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1 RESUMEN DEL PROYECTO:

Para la prediccion de la permeabilidad transdérmica de farmacos, se han
desarrollado diversos métodos experimentales entre los que se destacan las
determinaciones in vivo, in situ e in vitro, las cuales varian en complejidad
experimental y en costo de ejecucion. En la actualidad, los estudios de
permeabilidad transdérmica in vitro con celdas de Franz han mostrado un
interesante incremento en su utilizacion; sin embargo, se ha encontrado que dicha
metodologia presenta cierta variabilidad entre los resultados obtenidos por un
laboratorio u otro. En ese sentido, este proyecto investigativo busca optimizar la
metodologia de celdas de difusion de Franz utlizando los modelos de tipo
horizontal y vertical, con el fin de obtener mayor reproducibilidad y menor
variabilidad en los resultados y, con ello, establecer cuales son las variables
operacionales mas criticas, dando informacién uatil a aquellas personas que
deseen hacer uso de la misma.

Para este estudio, se realizaron ensayos de permeabilidad por un tiempo de 8
horas por triplicado, con un volumen nominal de celda vertical de 125 mL y una
celda horizontal de 126 mL (en cada compartimento). Se utilizé solucién de azul
de metileno como sustrato modelo a una concentracion de 200uM. Todos los
ensayos se realizaron a dos condiciones de temperatura, correspondientes a 25°C
y a 37°C, tres velocidades de agitacion correspondientes a 240 rpm, 360 rpm y
480 rpm y dos tipos de membranas correspondientes a celulosa y Strat-M®, con el
fin de emular las condiciones en las que ocurre el proceso de absorcion de un
farmaco a través de la piel. Por medio de la obtencion de perfiles cinéticos de
permeabilidad, se obtuvieron valores de areas bajo la curva [AUC], coeficientes de
permeabilidad [Kp] y el periodo de latencia [T.] para cada una de las
combinaciones de variables operaciones de esta metodologia.

Los resultados del estudio muestran que las variables operacionales de velocidad
de agitacion y tipo de membrana son criticas para esta metodologia, mientras que
la temperatura no lo es entre 25°C y 37°C. Al comparar el tipo de celda (vertical y
horizontal) en términos de reproducibilidad, se encontré que la celda horizontal es
mas reproducible que la celda vertical.

Palabras claves: Celdas de Franz, azul de metileno, permeabilidad, optimizacion,
variables operacionales.
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2 ABSTRACT

For the prediction of the transdermal drug permeability, several experimental
methods have been developed, among them in vivo, in situ and in vitro
determinations, which vary in experimental complexity and execution cost, stand
out. Nowadays, the studies of in vitro transdermal permeability with Franz cells
have shown an interesting increase in its use, however, it has been found that this
methodology is variable in results obtained from laboratory to laboratory. In order
to obtain greater reproducibility and lower variability of results in this methodology
used in preformulation studies, this research project proposal seeks to optimize the
Franz diffusion cell methodology, using horizontal and vertical type models. Thus, ,
to establish which are the most critical operational variables, giving useful
information to those people who pretend to use this methodology.

For this study, triplicate assays were performed for a time of 8 hours, with a
nominal volume of 125 mL vertical cell and a 126 mL horizontal cell (in each
compartment). Methylene Blue was used as the model substrate at a concentration
of 200uM. These tests were performed at two temperature conditions,
corresponding to 25 ° C and 37 ° C, three shaking velocities corresponding to 240
rom, 360 rpm and 480 rpm and two types of membranes corresponding to
cellulose and Strat-M®, in order to emulate the conditions in which the process of
absorption of a drug through the skin occurs. The values of areas under the curve
(JAUC), permeability coefficients (Kp) and the latency period (TL) were obtained for
each of the combinations of variable operations of this methodology by obtaining
permeability kinetic profiles.

The results of this study show that the operational variables of agitation velocity
and membrane type are critical for this methodology and that the temperature is
not between 25°C and 37°C. When comparing the cell type (vertical and horizontal)
in terms of reproducibility, the study found that the horizontal cell is more
reproducible than the vertical cell.

Key words: Franz cells, methylene blue, permeability, optimization, operational
variables
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3 INTRODUCCION:

3.1 PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA O PROBLEMA DE
INVESTIGACION Y SU JUSTIFICACION EN TERMINOS DE
NECESIDADES Y PERTINENCIA:

En los estudios de formulacion de medicamentos es necesaria la realizacion de
una serie de estudios fisicoquimicos, biologicos y farmacol6gicos, que permitan
dar informacion acerca del posible comportamiento que tendra un farmaco en un
organismo vivo. Para ello, los estudios in vitro corresponden a una alternativa de
estudio viable en las etapas tempranas de investigacion, ya que permiten obtener
una gran cantidad de informacién para poder discriminar sobre cudles sistemