsién, emulsion sin

surfactante o polimerizacion interfacial (figura 8). El tipo de sistema polimérico, el area de
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aplicacion y el tamafio requerido son algunos de los parametros a tener en cuenta en la

seleccion del método de preparacion (Rao et al. 2011).

Solvent evaporation fue el primer método desarrollado para la preparacion de NPs
basadas en polimeros en el sector farmacéutico. Este método consiste en la preparacion
de soluciones de polimeros en disolventes volatiles y la obtencidn de emulsiones. En un
inicio los disolventes méas usados eran el diclorometano y el cloroformo, pero
actualmente estos han sido reemplazados por el acetato de etilo ya que presenta un
mejor perfil toxicol6gico. La emulsion se convierte en suspension de nanoparticulas al

evaporarse el disolvente del polimero. Esta técnica es la mas empleada para preparar NPs.

Water + Oil + W/O Emulsion Water + W/ONV Emulsion
Lipophilic surfactant Hydrophilic surfactant

Figura 9. Esquema de la preparacion de una doble emulsion w/o/w por el método solvent
evaporation: (a) emulsificacion mediante alta-cizalla y (b) emulsificacion mediante baja-cizalla
(Rao et al. 2011).

Existen dos estrategias para la formacién de emulsiones: la preparacion de emulsiones
simples, por ejemplo, aceite en agua (o/w en inglés) y las dobles emulsiones, por ejemplo,
agua en aceite en agua (w/o/w en inglés). Estos métodos requieren homogenizacion a alta
velocidad o bien ultrasonicacion, seguido de la evaporacion del disolvente, tanto en
continua agitacion magnética a temperatura ambiente como en condiciones de vacio (figura
9).

El proceso es el siguiente: primero, el farmaco hidrofilo junto con el tensioactivo
elegido se disuelven en agua y por otro lado, tenemos una solucion del polimero en un

disolvente organico. La emulsion primaria es preparada por la dispersion de la fase
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acuosa en la fase orgénica. Después, se realiza una re-emulsificacion con una nueva fase

acuosa que también contiene tensioactivo (figura 10).

Finalmente, se elimina el solvente por evaporacion y se recolectan las nanoparticulas.

La evaporacion del solvente puede realizarse mediante agitacion magnética a

temperatura ambiente durante varias horas o mediante rotavapor. (Llabot et al. 2008,
Rao et al. 2011)

Figura 10. Preparacion de una nanoparticula por el método de doble emulsion (Rao et al. 2011)

Las NPs pueden purificarse por ultracentrifugacién y después de un lavado con agua
destilada para eliminar el tensioactivo, son liofilizadas. Generalmente, el polimero es
disuelto en un disolvente organico que conforma la fase oleosa, mientras que la fase acuosa

contiene el estabilizante (Rao et al. 2011).

La produccion de nanoparticulas tiene muchas variables independientes. El polimero
que se utiliza para formular las nanoparticulas afecta la estructura, propiedades y
aplicaciones de las particulas, asi que no existe un polimero Unico para todos los
farmacos. Hay dos caracteristicas que se necesita considerar al formular con

nanoparticulas poliméricas para una determinada via de administracion: el tamafio de

55



56

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

las particulas y la eficacia de encapsulacion. Por ejemplo, si lo que se quiere lograr es
una absorcion répida, entonces el tamafio de la nanoparticula debe ser de 100 nm o
menos. El potencial z, es una medida de la carga de la particula, como tal y cuanto
mayor es el valor absoluto del potencial zeta mayor es la cantidad de carga de la
superficie, es decir, representa un indice de estabilidad de las particulas (Llabot et al.
2008).

Zambaux y colaboradores (1998) estudiaron la influencia de ciertos parametros
experimentales (temperatura de preparacién, método de evaporacion del disolvente,
concentracion de surfactante, peso molecular del polimero) en el tamafio promedio de
particula, indice de polidispersion y potencial Z de NPs elaboradas por el método de la
doble emulsién. De su trabajo se concluyd que concentraciones elevadas de surfactante
(3% p/v, o superior) garantizaban un proceso de emulsificacion exitoso, particulas de
menor tamafio y un indice de polidispersion satisfactorio. Otros factores influyen en las
caracteristicas de las NPs de PLGA preparadas a partir del método de la doble emulsién
w/o/w solvent evaporation, Bilati y colaboradores (Bilati et al. 2003) estudiaron la
influencia del proceso de sonicacion, analizando la modificacion del tamafio y
distribucion de las NPs en funcién de la duracion e intensidad de sonicacién. El trabajo
puso de manifiesto que la duracién de la segunda etapa de homogenizacion, aquella que
proporciona la doble emulsién (w/o/w), tenia mayor influencia en el tamafio de particula
que la primera homogenizacion (emulsion w/o). El tamafio de particula disminuye al
aumentar el tiempo de sonicacion de la segunda emulsificacion. Los resultados del
estudio tambien sugirieron que la intensidad de sonicacién tambien influia en la
morfometria de las NPs. El disolvente utilizado puede influir en las propiedades finales
de las NPs, Mainardes (2005) evalué este efecto en su trabajo, comparando el tamafio de
particula obtenido al elaborar NPs de PLGA con dos disolventes organicos: cloruro de
metileno y acetato de etilo. Se concluyo que el cloruro de metileno proporcionaba NPs
de mayor tamafio que cuando éstas eran elaboradas con acetato de etilo como
disolvente. La seleccion del método depende, por tanto, de varios factores que deben ser
valorados a fin de obtener las NPs con las caracteristicas y propiedades deseadas.
(Llabot et al. 2008).
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1.5.2. Aplicaciones

En el area de la oftalmologia, el KT es util en el tratamiento de glaucoma, uveitis,
retinopatia diabética, conjuntivitis alérgica estacional y también es efectivo reduciendo
la irritacion intraocular, el edema cistoide macular secundario a una extraccion de
cataratas o una implantacion de lentes y en la reduccion de la conjuntivitis sin causar

opacidad corneal ni producir un aumento en la presion intraocular.

La solucion de KT al 0.5% también ha mostrado eficacia en el tratamiento de
conjuntivitis causadas por Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa (Radwanet al.
2010, Sinha et al. 2009).

Los colirios presentan la limitacion de que sélo una pequefia parte de la dosis instilada
(1-3%) penetra la cornea y llega a los tejidos intraoculares debido al drenaje lagrimal y
la dilucién del farmaco por las lagrimas. La mayor parte de la dosis instilada es
absorbida a via sistémica a través de la conjuntiva y el conducto naso-lagrimal. Los
efectos adversos sistémicos que el KT puede presentar son hipertension, taquicardia y
asma bronquial. Teniendo en cuenta que la terapia por via sistémica requiere elevadas
dosis de farmaco, prolongar el tiempo de residencia pre-corneal es un objetivo de gran
importancia. Grandes esfuerzos se han llevado a cabo en este campo, mientras que el
uso de geles (basados en un incremento de la viscosidad de la formulacién) ha dado
resultados limitados porque estas formulaciones son drenadas facilmente y requiere un
uso cauteloso de los potenciadores de la viscosidad, las nanoparticulas presentan unos
resultados prometedores por sus propiedades de biocompatibilidad, mucoadhesividad,
liberacion sostenida y tamario de particula nanométrico (Gupta et al. 2000, Nagarwal et
al. 2009).
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1.6. PIEL

1.6.1. Fisiologia de la piel

La piel constituye el 6rgano corporal mas extenso que separa al organismo del medio
externo. En términos generales la piel realiza funciones de proteccion mecanica,

regulacion térmica, equilibrio hidrico, excretora, sensorial, inmunitaria.

dermis

Figura 11. Estructura de la piel humana

Esta formado por tres capas (Figura 11) que desde el exterior al interior son la
epidermis, dermis y tejido subcutaneo. Contiene ademas glandulas sebéaceas,
sudoriparas y foliculos pilosos. La superficie de la piel esta normalmente cubierta por
una emulsién epicutdnea o manto hidrolipidico que se forma a partir de los acidos
grasos de las secreciones sebaceas de los queratinocitos y el agua que proviene de las
glandulas sudoriparas. Este coadyuva al mantenimiento de su funcion protectora y flora

cutanea (Montagna, 1961).
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La epidermis

Es un epitelio plano estratificado, queratinizado y no vascularizado de un espesor que

varia entre 0.02 y 0.2 mm segun la zona anatdmica. Posee un alto contenido lipidico

(colesterol, ceramidas y acidos grasos) y muy bajo contenido en agua (20-30%). Los

queratinocitos al ascender hacia la superficie se vuelven més anchas y aplanadas, va

perdiendo gradualmente el ndcleo y organulos y se van enriqueciendo en queratina
(Wertz, 1996).

En la epidermis puede diferenciarse cinco estratos:

Estrato basal o germinativo: es una Unica capa de células casi cubicas enlazadas
entre si por desmosomas y a la ld&mina basal sobre la que se apoya por
hemidesmosomas. Este estrato es el encargado de la regeneracion constante del
resto de capas celulares epidérmicas por su continua replicacién celular. Ademas
de los queratinocitos también se encuentra melanocitos, células de Langergans
(relacionados con el sistema inmune) y células de Merkel (del sistema

neuroendocrino)

Estrato espinoso lo forman células que estan unidas por puentes intercelulares a

modo de espinas con continuidad citoplasmatica

Estrato granuloso estd compuesto por células que contienen granulos de
queratohialina (cuya degradacion final produce sustancias higroscépicas
responsables de la hidratacion natural de la piel. Los granulos también contienen
glicolipidos y esteroles. Estos son excretados a medio extracelular, siendo uno

de los responsables de la impermeabilidad de la epidermis.

El estrato lUcido esta ubicado entre la capa granulosa y el estrato corneo. En esta
capa las células empiezan a perder los organulos celulares por la accion de

proteasas y nucleasas.

El estrato corneo es la parte mas externa de la epidermis y la principal barrera

del medio externa, siendo el principal responsable de la impermeabilidad de la
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piel y la resistencia a la difusion de farmacos o cualquier otra sustancia
(Hearnden y cols. 2012). Estd formado por células aplanadas altamente
queratinizadas, llamada corneocitos, unidos entre si por una sustancia
cementante de naturaleza lipidica y estratificada en mdaltiples capas (Elias,
1983). Estos lipidos intercelulares estan compuestos por aproximadamente un
70% de lipidos neutros (esteroles libres, 14%; é&cidos grasos libres, 19.3%;
triglicéridos, 25.2%; estrés de colesterol y esteres grasos, 5.4%; escualeno,
4.8%; alcanos, 6.1%), en un 18% por esfingolipidos (ceramidas Yy
glucosilceramidas), un 5% de lipidos polares (fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, esfingomielina y lisolecitina) (Lampe y cols.
1983). Esta composicion lipidica junto con la constante descamacion y
renovacion el estrato corneo (Tanner T, Marks, 2008) son los principales

responsables de la funcion barrera del estrato corneo.

La dermis

Tiene un espesor mayor que la epidermis (1-3mm de grosor). Esta contiene colageno,
elastina, células inmunitarias, fibroblastos, vasos sanguineos y linfaticos y nervios entre
otros muchos componentes, lo que la hace un tejido altamente irrigado y la via de
entrada de farmacos a la circulacion sistémica tras haber atravesado el estrato corneo.
Posee una matriz amorfa rica en glucosaminoglucanos de alto poder humectante que
nutre e hidrata la epidermis. También tienen corpusculos sensoriales del tacto, dolor y

temperatura (Wilkes y cols.1973).

La hipodermis

El tejido subcutaneo o hipodermis estd compuesto por tejido graso y fibras elasticas. Se
encuentra altamente irrigado y vascularizado. Es el origen de las glandulas sebaceas y
de los floculos pilosos. Estos apéndices cutaneos pueden ser importante en el paso de
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farmacos a circulacion sistémica, ya que en estas zonas el grosor del estrato corneo

disminuye, pudiendo llegar a desaparecer (Wilkes y cols.1973).

1.6.2. Sistemas de administracion transdérmica

Existe un gran nimero de formulaciones que clasicamente han sido utilizadas para la
aplicacion topica (soluciones, emulsiones, ungiientos, lociones, pastas, polvos, etc.). En
un primer momento se utilizd para obtener un efecto local en un area especifica de la
piel, pero en la actualidad la administracion de estas formulaciones también persigue

obtener un efecto sistémico.

Encontramos numerosos productos en el mercado con esta finalidad, parches para el
tratamiento sustitutivo de la nicotina (Gore AV, Chien YW. 1998), anticonceptivos
hormonales (Burkman, 2002), analgésicos opioides (Park y cols. 2008),
psicoestimulantes como el metilfenidato para el tratamiento del sindrome de déficit de
atencion (Elia y cols. 2011), lidocaina (Galer y cols. 2004) y antieméticos (Nachum vy

cols. 2006), entre otros.

De forma general se acepta que la elevada organizacion cristalina de las lamelas
lipidicas desempefia un papel esencial en las propiedades de barrera del estrato cdrneo.
Como se mencionard mas adelante, diversas técnicas se han dirigido a perturbar y
debilitar la gran organizacion de los lipidos intercelulares en un intento por mejorar el
transporte de la droga a través de la piel intacta o bien para aumentar la fuerza
impulsora para la penetracion de farmacos. En este sentido, una de las estrategias mas
estudiadas en la actualidad es el uso de formulaciones nanovesiculares y/o

nanoparticulares como sistemas de administracion cutaneos.

La justificacion del uso de estos sistemas en la administracion dérmica y transdérmica
de farmacos es multiple. Por un lado, tienen la ventaja de proteger a la sustancia que

contienen, aumentando la vida util del farmaco. Por otro, estos podrian ser

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gore%20AV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chien%20YW%22%5BAuthor%5D

62

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

potenciadores de la penetracion asi como depdsitos para la liberacion sostenida del

activo constituyendo una limitacion de la absorcion sistémica de los farmacos.

Entre los mas conocidos, se encuentran, los liposomas. Estos se definen como vesiculas
microscopicas constituidas por una o varias bicapas fosfolipidicas concéntricas
alternando con compartimentos acuosos. Poseen una forma, estructura y tamafio
diversos, aunque sus dimensiones suelen oscilar entre 10 nm y varias micras. Dada su
constitucion, tienen la capacidad de captar una gran variedad de sustancias activas
hidrosolubles, liposolubles o anfifilicas. La versatilidad de los liposomas se refleja tanto
en su arquitectura como en sus propiedades fisicas como la carga superficial, el tamafio,

la permeabilidad/rigidez de la pared o su capacidad de carga.

En los dltimos afios muchas investigaciones han sido llevadas a cabo para la
administracion transdérmicas de antibioticos (Manosroi y cols. 2004), antivirales
(Dubey y cols. 2010), anestésicos (Shim y cols. 2010) y antiinflamatorios (Clares y cols.

2009) en liposomas.

En un intento por mejorar las propiedades de los liposomas surgen niosomas, etosomas

y transfersomas.

Los niosomas son vesiculas compuestas de tensioactivos no iénicos. Si se comparan con
liposomas convencionales ofertan una mayor estabilidad quimica y menores costos,
Los niosomas de aplicacion topica pueden aumentar el tiempo de residencia de las
drogas en el estrato corneo y la epidermis, asi como reducir la absorcién sistémica del
farmaco. Se cree que mejoran las propiedades de la capa cornea, tanto por la reduccién
de la pérdida de agua transepidérmica como por la reposicion de
lipidos perdidos de la piel. En los Gltimos afios, la atencion se ha centrado en el uso de
tensioactivos a base de azlOcar por ser menos toxicos y altamente
biodegradable (Choi y Maibach, 2005).

En cuanto a los etosomas, son liposomas con un alto contenido en alcohol (hasta 45%),

capaces de mejorar la penetracion de activos en los tejidos profundos y circulacién
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sistémica. Precisamente es el alcohol quien fluidifica los lipidos etosomales y lipidos
del estrato cérneo permitiendo asi su penetracion (Dubey et. al. 2010).

Mientras que los liposomas son incapaces de atravesar poros menores de 50 nm,
transfersomas de hasta 500nm son capaces de penetrar la barrera del estrato cérneo
espontaneamente. En este caso se habla de vesiculas lipidicas ultradeformables,
compuestas de fosfolipidos como su principal ingrediente, 10-25% de tensioactivo y 3-
10% de etanol (Dubey et. al. 2006).

Como alternativa a otros sistemas como las emulsiones, liposomas o nanoparticulas
poliméricas en 1990 se desarrollan las nanoparticulas lipidicas solidas (SLN). Son
dispersiones acuosas de matrices lipidicas soOlidas estabilizadas por tensioactivos.
(Mdller et. al. 2007). Protegen las moléculas de farmacos susceptibles de degradarse
bajo la influencia de agentes externos como la luz y el agua, presentan una mejor
biodisponibilidad y podrian ser disefiadas para dar perfiles de liberacion prolongada de
sustancias activas poco solubles en agua, al incorporarlas en la matriz lipidica sélida.
Entre sus desventajas estarian el posible crecimiento de las particulas durante su
almacenamiento, la tendencia hacia una gelificacion impredecible, la existencia de
cambios inesperados en sus transiciones polimdrficas y su inherente baja capacidad de
incorporacion de farmacos limitada por la estructura cristalina del lipido sélido.

Una nueva generacion de nanoparticulas lipidicas son los Transportadores Lipidicos
Nanoestructurados (NLC). Estos sistemas tendrian las mismas ventajas que las SLN sin
embargo minimizan o evitan algunos de los inconvenientes anteriormente mencionados,
como la capacidad de carga, segregacion durante el almacenamiento y alto contenido en

agua de las dispersiones de SLN.
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1.7. MUCOSA ORAL

1.7.1. Fisiologia de la mucosa oral

La mucosa oral estd compuesta principalmente por dos capas: el epitelio y el tejido
conectivo subyacente (lamina basal, lamina propia y submucosa). Ambas capas estan
separadas por la membrana basal. (Figura 12 y 23) También contiene numerosas

glandulas exocrinas, vasos sanguineos y nervios.

Epitelio oral

Membrana basal

Capa papilar ——p
Lamina propia -

— =

Capa reticular ———pf

Submucosa

Figura 12. Anatomia de la mucosa bucal con las capas que la conforman

En la mucosa oral pueden observarse dos tipos de epitelio, queratinizado, con un alto
contenido en ceramidas y acilceramidas (que se encuentra en la superficie masticatoria:
paladar duro y encias) y no queratinizado, sin acilceramidas y con bajo contenido en
ceramidas (paladar blando, superficie ventral de la lengua, suelo de la boca y mejillas)
(Patel y cols.2011). Se estima que el grosor del epitelio de la mucosa bucal es de 500-
800 um (500-600 um en su parte no queratinizada), posee una tasa de recambio celular
de 5-7 dias, una superficie total de 50 cm2 y un flujo sanguineo de 20.3 ml/min/100 g

tejido aproximadamente (Sudhakar y cols.2006).
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Por otro lado, la mucosa sublingual posee un espesor de 100-200 um, posee una tasa de
recambio celular de 20 dias, una superficie total de 26 cm2 y un flujo sanguineo de 12.2
ml/min/100 g tejido aproximadamente (Patel y cols.2011).

En las capas celulares mas superficiales el epitelio se pueden observar granulos
membranosos que parecen fundirse con la membrana de la célula epitelial, expulsando
los lipidos que contienen al espacio extracelular. Estos granulos son esféricos de unos
0.2 pm (Sudhakar y cols.2006).

Figura 13. 1) Mucosa bucal constituida por un epitelio (Ep) de recubrimiento y por tejido
conectivo (Cn) laxo que lo sostiene y nutre, denominado cérium o lamina basal. 2) Muestra
desde el interior hacia la superficie de la mucosa, la capa basal (B) de aspecto poliédrico y mas
oscuro (basofila), que es la zona donde tiene lugar la replicacion celular activa. Finalmente se
encuentra la capa espinosa (E).

La saliva es otra barrera del organismo para la administracién de los farmacos, ya que el
flujo de saliva es en parte responsable del periodo de permanencia del principio activo

en la cavidad oral. Estd compuesto principalmente por agua, sales minerales y algunas
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proteinas (amilasa, lisozima, albumina). Se estima que la produccién de saliva es de
aproximadamente 1-1.5 litros al dia (1-2 ml/min) (Sudhakar y cols.2006), aunque esta

es variable. El pH de la mucosa bucal es de 6-7.4 (Patel y cols.2011).

En cuanto al moco, es otro componente que puede afectar a la liberacion del farmaco en
la mucosa oral. Su espesor varia entre 50 a 400 um. Su funcion es fundamentalmente la
lubricacion y proteccion de las células epiteliales de agresiones de tipo mecéanico o
quimico. El mucus esta formado por mucinas (glicoproteinas de alto peso molecular (2-
14 x 10° Da), capaces de formar un gel viscoelastico. El contenido de agua es del 95%
aproximadamente. Ademas, el moco es muy rico en acido sialico y residuos de sulfato,
por lo que a pH fisioldgico se encuentra cargado negativamente, jugando un papel clave
en la mucoadhesion (Rodriguez y cols. 2000).

Independientemente del grado de queratinizacion de la mucosa oral, esta no posee un
estrato corneo propiamente dicho por lo que es mucho méas permeable que la piel, de 4 a
4000 veces mas permeable (Galey y cols. 1976). La barrera de difusion de farmacos en
la mucosa oral se debe principalmente al contenido lipidico de las capas superficiales
del epitelio. Estos lipidos son secretados al medio intercelular en forma de desmosomas
y granulos membranosos, asegurando asi la cohesién del epitelio (Shojaei, 1998). La
composicion de estos lipidos es aproximadamente 76% de fosfolipidos, 23% de
glucoesfingolipidos y un 0.7% de ceramidas (Sudhakar y cols. 2006). Estos lipidos
dificultan el paso de farmacos hidréfilos, pero el alto grado de hidratacion el tejido
conectivo dificulta el paso de farmacos lipofilos. La permeabilidad de la mucosa oral se
encuentra todavia mas incrementada en la mucosa enferma (liquen plano, ulceraciones u
otras) (Sankar y cols. 2011).
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1.7.2. Sistemas de administracién transmucosa oral

Hoy en dia existen numerosas formulaciones para la aplicacion en la cavidad bucal

como sprays, comprimidos, colutorios, pastas, films y parches.

Se estima que el tiempo de residencia de un sistema de administracion transbucal en la

mucosa oral es de aproximadamente 4-6h (Alur y cols.2001).

En el mercado, existen comprimidos destinados a la absorcién transmucosa de fentanilo
(Actig®, USA) y nitroglicerina (Nitrogard®, USA) transmucosa (Madhav y cols.2009).
Estos comprimidos se disuelven en la saliva, utilizando toda la superficie bucal para la
absorcion. Los inconvenientes que poseen estos sistemas son su corto tiempo de
residencia en la boca, variaciones en la produccion de saliva y dificultan la deglucion de
la forma farmacéutica hasta el tracto gastrointestinal. Con el fin de aumentar el tiempo
de residencia se han desarrollados comprimidos mucoadhesivos, en lo que se incorpora

miconazol (Loramyc®, Francia) entre otros farmacos (Lalla y Bensadoun, 2011).

La nitroglicerina se haya comercializada también en forma de spray sublingual (Glytrin
Spray®, UK) para el alivio rapido de la angina de pecho. lgualmente, también se
encuentra comercializados en este formato un spray de insulina (Oral-lyn spray®, USA,
India), flurbiprofeno (Benactiv®, Italia), nicotina (Nicotrol®, USA) (Hearnden y cols.
2012).

Los colutorios se han centrado principalmente en el tratamiento con antimicrobianos de
accion local. Ejemplos ampliamente conocidos como colutorios a base de clorhexidina,
que pueden llegar a tener un efecto antibacteriano de hasta 7 horas tras la administracion
(Cousido y cols.2010).

El empleo de los geles se restringe principalmente a aquellos que tienen propiedades
mucoadhesivas para aumentar el tiempo de residencia en la cavidad bucal, al igual que
los comprimidos tienen la desventaja de que el farmaco puede ser deglutido al poseer
una zona de difusion en todos los lados de la formulacion. En la literatura se puede

encontrar numerosas investigaciones de liberacion de farmacos desde geles orales como
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analgésicos (Alsarra y cols.2007), antihipertensivos (Save y cols.1994), protectores de

la mucosa (Innocenti y cols.2002), etc.

Las pastas se han reservado para la liberacion intra-canal de antimicrobianos en
endodoncias. Adicionalmente puede encontrarse triamcinolona en Orabase®
(Oralone®, USA), una pasta mucoadhesiva (Hearnden y cols. 2012). También se ha
investigado la incorporacion de liposomas con corticoides en pastas orales (Erjavec y
cols. 2006).

Existen principalmente tres tipos de parches oro-adhesivos (Madhav y cols. 2009). En
primer lugar, aquellos que poseen una matriz capaz de disolverse en la cavidad oral, de
tal forma que liberan el farmaco totalmente de forma sostenida y por tanto no es
necesario retirar ningan resto del dispositivo. Por otro lado, se encuentran parches que
no se disuelven. Poseen una unica superficie de difusion, gracias a la presencia en su
estructura de una pelicula protectora de la saliva. Como inconvenientes habria que
destacar una pequefia area de difusién, limitando la dosis a administrar asi como los
restos del dispositivo que tras el tratamiento deben ser retirados por el paciente. Por
ultimo, nos encontramos con los parches con una cubierta impermeable, los cuales son

capaces de disolverse completamente sin dejar residuos.

Los films son laminas poliméricas capaz de disolverse en la lengua en menos de 30
segundos permitiendo su paso a través de la barrera epidérmica y su rapida llegada a la
circulacion sistémica. Se han investigado para el tratamiento de patologias como la

impotencia, migrafias, mareos, dolor y nauseas (Hearnden y cols. 2012).

1.8. EL OJO

La vision afecta significativamente la calidad de vida de las personas, y por este motivo
las patologias asociadas al ojo son tanto molestas como dificiles de tratar. Las
formulaciones topicas, como las soluciones o las suspensiones, han sido utilizadas
durante siglos. Su aceptacion social y su bajo coste de fabricacion han favorecido que

durante mucho tiempo no se investigara el suficiente, pero se ha visto que tienen
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limitaciones a la hora de tratar las patologias a pesar de ser las formas mas comunes
(Guzmaén et al., 1986).

La administracion de gotas oculares tdépicas son utiles para el tratamiento de
enfermedades de los segmento anterior del ojo, pero la mayoria de discapacitados
visuales en los paises industrializados estan relacionadas con problemas asociados al
segmento posterior, cuyas necesidades no estan bien cubiertas. Por este motivo, se han
ido creando y mejorando nuevas formulaciones para el segmento posterior. Para la
mayoria de los tratamientos para el segmento posterior, las formas de administracion
mas utilizadas son las inyecciones intravitreales, este método es eficaz, seguro, pero
poco cémodo para los pacientes. Por ello, surgen métodos nuevos que resuelven estos
problemas, implantes de liberacion controlada, nanoparticulas, la iontoforesis y otros. El
reto para los investigadores es encontrar metodos nuevos, que puedan arreglar los

problemas asociados a la via ocular (Sinha et al., 2009)

Las patologias que mas debilitan los ojos, son las cataratas y otros problemas de retina
como, degeneracion macular o retinitis pigmentosa, glaucoma o uveitis. Estas generan
problemas mas graves, que pueden llevar a la ceguera total. Otras patologias asociadas
al ojo son la sequedad ocular, la conjuntivitis bacteriana, alergias oculares, o
inflamaciones, éstas no ocasionarian la pérdida de vision total, pero si una pérdida

significativa de la calidad de vida.

La administracién ocular de farmacos se utiliza habitualmente para el tratamiento de los
trastornos superficiales y/o internos del ojo. El reto principal de la terapia ocular es
alcanzar una concentracion optima del farmaco en el lugar de accion. Sin embargo, la
baja biodisponibilidad de los farmacos a partir de formas de dosificacién clasicas esta

vinculada principalmente a la estructura anatomica y fisioldgica de la via ocular.

Los procesos fisiologicos del ojo disminuyen significativamente la biodisponibilidad de
los farmacos en la superficie ocular, limitando su absorcion y favoreciendo la

eliminacion del mismo.
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Fisiologia del ojo

La superficie corneal y conjuntival estan cubiertas por la pelicula lagrimal, cuyo espesor
oscila en el rango de 7-8 um. Esta pelicula esta constituida por tres capas: la capa
posterior estd formada por las células calciformes del epitelio conjuntival y es rica en
glicoproteinas; la capa intermedia es acuosa y contiene proteinas tales como la lisozima
que presenta actividad antibacteriana; y la capa oleosa externa producida principalmente
por las glandulas meibomianas, cuya funcion es retardar la evaporacién de la lagrima.
El volumen de la lagrima en un adulto es de 9 pL (Sasaki, et al. 1996); la secrecion
lagrimal basal en humanos es de 1.2 pL/min, mientras que el saco lagrimal tiene una
capacidad de almacenamiento de 30 pL. Sin embargo, el volumen de una gota de colirio
convencional oscila entre 40 y 50 pL, por lo que después de la instilacion del farmaco
en dicha forma de dosificacion, el exceso del volumen es eliminado de la superficie
ocular (aproximadamente 20 uL) y a continuacion los nervios de la cérnea inducen la
formacion de lagrimas reflejas, cuyo volumen varia entre 3 a 400 pL/min. Este volumen
varia de acuerdo con las propiedades irritantes del farmaco y de la formulacién
administrada. El aumento en la formacion de lagrimas favorece el drenaje del farmaco
de la superficie ocular y su dilucién. Ademas, también se activa el reflejo de parpadeo
provocando un aclaramiento acelerado del farmaco a través de las lagrimas. El
incremento de fluido en el saco es llevado rapidamente al sistema de drenaje lagrimal
por accién de los canaliculos asociados con los movimientos palpebrales. En 90
segundos, la mayor parte del farmaco instilado es eliminado del area pre-corneal
(Sasaki, et al. 1996). Adicionalmente, la union del farmaco a las proteinas de la lagrima
disminuye la cantidad efectiva del mismo en contacto con la cornea y ademas, la accién
amortiguadora del acido carbonico y los acidos organicos débiles presentes en la

lagrima facilitan la ionizacion del farmaco (Chral, et al. 1974).

El farmaco instilado en la superficie ocular, que no fue eliminado por los procesos
fisioldgicos del ojo puede ser absorbido en el area pre-corneal a través del tejido

esclerdtico y/o conjuntiva.
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La conjuntiva es una membrana mucosa, delgada y vascularizada que reviste la
superficie interna de los parpados y la parte anterior de la esclera. El area superficial de
la conjuntiva (16-18cm?) es superior al area de la cornea (1cm?), por lo que la absorcién
de los farmacos a través de loa conjuntiva es usualmente mayor respecto a la cornea. La
conjuntiva es mas permeable a macromoléculas hidrofilas por via paracelular que la
clrnea (Sasaki et al. 1996, Watsky et al. 1988).

La esclera es un tejido fibroso, rigido y grueso, formado por colageno y
mucopolisacaridos. La esclera ofrece una menor resistencia a la penetracion de los
farmacos respecto a la cornea. Sin embrago, los farmacos que son absorbidos a traves
del tejido conjuntival y/o esclera pueden pasar a la circulacion sistematica, lo que
constituye una via importante en la eliminacion del farmaco administrado tépicamente,

con la posibilidad de inducir a efectos adversos.

En el area corneal, el farmaco administrado topicamente que no fue absorbido por la
conjuntiva y/o esclera o eliminado por la fisiologia ocular, puede penetrar la cornea a
través de dos mecanismos: paracelular (a través de los espacios intercelulares) y/o

transcelular (a través de los espacios intracelulares) (Pal et al. 2002).

La cornea actia a modo de barrera protectora que impide la entrada de sustancias
extrafas y a su vez, modifica el transporte de los iones. El diametro y radio de curvatura
de la superficie anterior de la cérnea es 11.7 mm y 7.8 mm, respetivamente; y su
espesor estd en el rango de 0.5 a 0.7 mm. La coOrnea es un tejido Opticamente
transparente que consta de cinco capas, del exterior al interior son: epitelio, membrana
de Bowman, estroma, membrana Descement y endotelio (Figura 14). Sin embargo, en la
penetracion transcorneal de los farmacos, Unicamente tres de estas capas limita
significativamente el paso del farmaco a las estructuras internas del ojo: epitelio,

estroma y endotelio (Mannermaa et al. 2006).
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Figura 14. Estructura anatomica de la cérnea

El epitelio de tipo escamoso, estratificado no queratinizado, consta de una capa basal de
células columnares, dos o tres capas de células y una o dos capas externas de células
superficiales de forma poligonal y escamosa. El epitelio posee una abundante cantidad
de lipidos en su estructura celular. Las células superficiales del epitelio presentan
uniones intercelulares estrechas, lo que constituye una barrera selectiva para moléculas
lipofilas pequefias y excluye la penetracion de macromoléculas (r > 10 A) por la via
paracelular. En consecuencia, el epitelio corneal es considerado como la principal
barrera para la penetracion de los farmacos en los tejidos intraoculares. Algunos
investigadores han reportado que os niveles de calcio celular y los filamentos de actina
probablemente desempefian un papel importante en la integridad de las uniones
estrechas (Grass et al. 1988).

El estroma corneal es un tejido hidrofilo, compuesto principalmente por agua, lo que
favorece la penetracion de moléculas hidrofilas. Este tejido esta formado por fibras de
colageno, estructuradas en forma laminas paralelas entre si, formando haces de
colageno de diferente espesor y didmetro (Komai et al. 1991). Los fibroblastos
corneales (queratocitos) son el principal componente celular del estroma y representan

del 2 al 3% del volumen total del estroma (Jarvinen et al. 1995).

El endotelio cornea consta de una Unica capa de células hexagonales que recubre la

superficie posterior de la cérnea. Este tejido se encuentra en contacto directo con el
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humor acuoso. Las uniones intercelulares estrechas, también estan presentes en este
tejido, sin embargo, son menos estrechas respecto a uniones intercelulares del epitelio.
El endotelio posee en su estructura celular una gran cantidad de fosfolipidos, por lo que

las sustancias lipdfilas pueden atravesar facilmente esta membrana.

El endotelio mantiene la hidratacion normal en la cornea y regula el paso de sustancias
desde el humor acuoso al estroma (Grass et al. 1988, Pal et al. 2002).

La absorcidn transcorneal es un proceso que ocurre mas lentamente que la eliminacion
del farmaco de la superficie ocular. La constante de eliminacion de muchos farmacos es
de aproximadamente 0.5 a 0.7/min, mientras que la constante de absorcion es cercana a
0.001/min (Pal et al. 2002).

El farmaco absorbido a través de la cornea pasa a los tejidos internos del ojo. En el area
posterior de cornea, la porcion del farmaco instilado que ha atravesado las barreras
oculares es distribuido y/o eliminado a través del humor acuoso. El humor acuoso fluye
a una velocidad de 2 6 5 uL/min para llevar nutrientes y oxigeno a los tejidos vasculares
del ojo y facilita eliminacion de la materia de desecho de los tejidos circundantes. Por
otra parte, la union de los farmacos a algunos componentes de los tejidos tales como, la
melanina presente en el iris puede disminuir el aclaramiento ocular. Por otra parte, esta
union también es capaz de reducir la concentracion de farmaco en el humor acuoso y, en

consecuencia, disminuir la respuesta farmacoldgica.

El iris y el cuerpo ciliar poseen una capa intensamente pigmentada de células epiteliales.
El tejido del iris es altamente poroso, vascular y posee una gran superficie, por lo que se
produce rapidamente un equilibrio de distribucion del farmaco disuelto en el humor
acuoso. La union de los farmacos a los tejidos pigmentados del iris y el cuerpo ciliar
puede afectar su biodisponibilidad. Los granulos pigmentados liberan lentamente el
farmaco. Por lo que, la alta afinidad de union de los pigmentos a los farmacos

disminuye la concentracion de farmaco libre en el reservorio de la cAmara anterior.
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El cristalino situado detras del iris y delante del vitreo, est4 rodeado por una cépsula de
colageno. El nucleo esta formado por materia celular rigida y densa que impide el paso

de los farmacos a través de ella (Sasaki et al. 1996).

Farmaco en el fluido lagrimal

1
| 1

Absorcion ocular
(< 5% de la dosis)

Absorcién
conjuntival/escleral S

(Farmacos hidrofilo)

Absorcion corneal
(Farmacos lipofilo)

Absorcion sistemica
| (50 - 100 % dosisi)

v

Humor acuoso l

A

Tejidos oculares -

lEIiminaciOn

Figura 15. Absorcion, distribucién y eliminacion de los farmacos administrados por via ocular.

En suma, los farmacos son eliminados principalmente del area pre-corneal por el
drenaje de la solucidn instilada, por efecto del lagrimeo y por la absorcion no productiva
llevada a cabo a través de la conjuntival y/o transescleral del ojo. Estos factores y la
relativa impermeabilidad de la cérnea limitan la penetracién intraocular del farmaco
administrado; en consecuencia, un porcentaje inferior (< 5%) de a la dosis del farmaco
administrado es capaz de llegar a los tejidos internos del ojo, mientras que la mayor

parte de la dosis es absorbida sistémicamente (Figura 15).
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1.9. PENETRACION TRANSDERMICA'Y TRANSMUCOSA

El efecto de los medicamentos aplicados topicamente puede ser de dos tipos: Tépico y/o
Sistémico. Asi pues, tras la administracion de un activo sobre la piel o0 mucosa este
puede ejercer su efecto solamente en los tejidos locales o capas mas superficiales y/o en
cualquiera de los tejidos del cuerpo como si su aplicacion fuese por via oral o
parenteral. Por tanto, la administracion transdérmica o transmucosa de farmacos
representa una via de administracion alternativa mas préactica, segura y menos invasiva
que las vias convencionales de administracion basadas en el uso de agujas o formas

farmacéuticas sélidas orales.

A pesar de que la de administracion transdérmica o transmucosa de principios activos
no ha sido todavia explotada, sus ventajas potenciales respecto a otras vias de

administracion son innumerables, entre ellas:

- Evita el tracto gastrointestinal y la biotransformacion del efecto de primer paso
hepatico

- Liberacion en un lugar especifico

- Control del porcentaje de absorcién

- Puede formularse como un compuesto de liberacién retardada

- Proporciona una dosis constante

- Reduce los efectos secundarios sistémicos

- Fécil aplicacion. Mejora el cumplimiento por el paciente

- Permite que se hallen concentraciones sustanciales del farmaco en el interior de los
tejidos blandos del lugar de aplicacion

- Superficie facilmente accesible (posibilidad de controlar y/o eliminar la forma

farmacéutica).

Estas ventajas son especialmente Utiles en el caso de farmacos susceptibles de
degradarse en el tracto gastrointestinal, farmacos usados en tratamientos cronicos, o

farmacos utilizados en terapias de reemplazo.

Ademas, tanto la piel y la mucosa oral son vias de administracién muy popular, debido
a su buena accesibilidad y una elevada aceptacién por parte del paciente (Hearnden y
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cols. 2012). Ademas, estan expuestas de forma rutinaria a diferentes compuestos y
estrés mecanico, por lo que se presupone como robustas y menos sensibles a irritacion
por parte del farmaco, forma farmacéutica, uso de promotores de la absorcion, etc, que

otras vias.

No obstante, se debera tener en cuenta que tanto en piel como en mucosa también existe
metabolismo (Goebel y cols.2009), y aunque su carga metabdlica es mucho menos que
la hepatica, puede ser un inconveniente para la administracion de determinados
farmacos por estas vias. Por otro lado, la gran variedad de microorganismos presentes

en piel y en mucosas también pueden alterar algunos farmacos (Yamahara y Lee, 1993).

Como ventaja de la via transmucosa oral frente a la transdérmica se puede decir que es
mas permeable, mas vascularizada, menos sensible a materiales alergenicos e irritantes
y posee una mayor hidratacion que permite la solubilizacion del farmaco. Estos factores
hacen que la mucosa oral sea una via de administracion interesante para farmacos que

requerian un rapido inicio de la accion a nivel sistémico (Sankar y cols.2011).

Una consideracion a tener en cuenta, son las zonas limites entre piel y mucosa, como
labios, piel peri-ocular, peri-anal y peri-genital. Estos poseen caracteristicas intermedias
a las anteriormente citadas. El estrato corneo en esta zona es mas delgado, por tanto méas

permeable.

Se considera que la mayoria de farmacos atraviesan la piel o mucosa por difusion
pasiva, a pesar de que diversos autores observaron el transporte activo de algunos
farmacos. Los procesos implicados en el paso del farmaco por via transdérmica o
transmucosa comprenden tres pasos (Figura 16). Primeramente, la liberacion del
farmaco del vehiculo que lo contiene hasta la interfase piel/vehiculo. Una vez aqui el
farmaco penetra por las capas mas externas, hasta las internas, pudiendo llegar a la

circulacion sistémica (Lu y Gao, 2010).
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Figura 16. Esquema de los procesos implicados en la penetracion dérmica.

El paso del farmaco a traves de la piel puede producirse por dos rutas principales
(Figura 17):

Ruta transepidérmica. Esta es la via mas importante en la penetracion cutanea.
Se produce por difusién intercelular o intracelular. La via intercelular es de
naturaleza fundamentalmente lipidica (Elias y cols. 1981), por lo que el farmaco
pasa a través de la matriz lipidica entre los corneocitos del estrato corneo. Los
farmacos lipofilos difunden a través de estos lipidos extracelulares y los mas
polares a través de la parte hidrofila de dichos lipidos. En la via intracelular el
farmaco pasa a través de los corneocitos, salvando repetidos repartos entre el
principio activo y las regiones hidréfilas y lipofilas de las bicapas lipidicas. Esto
hace que el paso del farmaco a través de esta via se amenos importante. Los
compuestos apolares penetran por difusion a través de los lipidos intracelulares,
mientras que lo polares lo hacen a través de la queratina hidratada presente en

los queratinocitos.
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La difusion del farmaco a través del epitelio bucal (Salamat-Miller y cols. 2005) se

Via intracelular

Via intercelular
| S

Espacio
Intercelular

Lipidico Acuoso Colesterol Ceramida Queratina

Glucosilceramida Lipidos

Figura 17. Esquema de la rutas de paso del faramco a traves de la piel.

Ruta apendicular, cuando el farmaco pasa a través de glandulas sudoriparas,
sebaceas o a través de los foliculos pilosos. Esta via de entrada es mas réapida
que las anteriores, aunque se considera una ruta minoritaria. Aproximadamente

el 1% de la superficie corporal esta cubierta por orificios porosos (Tanner y

Marks, 2008).

puede realizar de igual forma mediante tres mecanismos:

Difusién pasiva transcelular o paracelular
Transporte facilitado

Endocitosis/exocitosis
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1.9.1. Factores que influyen en la absorcion percuténea

Factores bioldgicos:

Edad: Debido a la variabilidad interindividual en los parametros de permeacion,
los resultados de los estudios son poco concluyentes. Unicamente se puede
afirmar que la piel de nifios y recién nacidos, asi como la de ancianos es mas

permeable que la del adulto (Bonina y cols.1993).

Zona corporal. Existen grandes variaciones intraindividuales en funcién de la
zona corporal (Wester y Maibach, 1999). El &rea menos permeable para el paso
de sustancias es la planta del pie (grosor estrato corneo 600 um), seguido de los
tobillos y la palma de la mano (grosor estrato corneo 400 um). El antebrazo y la
espalda presentan una permeabilidad mayor, seguida de cuero cabelludo, axilas
y frente. Las zonas mas permeables resultaron ser el angulo de la mandibula y la
piel del escroto (grosor estrato corneo 5 um) (Scheuplein y Blank, 1971).

Estado de la piel: Existen determinadas patologias que afectan al estado de la
piel, pudiendo alterar su funcion barrera y de esta forma aumentar la
permeabilidad de la misma a xenobidtico, farmacos, microorganismos. La
permeabilidad aumenta en casos de descamacion cutanea, agresién quimica o

fisica, e inflamacioén.

Grado de hidratacion del estrato corneo: si aumenta el contenido de agua la
permeabilidad de los farmacos aumenta (ldson, 1975), como se vera en el efecto
oclusivo. Cuando el nivel de hidratacion es menor al 10% se considera que la
queratina esta deshidratada, se produce descamacion del estrato corneo y se

altera la absorcién.

Flujo sanguineo: Al aumentar el flujo sanguineo, el tiempo de residencia del
farmaco en la dermis disminuye y aumenta por tanto el gradiente de
concentracion, favoreciendo el paso del farmaco de la superficie cutanea a la

dermis. Si el flujo sanguineo de la zona es bajo o disminuye, la sustancia no
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puede difundir a medida que penetra, convirtiéndose en un factor limitante para

la absorcion del farmaco (Barry, 1983).

Factores ambientales: Relacionado con el flujo sanguineo, se podria citar el
efecto vasoconstrictor que la disminucion de la temperatura ambiental tiene
sobre la superficie de la piel y la consecuente disminucién de la permeabilidad.
Como las formas topicas se suelen aplicar bajo un ligero majase, esto hace una

aumento del flujo sanguineo local y favorece la absorcion del farmaco.

Factores fisico-quimicos:

a. Criterios relacionados con el farmaco:

Coeficiente de reparto: el coeficiente de reparto octanol/agua (logP) es uno de
los factores mas importantes para la penetracion del farmaco a través del epitelio
y puede ser utilizado para predecir el reparto en la piel. El logP y el reparto en la
piel mantienen una relacién parabdlica (Kim y cols.2000). De tal forma que los
compuestos con un bajo logP presentan una baja permeabilidad debido a su bajo
reparto con los lipidos de la piel (tienden a quedarse en el vehiculo), sin
embargo los farmacos con un logP elevado (que facilita la salida del farmaco del
vehiculo hacia la piel) también poseen una baja permeabilidad por su
incapacidad de reparto fuera del estrato corneo (que quedaria retenido en este).
Se acepta que la maxima permeacion se consigue con un logP entre 1 y 3
(Thomas y Finnin, 2004), La ley de Fick establece una proporcionalidad entre el
flujo del farmaco a través de la piel y el coeficiente de reparto entre el vehiculo

y la piel.

Coeficiente de difusién. Expresa la velocidad de difusion de un compuesto en un
determinado medio. Si se considera que las moléculas de farmaco son esféricas,

el coeficiente de difusion se puede calcular por la ecuacion 1 de Stokes-Einstein.

Ecuacion 1
D- K-T
6-T-r-n
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El coeficiente de difusion es inversamente proporcional al tamafio de la
molécula. Por tanto, los farmacos con un bajo peso molecular son mas
susceptibles de penetrar a través del epitelio. El grado de dispersion influye de
forma considerable la penetracion de farmacos poco solubles en los vehiculos
porque afecta al coeficiente de difusion, por tanto al aumentar el grado de
dispersion en el vehiculo, aumenta el coeficiente de difusion y en consecuencia

la penetracion.

- Solubilidad del farmaco: La solubilidad del farmaco afectara a la liberacién, ya
que, al aumentar la concentracion de farmaco disuelto en el vehiculo, el
gradiente de concentracion entre el farmaco y la superficie cutanea serd mayor,
lo que se traduce en una mayor cantidad de farmaco liberado. La actividad
termodinamica depende de la concentracion y solubilidad del farmaco, asi como
de interacciones farmaco -farmaco y farmaco -vehiculo. La actividad
termodindmica del farmaco en el vehiculo serd& méaxima cuando se utilicen
soluciones saturadas. Este parametro indica la tendencia del farmaco a escapar
del vehiculo (Carelli y cols.1992). Otros autores recomiendan utilizar soluciones
supersaturadas (Valenta y cols.2000) o suspensiones (Lippold, 1992) con el fin
de que no disminuya la concertacion de farmaco disuelto durante el proceso de
liberacion del mismo. En este caso se tendra que tener en cuenta la velocidad de
disolucién del farmaco. Por otro lado, debe existir un equilibrio entre la afinidad
del farmaco-vehiculo y la afinidad farmaco-piel/mucosa, ya que una afinidad
extrema hacia uno de ellos significard que el farmaco permanecera
mayoritariamente en el sitio mas afin. Por tanto, los farmacos lipéfilos disueltos
en medios acuosos se absorberdn antes que si se encentran en un solvente
lipofilo a la misma concentracion (Jacobi y cols.2006). La mayoria de farmacos
son acido o bases débiles por lo que a pH fisioldgico se encuentran parcialmente
ionizados, presentando una solubilidad pH dependiente. Los farmacos que se
encuentran ionizados difunden con mayor dificultad que los que se encuentran

en su forma molecular.

Teniendo en cuenta todos estos factores, se podria afirmar que las caracteristicas ideales

del farmaco que le permiten penetrar a través de la piel son una solubilidad acuosa de
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1mg/mL, peso molecular menor a 500 Dalton, punto de fusion menor a 200°C. Como

regla general se estima que el farmaco no tenga capacidad para forma mas de dos

puentes de hidrogeno y asi poder considerarlo con buena difusion (du Plessis y cols.

2002).

b.

Criterios relacionados con el vehiculo

Concentracion de farmaco: Segun la ley de Fick para la difusién, la velocidad de
transferencia de una sustancia desde zonas de alta concentracion a las de baja
concentracion es proporcional al gradiente de concertacion. Ademas, a mayor
farmaco solubilizado en el vehiculo sin poseer una selectividad selectiva con
este, presentara una mayor actividad termodindmica. Esta aumentard si se
incrementa la concentracion del farmaco en la formula o manipulando el
vehiculo para disminuir la solubilidad del farmaco en este (Thomas y Finnin,
2004).

Oclusién. La oclusion (de sistemas transdérmicos, apositos oclusivos y bases
lipofilas) ha demostrado aumentar la permeabilidad de algunos farmacos
(Feldmann y Maibach, 1965). Por tanto, a medida que aumenta la fase acuosa en
la formulacion, el poder oclusivo de la misma disminuye. Los mecanismos
implicados en este proceso, se piensa, que pueden ser debidos a la acumulacion
de agua dentro de la piel, hinchando los corneocitos y aumentando el agua de la
matriz intercelular (Tsai y Maibach, 1999); por otro lado también aumenta la
temperatura de la piel y disminuye la perdida de co-solventes por evaporacion
(Taylor y cols.2002). No obstante, en algunos casos la oclusion puede provocar

irritacion y favorecer el crecimiento microbiano (Tanner y Marks, 2008).

Viscosidad: Cuanto menor sea la viscosidad del vehiculo mayor serd la
liberacion del farmaco (Al-Khamis y cols.1986) ya que tendra un mayor
coeficiente de difusion. La eleccion de la formulacion y su comportamiento
reoldgico apropiado determinara el tiempo de residencia y la exposicion local
del farmaco en el sitio requerido.
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Dosis y frecuencia de aplicacion (Lu y Gao, 2010): Con el fin de entender el
efecto de los excipientes sobre la penetracion transepidérmica, es recomendable
la aplicacion de dosis finitas en el compartimento donador (> 100 mg de
formulacién por cm2). La aplicacién de dosis infinitas da lugar a una
relativamente constante fuerza de entrada del farmaco as través de la piel,
permitiendo alcanzar estados estacionarios plasmaticos. Sin embargo, en la
practica diaria no se aplican dosis tan elevadas, sino aproximadamente 2-5
mg/cm?, dando lugar a una fina capa de la formulacién (10-30 pm), que es
menos de lo necesario para que se sature de farmaco el estrato corneo.
Obtenemos asi un modelo de dosis finitas. Por otro lado, los efectos que tienen
los excipientes sobre la piel pueden afectar a la penetracion transdérmica de
forma diferente cuando se aplican en forma de dosis Unica o siguiendo un
esquema de multiples dosis. Para estudiar el efecto de la frecuencia de dosis, es

mas aconsejable realizar un estudio de maltiples dosis finitas.

Promotores de la absorcion: Los promotores de absorcion son moléculas de
diferente naturaleza quimica que actdan reversiblemente a nivel del estrato
cérneo, desestructurado y facilitando que el farmaco permee mas rapidamente
hacia los tejidos viables y pase a circulacion sistémica. Existe una teoria general
(Lipid-Protein-Partitioning) basada en las posibles alteraciones a nivel molecular
que sufre el estrato corneo por accion de los promotores. Esta teoria postula
(Barry, 1988; Barry, 1987; Potts y cols.1991) que la accién promotora sobre las
diferentes estructuras histologicas epidérmicas se va a producir mediante una o

mas de las siguientes acciones:

i. Interaccion con las proteinas celulares, promoviendo la

permeacion a través de los corneocitos (via intracelular).

ii. Interaccion con la estructura lipidica que rodea los corneocitos,
incrementando la difusién intercelular (via intercelular). Esta
accion puede producirse por la interaccion de los promotores con
los grupos polares de los lipidos, por la insercion de estos entre las

estructuras lipidicas o por cambios en la polaridad en
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determinadas zonas, variando el coeficiente de reparto del
farmaco entre el vehiculo y la piel.

Acidos y alcoholes grasos (Figura 18 y 19): El efecto promotor de este grupo de
sustancias depende en gran medida de sus estructuras. Parece ser que el efecto
promotor de estos se debe a la fluidificacion de los lipidos cutaneos y al
incremento en el nivel de hidratacion superficial que estas sustancias pueden
desarrollar (Cevc y cols.1996). Los acidos grasos saturados generalmente
aumentan el coeficiente de reparto del farmaco entre el vehiculo y la piel. Su
efectividad esta relacionada con la longitud de la cadena hidrocarbonada. Las
cadenas con 10 (Tanojo y cols.1997) o 12 (Kim y cols.1993) atomos de carbono
son los que presentan una liofilia éptima. Los &cidos grasos insaturados alteran
la estructura de los lipidos extracelulares y disminuyen la resistencia a la
difusion de los compuestos, aumentando su absorcién. En general los acidos
grasos insaturados son mas eficaces que sus analogos saturados, ya que debido a
la flexion del doble enlace se produce un mayor desorden en las bicapas
lipidicas (Aungst, 1995). Respecto al grado de insaturacion éptimo los estudios
no son concluyentes. Mientras que algunos autores sefialan que el efecto
promotor aumenta al aumentar el nimero de insaturaciones (Carelli y cols.1992),
otros apuntan a que poseen efectos similares (Kandimalla y cols.1999) o incluso
menores (Santoyo, 1996), equiparandolos a los saturados. Se ha sugerido que el
acido oleico se dispone de forma heterogénea en las bicapas lipidicas dando
lugar a la formacion de canales fluidos dentro del estrato corneo (Walker y
Hadgraft, 1991). El 4cido oleico actlia en la ruta no polar, incrementando tanto la
difusion como el reparto del farmaco (Koyama y cols.1994; Yamashita y
cols.1995), pero en la ruta polar aumenta solo el reparto, lo que parece indicar
que aumenta la hidratacion del estrato corneo. Por otro lado, cabe destacar que
los acido grasos pueden formar pares i6nicos con farmacos catidnicos
aumentando asi su coeficiente de reparto y por tanto su absorcién (Aungst y
cols.1990). También cabe destacar que el acido oleico tiene que ser utilizado con
cuidado debido a que su aplicacion causa cambios morfoldgicos en las células de
Langerhans de la epidermis. Estas celulas juegan un papel importante en la

iniciacion y coordinacion de la respuesta inmune mediada por linfocitos T. Por
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tanto, pude causar inmunosupresion en la piel a altas concentraciones (Kogan y
Garti, 2006). El efecto promotor de los acidos grasos parece ser concentracion
dependiente, al aumentar la concentracion del acido graso aumenta el efecto
promotor hasta llegar a un maximo a partir del cual su efecto disminuye (Singh y
cols. 1966). Los alcoholes grasos poseen el mismo mecanismo promotor que sus
correspondientes &cidos grasos, pero mas débil, ya que las interacciones con el
estrato corneo son menores (Komata y cols.1992). De estos el mas efectivo es el
alcohol laurico que puede ser tan efectivo como el acido laurico (Yamada y Uda,
1987)
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Figura 18. Estructura acido laurico.
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Figura 19. Estructura &cido oleico

Esteres de alcoholes grasos: Destaca el miristato de isopropilo (Figura 20).
CHs
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Figura 20. Estructura miristato isopropilo.

Actla sobre los lipidos extracelulares, fluidificAndolos (Leopold y Lippold,

1995a) y disminuyendo la resistencia de los mismo al paso del farmaco (Leopold
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y Lippold, 1995b) y/o aumentando el coeficiente de reparto entre el farmaco, la
formulacién y el estrato corneo (Sato y cols.1988).

Azona (Figura 21): (1- dodecilazacicloheptan-2-ona). Actua rompiendo la
organizacion de lipidos y aumentando el contenido hidrico de las proteinas del
estrato corneo (Goodman y Barry, 1986). La insercion del gran ciclo de la azona
en las regiones lamelares impide el empaquetamiento y la cristalizacion de los
lipidos de la estructura, disminuyendo la resistencia a la difusion. Ademas, su
cadena de doce 4tomos de carbono coincide con las dimensiones del colesterol,
pudiendo alterar las interacciones colesterol-ceramida o colesterol- colesterol
(Allan, 1995). La accion promotora de la azona depende de la concentracion

empleada y de la liofilia del farmaco (Diez-Sales y cols.1996).

o
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Figura 21. Estructura de la azona

Se usa normalmente a concentraciones bajas (1-5%) y su actividad se ve
favorecida por el uso de cosolventes como el propilenglicol. En estos casos el
papel del cosolvente es modificar el reparto del promotor en la piel (Beastall y
cols.1988). Ademas, existe una potenciaciéon del efecto promotor cuando se
combinan ambos ya que la azona aumenta el paso de los farmacos por via
intercelular y el propilenglicol lo hace por via intracelular (Takeuchi y
cols.1995).

tesioactivos: Por encima de la concentracion micelar critica los tensioactivos
forman micelas, lo que hace disminuir la actividad termodindmica. El efecto
promotor observado se debe a la capacidad de estos compuestos al penetrar la

piel y desorganizar su estructura. Los tensioactivos parecen alterar tanto
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estructuras lipidicas como las proteinas del estrato corneo (Goodman y Barry,
1989). Los tensioactivos cationicos son los que producen una mayor irritacion y
dafo en la piel, seguido de los tensioactivo anionico y por Gltimo los no iénicos.
Estos ultimos ademas tienen un efecto promotor mas inmediato ya que penetran
en la membrana méas facilmente que los que se encuentra cargados en su
superficie (Ashton y cols.1992). El efecto promotor de los tensioactivos depende
en gran medida de su afinidad por el estrato corneo y de la solubilidad del

farmaco en el vehiculo.

Terpenos (Figura 22): son constituyentes de los aceites esenciales constituidos
por unidades de isopreno (C5H8), pudiendo incluir diversos heterodtomos en su
estructura. Se clasifican en funcion del namero de isoprenos que tienen en su
estructura en monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) y biterpenos (C20). Las
caracteristicas fisicoquimicas varian de unos a otros, pero por lo general suelen
tener una elevada liofilia. Algunos autores (Williams y Barry, 1991b) han
encontrado una relacién lineal entre el efecto promotor del terpeno y el
logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua, por el contrario otros
(Takanashi y cols.1999) encontraron una relacion parabdlica. Los terpenos
actan en parte rompiendo el empaquetamiento lipidico intercelular,

aumentando asi la difusion del farmaco (Barry, 1991).

OH

Fiaura 22. Estructura del mentol

El mentol se distribuye entre los espacios intercelulares del estrato corneo con la
consiguiente desorganizacion reversible de los lipidos (Kunta y cols.1997), el
timol aumenta la fluidez lipidica del estrato corneo y perturba la integridad de la

epidermis. La carvona y el cineol perturban solo la integridad de la epidermis
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(Gao y Singh, 1997). En caso de los farmacos lipdfilos, el uso de estos
promotores también hace aumentar el reparto del farmaco, debido al efecto
solubilizante del mismo (Williams y Barry, 1991a). En caso del eugenol y el
limoneno ademas se puede observar extraccion lipidica del estrato corneo, lo que

contribuye a su efecto promotor (Zhao y Singh, 1998).

- Sulféxidos: dimetil sulféxido (DMSO, Figura 23) es un solvente polar que
penetra rapidamente ejerciendo su efecto promotor, que es dependiente de la
concentracion (Kai y cols.1993). El efecto promotor del DMSO se debe por un
lado a las propiedades de solubilizacion de farmacos, lo que hace aumentar el
reparto del fArmaco en la piel. Por otro lado, también tiene efecto sobre el estrato
corneo lo que disminuye la resistencia a la difusion (Barry, 1991). EL DMSO a
concentraciones bajas se reparte inicialmente dentro de los corneocitos, desplaza
el agua unida a las proteinas y crea una capa de solvatacion mayor, cuando la
concentracion aumenta (por encima del 60%) produce un desplazamiento del
agua que rodea a las cabezas polares de los lipidos intercelulares, lo cual favorece
sobre todo la difusion de compuesto polares. Por ultimo, también parece
distorsionar el empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas (Anigbogu y
cols.1995). Debido a las altas concentraciones requeridas, la irritacion cutnea
que produce, asi como el mal olor de sus compuestos de degradaciondel DMSO,
se ha estudiados derivados del mismo como el tetradecilmetilsulfoxido (TDCMS)
y el decilmetilsulfoxido (DCMS).

@)
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Figura 23. Estructura DMSO

- Urea (Figura 24): Es un compuesto higroscopico que aumenta la hidratacion del
estrato corneo, ya que induce la queratolisis de la piel despues de un contacto
prolongado, lo que forma canales hidrofilicos a través de los cuales pueden

difundir los farmacos (Kim y cols.1993). También parece rebajar la temperatura
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de transicion de los componentes lipidicos aumentando la fluidez a temperatura
ambiente (Beastall y cols.1988). Su uso como promotor estd limitado debido a

sus efectos proteliticos.

1
C
Ho,N”~ NH,

Figura 24. Estructura urea

Pirrolidonas (Figura 25): La capacidad solubilizante de las pirrolidonas se debe
en parte a la formacién de pares idnicos lipéfilos con farmacos anionicos. La 2-
pirrolidona es un solvente higroscopico similar al DMSO. A bajas
concentraciones se reparte en las proteinas, desnaturalizando la alfa queratina y a
altas concentraciones interacciona con los lipidos aumentando su fluidez.
Ademas, aumenta el contenido de agua dentro del estrato corneo. La 2-
pirrolidona parece aumentar la penetracion y difusion de farmacos a través de la
ruta polar y disminuye los de la ruta no polar (Southwell y Barry, 1984). Con el
fin de mejorar el efecto promotor se han desarrollado derivados de la
pirrolidonas como la N-metil-2-pirrolidona entre otros. Esta actla por extraccion
parcial de esfingolipidos del estrato corneo (Ogiso y cols.1995) y por hidratacion
de la piel debido a su capacidad humectante (Bhatia y Singh, 1997). La N-
dodecil-2-pirrolidona en cambio se intercala en la matriz de ceramidas por

repulsiones electrostaticas (Fuhrman Jr y cols.1997).

Figura 25. Estructura de n-metil -2 -pirrolidona
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Alcoholes: El etanol ha sido muy utilizado como co-solvente en formulaciones
topicas, ya que tiene la capacidad de aumentar la solubilidad de algunos
farmacos. Parece ser que con los compuestos hidréfobos, que penetran
disolviéndose en la regiones lipidicas fluidas del estrato corneo, el etanol se
disuelve en estas regiones, aumentado asi la solubilidad del farmaco en ellas
(Berner y cols.1989). En caso de farmacos hidrdéfilos, el etanol produce una
extraccion de sustancias lipidicas y peptidicas, consiguiendo aumentar la
porosidad del estrato corneo. Al igual que en otros casos el efecto promotor del
etanol depende de la concentracion en la que se introduce en la formulacion. Asi
pues, a concentraciones bajas el etanol aumenta la solubilidad del farmaco en el
estrato corneo (Yum vy cols.1994), a concentraciones altas el etanol altera la
estructura del estrato corneo aumentando la difusion de sustancias (Jiang y
cols.1998). El mecanismo de accién no es totalmente claro, parece que puede
producir una deshidratacion del estrato corneo (Megrab y cols.1995) y un
encogimiento de la queratina, con los consiguientes cambios conformacionales
(Berner y cols.1989). Al aumentar el nimero de &tomos de carbono de la cadena
del alcohol, aumenta el efecto promotor (unas cuatro veces por cada grupo
metilo introducido), siendo el n-propanol mas potente que el isopropanol (Kimy
cols.1992).

Propilenglicol es generalmente un buen solubilizante de farmacos lipofilos en
vehiculos acuosos. Este es uno de los mecanismos promotores de este
compuesto. Por otro lado, al igual que el etanol se disuelve en las capas acuosas
gue se encuentra entre las bicapas lipidicas y alteran su composicién. Por tanto,
aumentan la afinidad de esta fase por las sustancias lipofilas y favorecen el
reparto de estos compuestos entre el vehiculo y la piel. Sin embargo, grandes
cantidades de propilenglicol en las formulaciones puede reducir el coeficiente de
reparto entre el vehiculo y la piel pudiendo contrarrestar el beneficio de
aumentar el gradiente de concentracion por la reduccion global de la actividad
del farmaco en el vehiculo y por tanto disminuir el flujo transdérmico (Turi y
cols.1979). También se ha observado que se intercala en las cabezas polares de

los lipidos (Bouwstra y cols.1991) y que produce una solvatacion de la alfa
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queratina de los corneocitos por lo también favorece la penetracion de farmacos

por via intracelular (Takeuchi y cols.1993).

1.9.2. Ecuaciones que definen las cinéticas de penetracion transdérmica

Como se ha comentado anteriormente el paso de farmacos a través de la piel se produce
por via transepidérmica, siendo minoritaria la penetracion a través de glandulas
sudoriparas o por foliculos pilosos. En general el paso de farmacos a través del estrato
corneo esta regido por un proceso de difusion pasiva, regido por la 2% ley Fick
(Scheuplein y Blank 1971). Las ecuaciones que describen el paso del farmaco a través

de la membrana bioldgica son las mismas en el caso de la piel y la mucosa.

La cantidad de farmaco (Q) que aparece en el medio receptor a un tiempo (t) se calcula

mediante la siguiente expresion (ecuacion 2):

[ - " Ecuacion 2
D1 2 -1
Q=APLCy | — ———— ( ,}) exp‘

| L~ 6 }T;”‘l n-

Dn’r’t)
I? )

Donde A es el area de difusion, P el coeficiente de reparto entre el vehiculo y la piel, L
el espesor de la membrana, Co la concentracion inicial del principio activo en el

vehiculo y D el coeficiente de difusion del farmaco en la piel.

Cuando el coeficiente de difusion y la concentracion de farmaco permanecen constantes
(modelo de dosis infinitas) a lo largo del tiempo nos encontramos en estado

estacionario, donde la anterior ecuacién se expresa como (ecuacion 3)

g:PLC D1 Ecuacion 3
A MU
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A partir de esta el flujo, J, se determina desde la pendiente de la recta que representa la
cantidad de farmaco que, por unidad de superficie, atraviesa una membrana frente al
tiempo, una vez alcanzado el estado estacionario. El flujo se relaciona con el coeficiente
de permeabilidad, Kp, mediante la concentracion inicial de farmaco (ecuacion 4) (Barry,
2002).

J= C,PD _ c,K Ecuacion 4

Mediante la extrapolacion de la parte lineal de la curva de estado estacionario al eje de

abscisas (tiempo) se puede determinar el tiempo de latencia T),g (eCuacion 5)

L2

Tiag= ) Ecuacion 5

Cuando obtenemos un modelo de dosis finitas el flujo no es constante en el tiempo. Se

obtiene un flujo méaximo dado por la ecuacion siguiente (ecuacion 6)

_ 1.85DPC,5

max Lz

J Ecuacion 6

Donde 5 es el espesor de la formulacion depositado sobre la superficie de la piel.

Por otro lado, Higuchi en 1960, relaciona el flujo con la actividad termodinamica del

farmaco en el vehiculo, o, mediante la expresion (ecuacion 7):

Ecuacién 7
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Donde vs es el coeficiente de actividad del farmaco en el estrato corneo y permanece

constante si el vehiculo no interacciona con la piel.

De forma anéloga para explicar el paso de farmacos a través de la mucosa se han

propuesto las siguientes ecuaciones (Sudhakar y cols. 2006):

El flujo transmucosa para farmacos que pasan a través de la ruta paracelular es el
siguiente (ecuacion 8)

Ecuacién 8

Siendo D el coeficiente de difusion en los espacios intercelulares, h la longitud de la
ruta paracelular, € la fraccion de area de la ruta paracelular y C la concentracion de

farmaco en el compartimento donador.

Por otro lado, las ecuaciones que predicen el paso de farmaco a través de la ruta

transcelular es (ecuacion 9):

_ DC(1-¢)
~ h

J
Ecuacién 9

Donde D es el coeficiente de difusion del farmaco en los espacios transcelulares y h la

longitud de la ruta transcelular.

La permeacion a través de la membrana biologica se rige a través de procesos de
difusion del farmaco y reparto del farmaco entre el vehiculo y membrana bioldgica,
descritos respectrivamente por P2 y P1.

P2 = Ecuacion 10
6XTy,
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p1 = Is_ Ecuacion 11
CoXP2

Por altimo, con la obtencién del parametro flujo, se puede predecir cuales serian las
concentraciones plasmaticas en estado estacionario tras la aplicacion de un dispositivo

de administracion transdérmico o transmucosa.

P Ecuacion 12

Donde Cg es la concentracion plasmatica en estado estacionario; SAT es el area de

aplicacion del dispositivo y Clj es el aclaramiento plasmatico del farmaco.

La técnica mas utilizada para evaluar in vitro la permeacion transdérmica de un farmaco
a través de la piel es el método de las células de difusion. Las células de difusién
estatica mas utilizadas hoy en dia son las células de difusion vertical de Franz. Estas
constan de un compartimento donador (donde se deposita la forma farmacéutica a
ensayar) y un compartimento receptor (que simularia el tejido subyacente vascularizado,
el farmaco en este compartimento seria el susceptible de distribuirse sistémicamente),
separados por una membrana. La membrana mas adecuada para la realizacion de estos
estudios es la piel humana, aunque en ausencia de esta se puede utilizar piel de cerdo,
que presenta propiedades histologicas, bioquimicas y un perfil de permeabilidad similar

a la humana.

Dos son los puntos criticos para la evaluacion de la permeacion transdérmica y
transmucosa mediante estas técnicas. Por un lado, el mantenimiento de las propiedades
de barrera de la piel y mucosa. En caso de la piel, como ya se ha comentado
anteriormente, es el estrato corneo y en el caso de la mucosa el mantenimiento de la
viabilidad epitelial, asi como los lipidos intercelulares. EI mantenimiento de esta
integridad del tejido puede evaluarse in Vitro mediante la medicion de la perdida de
agua transepitelial (TEWL). El otro punto critico es el mantenimiento de las
condiciones sink a lo largo del experimento (el volumen del medio receptor debe ser por

lo menos 3 veces mayor al necesario para formar una solucion saturada de farmaco). De



Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

esta manera se asegura que la permeacion del farmaco no se ve limitada por la

solubilidad del mismo en el medio receptor.

1.9.3. Cuantificacion del farmaco en la piel

Determinar la cantidad de farmaco retenido en la piel nos dard una idea acerca de la

eficacia de un tratamiento local. Existen diversos métodos que nos permite determinarlo

a. Extraccién por disolvente (Touitou y Abed, 1985): consisten en la
maceracion de la piel en un determinado disolvente, que es analizado
posteriormente. Este es un método rapido y sencillo que se puede utilizar
practicamente con cualquier principio activo. El inconveniente que
representa esta técnica en que no da informacién acerca del farmaco
retenido en cada capa de la piel, sino que da una informacion de la piel

completa.

b. Cuantificacion mediante cortes horizontales. Cosiste en cortar la piel en
laminas paralelas de espesor variable mediante un criomicrotomo. El
farmaco retenido en cada lamina es extraido con un disolvente y se

cuantifica mediante una técnica analitica (Jadoul y cols.1995).

c. Tape strippping. Consisten en aplicar tiras adhesivas en el estrato corneo.
Se determina la cantidad de farmaco extraido con cada tira (Kammerau y
cols.1975).

d. Autorradiografia. Se realiza con el farmaco marcado radiactivamente.
Mediante sistemas informaticos se puede cuantificar el farmaco en cada
estrato de la piel, asi como en los foliculos pilosos, glandulas sebaceas y
sudoriparas (Touitou y cols.1994).
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e. Espectroscopia. Como la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier con reflectancia total atenuada (Mak, 1990). Estas técnicas son

rapidas pero requieren de instrumentacion muy costosa.
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2.AIMS

97



98

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel



Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

The main objective of this Doctoral Thesis is the development and biopharmaceutical
evaluation of formulations containing Ketorolac tromethamine as anti-inflammatory

agent for dermal and mucosal application.

To achieve this goal, the research work has been divided into several stages, which are

specified below:

e To develop suitable formulations of Ketorolac tromethamine for topical and
dermal use.

e To characterize the elaborated formulations in terms of physical-chemistry.

e To study the kinetic profile of the drug from the formulations by in vitro release
studies.

e To assess the permeation of the drug across different biological membranes by
ex vivo permeation tests.

e To study the dermal tolerance of the developed formulations.

e To evaluate the anti-inflammatory efficacy in vivo of the dermal formulations.

e To evaluate the influence of the formulations on the experimental cutaneous

parameters of the skin after a dermal application.
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3.MATERIALES Y METODOS
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En esta seccion se explican brevemente los estudios llevados a cabo para la realizacion

de la tesis, asi como el material utilizado para llevar a cabo dicha metodologia.

A continuacion, se enumera el material (farmaco, reactivos y equipos) utilizado para la

realizacion del trabajo.

3.1. MATERIALES
Farmaco:

» Ketorolaco Trometamina (Sigma-Aldrich)
Reactivos:

« AguaMiliQ

» Acetato de etilo (Merck)

» Acetato de uranilo 1%.

+ Acetona (Merck)

+ Carbopol 940 (Fagron.)

« Di-hidrogeno fosfato sddico (Sigma-Aldrich)

« Hidroxido sodico (Panreac)

+ Lauril Sulfato Sédico (Panreac)

* Metanol de calidad HPLC (Merck)

* PBS 7.6 (Sigma)

« PLGA: Acido poli-lactico-co-glicdlico (Resomer® RG 503H, Alcon)
*  Pluronic F-127 (Fagron)

* PVA: Poli-Vinil Alcohol 87-90% (Sigma-Aldrich)

+ Tincidén hematoxilina-eosina

« Trientanolamina (Sigma-Aldrich.)

* 12-O-detradecanoylphorbol-13-acetato TPA (Sigma-Aldrich)
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Material bioldgico:

» Piel porcina (Raza Landrace Large White)

» Piel humana (Barcelona SCIAS Hospital)

» Mucosa bucal y sublingual porcina (Raza Landrace Large White)
» Ratones (Swiss CD-1)

* Huevos de gallina embrionados

Equipos y material co-adyuvante:

« Agitador y nucleos magnéticos
* Analizador 6ptico Turbiscan T-Lab® Expert (Formulaction)
» Balanza analitica: Mettler Toledo AT261 Delta Range
+ Bafio de ultrasonidos: Selecta Ultrasons 514
» Campana de gases: Toxicap 1200
+ Celulas de difusion vertical de Franz
» Centrifuga (Sigma 301K, Espafia Eppendorff)
+ Consola de agitacion grande y bafio termostatizado (Crown Glass Company,
Sommerville, NJ)
» Cromatografo Hitachi-Merck HPLC con detector UV-Vis L-4250
+ Columna C18 (LiChrocart 250-4/LiChrosorb RP-18, 5 pm
+ Cutometro® MPA 580
o Sondas:

e Temperatura, (Skin thermometer ST 500)

e TEWL (Tewameter® TM300)

e Corneometre (Corneometer® CM825)
» Dermatomo con acumulador Aesculap mod. GA 630
« Dispositivos de filtracién Ultracel YM-100 (Amicon®, de Millipore)
» Equipo de Calorimetria diferencial de barrido Mettler TA 4000 equipado con

celula DSC 25. Microbalanza Mettler M3.

» Espectrofotometro de correlacion fotonica, zetasizer, modelo nano zs (Malvern

Instruments Ltd. GB. Constituido por unidad oéptica del espectrofotometro
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equipado con un laser de He-Ne (A de 633nm). Rango de tamafio de particula de
0,6 nm a 6pm.

Filtros de celulosa Watmann n°11 y filtros de centrifuga Lida (PM=100.000
KDa),

Material de laboratorio de vidrio.

Membrana de dialisis (Teknokroma; PM: 12-14000 Dalton)

Membrana filtracion de Nylon 0,45 pm (Sigma Aldrich)

Micropipetas automaticas.

Microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL J-7100F

Microscopio electronico de transmision (TEM) JEOL 1010

Osmometro Model 3320 (Advanced Instruments, INC)

Parafilm®

Parafina

pHmetro: micropH 2001. Crison

Redmetro RheoStress 1. (Thermo Fisher Scientific) con sistema de placas
Paralelo

Rotavapor R-210. Buchi.

Sistema de agua desmineralizada Sation Aqualab

Sonda de Ultrasonidos der alta intensidad 13 mm (Sonics Vibracell)

Z-sizer nano ZS. Malvern Instruments

105



106

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

3.2. METODOS

3.2.1. Elaboracién de formulaciones de Ketorolaco de Trometamina

Se han desarrollado 3 hidrogeles al 2% de KT. Los polimeros utilizados fueron
Carbopol® 940, Pluronic® F-127 y Carboximetilcelulosa (CMC). Los hidrogeles se
prepararon por dispersion del polimero en una solucion de KT al 2%.

Preparacion de hidrogeles

Para uso dérmico

Preparacion gel de Carbopol 2%:

Se pesaron 2 g de Carbopol 940 y se dispersaron en 100 ml de una solucion de KT al
2%. El gel se dejo reposar e hinchar durante 24 horas a temperatura ambiente, periodo

tras el cual y se ajusto el pH a 5,5 con Trietanolamina.

Preparacion gel de Pluronic F-127 18%:

Se pesaron 18 g de Pluronic F-127 y se dispersaron 100 ml de una solucién de KT al
2%. Como en el caso anterior, se utilizd un agitador magnético para favorecer la
disolucién. Se mantuvo bajo agitacion y en condiciones de refrigeracion (4°C) durante
24 horas.

Para la mucosa bucal

Preparacion del mucoadhesivo de Carbopol 2%

Se hizo el mismo procedimiento realizado para el hidrogel de carbopol de uso déermico,

descrito anteriormente.
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Preparacion del mucoadhesivo de Carboximetilcelulosa 4%

Se peso la cantidad necesaria de Carboximetilcelulosa sédica (CMCNa) y Glicerina, 4
gramos y 5 gramos respectivamente y se mezclaron hasta formar una pasta.
Paralelamente, se calentaron 100 mL de agua a 50°C donde se disolvieron 2 gramos de
Ketorolaco Trometamina, previamente pesados. Seguidamente dicha solucién se afiadid
a la pasta antes formada de CMCNa y glicerina y se homogeniz6 todo debidamente.

Finalmente, se dejo reposar 24 horas a temperatura ambiente.

Peparacion de nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas se prepararon por el método de la doble emulsién-desplazamiento de
solvente, que consiste en la preparacion de una emulsién w/o en una primera fase por
adicion del farmaco hidrofilico a un polimero organico; esta emulsién w/o se afiade
auna segunda fase acuosa para formar la doble emulsién w/o/w. Al evaporar el
disolvente organico se obtienen las nanoparticulas. Las NPs se optimizaron en base a un

disefio factorial central compuesto.

a) Preparacion de la fase organico:

Entre 90-110mg de PLGA fueron disueltos en 1ml de acetato de etilo en un bafio de
ultrasonidos durante 10 minutos, hasta la completa disolucion.

b) Preparacion de la fase acuosa:

Consistid en dos etapas, en la primera 20-80mg de KT se disolvieron en 0.25 ml de agua
Mili Q a pH 2,5-7,5. En la segunda etapa, 40mg de PVA fueron disueltos en 2ml de
agua al pH de trabajo (PVA al 2%).

A continuacion se procedié a sonicar las dos disoluciones durante 5 minutos.
Finalmente se disolvio 15mg de PVVA en 5ml de agua al pH de trabajo (PVA al 0,3%).
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c) Preparacion de las nanoparticulas:

Se adiciond cuidadosamente la disolucion 1* en la fase orgéanica con la ayuda de una
pipeta Pasteur. Seguidamente, la disolucion anterior fue sonciada durante 2 ciclos de 10

segundos (20 segundos en total) a 50 watts en un bafio de hielo.

Formacion de la emulsién agua/aceite (w/0):

i. Tiempo: Oh:00m:10s
I. Temperatura: 25°C
iii. Pulsos: 10s on, 10s off

iv. Amplitud del 30%

A continuacion, se fue adicionando la disolucién de PVA al 2% gota a gota con la
ayuda de una pipeta Pasteur, a la emulsién obtenida w/o. Se sonicé durante 1,30 min a

50 Watts en un bafio de hielo realizando ciclos de 10s a una amplitud del 30%.

Formacién de la emulsién agua/aceite/aqua (w/o/w):

v. Tiempo: O0h:01m:30s
vi. Temperatura: 25°C
vii. Pulsos: 10s on, 10s off
viii. Amplitud: 30%

La solucion de PVA al 0,3% fue adicionada gota a gota con la ayuda de una pipeta
Pasteur a la emulsion w/o/w. (El PVA al 0,3% actué como estabilizador)

Una vez completada la preparacion de les nanoparticulas se procedié a eliminar el

disolvente organico con la ayuda de un rotavapor con las siguientes condiciones:

e Temperatura: 35 °C
e Rotacion: media

e Vacio: 72 cm Hg
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3.2.2. Disefio factorial

Se llevo a cabo el disefio factorial cambiando las concentraciones de KT, las cantidades
de PLGA y variando el pH del agua. Las cantidades de tensioactivo se mantuvieron

constantes en todas las formulaciones.

Las variables independientes de este disefio experimental fueron: concentracion de
farmaco (X1), cantidad de polimero (X2), el pH del agua (X3), sobre el tamafio medio
de particula, indice de polidispersidad (Pdl) y eficiencia de encapsulacion (EE) de las
NP-KT. El disefio factorial proporciond los valores de nivel superior (+1) e inferior (-1)
para cada variable evaluada (X1-X3). Un total de 16 experimentos fueron realizados
con 6 puntos axiales y 1 punto central replicado.

Las respuestas experimentales estudiadas fueron los resultados de La influencia

Individual y las interacciones de las 3 variables independientes.

Para realizar el anlisis estadistico de datos se utilizo el software del programa centurién
Statgraphics y se analiz6 el andlisis de varianza (ANOVA), capaz de determinar la

importancia de los factores e interacciones entre ellos.

3.3. CARACTERIZACION DE LAS FORMULACIONES
3.3.1. Caracterizacion de los hidrogeles dérmicos

Se determinaron las siguientes caracteristicas fisicoquimicas de los hidrogeles: aspecto

visual, pH, comportamiento reolégico y estabilidad dptica mediante Turbiscan.

Se observaron las caracteristicas macroscopicas, es decir, se observaron el color, la
textura y la ausencia de particulas visibles en ambos geles. Por otro lado, el pH fue

medido mediante el pHmetro previamente calibrado. Se realizaron tres medidas de cada
gel.
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Reologia

Otra de las caracterizaciones realizadas, es la reologia. Mediante la cual, se mide las
propiedades de flujo de los geles. Utilizando el redmetro, se somete el material que se
quiere estudiar a diferentes tipos de deformaciones controladas y se miden los
esfuerzos. Una de las propiedades reoldgicas més importantes es la viscosidad.

En la figura 26 se puede observar como se clasifican los fluidos segun su

comportamiento en funcién de la fuerza de cizalla utilizada.

[Fléstice Bingham|
Flasiica real

Pendients “F'

[Fluide pseudoplasticg

Fludo newtonians
Fluido dilatante

o

Figura 26. Clasificacion de los fluidos.

Para determinar la reologia de los geles se puso una pequefia muestra de cada uno en el
Reometro (RheoStress 1, Thermo Fisher Scientific) el cual mediante un sistema de
placas paralelas y un sistema informatico permite calcular las caracteristicas reologicas

de las formulaciones.
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Los datos procedentes de las curvas de flujo de ambos geles se ajustaron a diferentes
modelos matematicos para caracterizar sus propiedades de flujo y describir los datos

experimentales.

Newton: T=n'y Ecuacion 13

Siendo: (T= esfuerzo de cizalla, n= viscosidad dinamica, y= velocidad de deformacion)

Ostwald de Waele: Ecuacién 14

Siendo: (n= viscosidad aparente, K = es el coeficiente de consistencia, y = Velocidad de

deformacion, N = indice de comportamiento de flujo).

n — TU

Ky

Herschel-Bulkley: Ecuacion 15

Siendo: (n= viscosidad aparente, To = Umbral de de fluencia o esfuerzo de cizalla
cuando la velocidad de deformacion tiende a cero, y = Velocidad de deformacion, K =

es el coeficiente de consistencia y N = indice de comportamiento de flujo).

Cross- Wiliamson:

(n9—1=)
=1+ 7wy
(HGT;) ) Ecuacion 16
Siendo: (n= viscosidad aparente, N0 y noo= son valores asintoticos de viscosidad a muy

baja y a muy alta velocidad de cizalla, y = Velocidad de deformacién, yb= velocidad de
deformacion en un punto b, N = indice de comportamiento de flujo.
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n— 1p+T0
Bingham: y Ecuacion 17

Siendo: (n= viscosidad aparente, np= Viscosidad plastica, To = Umbral de fluencia o
esfuerzo de cizalla cuando la velocidad de deformacion tiende a cero, y = Velocidad de

Deformacion) (Ibarrola et al., 2007).

Swelling

Los HG tienen la capacidad de captar agua y hincharse incrementando la viscosidad.
Con la determinacion del swelling se evalUa esta propiedad de los geles.

El swelling ratio se evalud segun el método de Yin L 2007, Sarker A, 2014, 2017 NS de
Malik, Garcia Astrain C 2016). Brevemente, los HG secos (desecados en estufa a 40°C
hasta peso constante) se incubaron en PBS pH 5.5 a 32 °C durante 24 horas para C940-
HG y 30 minutos para P407-HG. En tiempos predeterminados, las muestras fueron
quitadas y se pesaron (Wt) después de secar el agua superficial. La captacion de PBS se

realizd por triplicado. Y el swelling ratio se calculé con base en:

— Ws—Wq)
Wa

Ecuacion 18

Q

Donde Ws es el peso del HG hinchado a los diferentes tiempos y Wd es el peso del HG

Seco.

Perfil de degradacion

Puesto que los polimeros utilizados en la preparacion de los HG son biodegradables y

biocompatibles, por lo tanto, tienen un tiempo de residencia limitado en los fluidos
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fisiologicos. Estudiando el perfil de degradacion se evalla la constante de degradacion
del vehiculo.

El perfil de degradacion se evalué sumergiendo una cantidad pesada de los HG frescos
(Carbopol = 440 + 2 mg y Pluronic 321.74 + 2 mg) en PBS pH 5.5 durante 24 horas
para C940-HG y 19 minutos para P407-HG. Las muestras se pesaron en intervalos de
tiempo después de retirar el exceso de agua en superficie. Se realizaron tres repeticiones
(n = 3). La pérdida de peso de los HG se calcul6 segun la ecuacion:

Wi-Wp)

pérdida de peso (%) = —n 100 Ecuacion 19

Donde Wt es el peso de la HG en los diferentes puntos temporales y Wi es el peso de la
HG seco.

Porosidad

La liberacion del principio activo viene modulada por el tamafio del poro resultante del
HG ya que esto determina la difusion del farmaco a través del polimero y esta por tanto,

relacionada con la cinética de liberacion.

Para estudiar la porosidad se incub6 una cantidad pesada de HG secos geles secos en
Etanol Absoluto durante 4h; tiempo en el cual se volvio a pesar. La porosidad se
determiné aplicando la férmula se detalla mas abajo. La porosidad se calcula por el
método de sustitucion de disolventes, que consiste en sumergir el HG seco en etanol
absoluto durante 4h para C940-HG y a 2 minutos de P407-HG. La porosidad se calcula
segun la ecuacion: (Yin L, 2007):

Porosidad = Mz —M) | 100 Ecuacion 20
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Donde M; es la masa de la HG seco al ser sumergida en etanol, M, representa la masa
de mercurio después de inmersion en etanol, p y V la densidad de etanol absoluto y el

volumen de hidrogel, respectivamente.

Estudio morfoldgico

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es una técnica de microscopia electronica
capaz de producir imagenes de alta resolucion de la superficie de una muestra utilizando
las interacciones electron-materia. Utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz

para formar una imagen.

La preparacion de las muestras es relativamente facil ya que la mayoria de los SEM solo
requieren que estas sean conductoras. La muestra generalmente se recubre con una capa
de carbono o una capa delgada de un metal, como el oro, para darle caracter conductor.
Posteriormente, se barre la superficie con electrones acelerados que viajan a través del
cafion. Un detector formado por lentes basadas en electroimanes, mide la cantidad e
intensidad de los electrones que devuelve la muestra, siendo capaz de mostrar figuras en

tres dimensiones mediante imagen digital.

La estructura de ambos hidrogeles fue examinada por microscopia electronica de
barrido (SEM). Los hidrogeles secos se cubrieron con una fina capa de carbon (Emitech
K950X). Los experimentos se llevaron a cabo por un JEOL J-7100F. Para obtener
imagenes de SEM mediante un detector de electrones secundarios (Everhart-Thornley)

se aplico un voltaje de aceleracion de 10KV.


https://es.wikipedia.org/wiki/Microscop%C3%ADa_electr%C3%B3nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Electrones
https://es.wikipedia.org/wiki/Luz
https://es.wikipedia.org/wiki/Conductor_el%C3%A9ctrico
https://es.wikipedia.org/wiki/Metal
https://es.wikipedia.org/wiki/Oro
https://es.wikipedia.org/wiki/Electroim%C3%A1n
https://es.wikipedia.org/wiki/Imagen_digital

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

Estabilidad dptica a corto plazo

Para evaluar la estabilidad fisica de los hidrogeles, se realizé la estabilidad Optica a
corto plazo por medios Turbiscan T-Lab® Expert (Formulaction, Francia). Esta técnica
utiliza varias mediciones de la dispersion de la luz para detectar fendmenos de
desestabilizacion. El sensor 6ptico compone de una fuente de luz infrarroja pulsada (y =
880 nm) y dos sensores Opticos sincronicos: uno de retrodispersion y otro para
transmision. El detector de transmision recibe la luz cruzando el producto (135 ° de la
radiacion incidente), mientras que el detector de retrodispersion recibe la luz dispersada
hacia atrds por el producto. Las medidas se centran en diferencias en la fraccion de
volumen de la particula (migracion) o tamafio medio, por lo tanto conduce a cambios en
sefiales de transmision y de retrodispersion (Celia et al., 2009, Lemarchand et al., 2003,
Gonzalez-Mira et al., 2010).

Los HG fueron almacenados bajo condiciones de estrés (60 °C) durante una semana.
Las mediciones se llevaron a cabo con las muestras recién preparadas y una semana

después de la preparacion. Las determinaciones se realizaron a 25 °C.

3.3.2. Caracterizacion de las NPs

Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs tales como el tamafio de
particula, el indice de polidispersidad, la eficacia de encapsulacion por cromatografia
liqguida de alta eficacia (HPLC), microscopia electronica de transmision (TEM),

calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la estabilidad mediante el Turbiscan®.

La caracterizacion de Nanoparticulas se llevo a cabo mediante el equipo Z-sizer que se
basa en la técnica de Dynamic Light Scattering (DLS). Se trata de un método no
invasivo y bien establecido para la determinacién del tamafio de particulas y su

distribucion en el rango submicrométrico.

Para preparar la muestra para el Z-sizer, se hizo una dilucion 1/20 de la emulsion

obtenida mediante el rotavapor.

115



116

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

Para la caracterizacion de las NP s se procedié a utilizar el Z-Sizer y se realiz6 una
dilucion de la muestra 1/20 (1900l agua Milli Q + 100ul de muestra) para poder medir,

posteriormente, los siguientes parametros:

« Tamafio de particula
+ Indice de polidispersio (PDI)
« Eficiencia de encapsulacién

+ pH final de la formulacion

Se realizaron diferentes replicados de la misma muestra, se midieron los parametros de
cada replicado por separado y posteriormente se juntaron y se volvieron a medir los

pardmetros

La dispersion de luz dindmica (DLS), a veces conocido como dispersion de luz casi
elastica (QELS), es una técnica no invasiva, bien establecida para medir el tamafio y la
distribucion del tamafio de las moléculas y las particulas tipicamente en la region

submicronica , y con la ultima tecnologia inferior a 1 nm.

Las aplicaciones tipicas de dispersion de luz dindmica son la caracterizacion de
particulas, emulsiones o moléculas, que han sido dispersos o disueltos en un liquido. El
movimiento browniano de las particulas 0 moléculas en suspension hace que la luz laser
se disperse en diferentes intensidades. Del andlisis de estas fluctuaciones de intensidad
se obtiene la velocidad del movimiento browniano y, por tanto, el tamafio de particula

utilizando la relacion de Stokes-Einstein (ecuacion 21).
Kpg XT

= — Ecuacion 21
6T XN XT

Donde:

KB (constant de Boltzmann) = 1,3806504x10-23 J/K
T (Temperatura absoluta del fluido)
n (viscosidad del fluido)

R (radio circular de la particula)
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Caracterizacion fisicoquimica

La determinacion de la morfometria (diametro promedio de particula y polidispersion)
se ha realizado por espectroscopia de correlacion fotdnica, mediante la técnica de
dispersion dindmica de la luz (McConnell, 1981) que permite efectuar las
determinaciones con un amplio margen de tamafos (0,6 nm-4 um), en un tiempo de
analisis. Esta técnica espectroscopica se basa en la medida de las variaciones de la
intensidad de la luz dispersada, debidas al movimiento browniano de las particulas de la
muestra. Estas fluctuaciones no son constantes, de forma que la cantidad de luz
dispersada por la solucion oscila con el tiempo. La informacion que se obtiene mediante
la luz dispersada, se puede relacionar con el coeficiente de difusion que, a su vez,
permite obtener informacién del tamafio y forma de las particulas. Una de las maneras
de analizar con precision las fluctuaciones de la intensidad es operar con la llamada

funcién de autocorrelacion F(y) (Chu 1970; Brown y cols. 1975).

El tamafio medio (Z-ave) y el indice de polidispersidad (Pdl) con un Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido) con un angulo de 90° en células de 10
mm de diametro a 25°C. Los valores se obtuvieron a partir del promedio de tres
mediciones de tres lotes diferentes de cada formulacion. Antes de la medicion, todas las
muestras se diluyeron con agua ultrapurificada (1/20) para representar una intensidad de
dispersion adecuada.

Pdl es la medida de la distribucion del tamafio de particula que va de 0 a 1, valores
bajos (<0,200) indica un sistema mono-disperso y valores por encima de 0.200 indican

un sistema poli-disperso.

Estudios morfolégicos

Para la determinacion de la morfologia y la morfometria (didmetro promedio y
polidispersion) de las formulaciones de nanoparticulas de Ketorolaco desarrolladas se
utilizaron dos técnicas diferentes: espectroscopia de correlacion fotdnica y microscopia

electrénica de transmision.
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La morfologia de las nanoparticulas y el grado de homogeneidad de la muestra se puso
de manifiesto, mediante microscopia electrénica de transmision. Para ello, las
suspensiones de nanoparticulas, colocadas en una rejilla metalica que actia como
soporte, se sometieron a una tincion negativa con acetato de Uranilo al 1% durante 60
segundos. Transcurrido ese tiempo se elimind el exceso de colorante, se secé a
temperatura ambiente y se observaron al microscopio electronico de transmision (Golug
y cols. 1990).

El examen morfoldgico de las NPs se realizd utilizando un microscopio electronico de
transmision (TEM) JEOL 1010 instrumento (Akishima, Japon) utilizando 40.000 a
60.000 x ampliacion.

Eficacia de encapsulaciéon (EE%):

La eficiencia de encapsulacion se realizé por el método indirecto, que consiste con un
analisis por HPLC del contenido del farmaco filtrado por centrifugacion a 14000 rpm
durante 15 minutos (centrifugadora Sigma 301K, Espafia Eppendorff) usando un filtro
centrifugo Ultracel YM-100 (Amicon Millipore Corporation, Bedford, MA). En este
caso se cuantificd el farmaco libre. Por diferencia de la concentracion inicial se estimo
el farmaco incorporado a las NPs, siguiendo la formula siguiente:

C total—C Farmaco libre

EE (%) = %X 100 Ecuacion 22

C total

Analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El andlisis de DSC se llevd a cabo en la formulacion de NPs de KT optimizadas, en las
NPs blancas (sin farmaco asociado) y en los componentes de las NPs, el polimero
(PLGA) y el farmaco (KT).
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El andlisis se realizo utilizando dispositivo DSC30 (Mettler-Toledo, Barcelona,
Espafia). Se pesaron en una microbalanza (2.26-2.90 mg de componentes puros y 9.44-
13.39 mg de NPs) directamente en una capsula de aluminio perforada y se escanearon
entre de 30°C a 200°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min, bajo una
atmosfera de nitrégeno (50 mL / min). Los datos se evaluaron a partir de las areas de los
picos utilizando el software STARe SW 8.10.

La temperatura del equipo se calibr6 con una muestra pura de material de referencia
(Indio) (Gamisans y cols. 1999b).

Prediccion de estabilidad a corto plazo

El andlisis de la estabilidad fisica de los sistemas coloidales desarrollados se llevo a
cabo mediante un analizador 6ptico (Turbiscan®Lab, modelo expert) de Formulaction,
basado en el andlisis de la dispersion multiple de la luz por soluciones concentradas de
dichos sistemas.

La muestra a analizar esta contenida en una célula cilindrica de vidrio que se coloca en
posicién vertical. El cabezal de deteccion esta constituido por una fuente de radiacion
pulsada del IR proximo (A=850 nm) y dos detectores sincronizados de luz transmitida y
dispersada. El detector de transmision recibe la luz que atraviesa la muestra (en un
angulo de 0° respecto a la radiacién incidente), mientras que el detector de dispersion la
recibe dispersada por la muestra a 135° respecto a la radiacion incidente. El cabezal de
deteccidon escanea la totalidad de la célula de la muestra (50 mm de longitud),
adquiriendo datos de transmision y dispersion cada 40 um (1625 adquisiciones de
transmision y dispersion en cada barrido). El perfil obtenido, en las curvas de porcentaje
de luz transmitida (T) o dispersada (BS) en funcion de la altura de la célula, permite
caracterizar la homogeneidad de la muestra y determinar por tanto, fenémenos de
desestabilizacion. EI método se basa en la variacion de la fraccion de volumen de la
gota (migracion) o el diametro (coalescencia) que da como resultado una variacion de la

luz dispersada o transmitida (Lemarchand y cols, 2003).
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Las lecturas se realizaron cada hora durante 24 horas con el fin de verificar si se

producian cambios potenciales.

3.4. METODO ANALITICO

3.4.1. Condiciones cromatogréficas

La cantidad de KT en las muestras se determiné por un método validado de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). De acuerdo con las directrices ICH Q2
(R1) de validacion en términos de linealidad, precision y exactitud (ICH Q2(R1), 2005).
El sistema de HPLC consistidé en Equipo de HPLC de Hitachi-Merck con un detector
variable L-4250 UVVis (A = 314 nm), y una columna C18 (LiChrocart 250-4 /
LiChrosorb RP-18, 5 um) con un caudal de 1 ml/min en condiciones isocraticas. El
volumen de inyeccion fue de 20 pl. Las condiciones de elucién para la deteccion de KT
fueron dihidrogenofosfato sédico (PH 2,9) (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.) / metanol
(Merck, Darmstadt, Alemania) (450/550, v/v).

3.4.2. Contenido de KT en las formulaciones

El contenido de KT en los HG se tratd de la siguiente manera: un volumen de 10 ul de
cada formulacion se disolvié en 10 ml de agua: metanol (1: 1) bajo agitacion durante 15
minutos en un bafio ultrasénico Elma Transsonic Digital S T490 DH (Elma, Singen,
Alemania). Las soluciones se filtraron a través de una solucion de 0,45 um Cameo®
membrana de nylon de filtro de jeringa (Sigma Aldrich, Barcelona, Espafia) y se

analizaron por HPLC.

De forma adicional se evalud la uniformidad de contenido del KT dentro de los HG para
ello, se analizd la parte superior, media e inferior del recipiente que contenian las

formulaciones.
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Las formulaciones se almacenaron durante 3 meses a temperatura ambiente (25 + 2 ° C)

parta evaluar su estabilidad.

3.5. ESTUDIO DE LIBERACION IN VITRO

Se realizaron estudios de cesion in vitro de las formulaciones se realiz6 mediante celdas
de difusion de Franz (figura 27), utilizando una membrana artificial seleccionada en
base a un estudio previo para determinar aquella que ofrece menor resistencia a la
difusion del farmaco. EI medio receptor fue una solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS) pH 7.4, mantenido en agitacion constante (600 rpm) y cumpliendo condiciones
sink. Finalmente, se estudio la cinética de liberacion aplicando modelos cinéticos de
ajustado a los datos experimentales y se determinaron las ecuaciones cinéticas que se

describen posteriormente.

Las celdas de Franz representan uno de los principales métodos utilizados para evaluar
la penetracion transepitelial y la liberacion de farmacos. Constituyen un sistema
compuesto por dos cdmaras, separadas por una membrana de origen animal, humana o
sintética que permite evaluar la difusion de moléculas bioldégicamente activas de una
camara a otra (figura 28). En el compartimento superior se adiciona una solucion o
dispersion que contiene el compuesto activo y en el inferior se toman las muestras

correspondientes, que posteriormente son cuantificadas mediante técnicas analiticas.

Hay diferentes parametros que influyen en la difusion del compuesto como:

» Temperatura
* Velocidad de agitacion
» Tipo y naturaleza de la membrana

* Medio del compartimento receptor

El ensayo de liberacion se realizé usando células de difusion de tipo Franz de vidrio
ambar (FDC 400, Crown Glass, Somerville, NY, EE.UU.) con un éarea de difusion

activa de 2.54cmz.
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Figura 27. Agitador y Celdas de difusion de Franz verticales

El medio receptor utilizado fue PBS a pH 7,4. Se configurd el bafio termostato de modo
que la temperatura en medio receptor fuera de 32 £ 1 °C. Se llen6 el compartimento
receptor con el medio anteriormente preparado y se colocaron los nlcleos magnéticos

en cada célula para asegurar una correcta homogeneizacion.

Se coloc6 la membrana de dialisis (que estuvo durante 24 horas en un recipiente con
metanol: agua (50:50) para hidratarla y desengrasarla) entre dos arandelas o holders, de

manera que quedd totalmente lisa y tersa.

Las arandelas, se colocaron en la parte superior de la célula de Franz y se sell6 con
Parafilm® dejando la parte central libre, donde se colocara la formulacion. Finalmente,

para asegurar que no se movieran los holders, se aseguraron con pinzas.

A continuacion, se termin6 de llenar el compartimento receptor a través de la tubuladura
lateral, hasta el volumen maximo, de manera que la solucion receptora esté siempre en
contacto con la cara inferior de la membrana. Finalmente, se eliminaron las burbujas del

compartimento receptor mediante jeringas y agujas intratecales.
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FRANZ DIFFUSION CELL

Donor
Compound
SR

Donor
Chamber

Heatet/ e Sampling

Figura 28. Imagen de la celda de Franz (izquierda) y esquema de los componentes de una celda
de Franz (derecha).

El ensayo comenz6 cuando se afiadio la formulacion en el compartimento dador, encima

de la membrana de dialisis. A este paso se le denomina siembra.

Deben tenerse en cuenta las condiciones SINK en cuanto a la cantidad de farmaco que
se siembra, es decir, la concentracion de KT en el medio receptor, en caso de que se
liberara el 100%, debe ser inferior al 20% de la concentracion a saturacion del farmaco

en dicho medio.

Condiciones SINK = C < 0,2 Cs, siendo C = Concentracion de KT en el medio

receptor i Cs = Concentracion de saturacion del KT

Se sembraron las formulaciones; los geles (Carbopol, Pluronic y Carboximetilcelulosa)
los tres al 2% de KT y las NPs de KT al 0.5%. En cada caso, se hicieron cuatro
replicados. Una vez sembrados; tanto el compartimento dador como la tubuladura
lateral se sellaron con Parafilm® para evitar la evaporacion del medio receptor y de la

formulacion.

Se tomaron muestras a tiempos predefinidos. La toma de muestra consistio en retirar un
volumen de 300ul del compartimento receptor por la tubuladura lateral y fueron

analizados mediante HPLC. Ademas, para que el volumen del medio receptor se
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mantuviera constante, cada vez que se tomaba una muestra, se reponia el mismo

volumen con medio receptor, es decir, PBS sin farmaco.

Ajustados cinéticos

La concentracion de KT se determin6 por HPLC interpolando los valores de areas en la

curva de calibracion. Los valores se reportan como la media £ SD.

Las cantidades acumuladas de KT se calcularon utilizando la férmula:

cantidad liberada acumulada = At + Vs x Y (Ci + Ct™1) Ecuacién 23

Donde At representa la cantidad de KT en cada tiempo de muestreo, Vs es el volumen
de la muestra tomada, Ci es la concentracion inicial correspondiente a la primera

muestra y Ct-1 representa la concentracion anterior.

La cantidad de KT liberada se ajustd a las siguientes ecuaciones modelo (Abrego et al.,

2016)
Orden cero %Rt/%Ro = Ko X t Ecuacion 24
Primer orden %Rt /%R0 = (1 — ekxt) Ecuacion 25
Higuchi %Rt/%Ro = Kh x t1/? Ecuacion 26
Korsmeyer-Peppas %Rt/%Ro = K X t™ Ecuacion 27
Weibull %Rt/%Ro0 =1 — e—<t/td>ﬁ Ecuacion 28

Donde Rt es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo (t), Roo es la cantidad méxima

de farmaco liberada, k es la constante de velocidad de liberacion expresada en unidades
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de concentracion / tiempo, y n es el exponente de liberacion de difusion que se puede
usar para Caracterizar los diferentes mecanismos de liberacidn. Se ha establecido que n
< 0,43 (mecanismo de difusion de Fick), 0,43 <n <0,85 (transporte anomalo) y n > 0,85

(transporte de Super Case 11, es decir, cero, liberacion de ordenes) (Abrego et al., 2014)

El tratamiento de datos se realiz6 mediante los programas informaticos GraphPad
Prism versién 5.00, Excel y Winnonlin 5.3.

3.6. ESTUDIO DE PERMEACION EX VIVO
3.6.1. En piel

La piel de cerdo (raza Landrace Large White) se obtuvo de los servicios de la
instalacion de animales de Bellvitge y fue aprobada por el Comité de Etica de
Experimentacion Animal de la Universidad de Barcelona. Se utilizo tejido de piel de
espesor total para experimentos. Inicialmente se limpio la piel con agua del grifo y
luego se retiraron los pelos y el tejido graso subcutaneo con un bisturi.

La piel humana se obtuvo de la region abdominal de mujeres sanas (cirugia plastica,
Barcelona-SCIAS Hospital, Barcelona, Espafia). El protocolo experimental fue
aprobado por el Comité de Bioeética del Hospital Barcelona-SCIAS y los voluntarios
proporcionaron los formularios de consentimiento informado por escrito. Después
de ser congelados a -20 °C, los tejidos fueron dermatomizados (GA630, Aesculap,
Tuttlingen, Alemania) en 500 pm de espesor piezas. La integridad de la piel humana
se verifico midiendo la pérdida de agua transidermica (TEWL) utilizando un
medidor TEWL TM210 (Courage & Khazaka, Koln, Alemania). Se excluyeron las

piezas de piel humana que presentaban valores TEWL por encima de 10 g/m?-h.
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Estimacion de los parametros de permeacion: (cinética de absorcion):

El experimento se llevd a cabo tal como se disefid para el ensayo de liberacion, excepto
que se uso piel de oreja porcina de espesor Imm. EI SC de cerdo es similar en espesor a
la membrana humana, con propiedades de permeabilidad similares. La piel se limpio y
almacend a -25°C hasta su uso posterior. La congelaciéon no altera la estructura del SC
el cual es la barrera principal a la difusion del farmaco. El dia del estudio, la piel se
descongel6 a temperatura ambiente y se cortd en parches circulares. La piel se coloco de
manera que el SC se encontraba frente al compartimento donante y el lado dérmico
estaba en contacto directo con el medio receptor (Cordero et al., 1997; Vazquez-
Gonzélez et al., 2014). Se pesaron con precisién 300 mg de hidrogel de KT y se
colocaron en el compartimento donante en contacto con la piel. Se retiraron
periddicamente muestras de la fase receptora (alicuotas de 300 pl) a varios intervalos de
tiempo, es decir, 0h, 1 h,2h,3h,4h,5h,6h, 7h,8h, 20 h, 22 h, 24 h, a través del
puerto de muestreo y se analizo el contenido de farmaco por HPLC. Se realizaron cuatro

replicados (Escribano et al., 2003).

Se estimaron los siguientes pardmetros: cantidad de KT permeada a las 24h (Ap24h),
cantidad de KT retenida en la piel (Ag), tiempo de latencia (T.), el flujo (J), y los
parametros relacionados con la difusién y con el reparto (P1 y P2, respectivamente),

coeficiente de permeabilidad (Kp) y concentracion en estado estacionario (Css).

El T, se obtuvo extrapolando sobre el eje de abscisas la parte pseudo-estacionaria del
grafico de la cantidad acumulada que atraviesa la membrana con el tiempo (Sanchez-
Lopez et al., 2016).

La cantidad de farmaco retenido en la piel (Ag) fue extraida por metanol: agua (1:1 v/v)
(Abrego et al., 2016; Vazquez-Gonzalez et al., 2015). Brevemente, se retird la
formulacién que quedaba sobre la piel y se limpio la piel con una solucién de Lauril
Sulfato Sodico al 0,05% y se enjuag0d con agua destilada. Posteriormente, se extirpé el
area de difusion de la piel y se pesé y el contenido de KT se extrajo mediante un bafio
de agua ultrasonico durante 20 minutos y se analizé por HPLC. La Ag se expresa como

ug / g de piel / cm?.
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La Css se estimo utilizando la siguiente ecuacion:
Css = (Iss - SAT) / (Cly) Ecuacion 29

Dénde J (ug / h- cm?) es el flujo, SAT (cm?) es la superficie tedrica de aplicacion, Clp
(ml/min) es la depuracion plasmética humana de KT.

El coeficiente de permeabilidad (Kp) de KT a través de la membrana se estimé de

acuerdo con la férmula:
Kp=]ss/Co Ecuacién 30

Donde Jss (pg/em?/h) es el flujo en estado estacionario y Co (ug/mL) es la

concentracion de KT en el compartimento donador.

Distribucion del KT en las diferentes capas de la piel

En el caso de la piel humana, el estudio de la cantidad de farmaco retenido se hizo en
cada una de las capas de la piel con el objetivo de estimar la distribucién de KT en cada
una de las capas de la piel. Para ello, al finalizar la permeacidn se procedio a separar las

capas previamente a la extraccion.

Se colocaron discos de piel humana con un diametro interno de 2,5 cm sobre celdas de
difusion estatica termostatizadas (32 £ 1°C) (3 mL, 1,86 cm2 de area expuesta, Lara-
Spiral, Courtenon, Francia) para determinar la distribucion compartimental de KT
durante un tiempo de exposicion de 24 h. Se us6 PBS a pH 7,6 (Sigma, St Louis,
EE.UU.) en agua (calidad MilliQ) como fluido receptor. Se garantizo la solubilidad de
KT en el medio receptor y las condiciones de no saturacion (sink) a lo largo del ensayo
afiadiendo albumina de suero bovino al 1% (p/v), St Louis, MO, EE.UU.). Se afiadi
sulfato de gentamicina al 0,04% (p / v) (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.) para evitar la
contaminacion microbiana. Se aplicaron 10 ul a la piel, que corresponde a un disefio de

estudio en condiciones de dosis finitas. También se usaron células de control, se
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aplicaron 10 pl de HG en blanco (sin KT) a la superficie de la piel para evaluar

interferencias potenciales de la HG o capa de piel en el analisis de KT.

Después de 24 h de periodo de exposicion, los discos de piel se desensamblaron de las
células de Franz y el exceso de formulaciones de HG se retiré de la piel con el fin de
recuperar el exceso de KT. A continuacion, se recupero el fluido receptor y se realizaron
procedimientos de separacion sobre las capas corneas superficiales del SC con cinta
adhesiva (D-squame, Cuderm Co., Dallas, EE.UU.). Se realizaron doce tiras con el fin
de eliminar la mayor parte de la cantidad de sustancia contenida en el SC. La epidermis
se separ0 de la dermis después del tratamiento térmico (80°C durante 5-10 segundos).
Las diferentes muestras a analizar se extrajeron y/o se diluyeron en agua: metanol (1: 1,
v / v). Se afiadieron 10 ml del disolvente de extraccion a la muestra proveniente de la
superficie cutanea (S), se utilizaron 2 ml de disolvente de extraccion para el SC y
epidermis (E) y 1 ml para la extraccion de KT de la dermis (D). Las mezclas resultantes
se sonicaron durante 20 min y los sobrenadantes se analizaron por HPLC, obteniéndose

la cantidad de KT en % de la dosis aplicada.

3.6.2. En mucosa

En primer lugar se estudio la permeacién intrinseca del KT, para ello se realizd un
ensayo de permeacion con una solucion saturada de KT. De modo que se pudiera
estudiar la capacidad de permeacion del farmaco per se con méaxima actividad
termodinamica del farmaco sin influencia de la formulacion. La solucion saturada
consistio en disolver un exceso de farmaco en agua, se dejo 24 horas en agitacion y tras
este periodo de tiempo se centrifugé a 4000 r.p.m. durante 15 minutos, se filtro el
sobrenadante con un filtro de jeringa de 0.45 pum de tamafio de poro. Se realizaron las
diluciones pertinentes para que el area de los picos del analito mediante HPLC quedaran
dentro del rango de la recta de calibrado. Las condiciones cromatogréficas utilizadas
para la cuantificacion de KT son las descritas en el punto 3.4.1.
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Las membranas biologicas fueron la parte interna de la mejilla y la zona sublingual. Se
evaluaron las cantidades acumuladas de farmaco permeado a las 6 horas, y parametros
biofarmacéuticos tales como la Kp, Ty, Jss, y se calculd la prediccion de niveles

plasmaticos que se obtendrian por cada una de las vias si se administrara a humanos.

Para el ensayo de permeacion se usaron las celdas de Franz, donde las formulaciones se
permearon sobre mucosa oral y sublingual durante 6 horas.

Se us6 como medio receptor la solucion de Hanks (Hanks’ Balanced Salt Solution).

Para prepararla se utilizaron los reactivos descritos en la tabla 2.

Tabla 2. Reactivos necesarios para preparar solucion de Hanks

GRAMOS (G)
NaCl 7,425
COMPONENTES HEPES (sal sédica) 2,603
HEPES (&cido libre) 2,383
KCI 0,400
Na2HPO4 0,047
KH2PO4 0,060
CaCl2-2H20 0,175
Glucosa 1M 9,010
Agua destilada c.s.p. 1L

El acondicionamiento de las celdas se realizo del siguiente modo: se encendio el bafio
termostato, se configuro la temperatura de trabajo a 37 °C. Las celdas fueron rellenadas
con el medio receptor y se afiadié el nicleo de agitacion magnética para asegurar la
homogeneidad del medio receptor con el principio activo permeado.
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Las mucosas a permear se extrajeron de cerdas hembras y se dermatomizaron a un
grosor de 500 micrometros (Dermatome GA630, Aesculap, Alemania). Se obtuvieron
discos de mucosa oral y sublingual que fueron conservadas en solucion de Hanks hasta

su uso (menos de 24h desde la extraccion para garantizar su viabilidad).

Se montaron 3 réplicas para cada una de las mucosas y formulaciones, es decir 3
replicados de mucosa bucal y otros 3 replicados de mucosa sublingual para gel
Carbopol de KT al 2%. De la misma manera, 3 réplicas de mucosa bucal y otras 3 de

mucosa sublingual para gel Carboximetilcelulosa sédica de KT al 2%.

El ensayo de permeacion empezd al afiadir la formulacion en el compartimento dador,
este paso se conoce como siembra. Se tuvo en cuenta las condiciones SINK en cuanto a

la cantidad de farmaco que se sembro.

El medio receptor se utiliz6 como blanco para el analisis de HPLC para evaluar la

ausencia de interferencias con el analito.

Se sembraron aproximadamente 0.5 g de cada gel de KT al 2% en las respectivas
celdas. Se sellaron el compartimento dador y las tubuladuras laterales con parafilm para
prevenir cualquier evaporacion. Se recogieron muestras con la ayuda de una aguja
intratecal, 300 uL, por la tubuladura lateral a los tiempos: 15 minutos, 30 minutos, 1
hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas y 5 horas. Las muestras cogidas se pusieron en viales
para HPLC. Cada vez que se extraia una muestra se rellenaba el compartimento receptor
con el mismo volumen con el que se hizo cada extraccion de muestras, 300 pL. La

reposicion se hacia con solucion de Hank.

Al final del ensayo, se retiro la formulacion restante que no fue permeada lavando las
mucosas y reservandolas para una posterior extraccion. EI medio receptor se recogid
para determinar el volumen de cada celda y las muestras se conservaron en el

congelador hasta su andlisis por HPLC.

De la misma forma que en la permeacion con piel se determinaron los parametros de

permeacion J, Kp, Tlag, Css, P1y P2.
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3.6.3. Enojo

Permeacion ex vivo

La permeacion ex vivo se realizo en Celdas de difusion de Franz con una metodologia
anéloga a las permeaciones en piel y mucosa. En este caso, se usé la cdrnea y la esclera
procedentes de cerdo como membranas biologicas. Ambas se aislaron del globo ocular
mediante escalpelo y se montaron en las celdas de Franz usando una solucion de PBS
Ph 7.4 en el caso de la cornea, la cual se mantuvo a 32°C a lo largo de todo el ensayo.
Para la permeacion transescleral, se mont6 la esclera de la parte posterior del ojo en las
celdas de Franz, el medio receptor fue Hepes 0.1M y la temperatura de las membranas

se mantuvo a 37°C.

Se aplicaron las formulaciones Acular® y NPs, en el compartimiento dador, encima de
las cérneas y escleras. Se tomaron muestras del medio receptor a diferentes tiempos a lo
largo del estudio (6h).

Al final del ensayo se procesaron las cdrneas y escleras segun el apartado 3.6.4. para la

extraccién del KT dentro de las membranas oculares.

Permeacion in vivo

Se desarroll6 un estudio in vivo para estudiar la penetracion y difusion del KT hacia el
interior del globo ocular, en concreto, hacia el humor acuoso y el humor vitreo. Para
ello, se administraron los productos (Acular y NPs) en el ojo izquierdo de cerdos (3
cerdos para cada formulacion); en el ojo derecho se aplicé solucion fisiologica (NacCl) al

0.9% que sirvié como control negativo.

Este estudio representa una aplicacion real del producto, donde a diferencia del estudio
in vitro, se evalua el efecto del lagrimeo y del parpadeo en la absorcion de KT en el ojo
del animal, a partir de las formulaciones, observandose también la intervencion conjunta

de la capa cornea y esclerdtica, antes estudiadas por separado.
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Tras un periodo de tiempo de 8 horas, se sacrificaron a los animales y se determind la

cantidad de KT presente en el humor vitreo y en el humor acuoso mediante HPLC.

3.6.4. Cantidad retenida en las membranas biologicas

Al final del ensayo de permeacion, se valord la cantidad de farmaco que quedaba
retenido en la membrana biolégica mediante extraccion del farmaco por sonicacién en
bafio de ultrasonidos.

Para poder saber qué cantidad de principio activo quedo retenido en la mucosa y no

habia permeado por completo hasta el medio receptor se procedié a hacer una
extraccion.

Figura 29. Disco de piel dermatomizada al finalizar el ensayo de permeacion. El ciculo rojo

destaca el area de permeacion.

Primero se prepard una solucién para extraer el Ketorolaco, para ello nuestro principio
activo debe de ser completamente soluble en ella. La solucién para la extraccion fue
agua miliQ y metanol (50:50).
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Las membranas permeadas se recortaron por el rea de permeacion y se pesaron (figura
29). Se pusieron en un bafio de ultrasonidos durante 20 minutos con la solucion para la

extraccion. Se recogié el sobrenadante para ser analizado por HPLC.

3.7. TEST DE IRRITACION OCULAR IN VITRO — HET-CAM

Con el fin de poner de manifiesto la posible irritacion a nivel ocular de los
sistemas coloidales desarrollados, se llevaron a cabo ensayos de tolerancia ocular por
técnicas de analisis in vitro. Para el estudio de la tolerancia ocular in vitro se ha

utilizado un método alternativo a la experimentacion animal: el HET-CAM

El HET-CAM es un método alternativo a la experimentacion animal descrito por
Luepke (1985) para la evaluacion del potencial de irritacion ocular basado en la
observacién, por una persona entrenada, de los efectos irritantes (hemorragia,
vasoconstriccion y  coagulacion) que pueden aparecer durante los cinco primeros
minutos que siguen a la aplicacion de un producto sobre la membrana corioalantoidea
(CAM) de un huevo de gallina con un embrion de 10 dias, basado en el protocolo
INVITTOX N° 15 (1990) y en el J.Officiel de la République Francaise (1996). Esta
membrana esta muy vascularizada y tiene una estructura similar a la de otros tejidos
muy vascularizados como la conjuntiva, por lo que constituye un modelo ideal para el

ensayo de productos potencialmente irritantes a nivel ocular.

Procedimiento experimental

Se utilizan huevos fecundados de gallina incubados durante 10 dias, procedentes de la
Granja Bellavista (Llica d’Amunt, Barcelona). Estos huevos se mantienen al abrigo de
la luz y a una temperatura de 12 +1°C durante un minimo de 24 horas antes de
colocarlos en la incubadora con temperatura y humedad controladas (temperatura

optima: 37,8°C, humedad comprendida entre 50 y 60%), durante 10 dias.
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Figura 30. Proceso experimental para dejar al descubierto la membrana CAM (izq.) y adicion de
las formulaciones a estudiar (dcha.)

El huevo se coloca verticalmente sobre un soporte (con la camara de aire hacia arriba)
bajo una iluminacién de intensidad suficiente para que se conserve el calor a fin de que
no se seque la membrana corioalantoidea (CAM.). Se recorta la céscara, en forma
circular, a nivel de la cAmara de aire teniendo cuidado de no lesionar la CAM. Con unas
pinzas de bordes romos se retira la cascara y la primera membrana blanquecina, previa
humectacion de la misma con una solucién isoténica de cloruro sédico a 37°C, hasta

dejar al descubierto la membrana corioalantoidea (figura 30).

Seguidamente se depositan cuidadosamente 0,3 mL del producto a ensayar sobre la
CAM mediante una pipeta, poniendo en marcha inmediatamente el crondmetro. Los
eventuales fendmenos de irritacién (hemorragia, vasoconstriccion y coagulacién) seran
observados durante 5 minutos, anotandose el tiempo exacto de aparicion de cada uno de
ellos, asi como la intensidad de cada reaccién: sin reaccion (0), leve (+), moderada (++),
severa (+++). Las observaciones deben realizarse a simple vista. Los fendmenos
observados no son valorados en funcion de su intensidad, sino del momento de su
aparicion: es una respuesta “todo o nada”, que debe anotarse lo mds exactamente

posible (figura 31).
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El efecto irritante del producto a ensayar se evalla en 6 huevos y antes de iniciar el
estudio se efectuan dos controles positivos: 2 huevos tratados con 0,3 mL de NaOH 0,1

My 2 huevos tratados con SDS (dodecil sulfato sédico) 1% 0,3 M.

Figura 31. a) Membrana corioalantoidea (CAM) del huevo de gallina tras 10 dias de incubacién
y b) principales lesiones producidas por agentes irritantes.

La hemorragia puede observarse como la aparicion de sangre extravasada en forma de
“coliflor”, mantel, velo difuso o puntiforme. La vasoconstriccion se observa en los
capilares, que se vuelven méas finos y de color mas claro. La coagulacion puede
observarse como opacidad y/o trombosis; la opacidad se manifiesta como la aparicion
de un velo opalescente en parte o toda la membrana; la trombosis aparece como una

discontinuidad del flujo sanguineo en los vasos que les da un aspecto segmentado.

Para calcular el potencial de irritacion se utilizo la siguiente expresion:

1O = (301-h)x5 (301-v)x7 + (301-¢c)x9
300 300 + 300
Ecucion 31
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siendo h el tiempo en segundos en que aparece la hemorragia, v el tiempo en segundos
en que aparece la primera vasoconstriccion y c el tiempo en segundos en que aparecen

signos de coagulacion.

Se calcul6 la media aritmética y la desviacidn estandar de los tiempos de aparicion de
las lesiones en los 6 huevos utilizados para cada sustancia testada. Las puntuaciones del
potencial de irritacién pueden agruparse en cuatro categorias (tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de los productos segin el indice de irritacion ocular (110) del método
HET-CAM

110 CLASIFICACION
0-09 Practicamente no irritante
1-49 Débilmente irritante
5-89 Moderadamente irritante
9-21 Irritante

3.8. EFICACIA ANTI-INFLAMATORIA DERMICA IN VIVO

3.8.1. Eficacia anti-inflamatoria dérmica

Induccién de la inflamacién

Se evalud la eficacia antiinflamatoria de HGs desarrollados segun el protocolo descrito
por (Dominguez-Villegas et al. 2014). Brevemente, 25 mg de 12-O-
detradecanoylphorbol-13-acetato (TPA) se disolvio en etanol. 5 pL de esta solucion fue
utilizada para inducir inflamacién de edema de oreja de raton en ratones. Los animales
fueron divididos en diferentes grupos (n = 3). 100 mg de KT-P407-HG (Grupo 1) o KT-
C940-HG (Grupo 2) se aplica a ambos lados de la oreja derecha al mismo tiempo con

TPA, ademés 5 pL de etanol fue aplicado a ambos lados de la oreja izquierda. Una
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solucidén equivalente de KT en acetona fue probada de manera similar como referencia
(grupo 3) a ambos lados de la oreja derecha y 5 pL de acetona a ambos lados de la oreja
izquierda. 100 mg de los HG blancos (grupos 4 y 5) fueron aplicados a ambos lados de
la oreja derecha al mismo tiempo con TPA y sin TPA en ambos lados de la oreja
izquierda. Cuatro horas después de la aplicacion de las formulaciones, los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical y secciones circulares con 7 mm de
diametro fueron cortadas de orejas izquierdas y derecha y ponderadas para determinar la
actividad antiinflamatoria, expresada como el porcentaje de inhibicién del proceso
inflamatorio segun la ecuacion:

diferencia de peso oreja control — diferencia de peso oreja tratada

inhibicion (%) = * 100

diferencia de peso oreja control

Ecuacion 32

Este ensayo consiste en inducir un edema auricular agudo con TPA en oreja de ratén. La
eficacia anti-inflamatoria de las formulaciones se ha evaluado mediante la medicion del
espesor de la oreja inflamada (derecha) y su comparacion con la oreja no inflamada
(izquierda) y por la diferencia de peso entre una seccion calibrada de las orejas. El
porcentaje de inhibicién del edema se refiere al grupo control (no tratado) al cual se le
administra solamente el agente irritante (100% de inflamacion). Se compar6 el resultado

con una solucion del farmaco como referencia.

Estudio histolégico

El estudio de histologia complementa el estudio de eficacia anti-inflamatoria in vivo.
Por tanto, una vez inflamadas las orejas con TPA, unas se utilizaron para determinar la
capacidad de los HG de reducir la inflamacion mediante pesada de las orejas por
diferencia con los grupos control (apartado anterior). El resto de orejas se fijaron en una
solucién al 4% de formaldehido y se recubrieron con parafina para poder obtener los
cortes histoldgicos; los cuales fueron des-parafinados y tefiidos con Hematoxilina-

eosina.
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3.9. ESTUDIOS DE LOS PARAMETROS CUTANEOS EXPERIMENTALES
TRAS LA APLICACION DE LAS FORMULACIONES.

Se ha estudiado la variacion de las propiedades biomecéanicas de la piel de las
formulaciones desarrolladas. A partir de 10 voluntarios sanos de edades comprendidas
entre 18 y 61 afios; en condiciones y pardmetros estandarizados (de temperatura entre
18 y 22°C; humedad relativa entre 40 y 60%; evitando corrientes de aire y tiempo de
reposo de 30 minutos antes de la prueba). Se aplicd 0.1 g de HG en el antebrazo de los
voluntarios (una superficie aprox de 6 cm?) y se efectuaron medidas epidérmicas (n=10)
mediante diferentes sondas (termometro, TEWL y cornedmetro). Se tomaron medidas
basales antes de la aplicacion del producto, después de la aplicacion de las
formulaciones y al cabo de una hora. Se estudio la influencia de las formulaciones en la
piel después de su aplicacion topica. Para ello, se determinaron los cambios epidérmicos
producidos en cuanto a hidratacion del estrato corneo, pérdida transepidérmica de agua

y temperatura cutanea.

3.9.1. Protocolo estudio de los parametros cutaneos experimentales

A continuacion, se describe el protocolo utilizado con voluntarios sanos para calcular la
hidratacion del SC, TEWL vy la temperatura con un gel de pluronic y un gel de
Carbopol. Para realizar el siguiente estudio se ha informado y hecho firmar un
documento de consentimiento informado para cumplir con la normativa segun la

Comision de Bioética de la Universidad de Barcelona.
En este estudio, se han utilizado las sondas siguientes:

1) Sonda de temperatura: a través de infrarrojos se determina la temperatura cutanea
superficial como indicativo de la microcirculacion de la piel. La superficie de medida es

de 2,4 mm @ con una precision de + 0,5°C.
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2) Sonda Tewameter: es el dispositivo méas aceptado a nivel cientifico para determinar
la pérdida de agua transepidérmica de la piel.

3) Sonda cornedmetro: determina la hidratacion del estrato corneo.

El método de medicion se basa en un cilindro hueco que mide la evaporacion del agua
en forma de gradiente de densidad a través de un sensor de temperatura y humedad
relativa. Si la barrera epitelial sufre un minimo dafio, la pérdida de agua incrementa y
ésta es medida por la sonda. La evaporacion se mide con g/h/m? siguiendo la férmula
(Clarys et al., 2012):

am

d .,
- DxAxZ Ecuacion 33
dt dx

Donde,
A = superficie (m?)
m = agua transportada (g)
t = tiempo (h)
D (constante de difusién) = 0,0877 g/m(h(mmHg))
P = presion de vapor de la atmosfera (mmHg)

x = distancia des de la superficie de la piel hasta al punto de medida (m)

La camara de medicion de la sonda Tewameter (camara abierta) es de 1 cm @ vy la
precision de la evaporacion de agua es de = 0,5 g/ h / m? por humedad relativa > 30%;
+ 1,0 g / hm? por humedad relativa < 30%. La sonda funciona correctamente con unas

condiciones de temperatura entre 10-40°C y 30-70% de humedad relativa.

La sonda cornedmetro es el método mas utilizado para determinar con precision y de
manera reproducible el nivel de hidratacion del estrato corneo de la piel. EI método
utilizado para la sonda se basa en medir la capacitancia del medio dieléctrico. Este,
detecta cambios en la constante dieléctrica que se traduce en variaciones a nivel de
hidratacion superficial de la piel. La sonda es capaz de detectar minimos cambios en el

nivel de hidratacion de la piel. La precision del aparato es de £ 3%.
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3.9.2. Estandarizacion de las condiciones y parametros

Se cre6 un protocolo de estudio in vivo definiendo las condiciones, parametros y
variables que se deben tener en cuenta para evaluar los pardmetros cutaneos de la piel

en estudios in vivo.

Existen variables individuales que pueden influir en las medidas fisioldgicas de la piel.
A continuacion (tabla 4), se muestran las variables que afectan los pardmetros de

hidratacidn del estrato corneo y en la medida de pérdida de agua transepitelial (TEWL).

Tabla 4. Factores que influyen en la hidratacion del estrato cérneo y en la pérdida
transepidérmica de agua. (+ = influye; - = no influye; + = dato con controversia). (Webster et
al., 2011)

Hidratacion del estrato

) TEWL
corneo
Edad + +
Sexo - -
Etnia + +
Zona anatémica + +
Temperatura de la piel + +
Sudor + +
Temperatura ambiental + +
Humedad + +
Estacion del afio + +
Ritmo circadiario + +

Estudios previos (Song et al., 2015, Kobayashi et al., 2008) demuestran que la

hidratacion de la piel varia de manera fisioldgica entre el periodo de verano y de
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invierno en las zonas del frente, mejillas y antebrazo. La hidratacion disminuye durante
los meses de invierno en comparacion con los meses de verano. Otro valor que presenta
variabilidad estacional es el pH en el que los valores normales se encuentran entre 4,0 a
6,0. El pH de la piel aumenta durante el periodo de verano y disminuye durante el

periodo de invierno.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION
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A continuacion se detallan los resultados obtenidos derivados del trabajo de
investigacion objeto de esta tesis doctoral. Los resultados de los HG de Carbopol y
Pluronic para aplicacién cutdnea han dado lugar a una publicacion cientifica en la

revista Pharmaceutical Research (Mallandrich et al. 2017)

4.1. CARACTERIZACION DE LOS HIDROGELES

4.1.1. Para aplicacion dérmica

El pluronic P407, que consta de unidades PEO al 70% (p / p), fue elegido porque es un
excipiente de baja toxicidad aprobado por la US Food and Drug Administration (FDA)
para diferentes tipos de preparaciones y su atractivo uso como sistema de
administracion a través de la piel dado que es un polimero termosensible y gelifica en
funcién de la temperatura (Escobar-Chavez et al., 2006). EI Carbopol 940 se selecciond
basandose en sus excelentes caracteristicas organolépticas y alta viscosidad a baja
concentracion, asi como su capacidad para retener agua que conduce a la formacion de
una red polimérica reticulada la cual disminuye la pérdida de agua de la superficie de la

piel impidiendo, por tanto, la evaporacion del agua (Lee et al., 2014).

Caracterizacion fisicogquimica

Se obtuvieron HG transparentes. EI KT-C940-HG era altamente viscoso con una fluidez
limitada al invertir el tubo. EI KT-P407-HG era liquido a temperatura ambiente y
gelifico a temperatura cutanea (32°C). No se observaron cambios en las formulaciones

después de 3 meses de almacenamiento a temperatura ambiente (25 £ 2 ° C).

Ambas formulaciones mostraron valores de pH neutro o casi neutro: 7,2 £ 0,2y 6,7 £
0,2 para KT-P407-HG y KT-C940-HG, respectivamente. No se observaron cambios
estadisticamente significativos a lo largo del tiempo (p> 0,05). Se encontré que el

contenido de farmaco era de 99 + 0,5%. Los resultados de la prueba de uniformidad del
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contenido de farmaco para ambos HGs indicaron que el fa&rmaco estaba dispersado de

manera adecuada y uniforme.

Se observé una disminucion del pH a 32°C. La Tabla 5 y la Figura 32 muestran los

valores de pH obtenidos para las formulaciones de hidrogel a ambas temperaturas.

Tabla 5. Valores de pH de ambas formulaciones a temperatura ambiente y temperatura cutanea.

Temperatura
Formulacion 25°C 32°C
KT-P407-HG 7.2+0.2 6.7+0.1
KT-C940-HG 6.7+0.2 6.2+0.1

Aunque se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre 25 y 32 °C en
ambas formulaciones (p <0,05), no hay implicaciones en términos de tolerancia y

estabilidad desde los puntos de vista fisioldgicos y tecnoldgicos.

Entre las caracteristicas fisicas de las formulaciones deérmicas, el pH es un factor
importante para evitar la irritacion de la piel o hacer que la piel sea susceptible a la
infeccion bacteriana (Brugués et al., 2015). La acidez natural de la piel varia de 4 a 6,
dependiendo del area de la piel y la edad del individuo, debido al sistema de
amortiguacion de la piel que es capaz de absorber pequefias cantidades de &cido o de
material alcalino aplicado para reducir la irritacion (Sierra et al., 2013). Nuestros
hallazgos de pH hacen que ambas formulaciones sean adecuadas para la aplicacion

topica.
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Figura 32. pH de los hiodropgeles dérmicos formulaciones en funcién de la temperatura

(ambiente y cutanea)

El proceso de hinchamiento de los geles KT-C940-HG y KT-P407-HG sigue una
cinética de primer orden segun la ecuacién de Fick. La constante cinética K = 0.5188 h™*
para KT-C940-HG y K = 0.29 min™ para KT -P407-HG). La tasa de captacién de PBS
es inversamente proporcional al PBS que ha captado el HG. Inicialmente, hay una
absorcion rapida de PBS debido a la deshidratacién del HG, entonces la velocidad de
captacion de PBS alcanza una meseta que corresponde al hinchamiento maximo (Qmax
= 25,26 y 1,15, respectivamente para C940-HG y P407-HG).
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Figura 33. Relacion de swelling (en azul) y la pérdida de peso (%) (en rojo) para KT-C940-HG.

Los datos se expresan como la media £ SD.

El perfil de degradacion se obtuvo por pérdida de peso del HG durante la incubacion en
PBS. ElI KT-C940-HG se degrad6 completamente en 24h (figura 33). La cinética de
degradacién mejor ajustada a un orden cero (r* = 0,9987); El proceso de degradacion no
depende de la concentracion del polimero remanente; por lo tanto, presenta una tasa de
degradacion constante (K = 4,36 %/h).
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Figura 34. Relacion de swelling (en azul) y pérdida de peso (%) (en rojo) para KT-P407-HG.

Los datos se expresan como la media + SD.
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Sin embargo, el proceso de degradacion de KT-P407-HG sigue una cinética de primer
orden (r’ = 0,9985) tal como puede observarse en la figura 34. EI HG de poloxamer se

degradd en 17 minutos.

La Tabla 6 muestra la porosidad de ambas formulaciones. La porosidad de KT-C940-
HG fue mayor que la de KT-P407-HG.

Tabla 6. Porosidad de HGs expresada como la media + DE de dos repeticiones.

Formulacion Porosidad (%o)
KT-C940-HG 98,70 = 3,76
KT-P407-HG 74,93 £ 7,96

Estos resultados concuerdan con las imagenes de SEM donde se puede apreciar una

estructura mas porosa en la estructura del Carbopol respecto la del Pluronic (figura 35).

Las caracteristicas morfoldgicas podrian influir en la permeabilidad, en el perfil de
liberacién y degradacion del farmaco. Los estudios morfolégicos revelaron una
superficie mas compacta en KT-P407- HG (figura 35). Sin embargo, esta estructura
podria ser debida al proceso de secado durante el pretratamiento SEM de las muestras,
puesto que el secado induce el colapso de la estructura porosa dentro del material. En el
caso de un HG micelar (tal como Pluronic) podria ocurrir una potencial adhesion de

estas pequerias estructuras.
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Figura 35. Iméagenes SEM de discos secos de (A) KT-C940-HG (x19000); (B) KT-C940-HG
(x35000); (C) KT-P407-HG (x7500) y (D) KT-P407-HG (x16000).

Comportamiento reoldgico

El modelo de Herschel-Bulkley fue el modelo que mejor ajustd estadisticamente el
comportamiento reoldgico en tramos ascendentes y descendentes (r = 0,9999) en KT-
C940-HG en linea con otros estudios (Lee et al., 2014). EI KT-C940-HG también
mostrd una tixotropia aparente, ya que la curva de flujo mostré un bucle de histéresis
con el estiramiento hacia abajo por debajo del estiramiento hacia arriba (figura 36) con
un valor de viscosidad a 100 s -1 de 4.972 £ 0.041 Pa.s.

A la inversa, el KT-P407-HG mostré un flujo newtoniano y la ecuacion de Newton
(Ecuacion 13) ajust6 perfectamente los datos experimentales (r = 1) confirmando que la
viscosidad no se ve afectada por cambios en la velocidad de cizallamiento (Figura 36).
Los valores de viscosidad fueron de 0,164 + 0,001 Pa.s a 100 s-1. EI comportamiento

reoldgico de ambas formulaciones también se evalud a 32 °C.
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La Tabla 7 presenta valores de viscosidad a 100 s-1 de formulaciones de hidrogeles a

ambas temperaturas, 25y 32°C.

Hubo diferencias estadisticamente significativas en la viscosidad de ambas
formulaciones (p <0,05). La viscosidad del KT-C940-HG disminuy6 a 32°C en
comparacion con los 25°C. Por el contrario, hubo un aumento de 6 veces de la
viscosidad en KT-P407-HG a 32°C en comparacion con 25°C.

Tabla 7. Valores de viscosidad de las formulaciones hidrogel de KT a dos temperaturas, la

ambiente y la cutanea.

Viscosidad (Pa.s)

Formulacién 25°C 32°C p-valor
KT-C940-HG 6.079 £+ 0.037 5.057 + 0.066 p<0.05
KT-P407-HG 0.132 £ 0.007 0.876 + 0.008 p<0.05
p-valor p<0.05 p<0.05

Diferencias entre formulaciones debidas a la estructura y concentracion del polimero
utilizado. Y la diferencia entre temperaturas son légicas porque el carbopol es un
polimero no sensible a la temperatura, y como regla general, al aumentar la temperatura
aumenta la fluidez. Al contrario del pluronic que es termosensible, al aumentar la
temperatura disminuye la solubilidad de las cadenas de PPO y se forman micelas

aumentando la viscosidad drasticamente (figura 36).
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Figura 36. Reogramas de las dos formulaciones ensayadas (A) KT-C940-HG a 25°C, (B) KT-
C940-HG a 32°C, (C) KT-P407-HG a 25°C y (D) KT-P407-HG A 32°C.

La reologia es una técnica Util para caracterizar la resistencia estructural de los sistemas
semisolidos y predecir su comportamiento para usos topicos (Tang et al., 2005).
Concretamente, la viscosidad de los vehiculos puede jugar un papel importante en el
control de la liberacion y permeacion de la piel de los farmacos (Dong et al., 2015). Las
determinaciones reologicas indican cuanto se deforma la muestra o como ésta fluye al
aplicar una fuerza. Para el KT-C940-HG, la ecuacion de Herschel-Bulkley (ecuacién
15) proporciona un modelo general para materiales plasticos, éstos se caracterizan por
tener que superar un esfuerzo minimo (umbral) para empezar a fluir. Una vez superado
este limite la viscosidad disminuye con el esfuerzo de cizalla (figura 36A). Este
comportamiento se observa a menudo en sistemas poliméricos; el hidrogel forma una
red tridimensional en condiciones estaticas, pero fluye al aplicar una fuerza, por ejemplo

al extender el producto en la superficie de la piel, superando el umbral. Una vez
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superado este punto las cadenas de polimero se orientan en la direccion del flujo y por
lo tanto, la disminuye viscosidad. Este comportamiento es muy interesante en las
formulaciones semisolidas porque hay una alta viscosidad bajo condiciones estaticas
que aumenta la estabilidad fisica de la formulaciéon. Sin embargo, la formulacién
fluidifica bajo esfuerzo; propiedad deseable para aplicacion tépica. Ademas, el gel de
carbopol presenta tixotropia, fendmeno de fluidificacion en funcion de la fuerza de
cizalla dependiente del tiempo cuando el sistema estd sometido a estrés. Este hecho
facilita la extensibilidad del HG en una capa fina y homogénea cuando se aplica sobre la

piel.

El KT-P407-HG ajust6 a la ecuacion de Newton (figura 36C). Esto concuerda con el
comportamiento del polimero que a bajas temperaturas (por debajo de la temperatura de
transicion sol-gel) en la que PEO y PPO estan hidratados y solubilizados en agua, lo
que da lugar a una baja viscosidad. Esto facilita la administracion de la formulacion. De
hecho, el comportamiento newtoniano del KT-P407-HG a bajas temperaturas lo hace
adecuado para su aplicacién como spray o roll-on. A la temperatura cutanea (32°C) la
formulacién muestra un caracter pseudo-plastico (figura 36D) descrito por la ecuacién
de Cross (r* = 0.9988) (ecuacion 16) tanto en el tramo ascendente como descendente. La
viscosidad aumenta drasticamente de 0.132 + 0.007 Pa-s medido a 25°C a 0.876 +
0.008 Pa-s medido a 32°C, ambos determinados a 100 s '. También presenta tixotropia,

aunque menos acusada que en el Carbopol.

La temperatura de gelificacion del KT-P407-HG también se evalud de acuerdo con
Brugues et al. 2015. Brevemente, la formulacion se colocd en un bafio de agua bajo
agitacion con una barra magnética. La temperatura del hidrogel se incrementd
constantemente de 21 a 36°C. La temperatura de gelificacion se establecié como aquella
en la cual la barra magnética se detuvo. El experimento se llevo a cabo por triplicado. El
HG de KT gelifico a 31°C.
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Estabilidad Optica a corto plazo

TurbiScanLab® es un analizador Optico que se utilizd para determinar la estabilidad
fisica a corto plazo de los geles. Se utiliza para detectar fendmenos de desestabilizacion
reversibles e irreversibles, al contrario que en la observacién visual, que puede ser poco

practica, lenta, subjetiva y no tan sensible.
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Figura 37. La estabilidad Optica a corto plazo evaluada por medio de los perfiles de
retrodispersion de las formulaciones de hidrogel, (A) KT-P407-HG dia 1, (B) KT-P407-HG dia
7, (C) KT-C940-HG dia 1y (D) KT - C940 - HG dia 7.

La Figura 37 no muestra cambios significativos (< 10%) en los perfiles de
retrodispersion de ambas formulaciones que se habian almacenado bajo condiciones de
estrés (60°C) durante 7 dias. Por lo tanto, ninguna inestabilidad fisica como la

precipitacion o exudado ocurri6 en ninguna formulacién.
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4.1.2. Mucoadhesivos

Caracterizacion fisicoquimica

Los geles de Carbopol se utilizaron para la administracion de KT tanto en piel como en
mucosa, por lo tanto, expondremos Unicamente los resultados del gel de CMCNa ya que
los resultados de caracterizacion fisico-quimica del Carbopol se han expuesto

anteriormente.

El mucoadhesivo de Carboximetilcelulosa presentd una consistencia densa pero no tan
pronunciada como la del gel Carbopol. En el momento de preparacion tiene un color
amarillento. Pasadas las 24h de reposo. Tampoco se observaron cambios de color ni de
consistencia durante los 3 mesos almacenado a 25°C (figura 38).

Figura 38. Gel mucoadhesivo de CMCNa 4% y KT 2% preparado in situ (izquierda) y después
de 24h de reposo (derecha)

Se analiz6 el pH de los mucoadhesivos por triplicado y se calcularon las medias. Ambos
mucoadhesivos tienen valores de pH parecidos al pH fisiologico. La medida del pH se
hizo por triplicado y, aunque los valores oscilen un poco entre ellos, los coeficientes de

variacion son bajos (tabla 8).
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Tabla 8. Valores de pH de cada formulacion de KT. DE= desviacion estdndar y CV= coeficiente

de variacion.
pH Media DE CV (%)
6,19

Gel CMCNa 6,44 6,37 0,16 0,027
6,50

Comportamiento reolégico

Los valores de viscosidad obtenidos para CMC fue de 1,69+0,018 Pa-s. Como puede
observarse en la grafica (figura 39), las formulaciones presentan una tixotropia aparente
puesto que en las curvas de flujo se representan bucles de histéresis. Estos hallazgos
estan de acuerdo con investigaciones de Ana Flo et al. [20] en las cuales se estudiaron
las caracteristicas reoldgicas de geles de Melatonina, entre ellos el gel de Carbopol y el
gel de CMCNa.

Se ha comentado anteriormente que Is caracteristicas pseudo-plasticas y tixotrdépicas del
gel CMC confieren ventajas para su administracion topica como fluidificacion en el

momento de la aplicacion y una posterior recuperacion de la estructura inicial.
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Figura 39. Fluidez (rojo) y viscosidad (azul) del mucoadhesivo de CMCNa

El andlisis de la curva del flujo, ha dado un mejor ajuste en la ecuacion de Cross

(ecuacion 16), proporcionando un valor de r=1 en el gel CMCNa.

Los materiales que se ajustan a la ecuacion de Cross siguen un modelo de flujo No-
Newtoniano pseudoplastico. En concreto se trata de fluidos no-newtonianos

independientes del tiempo (Garete et al., 2014).

4.2. DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE NANOPARTICULAS DE
POLIMEROS DE POLI-LACTICO CO-GLICOLICO)

La asociacion de un agente antiinflamatorio no esteroideo, KT, a polimeros
preformados, como los poliesteres, en forma de nanoparticulas depende tanto de las
caracteristicas del polimero como de la estructura (matricial, vesicular) elegida. Uno de
los aspectos a considerar al seleccionar, tanto el polimero formador de los sistemas
coloidales como la técnica de elaboracion, es el perfil de liberacion que se pretende
conseguir. La liberacion de los farmacos incorporados en nanoparticulas de polimeros
sintéticos, puede ser lenta cuando el proceso esta controlado por la degradacion
hidrolitica del polimero, o rapida, limitada a unas horas, cuando el mecanismo que rige
la cesidn del farmaco es el reparto de principio activo entre la fase interna del sistema
coloidal y el medio de liberacion. Dado que el tiempo de permanencia de las formas
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instilables en el fondo del saco conjuntival es limitado, se planteo la necesidad de que el
principio activo se libere en su totalidad en el sistema coloidal antes de que sea
eliminado del area precorneal por los mecanismos de drenaje oculares. Desde este punto
de vista se seleccion0 el polimero PLGA 50:50 (de liberacién mas rapida que el resto de
copolimeros) con el fin de facilitar asi la liberacion rapida del farmaco a la superficie
corneal (Pitt y cols, 1981).

4.2.1. Optimizacion de las nanoparticulas de KT-PLGA

Con el fin de optimizar los sistemas nanoparticulares de copolimeros de polilactico-
glicdlico 50:50 desarrollados, se realiz6 una aproximacion de disefio factorial central

compuesto.

Los ensayos previos realizados, evidenciaron, que las tres variables que ejercen mayor
influencia en las caracteristicas fisicoquimicas de los sistemas desarrollados vy
esencialmente en su morfometria y en la eficiencia de asociacion del principio activo al
polimero, son la concentracion del principio activo (ketorolaco), la concentracion del

polimero (PLGA) y el pH del medio.

En base a estos tres factores se planted el disefio factorial central compuesto, para la
formulacion de polilactico glicdlico 50:50, utilizando como valor central los valores de
cada una de estas tres variables que muestran una eficiencia de asociacion del farmaco
mas elevada, manteniendo el tamafio del sistema nanoparticular dentro de los limites

aceptables para su administracion ocular.

En la tabla 9 se muestran las tres variables independientes estudiadas para la

formulacién de PLGA 50:50 y sus niveles.



Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacidn sobre mucosas y piel

Tabla 9. Variables independientes y sus niveles investigados en el disefio factorial.

NIVELES
VARIABLES -1.68 -1 0 +1 +1.68
X1 C KT (mg/mL) 0 2.5 6.25 10 12.5
X, Q PLGA (mg) 83 90 100 110 116
X pH 25 35 5 6.5 75

El disefio planteado implica el andlisis de tres variables con cinco niveles y requiere, por

tanto 16 experimentos. En la tabla 10 se reflejan de forma detallada los valores de las

variables de cada uno de los dieciséis ensayos realizados.

Todos los ensayos se realizaron de forma aleatoria, por duplicado, con una concentracion

de tensioactivo (PVA) previamente fijada (20 mg/mL), deducida a partir de los estudios

preliminares de preformulacion.

Una vez realizados los experimentos, se analizaron todas las variables dependientes mas
relevantes: la eficacia de asociacidon (expresada en porcentaje de farmaco asociado a
nanoesferas) y las caracteristicas morformétricas (tamafio promedio y polidispersion

promedio). En la tabla 11 se exponen los valores promedio obtenidos para dichas

variables dependientes en los 16 ensayos realizados.
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Tabla 10: Ensayos realizados con sus niveles y valores de las variables independientes.

160

ENSAYO VARIABLES VALORES DE LAS VARIABLES
INDEPENDIENTES INDEPENDIENTES
N° X1 X2 X3 X, X, X3
CKT QPLGA pH
(mg/mL) (mg)
1 -1 -1 -1 2.5 90 3.5
2 1 -1 -1 10 90 3.5
3 -1 1 -1 2.5 10 3.5
4 1 1 -1 10 110 3.5
5 -1 -1 1 2.5 90 6.5
6 1 -1 1 10 90 6.5
7 -1 1 1 2.5 110 6.5
8 1 1 1 10 110 6.5
9 1,68 0 0 12.5 100 5
10 -1,68 0 0 0 100 5
11 0 1,68 0 6.25 116 5
12 0 -1,68 0 6.25 83 5
13 0 0 1,68 6.25 100 7.5
14 0 0 -1,68 6.25 100 2.5
15 0 0 0 6.25 100 5
16 0 0 0 6.25 100 5

A partir de los resultados experimentales del disefio factorial se ajustaron las tres variables

dependientes: tamafio promedio (Zav), polidispersion promedio (pdl) y eficiencia de

encapsulacion del farmaco (EE).
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Tabla 11. Valores de las variables dependientes de los ensayos de optimizacion realizados.

ENSAYO VARIABLES VALORES DE LAS VARIABLES
INDEPENDIENTES DEPENDIENTES

Ne X, X, X; Zav (nm) Pdl EE KT (%)
1 -1 -1 -1 128.0 0.046 7.79
2 1 -1 -1 107.4 0.049 36.21
3 -1 1 -1 131.8 0.047 14.6
4 1 -1 115.5 0.048 45.66
5 -1 -1 1 122.8 0.059 0
6 1 -1 1 104.5 0.055 42.11
7 -1 1 1 164.2 0.079 85.47
8 1 1 1 138.2 0.066 88.63
9 1.68 0 0 104.4 0.064 55.18
10 -1.68 0 0 110.3 0.040 0
11 0 1.68 0 119.5 0.055 26.84
12 0 -1.68 0 104.8 0.045 22.84
13 0 0 1.68 113.3 0.053 80.41
14 0 0 -1.68 116.7 0.045 43.64
15 0 0 0 185.5 0.040 99.72
16 0 0 0 179.4 0.046 98.12

Las superficies de respuesta obtenidas para el tamafio promedio (nm) de las

nanoparticulas, con respecto a dos de las variables independientes analizadas se

muestran en las figuras 40 y 41.

Supericie de Respuesta estimada
]

Size
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&

Figura 40. Superficie de respuesta del tamafio de particula frente a concentracion de KT y
PLGA para un pH fijado a 5.0.
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Superficie de Respuesta estimada
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Figura 41. Superficie de respuesta de la eficiencia de encapsulacion frente a concentracion de
KT y PLGA para un pH fijado a 5.0.

Del andlisis de la superficie de respuesta de la figura 40 se desprende que el tamafio de
particula presenta valores minimos para cantidad de PLGA entre 83 y 90 mg. Con
respecto a la concentracion de KT el tamafio promedio de particula aumenta al
incrementarse la concentracién de KT. No obstante, todas las formulaciones presentan
un tamafo adecuado para la administracion ocular independientemente de los valores de

las variables estudiadas con una baja polidispersion.

Del analisis de la superficie de respuesta de los diagramas (figura 41) se desprende que
la eficiencia de encapsulacion del farmaco en nanoparticulas aumenta con la
concentracion de KT hasta un maximo que se encuentra alrededor de 6.25 mg/ml. Con
respecto a la cantidad de PLGA se observd una méaxima encapsulacién en valores

cercanos a 100 mg, que corresponde al valor central del disefio factorial.

Las eficiencias de encapsulacion mas elevadas se consiguieron con valores de pH
alrededor de 5 (tabla 11).

A partir de los resultados obtenidos en la optimizacion por disefio factorial central
compuesto, se seleccionad una formulacion (F15), considerando principalmente la
eficiencia de encapsulacion del KT en el sistema polimérico puesto que sus

caracteristicas morfolégicas y morfométricas (tamafio promedio de particula y
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polidispersion) son similares entre ellas y adecuadas para la administracion ocular. La

composicion de la formulacion seleccionada se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Formulacién seleccionada

Optimizada
Ketorolaco (mg/mL) 5
PLGA 50:50 (mg) 100
pH fase acuosa 55

La formulacién optimizada se corresponde a la formulacion F15 procedente del disefio
factorial a excepcion de la concentracion de KT seleccionada que se fijé en 5 mg/mL.
Este cambio fue debido a que la formulacion comercialidad (Acular ® colirio) tiene una
concentracion de activo de 5 mg/mL. Ya que existe muy poca variacion en el tamafio de
particula entre los distintos niveles de dosis. Se sabe que la concentracion de 5 mg/mL
es eficaz y segura debido a la existencia de Acular, se ha decidido tomar esta
concentracion. La formulacién optimizada presentd las siguientes caracteristicas:
tamafio de particula 112 nm, Pdl 0.043 y EE% del 99.01%

Respecto a las caracteristicas morfométricas de las formulaciones seleccionadas el
tamafio promedio de particula es idoneo para administracion ocular sin producir
irritacion, obteniéndose suspensiones homogéneas de polidispersién inferior a 0,1,
caracteristico de los sistemas monodispersos, como pone de relieve la imagen de

microscopia de electrénica de transmision (figura 42).
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Figura 42: Imagen realizada con microscopio electrénico de transmision.

El analisis de microscopia electrénica de transmision confirma el aspecto regular y
homogéneo de las mismas, debido a que las nanoparticulas estan constituidas por una
matriz polimérica rigida. El tamafo de las nanoparticulas es ligeramente inferior a 100
nm, esta discrepancia en el tamafio de particula respecto al resultado obtenido por DLS
se debe a que ésta Gltima técnica mide el tamafio hidrodinamico. Las particulas en
suspension tienen una capa de solvatacion de agua alrededor de ellas por lo que el
tamaro obtenido es ligeramente superior al tamafio de la particula aislada que es lo que

se observa en el TEM.
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4.2.2. Calorimetria diferenical de barrido (DSC)

Los termogramas obtenidos por DSC para el KT, PLGA y nanoparticulas de KT
optimizadas se muestran en las figuras 43-46. La curva correspondiente al PLGA
presenta un pico endotérmico Unico y bien definido que corresponde a la fusion. La
curva de DSC obtenida para el KT muestra, dos procesos endotérmicos, el primero
correspondiente al punto de fusion (159.90°C) y el segundo pico corresponde al
fenomeno de descomposicion (168.13°C). Las temperaturas maximas del pico, las
temperaturas de onset y las entalpias correspondientes a los componentes puros se
muestran en la tabla 13. En dicha tabla también estan reflejados los resultados obtenidos
a partir de la determinacion de la composicion eutéctica (50:50) de NPs de KT

optimizadas.

Tabla 13. Valores de entalpia, temperatura de onset y temperatura de fusion de KT, y NPs de
KT

Muestra AH (J/g) T. Max. pico (°C) Temperatura onset (°C)
KT -55.22 159.90 156.47
PLGA -8.52 54.78 50.76
NPS-blancas -1834.04 102.17 94.94
NPS-KT -1903.82 103.18 97.36

La figura 43 muestran el polimero PLGA puro, el principio activo (KT) puro las NPs
blancas y las NPs de KT, respectivamente. En el termograma obtenido a partir de las
nanoparticulas de KT no se observa el evento térmico correspondiente a la fusion de los
cristales de KT (159.9°C), por lo tanto se desprende que el farmaco esta encapsulado en
su totalidad, este hecho confirma el resultado obtenido de eficacia de encapsulacion del
99.01%.
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Figura 44:. Termograma del KT puro obtenido por DSC. LA curva muestra dos procesos
endotérmicos.
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Figura 45. Termograma de las nanoparticulas blancas, sin asociacion del farmaco (ketorolaco)
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exo
mw ] DSC-INT-15-028-4, 15.05.2015 08:39:12 i
B N las 1l
1 DSC-INT-15-026-4, 12,3000 mg anoparticulas llenas
50 Method: 30-200(10),N2
1 30,0-200,0°C 10,00°C/min N2 50,0 mi/min
< —
50
-100 |
-150 ‘
-200 Integral -25,48e+03 mJ
1 nommalized -1003,82 Jg*-1
Feak 103,18 *C
-250+
|
i
3004 /
!
|
350
30 40 50 80 70 80 20 100 110 20 20 140 150 180 170 180 190 c
5. T I T T T I I T T T I T T B B Il 1 | I | T 1 Il T |
L T T T T T T T T L T T T T T L T T T
o 2 3 4 5 8 7 L "] 10 1 12 13 4 5 18 min

Figura 46. Termograma de las nanoparticulas de ketorolaco 0.5%, obtenido por DSC.
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4.2.3. Estabilidad optica a corto plazo

La estabilidad de los sistemas coloidales es un factor importante en su caracterizacion y
su posible introduccidon en terapéutica ya que permite controlar su validez y las
condiciones requeridas de almacenamiento. Aungue estos sistemas son intrinsecamente
inestables pueden considerarse cinéticamente estables si  su velocidad de
desestabilizacion es suficientemente baja comparada con su expectativa de vida media.
Dado que la desestabilizacion fisica de estos sistemas afecta a su homogeneidad, es
importante detectarla en el menor tiempo posible con el fin de mejorar la produccién

industrial.

La caracterizacion de la posible inestabilidad de las dispersiones antes de que puedan
detectarse a simple vista, se determind, con el analizador Optico TurbiscanLab
(Formulaction, France), analizando la luz transmitida y dispersada por la muestra (20

mL en célula de vidrio, en posicion vertical) cada 40 micrémetros, durante 24 horas

Con el fin de visualizar este proceso y determinar la capacidad del nuevo analizador
Optico TurbiscanLab para predecir la inestabilidad de distintas muestras de dispersiones
en un corto espacio de tiempo, se han observado las NPs de KT cada hora durante las
primeras 24 horas, justo tras su preparacion y tras un periodo de almacenamiento de una
semana a temperatura ambiente. La mayor ventaja de este instrumento es que permite
detectar cualquier fendémeno de desestabilizacién mucho antes que el ojo del operador,

especialmente en casos de sistemas opacos y concentrados.

La figura 47 muestra el perfil “back scattering” de las muestras. Como puede verse, se
produjo un ligero incremento de la retrodispersion de la luz (1%) en la primera hora.
Este incremento no se considera significativo. La sefial de back scattering no presentd

diferencias con las lecturas realizas tras un periodo de almacenamiento de una semana.
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4.3. CONTENIDO DE KT EN LAS FORMULACIONES

El contenido de farmaco de la formulacién se evalu6 dentro de = 10% de la

concentracion nominal en todos los casos (Tabla 14).

Tabla 14. Contenido de KT en las formulaciones.

Eormulacion Contenido teorico de Contenido de KT (%)
KT(%) (p/v) (p/v)
KT-HG Pluronic® 2.00 2.10 £ 0.002
KT-HG Carbopol® 2.00 1.84 £ 0.030
NPs-KT 0.5 0.47 £ 0.001

4.4. ESTUDIO DE LIBERACION IN VITRO

4.4.1. Estudio de liberacién in vitro para hidrogeles

Se determinaron las cantidades de farmaco liberado a diversos intervalos de tiempo a
través de membrana de dialisis durante 9 horas bajo condiciones sink. Con el fin de
examinar el mecanismo de liberacion de KT a partir de hidrogeles, los resultados del
ensayo de liberacion se ajustaron a los modelos cinéticos de orden cero, de primer
orden, de Higuchi y Korsmeyer-Peppas. Se selecciond el modelo matematico que mejor
describia la cinética de liberacion del KT en funcién del parametro discriminatorio de
modelos, el Criterio de Informacion de Akaike (AIC), determinando que la funcion de
cinética de orden uno (Ecuacion 25) era la que mejor ajustaba a los datos

experimentales, en todas las formulaciones.

Como se representa en la figura 48, el KT se libera de los geles practicamente en su
totalidad en las primeras 2 h del experimento (95.73 + 4.37 % a partir de C940-HG y
92.83 £ 3,32 % de P407-HG). En cuanto a la velocidad de liberacion, la viscosidad
suele ser un factor de alta influencia, en este caso otros factores también parecen influir
en la cinética de liberacién, como la porosidad de las formulaciones; tal y como se

recoge en la tabla 6, la porosidad del carbopol es superior a la del pluronic (98.7 vs.
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74.9%) lo cual facilitaria la difusion del principio activo a través de la matriz lo que se
refleja en una constante de liberacién de primer orden (K) de 3,46 + 0,84 h™ y 1,37 +
0,22 h™* para KT-C940 -HG y KT-P407-HG, respectivamente. Por otro lado, la
naturaleza del carbopol es mas hidrdéfila que la del pluronic (debido a la alternancia de
las regiones hidrofilas PEO e hidr6foba PPO) y por tanto la alta hidrofilia del KT hace

que la difusion a través del pluronic sea mas dificultosa que en el caso del carbopol.
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Figura 48. Perfil cinético de primer orden de KT liberado de hidrogeles 2% KT.

Como se ha dicho anteriormente, P407-HG exhibié un comportamiento de transicion
sol-gel reversible y se convierte en un gel por encima de la temperatura de gelificacion
critica (Brugués et al., 2015). Esta temperatura de gelificacion critica fue de 31 °C y, por
lo tanto, gelificd bajo condiciones de experimento de liberacion (32 °C). La liberacién
de KT de HGs fue principalmente via difusién. En el modelo cinético de primer orden la
constante de liberacion es directamente proporcional a la concentracion de farmaco en
la matriz. Los valores K obtenidos fueron indicativos de que las formulaciones podrian
proporcionar una gran cantidad de farmaco rapidamente en la superficie de SC y

mejorar la absorcion del farmaco a través de la piel (EI-Setouhy y EI-Ashmony, 2010).
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4.4.2. Estudio de liberacién in vitro para las nanoparticulas

De forma anéloga a lo descrito en el apartado anterior, se realizo el estudio de liberacion
in vitro de las nanoparticulas en las celdas de difusion de Franz. El estudio se realizd
bajo condiciones sink y se utilizo una membrana de didlisis para separar el
compartimento donador del compartimento receptor. En este experimento ademas de las
NPs, también se estudid la cinética de liberacion de la formulacion comercial, Acular

colirio.

La figura 49 muestra los perfiles de liberacién para ambas formulaciones (n=4). En
ambos casos se observa que la liberacion de KT de ambas formulaciones es muy

répida.

Tras la obtencion de los pares Cantidad acumulada de KT versus tiempo, para ambas
formulaciones, se procedi6 a su ajustado cinético a diversas ecuaciones matematicas
(orden cero, orden uno, Higuchi, Korsmeyer-Peppas y Weibull). La seleccién del
modelo matematico que ajusta a los datos experimentales se llevé a cabo mediante la
parametro AIC (el de menor valor). También se tuvieron en cuenta la dispersion de los
residuales y la precision en la estimacion de los parametros (expresado como coeficiente

de variacién, CV%).

Para ambas formulaciones, el modelo cinético seleccionado fue la ecuacion de Weibull
(ecuacion 28), que presentaba el menor valor de AIC, comparado con los otros modelos
(AIC de NPs = 148,1 y AIC de Acular=183,68), y un buen ajustado de las ecuaciones,

es decir una baja dispersién de los residuales estimados.

La ecuacion de Weibull es una ecuacion empirica, con tres parametros caracteristicos, Q
max o cantidad maxima liberada; td o tiempo en que tarda en liberarse el 63,2% de
farmaco desde la formulacion; y B o indice de sigmoidicidad. La tabla 15 muestra los

valores de dichos parametros y la precisidn en su estimacion (CV%).
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Tabla 15. Parametros de ecuacion de Weibull y precision de estimacion para NPs y Acular

Formulacion Paradmetro Estimacion CcVv
Qmax 68,53 % 1,92 %

NPs B 0,87 15,93 %
td 0,85h 9,48 %
Qmax 76,32 % 2,80 %

Acular B 0,82 35,83 %
td 0,51 h 23,02 %

En base a la figura 49 (el perfil de liberacion) y al valor obtenido de Qmax para ambas
formulaciones se puede observar que es elevada y se alcanza rapidamente, siendo
ligeramente superior y estadisticamente significativa (p<0,05) para el Acular. Este
resultado es esperable, ya que el KT se encuentra completamente liberado y

solubilizado en la solucién oftalmica.

Cabe la pena destacar los valores de td, tomando el valor medio de 0,85 h para las NPs y
de 0,51 h para la solucion ocular, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05). Como se puede ver, las NPs tardan mas tiempo en liberar el 63,2% de
farmaco, por lo que se puede concluir que las NPs retrasan la liberacion de KT frente a
al colirio comercial. Aun asi, la liberacién de farmaco de las NPs se puede considerar
rapida, hecho que resulta util en el caso de formulaciones oftalmicas, ya que el tiempo
de residencia dentro del saco conjuntival es limitado debido a factores ya mencionados,

como el flujo lacrimal y el parpadeo.
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Figura 49. Perfil cinético de NPs y Acular solucidn oftalmica.

Tal y como se ha comentado anteriormente la ecuacion de Weibull es una ecuacion
empirica, no mecanistica, por lo que no se puede deducir de ella el mecanismo de
liberacion del farmaco desde la matrzx. Papadopoulou V et al (2006) (V. Papadopoulou,
K. Kosmidis, M. Vlachou, P. Macheras, On the use of the Weibull function for the
discernment of drug release mechanisms, Int. J. Pharm. 17 (2006) 44-50.) propuso que
el pardmetro B puede ser un indicador del mecanismo de liberacion, de tal forma que
valores de B menor o igual a 0,75 dan lugar a una difusion fickiana, valores de (3
comprendidos entre 0,75 y 1 dan lugar a una combinacion de mecanismo de liberacién
(difusion fickiana y caso de transporte I1) y valores de B mayores que 1 son indicativos
de un mecanismo de liberacion complejo. Los valores de 3 obtenidos en el caso de las
NPs son 0,87 y para Acular 0,82 por lo que se puede decir que en ambos casos el
proceso de liberacion se produce por una combinacion de mecanismos de liberacion. La
liberacion a partir de las NPs puede ser debido a la accion combinada de la difusion del
farmaco a partir de la matriz polimérica, sumado al efecto de la erosion que se produce
sobre la zona superficial de la NPs al encontrarse en solucién. En el caso del mecanismo
de liberacién combinado del colirio, puede ser debido al efecto de uno de los

excipientes de la especialidad Acular: octoxynol 40, un tensioactivo que puede dar lugar
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a micelas y que posee en su estructura un anillo aromatico que interaccionaria mediante

enlaces w-resonante con el anillo aromatico del KT.

4.5. ESTUDIO DE PERMEACION EX VIVO
45.1. En piel

Parametros de permeacion

El estudio de permeacion cutanea ex vivo de KT de C940-HG y P407-HG se realiz6 con
el fin de determinar el perfil de permeacion del farmaco de estos vehiculos, asi como los
pardmetros de permeacion de la piel. Se utiliz piel de cerdo para este experimento
porque es una membrana representativa para la absorcién percutdnea debido a su
similitud estructural con la piel humana y densidad de foliculos pilosos (Alonso et al.,
2015).
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Figura 50. Cantidad acumulada de KT permeado a través de la piel porcina a partir de
formulaciones durante 24 horas. Los datos en cada punto de tiempo representan la media = DE

de 4 replicados.
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La Figura 50 muestra las cantidades acumuladas de KT a partir del C940-HG y P407-
HG. La Tabla 16 muestra los parametros de permeacion de KT calculados a partir de las
cantidades permeadas a traves de la piel después de 24 horas de exposicion, y la
cantidad de KT retenida en la piel a las 24h. Los valores medianos de la cantidad
acumulada de KT permeado después de 24 h fueron de 20,25 pg y 105,06 pg para KT-
C940-HG y KT-P407-HG, respectivamente.

El T, es el tiempo de KT para permear a través de la membrana de la piel y difundir en
el medio receptor cuando se alcanza el estado de equilibrio estacionario. T, para KT-
C940-HG fue de 8,5 h y 4,9 h para KT-P407-HG.

Tabla 16. Pardmetros de permeacion transdérmica de KT después de 24h. Los resultados se

expresan como Mediana (Minimo-M&ximo).

Parametro KT-C940-HG KT-P407-HG

(17.68 - 26.81) (87.83 - 120.29)

Ar (1g/g piel/cm?) 192.01 1475.84

(188.88 — 347.94)

(773.38 — 2107.53)

TL (h) 8.5 4.9
(7.5-8.9) (4.8-5.4)
J (ug/cm?)/h) 2.01 8.16
(1.67 —2.27) (7.04 - 9.08)
Kp (x107%) (cm/h) 0.93 4.23
(0.83-1.14) (3.52 — 4.54)
Css (Mg/mL) 0,058 0,241

(0.049 — 0.066)

(0.205 — 0.265)
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El experimento ha sido llevado a cabo bajo el paradigma de dosis infinitas (la
concentracién de farmaco en el compartimento donador es superior a 100 mg/cm?, por
lo que la concentracién en el compartimento donador se asume constante) (OECD num.
28, 2004). Estas condiciones permiten calcular el flujo en el estado de equilibrio
estacionario y a partir de éste se puede obtener Kp y el resto de pardmetros de
permeacion que se recogen en la tabla 16.

Las cantidades de KT retenidas en la piel también se muestran en la Tabla 16.
Basandose en estos datos, podria estimarse Css, que es una prediccion de los niveles
plasméaticos que se alcanzarian in vivo después de la aplicacion tépica de HG
desarrollados. Considerando un aclaramiento plasmatico en seres humanos de 34,3
ml/min (Cordero et al., 1997) y un &rea de aplicacién de 1 cm? el Css serfa de 0,058
pg/ml para KT-C940-HG y 0,241 pg/ml para el KT-P407-HG. Los valores de Css
tedricos estaban por debajo de la concentracion plasmatica terapéutica (0,3-5 pg/mL)
(Cordero et al., 1997) lo que minimizaria el riesgo potencial de efectos secundarios

sistémicos.

La prueba no paramétrica de U-Mann-Whitney mostré diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05) para Ty, J, Kp y Css entre KT-C940-HG y KT-P407-HG.

Absorcion percutdnea y distribucion del KT en las capas de la piel

Esta fase experimental se realizo en piel humana y bajo el paradigma de dosis finitas en
el cual la concentracion de farmaco en el compartimento donador va disminuyendo a lo
largo del tiempo (ya que la cantidad sembrada es inferior 10 mg/cm?) simulando la

aplicacion real del producto sobre la piel (OECD ndm. 28, 2004).

Una vez finalizado el ensayo de permeacion, se retir0 el exceso de formulacion de la
superficie de la piel y se tomaron muestras del medio receptor. Ambas muestras se
analizaron para determinar la cantidad de KT. Para estudiar la distribucion del KT en las

diferentes capas de la piel, se procedid a la separacién de la piel en las capas estrato
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cérneo, epidermis y dermis; con las cuales, se realiz6 la extraccion del KT mediante

sonicacion de cada una de las capas.

La Tabla 17 muestra los resultados obtenidos de KT recuperado de la superficie de la
piel, SC, epidermis y dermis después de un tiempo de exposicion de 24 h. Se observé
que el KT-C940-HG solo fue absorbido un 1%, mientras que el KT-P407-HG se
absorbié menos del 0,4%. La gran mayoria de KT permanecio en la superficie de la piel
en ambas formulaciones, aproximadamente el 92% de la dosis aplicada en el
compartimiento donador. EI mayor porcentaje de KT en el caso C940-HG se encontro
en primer lugar en la superficie seguido de la epidermis. En el caso del P407-HG, el
porcentaje mas alto de KT se encontro en la superficie seguido del SC siendo inferior al
1%. El C940-HG presentd cantidades residuales de KT en el medio receptor, a

diferencia del P407-HG en el cual no se detectd farmaco.

Tabla 17. Distribucion de KT dentro de la piel de las tres formulaciones después de un tiempo
de exposicion de 24h. Los resultados se expresan como valores medios + desviaciones estandar

para 3 células.

Hidrogel de Hidrogel de
Porcentaje de KT (%) Carbopol® Pluronic®
S 92,89 + 5,04 92,61 + 4,52
SC 0,29 +0,19 0,27+ 0,19
E 1,29+ 0,01 0,12 + 0,07
D <loq <loq
FR 0,04 + 0,03 <lod
Recuperacién 94,51 +5,24 93,01 +4,37
Absorcién percutanea 1,34+ 0,01 0,12 £ 0,07

<log = por debajo del limite de cuantificacion; <lod = por debajo del limite de deteccion. S=

superficie de la piel, SC = estrato corneo, E = epidermis, D = dermis, FR = fluido receptor.
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Se sabe que el SC es la barrera primaria contra la penetracién del fa&rmaco, por lo tanto,
se asume que la cantidad de KT absorbida percutaneamente es la de la epidermis, la
dermis y la cantidad en el medio receptor. De acuerdo con estos estudios, se hace
evidente que el SC es la barrera predominante para la penetracion de KT a traves de la
piel. Esto es coherente con el caracter hidréfilo del KT (logP 0.26) lo cual dificulta la
penetracion de la molécula a través de esta capa de la piel.

Por lo tanto, se espera que el farmaco permanezca limitado al vehiculo en lugar de
difundir a traveés de la piel. Cabe destacar que para los sistemas de administracion topica
se desea una acumulacion en la piel con penetracion minima para el tratamiento de

inflamaciones locales (Dumortier et al., 2006).

4.5.2. En mucosa bucal

Intrinseca

En primer lugar, se estudio la permeacion intrinseca del KT, para ello se realiz6 un
ensayo de permeacion con una solucién saturada de KT que resulté ser 355.68 + 8.58
mg/ml. De modo que se pudiera estudiar la propia capacidad de permeacion del farmaco
sin limitacion de la concentracion. Las membranas bioldgicas fueron la parte interna de
la mejilla y la zona sublingual. Se evaluaron las cantidades acumuladas de farmaco
permeado a las 6 horas, y parametros biofarmacéuticos tales como la constante de
permeacion, el tiempo de latencia, el flujo y se calculé la prediccién de niveles

plasmaticos que se obtendrian por cada una de las vias si se administrara a humanos.

La figura 51 muestra las cantidades acumuladas permeadas de KT frente al tiempo.
Como puede apreciarse en la gréfica, el estado de equilibrio estacionario se alcanza a

tiempos muy tempranos, alrededor de 1h (ver T, tabla 18).

Los resultados obtenidos (tabla 18) muestran que tanto las cantidades acumuladas de
KT como el flujo y la constante de permeacion son 4 veces superiores en permeacion

sublingual que a través de la mejilla. Y el tiempo de latencia es inverso, es decir, el
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tiempo de latencia es 4 veces menor en el caso de la permeacion sublingual. Este
resultado es esperado puesto que la mucosa sublingual presenta un espesor menor que la
mucosa bucal (Bhati y Madan, 2012).

Buccal vs. Sublingual
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Figura 51. Cantidad acumulada permeada de KT en mucosa bucal y mucosa sublingual.

En este caso, tanto para la mucosa bucal como la sublingual, P2 que es el parametro
relacionado con el proceso de difusion es mayor que P1 que es el parametro relacionado
con el reparto. Este resultado es coherente con el concepto de permeacion intrinseca ya
gue segun la Ley de Fick la difusién se da en funcion del gradiente de concentracion
gue en este caso es maximo; siendo la fuerza directriz de la permeacién la difusién
frente al reparto y por eso P2 es mayor que P1. Los valores de P2 en ambas membranas
son similares corroborando que el proceso de difusion es el principal

independientemente del tipo de membrana.

Teniendo en cuenta el aclaramiento plasmatico en humanos (34,3 mL/min) (Cordero
J.A, 1997) la superficie tedrica de aplicacién en mejilla y sublingual (50.2 y 26.5 cm?,
respectivamente) (Patel V.F. 2011), se predijeron las concentraciones plasmaticas que

alcanzaria el KT en una administracion bucal y sublingual en humanos.
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Tabla 18. Pardmetros biofarmacéuticos del KT en mucosas bucal y sublingual en el estudio de
permeacion intrinseca del KT. Expresado como la mediana de los valores (minimo-méximo);
#= p<0,05.

PARAMETRO BUCAL SUBLINGUAL
83.58 362.30
J (ug/h) *
(12.15-315.80) (271.90-508.10)
1.21 0.32
Ti(h)
((-0.99 )- 2.86) ((-2.57)- 2.76)
4 3.67*10" 15.92*10
Kp (cm*h™) ° 4 4 4 4
(0.53*10™*- 13.87%10™) (11.94*10" - 22.32*10™)
0.39*10°° 4.28*10°
P1 (cm) 3 3 2 2
((-8.32*10°) - 6.29%10°%) ((-18.43*10°) — 26.37*10°%)
4 5.84*10° 6.04*10”
P2 (%)

((-16.67*10?) - 13.81*107?) ((-6.48*107 —52.10*10?)

Las concentraciones plasmaticas (tabla 19) que se alcanzarian en el estado de equilibrio
estacionario (Css) tras la administracion en la mejilla en humanos quedarian dentro del
rango de concentraciones terapeuticas (0.3 — 5.0 pg/ml). Sin embargo, tras una
administracion sublingual de una solucion saturada de Ketorolaco las concentraciones

plasmaticas que se alcanzarian excederian las concentraciones terapéuticas.
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Tabla 19. Concentraciones plasmaticas predichas de KT tras una administracion transmucosa de
la solucion de KT.

Css
Bucal 3.19 £ 1.0 pg/ml
Sublingual 7.29 £ 1.6 pg/mi

Todo ello indica que el KT tiene una buena capacidad de permeacion por si mismo. No
obstante, la administracion de una solucién en la cavidad bucal no es practico puesto
que el tiempo de residencia es muy corto de tal forma que lo que se busca es aumentar
el tiempo de contacto del farmaco con la mucosa a través de polimeros mucoadhesivos.
De esta manera se podrian modular las concentraciones plasmaticas en el estado de
equilibrio estacionario para que quedaran dentro del rango terapéutico. En el caso de la
mucosa bucal mantenerlas dentro del rango terapéutico y en el caso de la mucosa
sublingual disminuir el flujo para evitar una posible toxicidad sistémica y que Css esté

dentro del intervalo descrito anteriormente.

Se seleccionaron los geles de carbopol y carboximetilcelulosa por presentar propiedades
mucoadesivas. Los resultados de la permeacion en mucosas bucal y sublingual de

dichos geles mucoadhesivos se presentan a continuacion.

Formulaciones mucoadhesivas

Carboximetilcelulosa sodica

Como se muestra en la grafica de la figura 52, y era de esperar, las cantidades
acumuladas en el compartimento receptor de las células de Franz son mayores en el

caso de la permeacidn a través de mucosa sublingual que a través de la mucosa bucal.
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La cantidad de Ketorolaco Trometamina permeada a las 5 horas en mucosa oral es de
465,66 pug y en mucosa sublingual de 794,86 pg (figura 52). Por tanto, la mucosa
sublingual ofrece menor resistencia a la permeacion resultando en una mayor

permeabilidad del Ketorolaco Trometamina (Galey et al., 1976).

BUCAL vs SUBLINGUAL
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Figura 52. Cantidades acumuladas de Ketorolaco Tromethamina del hidrogel de CMCNa

permeadas en mucosa bucal y sublingual de cerdo a diferentes tiempos.

Los resultados de los parametros de permeacién del KT en geles de CMCNa a través de
la mucosa se recogen en la tabla 20. El flujo obtenido en el caso de la mucosa bucal es

del mismo orden de magnitud que en el caso de la permeacién intrinseca.

La via sublingual presenta un flujo (J) y una constante de permeacion (KP) mayor a la
de la mucosa bucal. En cuanto al tiempo de latencia (TL), en mucosa bucal se necesitan
aproximadamente 28 minutos (0,477h) para empezar a observar cantidad de Ketorolaco
Trometamina en el compartimento receptor, en cambio en la via sublingual el tiempo de
latencia es Oh, por lo que se detecta KT en el compartimento receptor de forma

inmediata.
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Tabla 20: Pardmetros Biofarmacéuticos del gel con CMCNa como mucoadhesivo

Bucal Sublingual

Minimo Mediana Maximo Mediana Minimo Maximo

J (pg/h) 88,355 82,410 94,300 136,050 127,300 144,800
TL (h) 0477 0,441 0,514 0 0 0

Kp (cm*h-1)  0,0069 0,0064  0,0073 0,0106 0,0099 0,0113

La mucosa bucal retiene en su estructura casi 4 veces mas KT que la mucosa sublingual,
4008,41 pg/cm®g de mucosa bucal respecto a los 1152,31 pg/cm®g de mucosa
sublingual (tabla 21). Esto probablemente sea debido a la diferencia de espesor de las
mucosas. El espesor varia de unos pocos 100 um para la mucosa sublingual a 500 um

para la mucosa oral (Rathbone, et al. 2015).

Tabla 21: Valores de cantidad de KT extraido de mucosa bucal y sublingual de cerdo para el
HG-CMC.

Bucal Sublingual

Mediana Min Max Mediana Min Max

Extracciones

(ug/cm?/g) 4008,41 298392 4584,51 115231 910,89 1396,16

La Cee terapéutica esta entre 0.3 y 5 pg/ml (Cordera et al., 1977). Partiendo de que la
superficie de la mucosa bucal es de unos 50 cm? y la de la mucosa sublingual de 26,5
cm? (Galey et al., 1976), a pesar de tener una mayor flujo (J) la mucosa sublingual, se
observa que las concentraciones predichas en el estado de equilibrio estacionario son

mayores en la mucosa bucal debido a que la superficie de aplicacion del gel es
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practicamente el doble en la mucosa bucal que en la sublingual (tabla 22). Pero ambas
se encontrarian dentro del rango terapéutico; por lo que el mucoadhesivo de
Carboximetilcelulosa sédica 4% y Ketorolaco Tromethamina 2% seria una formulacion
apta para ser administrada por via bucal y sublingual y tener efectos terapéuticos

sistémicos.

Tabla 22. Concentraciones de KT en estado de equilibrio estacionario que se alcanzarian a
aplicar el gel de CMCNa

Bucal Sublingual

Mediana Min Max Mediana Min Max

Cee (pg/ml) 3,37 314 3,59 274 291 256

La figura 53 muestra la permeacion del KT desw de la foremulacion gel de Carbopol a
través de las mucosas bucal y sublingual. De nuevo, se observa como las cantidades
acumuladas de Ketorolaco Tromethamina en el compartimento receptor de las células
de Franz son mucho mas mayores a través de la mucosa sublingual que a través de la

mucosa bucal.

A las 5 horas de la permeacion a través de mucosa bucal se consigue una cantidad
acumulada de 40,365 pg de KT, y mediante la mucosa sublingual una cantidad mucho
mayor de 1069,064 pg.
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Figura 53. Cantidades acumuladas de KT permeadas en mucosa bucal y sublingual de cerdo a

diferentes tiempos para el mucoadhesivo de Carbopol.

La tabla 23 recoge los valores de los parametros biofarmacéuticos calculados para el gel
de Carbopol. El cual presenta una constante de permeacion (Kp) casi 30 veces mayor en
mucosa sublingual respecto la bucal. La misma proporcion se observa con el parametro
del flujo (J), donde en mucosa bucal es de 9,459 ug/h y en mucosa sublingual es de
273,500 pg/h. Respecto al tiempo de latencia TL, en mucosa bucal se necesitan unos 27
minutos (0.457 h) para empezar a detectar KT en el fluido receptor, en cambio en

mucosa sublingual el TL se considera cero horas.

Tabla 23: Parametros Biofarmacéuticos del gel con Carbopol como mucoadhesivo

Bucal Sublingual
Mediana ~ Minimo Maximo  Mediana Max Min
J (ng/h) 9,459 6,367 12,550 273,500 274,950 258,482
T (h) 0,457 0,350 0,564 NA NA NA

Kp (cm*h-1) 0,00073  0,00049 0,00098 0,02137  0,02148  0,02019

NA= no aplica, se han obtenido valores de tiempo negativos, debido a un artefacto matematico
porgue la pendiente poco inclinada lo que se traduce en una extrapolacién en el eje de abscisas

(TL) negativo. Se ha considerado cero para calcular el resto de pardmetros dependientes de T.
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Tabla 24. Valores de la cantidad de KT extraido de mucosa bucal y sublingual de cerdo para el
gel Carbopol en las mucosas bucal y sublingual.

Bucal Sublingual

Mediana Min Max Mediana Min Max

Extracciones
7548,18 5904,17 9192,19 25095,77 20782,10 29409,44

(ug/cm?/g)

La mucosa sublingual retiene 3 veces mas Ketorolaco que la mucosa bucal (tabla 24).
En el caso del gel Carbopol otros factores independientes al grosor de la mucosa
parecen influir en la cantidad de farmaco retenido. Si se comparan ambos geles, la
cantidad retenida en la mucosa oral desde el gel Carbopol es practicamente el doble que
desde el gel CMCNa y mas de 20 veces superior la cantidad de farmaco retenido en la

mucosa sublingual desde el gel carbopol que desde el gel CMC.

La concentracion de Ketorolaco Trometamina en estado de equilibrio estacionario es
mayor en mucosa sublingual que en mucosa bucal en el gel Carbopol (tabla 25). Esto es
porque el flujo (J) en mucosa sublingual es 30 veces mas grande, por eso, aun y
disponiendo de una superficie menor respecto a la bucal, (Css=J-S/(Clp-A)) al haber
tanta diferencia entre los flujos, la via sublingual acaba teniendo una concentracién en
equilibrio estacionario mayor. Partiendo de que la concentracion en equilibrio
estacionario terapeutica debe de encontrarse entre el rango 0,3 — 5,0 pg/mi, el
mucoadhesivo de Carbopol podria ser apto para ser administrado a través de mucosa
bucal, en cambio la via sublingual aportaria concentraciones por encima del rango
terapéutico. Por lo tanto, se desaconseja administrar esta formulacién por la via
sublingual puesto que se obtendrian concentraciones plasmaticas supra-terapéuticas que
podrian dar lugar a efectos adversos, restringiendo el uso de la formulacion para la via

bucal.
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Tabla 25. Concentraciones de Ketorolaco en estado de equilibrio estacionario que se alanzarian
a partir del mucoadhesivo de Carbopol.

Bucal Sublingual

Mediana Min Max Mediana Min Max

Cee (ug/ml) 0,36 024 048 550 520 553

Se observa como la mucosa sublingual ofrece valores de pardmetros Biofarmacéuticos
mayores que los que nos ofrece la mucosa bucal, un mayor flujo (J) y por ende una

mayor constante de permeacion (Kp) y un rapido inicio de la accion terapéutica (T.).

4.5.3. Estudio de penetracion transcorneal y transescleral

Tal y como se comentd en el apartado 3.6.3., de material y métodos, se realiz6 un
estudio de penetracion a través de membrana corneal y escleral de las NPs y el colirio
comercial Acular. La figura 54 muestra las cantidades permeadas acumuladas de KT de
ambas formulaciones a través de la cdrnea y la figura 55 a través de la esclera. En
ambos casos se observa el tramo lineal de cantidad de KT acumuladas correspondiente
al tiempo que corresponde al flujo de penetracion, y su valor, al igual que el de resto de
parametros de permeacion se encuentra en la tabla 26 para el tejido corneal y en la tabla

27 para el tejido esclerdtico.
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Figura 54. Perfil de penetracion transcorneal de KT formulado en NPs o en solucion oftalmica
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Figura 55. Perfil de penetracion transescleral de KT formulado en NPs o en solucién oftalmica

(Acular)
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Tabla 26. Valores de los pardmetros biofarmacéuticos en la permeacion transcorneal.
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Tal y como se puede apreciar en la Tabla 26 el valor del flujo transcorneal es muy
similar para las NPs y para el Acular, ya que tal y como se ve en la figura 54 las
pendientes de ambas rectas son préacticamente paralelas, no presentando diferencias
estadisticamente significativas entre ellas. En donde se pueden apreciar diferencias
significativas es en el valor del T siendo éste menor para las NPs, es decir, que a traves
de esta formulacion las concentraciones de KT llegan antes al estado estacionario que
en el caso del Acular, pudiendo acelerar en este caso el comienzo de la accién
terapéutica. La cantidad retenida en el tejido corneal también es mayor en el caso de las
NPs, habiendo méas farmaco disponible para ejercer su accion antiinflamatoria. Esta
diferencia parece ser debida al parametro P2, que como ya se comentd anteriormente, es
el pardmetro relacionado con la difusion. Es decir, las NPs parece ser que incrementan
la difusion del KT a través de la cornea. A pesar de observarse diferencias, éstas no son
suficientes para verse reflejadas en la constante de permeacion, dando lugar a que no se
observen diferencias estadisticamente significativas entre ambas formulaciones. En
cuanto al parametro de permeacion que gobierna el paso del KT a través de la crnea, se
puede concluir que es el reparto entre la formulacion y la cornea, ya que el valor de P1

es mayor al valor de P2 en ambas formulaciones.

En cuanto a los resultados obtenidos de la permeacion escleral (tabla 27), se puede
observar una superioridad de las NPs sobre el Acular, estadisticamente significativa, en
el caso del flujo transescleral y T,. Es decir que el KT pasa a través de la esclera antes y
a mas velocidad, cuando se formula en NPs que cuando se administra en solucion
oftdlmica. También en este caso se obtiene una mayor cantidad retenida en el tejido, por
lo que es de esperar que la accion terapéutica sea superior al ser administrada en forma
de NPs. La superioridad en el flujo transescleral es debida, al igual que en el caso de la
cornea, a las diferencias encontradas en el parametro de difusion P2, en este caso si

suficiente para obtener diferencias en la constante de permeacion escleral.

En este caso también se puede observar que el parametro P1 es superior a P2, por lo que
puede concluirse de nuevo que el paso de KT a través del tejido se encuentra gobernado

por el proceso de reparto.
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Tabla 27. Valores de los pardmetros biofarmacéuticos en la permeacion transescleral
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No es de extrafiar que la penetracion de KT a través de la cornea sea superior al de la
esclera, tanto para las NPs como para el colirio, debido a la propia estructura de ambos
tejidos, siendo el primero mucho mas permeable. El tejido esclerdtico es méas grueso y
estd compuesto por un elevado namero de fibras de colageno. Este hecho puede también
favorecer la mayor acumulacion de KT que se produce en la esclera frente a la cornea,
practicamente el doble. ElI farmaco aqui acumulado puede ir liberandose de forma
paulatina al interior de la cavidad ocular para difundir a través del humor vitreo y humor

acuoso.

Se puede concluir, por tanto, que las NPs mejorarian el perfil de absorcion in vivo en

cornea y en esclera, pudiendo dar lugar a una superioridad terapéutica.

Permeacion in vivo

Con el fin de confirmar la ventaja cinética de las NPs respecto a Acular obtenida in
vitro, se desarrollé un estudio in vivo. Para ello se administraron ambos productos a
cerdos, tal y como se detalla en la seccion 3.6.3. de material y métodos. Este estudio
representa una aplicacion real del producto, donde a diferencia del estudio in vitro, se
evalua el efecto del lagrimeo y del parpadeo en la absorcion de KT en el ojo del animal,
a partir de las formulaciones, observandose también la intervencion conjunta de la capa

cornea y esclerotica, antes estudiadas por separado.

Tras un periodo de tiempo de 8 horas, se sacrificaron a los animales y se determiné la
cantidad acumulada presente en el humor vitreo y en el humor acuoso mediante HPLC.
En este caso no se realizd ninguna cinética, debido a la necesidad de sacrificar a un

elevado nimero de animales para ello.

Los resultados de contenido de KT en ambos fluidos se encuentran recogidos en la tabla
28 y la figura 56. Como puede observarse en ambos casos se obtiene una concentracion
del mismo rango de magnitud, siendo ligeramente superior en el caso de las NPs. Tras

aplicar el test de Mann-Whitney se apreciaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los distintos valores obtenidos, la tabla 29 muestra el test de

comparaciones multiples realizado.

Tabla 28. Concentracion de KT alcanzada en humor vitreo (HV) y humor acuoso (HA) tras su

administracion en forma de NPs o de solucidn oftadlmica (Acular)

Ketorolaco (mg/mL)

media sd n
NP-HA 1,56 0,08 6
NP-HV 1,55 0,07 6
Acular-HA 1,46 0,05 6
Acular-HV 1,44 0,04 6
2.
o o I NP-HA
© 2 — NP-HV
S | [ . B8 Acular-HA
E .é E EEEEE I Acular-HV
b Sy1q4 [iiil] .
go S| i E
c2 Il :
SR :
0 L] .
NP-HA NP-HV  Acular-HA Acular-HV

Figura 56. Concentracion de KT hallado en el humor vitreo y humor acuoso tras la aplicacion de

las formulaciones a base de NPs y del colirio Acular®.

Se observan diferencias entre el contenido de KT en el humor vitreo cuando se
administra a través de NPs frente al Acular. También hay un aumento significativo en el
humor acuoso cuando se administra en forma de NPs frente al contenido de KT en el

humor vitreo cuando se administra a partir de Acular.
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Dentro de cada formulacion, no se observan diferencias en el contenido de farmaco
entre humor vitreo y acuoso, por lo que parece ser que la mayor viscosidad del humor
vitreo no retrasa de forma significativa la difusion del KT dentro del ojo, por lo que se
pueden obtener concentraciones homogéneas de farmaco dentro de todo el globo ocular,

pudiendo quedar éste disponible para ejercer su accion en la parte posterior del ojo.

Tabla 29. Concentracion de KT alcanzada en humor vitreo (HV) y humor acuoso (HA) tras su

administracion en forma de NPs o de solucién oftalmica (Acular)

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% ClI of diff
NP-HA vs NP-HV 0,01159 0,4575 P>0.05 -0.08867 t0 0.1118
NP-HA vs Acular-HA 0,09288 3,666 P>0.05  -0.007385to0 0.1931
NP-HA vs Acular-HV 0,1202 4,745 P <0.05 0.01994 to 0.2205
NP-HV vs Acular-HA 0,08129 3,209 P>0.05 -0.01897 t0 0.1815
NP-HV vs Acular-HV 0,1086 4,288 P <0.05 0.008352 to 0.2089
Acular-HA vs Acular-HV 0,02733 1,079 P>0.05 -0.07293 10 0.1276

4.6. ESTUDIOS DE TOLERANCIA OCULAR

Es bien conocida la biocompatibilidad de los polimeros usados en la elaboracion de las
NPs, tanto el PLGA como el PVA. Aun asi, se considera necesaria la evaluacién de la
tolerancia ocular de los mismos. Clasicamente se han utilizado métodos in vivo,
concretamente el test de Draize, para llevar a cabo dichos estudios. Como consecuencia
un gran nimero de animales es necesario para llevarlo a cabo. Con el fin de disminuir el
uso de animales de experimentacion, debido a las consideraciones éticas que esto
conlleva, se han desarrollado una serie de métodos alternativos entre los cuales destacan
el estudio de HET-CAM.

El HET-CAM ha sido validado como alternativa al test de Draize y es ampliamente
utilizado en la evaluacion de cosméticos y en tareas de screening. Tal y como se
describe en la seccion de material y métodos una muestra de formulacion de NPs,

Acular, solucion de KT libre, control positivo y control negativo fueron depositados

195



196

Estudio de Formulaciones de Ketorolaco de Trometamina para aplicacion sobre mucosas y piel

sobre la membrana corioalantoidea (figura 57) evaluando la hemorragia,
vasoconstriccion y coagulacion provocada en el huevo de gallina.

Control negativo

Control negativo Acular NP6

Fig. 57. Imégenes de la membrana corioalantoidea tras la administracion de las formulaciones
para administracion oftalmica, NPs y Acular®. Se incluyen también iméagenes del control
positivo y control negativo.
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4.7. ESTUDIOS DE EFICACIA ANTI-INFLAMATORIA

4.7.1. Eficacia anti-inflamatoria dérmica in vivo

La prueba de actividad anti-inflamatoria se examino utilizando el modelo de edema de
la piel del oido agudo inducido por aplicacion tépica con TPA. Se tomd una solucién de
KT en acetona como referencia de inhibicion inflamatoria. Como se muestra en la figura
58, el KT-P407-HG mostr6 una reduccién aparente de la inflamacién del 15,4% en
comparacion con la referencia. Sin embargo, el KT-C940-HG mostré un menor efecto

anti-inflamatorio en comparacion con la referencia.
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Figura 58. Actividad anti-inflamatoria de las formulaciones de hidrogel probadas, (hidrogel
Carbopol® y hidrogel Pluronic®). Los resultados se expresan como el porcentaje de reduccion

de la inflamacién en comparacion con la referencia (valores medios + SD).

La notable eficacia anti-inflamatoria del KT-P407-HG revel6 que éste aplicado en el
oido del raton posee suficiente capacidad para proporcionar una biodisponibilidad
adecuada de KT para alcanzar facilmente el sitio de accion. Aunque no se encontraron
diferencias en la acumulacién de piel KT entre formulaciones cuando se afiadieron HG

a la piel humana en el experimento de absorcidn percutanea, bajo condiciones in vivo, la
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eficacia antiinflamatoria topica de KT-P407-HG revel6 una mayor eficacia anti-
inflamatoria que KT-C940-HG. Estas diferencias observadas entre experimentos ex vivo
e in vivo pueden explicarse por la ausencia de flujo sanguineo y metabolismo ex vivo
(Vegaetal., 2013).

Ademas, la piel viable actia como un deposito local lleno con el farmaco asociado al
vehiculo para condiciones in vivo. Este deposito es parcialmente idéntico al sitio de la

accion biologica deseada (Almeida et al., 2012).

Estudio histolégico

El proceso de inflamacion atrae células del sistema inmune al tejido afectado, los vasos
sanguineos se expanden y se vuelven mas porosos permitiendo que las células

abandonen el sistema circulatorio y entren en el tejido dafado.

La figura 59 muestra imagenes del estudio histoldgico. La inflamacién causada por TPA
en el oido de los ratones (control positivo) dio como resultado la presencia de células
del sistema inmune en los vasos sanguineos como respuesta a la inflamacién (Fig. 59-
B). No se observaron células del sistema inmune en el control negativo de la
inflamacién (figura 59-A), asi como en muestras de orejas tratadas con KT-P407-HG y
KT-C940-HG (figura 59-C y figura 59 -D, respectivamente).
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Figura 59. Imagenes histolégicas del oido de los ratones. (A) control negativo de la inflamacion,
(B) control positivo de la inflamacién, (C) oido inflamado tratado con KT-P407-HG y (D) oido
inflamado tratado con KT-C940-HG.

4.8. PARAMETROS CUTANEOS EXPERIMENTALES

Con el fin de evaluar los cambios potenciales debidos a la formulacién, se estudiaron las
variaciones en las propiedades de las pieles mediante técnicas biometroldgicas. Los
parametros evaluados son la temperatura cutanea, la hidratacion del estrato corneo
(SCH) y la pérdida transepidérmica de agua (TEWL). Estos pardmetros son indicativos
de un posible efecto irritante o pro-inflamatorio. La medicién de TEWL, debido a la
difusion pasiva de agua a través de la piel, proporciona informacién importante sobre la
funcion de barrera cutanea (Mohamed et al. 2014). La pérdida transepidérmica de agua
es una medida indirecta de la integridad de la funcion barrera de la piel; un incremento
de los valores de TEWL refleja un posible deterioro en la funcion barrera, de la
proteccion contra la pérdida de agua. EI SCH se determina como conductancia que el
agua libre proporciona a la superficie de la piel (del Pozo A et al. 2007).
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Figura 60. Evolucion de los parametros cutaneos experimentales monitorizados antes de la aplicacion de

las formulaciones (conteniendo un 2% de KT) y una hora después de la aplicacién en la piel de
voluntarios sanos. TEWL esta expresado en g/h-cm? la temperature como grados Celsius (°C), y la
hidratacion como unidades arbitrarias (AU). *= p < 0.005; **=p < 0.0005.

La aplicacién de los HG probados no indujo ninguna irritacion visual de la piel y fue
bien tolerada. La figura 60 representa las mediciones de los pardmetros biomecanicos de
la piel después de la aplicacién de la formulacién. Como se puede observar, no se
observaron cambios en la temperatura de la piel para ninguno de los HG. En particular,
el KT-P407-HG forma una pelicula visible sobre la piel; En el momento de la aplicacion
KT-P407-HG es liquido y transparente, pero se gelifica unos minutos después de su
aplicacion sobre la piel debido a su naturaleza de gelificacion dependiendo de la
temperatura. Una hora despues de la aplicacion, el agua se ha evaporado por completo y

se puede ver que una pelicula delgada y transparente toca la piel.
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Se registrd una ligera disminucién en los valores de TEWL para ambos HG, aunque no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los
valores basales. Sin embargo, el SCH sufrié una leve pero estadisticamente significativa
disminucion después de la aplicacion de KT-C940-HG (p <0,05). Esta caida fue adin
mas pronunciada para KT-P407-HG.

Se realizaron estudios de swelling y degradacion en condiciones cutaneas, PBS pH 5,5y
32°C. Estas condiciones difieren de las de los hidrogeles para uso interno, mientras que
nuestros hidrogeles se prepararon para la aplicacion dérmica (Yin L 2007, Sarker A,
2014, Malik NS 2017, Garcia-Astrain C 2016 y Sarker A 2014). Asi, se considero la
temperatura y el pH de la piel. Debe observarse que aquellos hidrogeles para uso interno
estaran rodeados por fluidos fisioldgicos en contraste con los hidrogeles dérmicos que
formaran una pelicula sobre la piel. Por lo tanto, un lado estard en contacto con el
estrato corneo mientras que el otro lado estard en contacto con la atmdsfera. La
aplicacion de los hidrogeles en la piel sana de los voluntarios mostré una disminucién
en la hidratacion del estrato corneo una hora después de la aplicacion. Entonces, parece
que los hidrogeles absorben el fluido de la pérdida de agua transepidérmica en el lado
que mira hacia el SC, pero al mismo tiempo se ha desecado por el aire en el lado
orientado hacia la atmoésfera que conduce a la formacion de una pelicula que cubre la

piel.

Se sabe que la funcion de barrera cutanea reside en el SC. Pluronic P407 es
ampliamente utilizado en medicina y biotecnologia como tensioactivo biocompatible.
Asi, basandonos en los superiores resultados de la eficacia anti-inflamatoria del KT-
P407-HG, hipotatizamos una permeacién mas alta a través de la piel mediante la
modificacion de SC disminuyendo el orden de los lipidos (Shin et al. 2001, Erukova et
al. 2000, Demina et al. 2005). Podria explicar el ligero cambio en TEWL (Figura 60),
que fue evidente en los valores de SCH (Figura 60). Ademas, los HG se forman por
absorcion de agua; el polimero absorbe agua y se hincha formando una estructura de red
tridimensional. Por lo tanto, la disminucién de SCH para KT-C940-HG podria ser

debida a la captacion de agua de la superficie de la piel por parte del Carbopol.
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5.CONCLUSIONES
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Two different formulations for dermal application and two other formulations with
mucoadhesive properties were prepared for topical application. The semi-solid systems
obtained were stable hydrogels formulations which showed suitable physical properties
for topical or dermal application. The pH of the mucoadhesive systems is similar to the
physiological pH, therefore, the topical administration of the gels, should not damage

the mucous membranes.

The in vitro release studies performed on polymeric hydrogels, demonstrate a fast

release profile of ketorolac tromethamine.

Although PF-127-HG presented slightly higher permeated amounts, and C940-HG
showed slighted retained amounts in the skin, the permeation studies showed that KT
penetrates skin in similar amounts from both formulations. However, the C940-HG
diffused to deeper layers of the skin. Taking into account a human plasma clearance of
34.3 ml/min and an application area of 10 cm?, the predicted plasma concentration at the
steady state would be below the plasma therapeutic range. Thus, the formulations are

suitable for local therapy without systemic side effects.

Cutaneous parameters showed no statistically significant differences in the skin’s barrier
function, such as temperature and TEWL after the application of C940-Hg and PF-127-
HG. Additionally, hydrogels did not cause any irritant effects, and were well tolerated.
These data suggest that the association of ketorolac tromethamine in hydrogels may be
suitable for topical medication for local anti-inflammatory therapy and has potential for
development. Compared to the reference KT solution, a decrease in the degree of
inflammation in the ear mice was observed when applying the hydrogels made with

Pluronic® but not for the carbomer-based one.

Regarding mucoadhesive gels for mucosal delivery, Carbopol and Sodium
Carboxymethylcellulose (CMCNa) were tested. Results show that CMCNa provides
favorable biopharmaceutical parameters and the predicted plasma levels achieved would
be within the therapeutic concentration range for both routes. Carbopol mucoadhesive
gel is suitable for buccal transmucosal delivery; however, it would be required to re-

formulate it at a lower dose for sublingual transmucosal. Thus, the mucoadhesive
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systems developed for transmucosal delivery might be considered as an alternative route
to the oral, with systemic action but diminishing the first-pass hepatic metabolism and

enzymatic degradation.

Polymeric PLGA-PLA Nps was sucessfully developed. They have a particle size around
100 nm and a low polydispersion index and a round-shape structure. They were found
to be stable in short-term conditions. NP release was rapid, but delayed compared with
Acular eye drops, following in both cases a Weibull Kinetic release equation, with a
complex release associated mechanism. Nanoparticulate system also exhibited a higher
transcorneal and transescleral flux and a lower lag-time, compared with Acular,
potentionaly improving the therapeutic index. KT concentractions in vitreous and
aqueous humor were similar for both formulations. KT-NPs had an excellent eye
compatibility based on HET-CAM assay. All these characteristics made KT-NPs as a

good alternative to commercial eye drops.
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ABSTRACT

Purpose In order to obtain dermal vehicles of ketorolac
tromethamine (KT) for the local treatment of inflammation
and restrict undesirable side effects of systemic levels hydrogels
(HGs) of poloxamer and carbomer were developed.
Methods KT poloxamer based HG (KT-P407-HG) and KT
carbomer based HG (KT-C940-HG) were elaborated and
characterized in terms of swelling, degradation, porosity, rhe-
ology, stability, in vitro release, ex vivo permeation and distribu-
tion skin layers. Finally, in vivo anti-inflammatory efficacy and
skin tolerance were also assessed.

Results HGs were transparent and kept stable after 3 months
exhibiting biocompatible near neutral pH values. Rheological
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patterns fitted to Herschel-Bulkley for KT-C940-HG and
Newton for KT-P407-HG due to its low viscosity at
25°C. Rapid release profiles were observed through first
order kinetics. Following the surface the highest concen-
tration of KT from C940-HG was found in the epider-
mis and the stratum corneum for P407-HG. Relevant
anti-inflammatory efficacy of KT-P407-HG revealed
enough ability to provide sufficient bioavailability KT
to reach easily the site of action. The application of
developed formulations in volunteers did not induce
any visual skin irritation.

Conclusions K'T-P407-HG was proposed as suitable formu-
lation for anti-inflammatory local treatment without theoret-
ical systemic side effect.

KEY WORDS carbomer - hydrogels - ketorolac
tromethamine - poloxamer - transdermal

ABBREVIATIONS

C940  Carbopol® 940

HG Hydrogel

HPLC  High performance liquid chromatography

KT Ketorolac tromethamine
P Porosity

P407  Pluronic® F-127

PBS Phosphate buffer solution

PEO  Poly(ethylene oxide)

PPO  Poly(propylene oxide)

56 Stratum corneum

SCH  Stratum corneum hydration

SR Swelling ratio

TEWL  Trans epidermal water loss

TPA 12-0-detradecanoylphorbol-13-acetate
WL Weight loss
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INTRODUCTION

Ketorolac tromethamine (KT) belongs to the pyrrolo-pyrrole
group of nonsteroidal anti-inflammatory drugs with potent
analgesic and moderate anti-inflammatory activities used for
the short-term management of moderate to severe acute post-
operative pain (1,2). Atpresent this drug is administered either
intramuscularly or orally for the short-term management of
post-operative pain and as an ophthalmic suspension for the
prophylaxis and reduction of postoperative ocular inflamma-
/e and often inconvenient
for patients, especially in terms of self-administration. Oral
therapy requires a frequent dosing regimen due to a biological
half-life of 4-6 h with associated adverse effects such as, peptic
ulceration and gastrointestinal bleeding.

The application of this type of drugs via the dermal route
could offer additional advantages, e.g. it avoids the first pass
metabolism, averts the risk of gastrointestinal disturbance,
targeting only the areas of disease (3). However, the stratum
corneum (SC) of the skin represents a formidable barrier
which is the rate-limiting step for permeation across the skin
(4). To overcome this problem, and to enhance drug bioavail-
ability, the active is incorporated into different drug delivery
systems based on polymeric nanostructures (5). Among these
drug delivery systems, hydrogels emerged as the third gener-
ation biomaterial systems that function as drug delivery sys-
tems (6). Hydrogels (HGs) are three-dimensional cross-linked
polymeric networks that exhibit the ability to swell and retain
a large amount of water, without dissolution (7). Their highly
porous structure can easily be tuned by controlling the density
of cross-links in the gel matrix and the affinity of the HG for
the aqueous environment in which they are swollen (8,9). By
modifying the HG density, the rate at which an entrapped
drug is released can be altered to allow the delivery of the
drug over a specific period (10). Concretely, micro/

tion. Injections, however, are invasiv

nanostructured polymeric systems have attracted much atten-
tion because of their pharmaceutical applications. In particu-
lar, poloxamer, also known as pluronic®, is a amphiphilic
thermoresponsive block copolymer consisting of a central hy-
drophobic block of Poly(propylene oxide) (PPO) flanked by
hydrophilic Poly(ethylene oxide) (PEO) blocks (PEO-PPO-
PEO), has held interest in the design of dermal and transder-
mal delivery systems with a view to promoting, improving or
retarding drug permeation through the skin (11).

On the other hand, carbomer, also known as carbopol®, is
a hydrophilic pH responsive acrylic acid polymer cross-linked
with polyalkenyl ethers or divinyl glycol (12), with optimal
topical applications (1 3).

In this study is evaluated if poloxamer and carbomer HGs
can be used to produce dermal vehicles of KT for the local
treatment of inflammation without reaching systemic levels in
order to restrict undesirable side effects of K'T. For that, this

work aimed at developing KT delivery systems with improved

biopharmaceutical profile for dermal administration. Thus, to
target KT in the skin in a controlled release manner enhanc-
ing the contact of KT with the skin and improving its reten-
tion, we elaborated a poloxamer based HG and a carbomer
based HG loading KT. After physical characterization in
terms of rheological behavior and stability, i vitio release, as
well as, ex vivo permeation studies of KT from HGs were ac-
complished. Finally, in vivo skin tolerance and anti-
inflammatory efficacy were also assessed.

MATERIALS AND METHODS
Materials

KT was purchased from Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain).
Carbopol® 940 (C940) and Pluronic® F-127 (P407) were
obtained from Fagron Iberica (Terrassa, Spain). Sodium
phosphate dibasic and monopotassium phosphate were sup-
plied by Panreac (Barcelona, Spain). The purified water uti-
lized in all experiments was obtained from a Milli-Q1
Gradinet Al0 system apparatus home supplied (Millipore
Iberica S.A.U., Madrid, Spain). All other chemicals and re-
agents were of analytical grade.

Tissues for ex Vivo Assays

Ear porcine (Landrace Large White race) skin was obtained
from the Bellvitge animal facility services, and approved by
the Ethics Committee of Animal Experimentation of the

University of Barcelona. 1 mm thickness skin tissue was used
for experiments. The skin was initially cleaned with tap water,
and then hairs and subcutaneous fat tissue were removed with
a scalpel.

Human skin was obtained from the abdominal region of
healthy women (plastic surgery department, Barcelona-
SCIAS Hospital, Barcelona, Spain). The experimental proto-
col was approved by the Bioethics Committee of the
Barcelona-SCIAS Hospital and written informed consent
forms were provided by volunteers. After being frozen to
—20°C, tissues were dermatomed (GA630, Aesculap,
Tutdingen, Germany) into 500 pm-thick pieces. Human skin
integrity was verified by measuring the trans epidermal water
loss (TEWL) using a TEWL-meter TM210 (Courage &
Khazaka, Koln, Germany). Human skin pieces exhibiting
TEWL values above 10 g/m” h were ruled out.

Experimental Animals

Male Swiss CD-1 mice (20-25 g) were acquired from Circulo
ADN S.A. de C.V. (Coyoacan D.F., Mexico) and were sub-
jected to a quarantine period of 7 days on arrival. The animals
were housed in plastic cages with soft bedding with access to
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controlled diet and tap water ad libitum. The temperature
was kept at 24 = 1° C and the relative humidity was kept at
50-60%. Artificial lighting was used to provide 12 h light and
12 h dark every 24 h. The studies were conducted under a
protocol in accordance with the Mexican Official Normative
for Animal Care and Handling (NOM-062-ZO0-1999) and
with the approval of the Academic Committee of Ethics of the
Vivarium at the Universidad Auténoma del Estado de
Morelos (Mexico).

Elaboration of HGs

P407 and C940 were used as polymers for the preparation of
two HGs (18% and 2%, respectively). KT loaded HGs (KT-
P407-HG and KT-C940-HG) were elaborated at laboratory
scale at a concentration of 2% (w/z) as previously described
(11). Briefly, KT was dissolved in distilled water. The pre-
weighed quantity of polymer was gradually added to this so-
lution under continuous stirring, until a thin dispersion, with-
out residual powder, was formed. HGs were then kept in a
tightly closed container at the following conditions: P407 was
kept at 4°C for 24 h and C940 was allowed to swell for 24 h at
room temperature, and then, triethanolamine was added to
the formulation. Once elaborated, both formulations were
stored at room temperature until following studies.

Physical Characterization

All HGs formulations were visually observed immediately and
3 months after preparation for color, odor and viscosity.

The pH of the prepared HGs was measured at room tem-
perature and 32°C, using the CRISON micro-pH 200 micro-
processor controlled pH-meter (Crison Instruments S.A.,
Barcelona, Spain), immediately after preparation of formula-
tions and after three months.

Swelling and Degradation Tests

The swelling ratio (SR) was assessed by a gravimetric method.
Briefly, dried HGs were incubated in PBS (pH = 5.5) at 32°C
for 24 h in the case of KT-C940-HG and 30 min KT-P407-
HG. At predetermined times; samples were removed and
weighed (W) after blotting the surface water. The PBS uptake
was carried out in triplicate. The swelling ratio was calculated
based on the following equation:

Ws—Wd

QR(%) = ———

(1)
Where Ws is the weight of the swollen HG at different
times and Wd is the weight of dried HG.
The degradation as percentage of weight loss (WL) was
calculated by immersing known amounts of dried HGs in
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PBS (pH = 5.5) at 32°C for 24 h in the case of KT-C:940-
HG and 19 min for KT-P407-HG. At regular time intervals,
samples (n = 3) were dried and weighed. WL was calculated
according to the equation:
Wi—Wwd
WL(%) :’ITX 100 @)
Vi

Where Wi is the initial weigh of HG and Wd the weight of

HG at different times.

Porosity and Morphological Studies

The porosity (P) was estimated by the solvent replacement
method, which consisted in submerging the dried HG in ab-
solute ethanol for 4 h in the case of KT-C940-HG and 2 min
for KT-P407-HG, and then weighed after the excess ethanol
on the surface was blotted. The porosity was calculated ac-
cording to the equation:

_Wn-wl

<y X100 (3)

Where W, stands for the weight of the dried HG to be
immersed in ethanol, W, represents the weight of HG after
being immersed in ethanol, p and V are the density of absolute
ethanol and the volume of the hydrogel, respectively.

Furthermore, the structure of HGs was examined by
Scanning Electron Microscopy (SEM) in a JEOL J-7100F
(JEOL Inc., Peabody, MA, USA) by coating with a thin layer
of carbon in an Emitech K950X coater (Quorum
Technologies Ltd., Kent, UK).

Analytical Conditions and KT Content

The amount of KT in samples was determined by high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) methodology validated
according ICH Q2 (R1) validation guidelines in terms of linear-
ity, accuracy and precision (14). HPLC system consisted of
Hitachi-Merck HPLC equipment with a variable 1-4250 UV-
Vis detector (A = 314 nm), and a C:18 column (LiChrocart 250~
4/TLiChrosorb RP-18, 5 um) with a flow rate of 1 mL/min at
isocratic conditions. The injection volume was 20 uL. Elution
conditions for detection of KT were sodium dihydrogen phos-
phate (pH 2.9) (Sigma, St Louis, MO, USA) /methanol (Merck,
Darmstadt, Germany) (450/550, ¢/v) at 314 nm.

The KT content in HGs was addressed as follows: an exact
volume of 10 uL of each formulation was dissolved in 10 mL
of water:methanol (1:1) under stirring for 15 min in an Elma
Transsonic Digital S T490 DH ultrasonic bath (Elma, Singen,
Germany). Solutions were filtered through a 0.45 pm
Cameo® syringe filter nylon membrane (Sigma Aldrich,
Barcelona, Spain) and analyzed by HPLC.
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Rheological Study

Rheological properties were determined using a rotational
Haake RheoStress 1 rheometer (Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe, Germany) equipped with cone-plate geometry
(Haake C60/2° Ti, 60 mm diameter, 0.105 mm gap between
cone-plate) at 25 and 32°C. (Thermo Haake Phoenix II +
Haake C25P). Samples underwent a program consisting of 3
steps shear profile; firstly, a ramp-up period from 0 to 100~
during 3 min, followed by a constant shear rate period at
100 s™" for 1 min and finally the ramp-down period from
100 to 0 s™" for 3 min. Steady-state viscosity determined at
tp (25 and 32°C), was also calculated from the constant shear
stretch at 10057,

The gelation temperature of KT-P407-HG was also
evaluated according to Brugués et al. (11). Briefly, the
formulation was placed in a water bath under stirring
with a magnetic bar. The temperature of the hydrogel
was steadily increased from 21 to 36°C. The gelation
temperature was assumed as the one that the magnetic
bar stopped because of gelation. The experiment was car-
ried out by triplicate.

Data Analysis

The obtained flow data of KT-P407-HG and KT-C940-HG
were fitted to different mathematical models in order to char-
acterize flow properties and to describe the data:

Newton : T =1y (4)
Bingham : T =19 + (np -y) (5)
Ostwald—de—Waele : T = K" (6)
Herschel—Bulkley : T = 1o + K 4" (7)
Casson : T = y, (13 + (g -Y)") (8)
Cross : T=v:(Nw + (o =1))/ (! + (¥/70)") 9)

Where, T is the shear stress (Pa), y is the shear rate (1/s),n is
the dynamic viscosity (mPa-s), T, is the yield shear stress
(Pa), mg is the zero shear rate viscosity, 1, is a constant
plastic viscosity (mPa-s), n,, is the infinity shear rate
viscosity, n is the flow index and K is the consistency
index. Best fitting was based on the calculaton of the
correlation coefficient (r) by linear regression analysis of
the flow plots.

In Vitro Release

The release assay was performed using thermostated
(32 £ 0.5°C) amber glass Franz-type diffusion cells (FDC
400, Crown Glass, Somerville, NY, USA) with an active

diffusion area of 2.54 cm”, cellulose dialysis membranes
with molecular weight cut-off of 12KDa (Iberlavo,
Madrid, Spain), and phosphate buffer solution (PBS)
(0.06 M, pH 7.6) under continuous stirring as receptor
medium, assuring sink conditions. 100 mg samples were
placed in the donor compartment and sealed with
Parafilm® to avoid evaporation. 300 pL samples were
collected via syringe at pre-stablished intervals for 9 h,
and immediately replaced with similar volume and tem-
perature of PBS. The collected samples were analyzed
for drug content by HPLC. The experiment was per-
formed in quadruplicate, and the cumulative percentage
of KT released was calculated.

Kinetics

The amount of KT released was fitted to the following equa-
tions:

Zero—order : %Rt/%R® = Ko X t (10)
First—order : %Rt/%Roo = | —e (11)
Higuchi : %Rt/%Ro = khx t'/? (12)
Korsmeyer—Peppas : %Rt/%Re = Kx * (13)

Where Rt is the amount of drug released at time (t), Roo is
the maximum amount of drug released, k is the release rate
constant expressed in units of concentration/time, and n
is the diffusion release exponent that can be used to
characterize the different release mechanisms. It has
been established that » < 0.43 (Fickian diffusion mech-
anism), 0.43 < » < 0.85 (anomalous transport) and
n = 0.85 (super case II transport, i.e. zero, order re-
lease). A nonlinear least squares regression was per-
formed using the WinNonLin®, V. 3.3 software
(Pharsight Co., MountainView, CA, USA). The Akaike
information criterion (AIC) was determined for each
model as an indicator of the model’s suitability for a
given dataset based on maximum likelihood.

Ex Vivo Permeation Protocols

The following guidelines were adhered during these studies:
OECD guidelines (15,16), the published opinions of the
Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-Food
Products (17) and classical and updated principles of percuta-
neous absorption (18).

Estimation of Permeation Parameters
The estimation of permeation parameters was carried out using

Franz diffusion cells as described previously. The ear pig skin
was mounted between the receptor and donor compartments
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with the SC towards the donor chamber with a diffu-
sion area of 2.54 cm”. 300 mg samples were placed in
the donor compartment in contact with porcine skin.
Samples of the receptor phase (300 pL aliquots) were
withdrawn periodically and replaced by receptor medi-
um at various time intervals for 24 h, and analysed by
HPLC for drug content. Six parallel determinations
were addressed. Once the experiment finalized, the
amount of drug retained (Ag, pg/g skin/cm?), in the
porcine membrane was determined. For that purpose,
the skin was cleaned with sodium lauryl sulphate solu-
tion 0.05% and rinsed with distilled water. The perme-
ation area was excised and weighed, then the drug
reatined was extracted with methanol:water (50:50, v:v)
under sonication for 20 min in ultrasound bath, and
analysed by HPLC.

The following parameters were calculated from experi-
mental data:

The cumulative amount of KT permeated through porcine
skin membrane was plotted as a function of time. The slope
and intercept of the linear portion of the plot was de-
rived by regression using the Prism®, V. 5 software
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). KT
fluxes (J, pg/cm?/h) from the assayed formulations were
calculated from the slope of linear portion of the cumu-
lative amounts permeated through the membrane per
unit surface area versus time plot, and the extrapolation
of this line will intercept with the X-axis at a time equal
to lag time (Ty, h). The permeability coeflicients (Ap,
cm/h) were obtained by dividing the J by the initial
drug concentration (Cy) in the donor compartment,
and it is assumed that under sink conditions the drug
concentration in the receiver compartment is negligible com-
pared to that in the donor compartment (19). The predicted
steady-state plasma concentration (C) of drug, which would
penetrate skin barrier after topical application, was obtained
using the following equation:

Fix.d
ap

Css =

(14)

where C is the plasma steady-state concentration, J the
flux determined in this study, A the hypothetical area of ap-
plication and Cl, the plasmatic clearance.

Percutaneous Absorption and KT Distribution
in Human Skin Layers

Human skin discs with an internal diameter of 2.5 cm
were placed on thermostated (32°C)) Franz static diffu-
sion cells (3 mL, 1.86 cm” of exposed area, Lara-Spiral,
Courtenon, France) in order to determine the compart-
mental distribution of KT after an exposure time of
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24 h. PBS at pH 7.6 (Sigma, St Louis, USA) in water
(MilliQ quality) was used as receptor fluid, representing
the pH of blood. The solubility of KT in the receptor
medium and sink conditions were guaranteed through-
out the assay by adding gentamicin sulphate 0.04% (w/
?) (Sigma, St Louis, MO, USA) and bovine serum albu-
min 1% (w/v) (Sigma, St Louis, MO, USA) under mag-
netic stirring (20). Samples (10 pL) were applied to the
skin. Control cells were also used, 10 pL. of blank HGs
(without KT) were applied to the skin surface to evalu-
ate potential interferences of the HG or skin layer in
the analysis of KT.

After 24 h exposure period, the skin discs were
disassembled from the Franz cells and the excess of
HGs formulations was removed from the skin in order
to recover the excess of KT. Then, the receptor fluid
was recovered, and stripping procedures were per-
formed on the surface horny layers of the SC with ad-
hesive tape (D-squame, Cuderm Co., Dallas, USA).
Twelve strips were carried out in order to remove most
of the amount of substance contained in the SC. The
epidermis was separated from the dermis after heat
treatment (20). The different samples to be analyzed
were extracted and/or diluted in water:methanol
(1:1,0/v) (Merck, Darmstadt, Germany). 10 mL of the
extraction solvent was added to the S sample, 2 mL
of extraction solvent were used for the SC and E, and
I mL was used for the extraction of KT from D. The
resulting mixtures were sonicated for 20 min and the
supernatants were pipetted and analyzed by HPLC,
yielding the amount of KT as pg(KT)/[g(human skin)/
cm?] and % of the applied dose.

In Vivo Anti-Inflammatory Efficacy

Anti-inflammatory efficacy of developed HGs was
assessed according to the protocol described by
Dominguez-Villegas et al. (21). Briefly, 2.5 mg of 12-
O-detradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) dissolved in
5 pL ethanol was used to induce mouse ear edema
inflammation in mice. The animals were divided in dif-
ferent groups (n = 3). 100 mg of KT-P407-HG (group
1) or KT-C940-HG (group 2) were applied to both
sides of the right ear simultaneously with TPA, also
5 pL of ethanol was applied to both sides of the left
ear. An equivalent KT solution in acetone was assayed
similarly as reference (group 3) to both sides of the right
ear and 5 puL of acetone to both sides of the left ear.
100 mg of blank HGs (groups 4 and 5) were applied to
both sides of the right ear simultaneously with TPA and
without TPA in both sides of the left ear.

Four hours after the application of the formulations, the
animals were sacrificed by cervical dislocation and circular
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sections with 7 mm of diameter were cut from left and right
ears and weighted to determine the anti-inflammatory activity

expressed as the percentage of inhibition of the inflammatory
process according to the equation:

Inhibition(%) =

difference in weight of ear, control-difference in weight of ear, treated

x 100 (15)

difference in weight of ear, control

Histological Evaluation

After the anti-inflammatory eflicacy test, the circular sections
of ears of treated animals, as well as, positive and negative
controls were histologically evaluated to confirm the anti-
inflammatory efficacy of HGs by detecting the presence of
cells from the immune system in tissues. For this task, tissues
were fixed in a 4% formaldehyde solution. Samples were em-
bedded in paraffin and histological slices were obtained using
standard procedures. Subsequently, samples were convention-
ally stained with hematoxylin-eosin and observed by light
microscopy.

In Vivo Tolerance Study

Ten female volunteers with healthy skin between 21-52 years
old participated in the study. The study was approved by the
Ethics Committee of the University of Barcelona according to
the recommendations of the Declaration of Helsinki (22), all
the subjects provided signed a written informed consent
forms. Subjects were also instructed for not to use skin cleans-
ing or skin care products on the test sites during two days
before and during the study. Prior to the measurements, the
volunteers were allowed to stay in the test room for at least
30 min prior to the measurements.

Several measurements were performed before applying the
formulation (baseline readings), immediately after application
as a uniform layer (0.1 mL/cm?) and one hour after applica-
tion (23), on the flexor side of the left and right forearm for
KT-P407-HG and KT-C940-HG, respectively. Skin temper-
ature was measured using a Skin Thermometer® ST500
(Courage-Khazaka electronic GmbH, Cologne, Germany).
TEWL, referring to the total amount of water vapor lost
through the skin was measured with a Tewameter® TM
300 (Courage-Khazaka electronic GmbH, Cologne,
Germany). The stratum corneum hydration (SCH) was mea-
sured using a Corneometer® CM 825 (Courage-Khazaka
electronic GmbH, Cologne, Germany). All measurements
were carried out according to published guidelines.

Statistical Analysis

Results are reported as the mean of at least three replicates =
standard deviation (SD). Statistical analysis regarding the

permeation study was assessed by ANOVA, followed by
Kruskal-Wallis test. Results from skin tolerance were analyzed
by ANOVA, followed by t-student test. A p value below 0.05
was considered significant. Prism®, V. 5 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) was used for all statistical
calculations.

RESULTS
Characterization

The obtained HGs were transparent. KT-C940-HG was
highly viscous with limited flowability upon inverting the tube.
KT-P407-HG was liquid at room temperature and gelled at
skin temperature. No changes were observed in formulations
after 3 months storage at room temperature (25 * 2°C).

Both formulations exhibited neutral or near neutral pH
values: 7.2 * 0.2 and 6.7 * 0.2 at room temperature, and
6.7 £ 0.1 and 6.2 = 0.1 at 32°C. for KT-P407-HG and KT-
C940-HG, respectively. No statistical significant changes were
observed over time (p > 0.05). The drug content was found to
be 99 £ 0.5%. Results of drug content uniformity test for both
HGs indicated that the drug was properly and uniformly
dispersed.

The swelling process of KT-C940-HG and KT-P407-HG
followed a first order model (Fickian kinetic), which was rep-
resented by the kinetic constants k = 0.5188 h™' and
0.29 min~", respectively (the plot is provided in the supple-
mentary material). The PBS uptake rate was inversely propor-
tional to the PBS in the HG. Initally, there was a fast PBS
uptake, probably due to the dehydration of the HG, and then
the rate of PBS uptake reached a plateau corresponding to the
maximum SR in the case of KT-C940-HG (Q,,,,, = 25.26).
KT-P407-HG after a fast PBS uptake (Qmax = 1.15) the HG
solubilized.

The KT-C940-HG was completely degraded in 24 h. The
degradation process followed a zero order kinetic
(r* = 0.9987). The degradation process did not depend on
the concentration of the remaining polymer. This process
was represented by a kinetic constant k = 4.36%/h.
Nevertheless the degradation process of KT-P407-HG took
place at a much faster pace. It was finished in 17 min, and
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followed a first-order kinetic model (r2 = 0.9985) (graph is
provided in the supplementary material).

The P result of KT-C940-HG was higher than KT-P407-
HG, 98.70 + 3.76% and 74.93 £ 7.96%, respectively. HGs
were examined by SEM. Fig. 1 shows the SEM micrographs
of KT-C940-HG and KT-P407-HG. KT-C940-HG exhibit-
ed three-dimensional heterogeneous filament structure with
capillary channels interconnected (Fig. 1A and B), quite dif-
ferent from that of KT-P940-HG (Fig. 1C and D), in which is
showed a porous structure more compact.

Rheological Behavior

Figure 2 shows the rheological behaviors of KT-C940-HG
and KT-P407-HG at 25 and 32°C. No changes on rheolog-
ical behavior were observed for KT-C:940-HG between 25
and 32°C although a slight decrease on viscosity was observed
as the temperature increased, from 6.079 = 0.037 to
5.057 + 0.066 Pa's (p < 0.05). Herschel-Bulkley model
was the model that statistically best fitted rheological
behaviour in ascending and descending stretches at
25°C (r = 0.9999) and 32°C (r* = 0.9998) in KT-
C940-HG in line with others studies (24). KT-C940-
HG also exhibited apparent thixotropy as the flow
curves displayed hysteresis loops with the downward
streches below the upward streches (Fig. 2A and B).
Conversely, KT-P407-HG showed a Newtonian flow at
25°C and the Newton equation fitted the experimental data
perfectly (r = 1) confirming that viscosity is not affected by

Fig. | SEM images of dried discs of
(A) KT-C940-HG (x19000); (B)
KT-C940-HG (x35000); (€) KT-
P407-HG (x7500) and (D) KT-
P407-HG (x16000).

changes in shear rate (Fig. 2C). However, at 32°C the
Newtonian behavior turned to pseudoplastic, being the
Cross equation the mathematical model that best fitted exper-
imental data (r* = 0.9988) in ascending and descending
stretches. The viscosity values (at 100 s7') were of
0.132 = 0.007 Pas at at 25°C and 0.876 + 0.008 at 32°C.

Finally, the gelation temperature of KT-P407-HG was re-
corded to be 31°C.

In Vitro Release

As depicted in Fig. 3, KT was released from C940-HG and
P407-HG in the first 2 h in a similar profile. This could be
interpreted by viscosity of HGs formulations. The drug release
pattern was rapid; reaching KT cumulative release values of
93.33 + 2.66% from C940-HG and 94.06 *+ 3.58% from
P407-HG. On the base of the smaller AIC value, the first-
order kinetic equation was the model that best fitted experi-
mental data (Eq. 11) in which K values were 3.46 + 0.84 h™"'
and 1.37 + 0.22 h™' for KT-C940-HG and KT-P407-HG,
respectively.

Permeation Parameters

Figure 4 shows the cumulative amounts of KT permeated
from C940-HG and P407-HG. Table I shows the perme-
ation parameters of KT calculated from the amounts per-
meated across the skin and the retained amount after 24 h.
The median values of the cumulative amount of KT
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Fig. 2 Rheograms of the two
tested formulations: (A) KT-C940-
HG at 25°C; (B) KT-C940-HG at
32°C; (€) KT-P407-HG at 25°C;
(D) KT-P407-HG at 32°C. The
flow curve represents shear stress
(Pa) versus shear rate (s~ ') in red,
and the viscosity curve represents
viscosity (Pa's) versus shear rate
(s™")in blue.
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permeated after 24 h were 20.25 pg and 105.06 pg for KT-
C940-HG and KT-P407-HG, respectively. The Ty is the
time of KT to permeate through the skin membrane and to
diffuse into the receptor medium when the steady state of
diffusion is reached. Ty, for KT-C940-HG was found to be
8.5 hand 4.9 h for KT-P407-HG. KT-C940-HG exhibited
median Kp values of 0.93 X 107> ¢m/h and

100+

Cumulative KT released (%)

50 —8- KT-C940-HG
-8 KT-P407-HG
c 1 ) 1 ) I 1
0 2 4 6 8 10
Time (h)

Fig. 3 Cumulative amount of KT released from formulations for 9 h. Data at
each time point represent mean = SD of at least 4 experiments.

4.23 x 107 cm/h for KT-P407-HG. The amounts of KT
remaining in the skin are also depicted in Table I. Building
on this data, other theoretical calculations could be estimat-
ed, such as Css, which is a useful prediction of plasma levels
that would be achieved in humans after topical application
of developed HGs, considering a human plasma clearance
of 34.3 mL/min (25), and 1 cm? application area. Css of

o 1907 e KT-CO40-HG = KT-P407-HG
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Fig. 4 Cumulative amount of KT permeated through porcine ear skin from
formulations for 24 h. Data at each time point represent mean =+ SD of at
least 6 experiments.
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Table | Transdermal Permeation Parameters of KT after 24 h. Results are
Expressed as Median (Minimum-Maximum)

Parameters KT-C940-HG KT-P407-HG

Apap (Hg) 20.25 (17.68-26.81) 105.06 (87.83. - 120.29)
Ar (Ugfg skinfam?)  192.01 (188.88-347.94) 1475.84 (773.38-2107.53)
T (h) 8.5 (7.5-8.9) 4.9 (7.04-9.08)

) (ug/cm?/h) 2.01 (1.67-2.27) 8.16(7.04-9.08)

Ky (X 107%) (cm/h) 093 (0.83-1.14) 4.23 (3.52-4.54)

Css (ug/mL) 0.058 (0.049-0.066) 0.241 (0.205-0.265)

0.058 and 0.241 pg/mL for KT-C940-HG and KT-P407-
HG. A non-parametric Mann-Whitney U test showed sig-
nificant statistical differences (p < 0.05) for Ty, J, Kp and
Css between KT-C940-HG and KT- P407-HG.

Percutaneous Absorption

Table IT shows the obtained results of KT recovered from the
skin surface, SC, epidermis, and dermis after an exposure time
of24 h. It could be observed that KT-C:940-HG exhibited 1%
of percutaneous absorption, whereas KT-P407-HG showed
less than 0.4%. The vast majority of KT remained on the
surface of the skin in both formulations, ~92% of the applied
dose in the donor compartment. The highest concentration of
KT from C940-HG following the surface was found in the
epidermis. In the case of P407-HG, the highest concentration
of KT following the surface was found in the SC, ata concen-
tration lower than 1%. In contrast to P407-HG, residual
amounts of KT were found in the receptor medium from
C940-HG.

Anti-Inflammatory Efficacy

The ant-inflammatory activity test was examined using the
acute ear skin edema model induced by topical application
with TPA. A KT solution in acetone was taken as the

Table Il Compartmental Distribution and Percutaneous Absorption of KT
on Human Skin Expressed as Percentage of Applied Amount. Data Represent
Mean =+ SD of at Least 3 Separate Experiments

KT-C940-HG KT-P407-HG
Surface 92.89 + 5.04 9261 £4.52
Stratum corneum 0.29 £ 0.19 0.27 £0.19
Epidermis 1.29 = 0.01 0.12 = 0.07
Dermis b.lq. b.lq
Receptor fluid 0.04 = 0.03 b.ld
Total recovery 94.5| = 5.24 93.01 +4.37
Percutaneous absorption 1.34 £ 0.01 0.12 = 007

b.l.q. below limit quantification; b.l.d.: below limit detection
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reference of inflammatory inhibition. As shown in Fig. 5, the
KT-P407-HG showed an ostensible reduction of inflamma-
tion of 15.4% compared to the reference. However, the KT-
C940-HG exhibited lower anti-inflammatory effect in com-
parison with the reference.

Histological Studies

Figure 6 shows the histological photomicrographs of treated
tissues, as well as, positive and negative controls. The inflam-
mation caused by TPA in mice ear (positive control) resulted
in the presence of immune system cells in blood vessels (small
points in purple showed in magnifications, Fig. 6B) as a re-
sponse to the inflammation. No cells from the immune system
were observed in the negative control of inflammation
(Fig. 6A) or in samples from treated ears with KT-P407-HG
(Fig. 6C). Finally, samples from KT-C940-HG showed small
number of immune system cells in blood vessels (Fig. 6D).

Cutaneous Experimental Parameters

The application of tested HGs did not induce any visual skin
irritation and were well tolerated. Figure 7 depicts the mea-
surements of biomechanical parameters of skin after formula-
tion application. As can be observed, no changes on skin tem-
perature were observed for none of the HGs. In particular, the
KT-P407-HG forms a visible film on the skin; at time of ap-
plication KT-P407-HG is liquid and transparent but it gels a
few minutes after its application onto the skin due to its gela-
tion nature depending on the temperature. One hour after
application, water has completely evaporated and a thin and
transparent film can be seen to touch on the skin.

Slight decrease in TEWL values for both HGs was record-
ed, although no statistically significant differences were found
when compared with basal values. However, SCH suffered
slight but statistically significant decrease following KT-

KT-C940-HG
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Fig.5 Anti-inflammatory efficacy of tested formulations as the percentage of
reduction of inflammation compared to the reference. Results are expressed
as mean =+ SD of 3 determinations.
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Fig. 6 Histological images of the mice ears. (A) negative control of inflammation; (B) positive control of inflammation; (C) inflamed ear treated with KT-P407-

HG; (D) inflamed ear treated with KT-C940-HG. Bars length 50 um.

C940-HG application (p < 0.05). This fall was even more
pronounced for KT-P407-HG.

DISCUSSION

P407 consisting of 70% (w/w) PEO units, was chosen because
is a low toxicity excipient approved by U.S. Food and Drug
Administration for different types of preparations and its at-
tractive use as delivery system through the skin for local pain
and inflammations (26). C940 was selected based on its excel-
lent organoleptic characteristics and high viscosity at low con-
centration, as well as, its ability to retain water leading to the
formation of a cross-linked polymeric network decreases the
loss of moisture from the skin surface hindering water evapo-
ration (24).

Among physical characteristics for dermal formulations pH
is an important factor to avoid skin irritation or make the skin
susceptible to bacterial infection (11). Natural acidity of the
skin ranges from 4 to 6, depending on the skin area and the
age of the individual, due to the buffer system in the skin that is
able to absorb small quantities of acid or alkali material ap-
plied to reduce irritation (27). Our pH findings make both
formulations suitable for topical application. Although statis-
tical differences between 25 and 32°C: were found in both
formulations (p < 0.05). There were not implications in terms

of tolerance and stability from the physiologic and technolog-
ical points of views.

KT-C940-HG exhibited slower swelling behavior than
KT-P407-HG. In KT-C940-HG the SR reached an equilib-
rium state within ~5 h (supplementary material). This may be
due to €940 possess low flexibility and high cross-linking de-
gree (28). In contrast, KT-P407-HG after the critical micelle
concentration (CMC) of P407 is a key factor in its sol-gel state.
At concentrations below the CMC: P407 is soluble in water, in
our KT-P407-HG the polymer was 18%, and once poured in
the swelling medium the concentration of P407 decreased
rapidly below CMC, thus producing the swelling and solubi-
lized in ~19 min.

Morphological characteristics might contribute to the per-
meability, drug release and degradability properties.
Morphological studies revealed a more compact surface in
KT- P407-HG. However, this structure could be due to the
drying process during SEM pre-treatment of samples, because
drying induces collapse of the porous structure within the
material. In the case of a micellar HGs (such as P407) a po-
tential adhesion of these small structures could be occurred.

On the other hand, rheology is a useful technique to char-
acterize the structure strength of semisolid systems and predict
their behavior for topical uses (29). Concretely, viscosity of
vehicles may play an important role in controlling the release
and skin permeation of drugs (30). Rheological measurements
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Fig. 7 Evolution of biomechanical parameters monitored before the appli-
cation of the formulations and | h after application. Temperature is expressed
as degrees Celsius (°C), TEWL is expressed as g/h X an?, and the SCH as
arbitrary units (AU) (* = p < 0.005; ** = p < 0.0005).

indicated how much a sample deforms or how fast it flows by
means of stressing the sample. For the KT-C940-HG the
Herschel-Bulkley equation provides a general model for plas-
tic materials that are pseudoplastic substances which addition-
ally feature a yield point. The fluid requires a certain mini-

mum § to initate flowing and after that it exhibits a

pseudoplastic flow where the viscosity changes depending on
the shear rate: the more shear rate, the lower vis
(Fig. 2A). This behaviour is often seen in polymer systems;
the hydrogel forms a three-dimensional network under static

Dsity
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conditions, but it flows when stressed surpassing the yield point
because the polymer chains become flow-oriented; therefore,
the viscosity decreases. This behaviour is very interesting in
semi-solid formulations because there is a high viscosity under
static conditions that increases the physical stability of the
formulation. Yet, the formulation thins under strain, desirable
property for topical application. Furthermore, the apparent
thixotropy exhibited evidenced a time-dependant shear thin-
ning phenomenon when the system is stressed. This fact eases
the spreading of the HG in a thin and homogeneous layer
when it will be applied to the skin.

KT-P407-HG fitted to Newton equation. Thisis consistent
with the poloxamer under temperature value below sol-gel
transition temperature, in which PEO blocks are hydrated,
and PPO is relatively soluble in water showing low viscosity.
In this case, the formulation was found to be easily spreadable
and nondripping in nature. Indeed, the Newtonian behavior
of the KT-P407-HG at low temperatures makes it suitable for
application as a spray or roll-on. A reversible sol-gelstate-
transition allows a cool solution to flow onto skin providing a
non-occlusive gel at body temperature (31).

As reported previously, P407-HG exhibited reversible sol-

gel transition behavior and becomes a gel above the critical
gelation temperature (11). This critical gelation temperature
was 31°C, and thus gelled under release experiment condi-
tions (32°C), which might explain that release profiles of both
formulations were similar. The KT release from HGs was
mainly via diffusion. In the first-order kinetic model the re-
lease constant is independent of the initial drug concentration,
and the release rate at any given time is directly proportional
to the drug concentration in the matrix. The obtained K
values were indicative that formulations could allow providing
a great amount of drug quickly on the surface of SC, and
enhancing drug absorption through skin (2).

The first ex vivo skin permeation study of KT from C940-
HG and P407-HG was performed in order to determine the
permeation profile of drug from these vehicles as well as skin
permeation parameters. Ear pig skin was used to this experi-
ment because is a representative membrane for percutaneous
absorption due to its structural similarity with human skin and
density of hair follicles (20). The most remarkable was that
theoretical Css values demonstrated that were below the ther-
apeutic plasma concentration (0.3-5 pg/mL) (25). This is a
distinctive attribute in managing local symptoms, while mini-
mizing the potential risk of systemic side-effects.

Topical administration at the site of the inflammation is
usually the most effective route because a much higher con-
centration of the drug can be attained. The percutaneous
absorption profile permits the evaluation of the margin of
safety of a given compound that is incorporated in a designed
topical formulation designed. It is known that the SC is the
primary barrier against drug penetration therefore, the
amount of KT absorbed percutaneously is assumed to be that
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from the epidermis, the dermis and the amount in the recep-
tor medium.

From results obtained in KT skin distribution studies, it
becomes apparent that the SC is the predominant barrier to
KT penetration through the skin. It seems that C940-HG
facilitated KT diffusion to the next layer of skin, the epidermis,
in which the drug remained more retained. This finding was
not surprising due to the highly hydrophilic nature of KT;
both, the drug and the vehicle are hydrophilic compounds.
Hence, it is expected that the drug remained bounded to the
vehicle instead of diffusing through the skin. It might be alow
vehicle-skin partition coefficient owing to the physical-
chemistry properties of the drug and the vehicle. It is remark-
able that for topical delivery systems, accumulation in the skin
with minimal permeation is desired, in our case, anti-
inflammatory drug, this is an important premise for a local
inflammations at low doses (32).

The relevant anti-inflammatory eflicacy of KT-P407-HG
revealed that KT-P407-HG applied on the mouse ear pos-
sesses enough ability to provide sufficient bioavailability KT to
reach easily the site of action. Although no differences in KT
skin accumulation were found between formulations when
HGs were added to the human skin in the percutaneous ab-
sorption experiment, under i zivo conditions, the topical anti-
inflammatory efliciency of KT-P407-HG revealed a higher
anti-inflammatory efficacy than KT-C940-HG. These differ-
ences observed between ex vivo and in vivo experiments may be
explained by the absence of blood flow and metabolism ex vivo
(4). Furthermore, the viable skin acts as a local reservoir filled
with the carrier-
reservoir is partially identical to the site of the desired biolog-
ical action (33).

The inflammation process attract immune system cell to
the affected tissue, blood vessels expand and become more
porous allowing cells to leave the circulatory system and enter

sociated drug for in vive conditions. This

the damaged tissue. The histological results confirmed the
in vivo anti-inflammatory efficacy showing that KT-P407-HG
resulted in a more reduction of inflammation than KT-C940-
HG.

In order to assess potential changes due to the formulation,
variations in the skins properties were studied by
biometrological techniques. TEWL measurement due to pas-
sive diffusion of water through the skin gives important infor-
mation about skin barrier function (34). The SCH determined
as conductance that the free water provides to the skin surface

The skin barrier function is known to reside in the SC.
P407 is widely used in medicine and biotechnology as biocom-
patible surfactant. Thus based on the higher anti-
inflammatory eflicacy results of KT-P407-HG let us hyposta-
tize a higher permeation through skin by modification of SC
by decreasing lipid order (36-38). It could explain the slight
change in TEWL (Fig. 6B), which was evident in SCH values

(Fig. 6C). Besides, HGs are formed by water absorption; the
polymer absorbs water and swells forming a three-
dimensional net structure. Therefore, the decrease of SCH
for KT-C940-HG could be due to the capture of water from
the skin surface.

CONCLUSIONS

Two HG systems loading KT have been elaborated for the
local treatment of inflammation. These formulations were sta-
ble HGs with suitable physical properties for topical
application.

The in vitro release studies demonstrated a fast release pro-
file of KT. Although KT-P407-HG presented higher perme-
ated and retained amounts in the skin, no theoretical systemic
plasma concentrations were predicted to be reached.
However, the skin layer distribution of KT showed that
C940-HG diffused to deeper layers of the human skin. K'T-
P407-HG was the formulation with optimal anti-
inflammatory efficacy. Finally, formulations did not cause
any irritant effects, and were well tolerated. For these reason
KT-P407-HG was proposed as suitable formulation for anti-
inflammatory local treatment without theoretical systemic side
effect. However, additional i vio studies should be addressed
assessing the i vivo bioavailability of KT after dermal treat-
ment of our formulation.
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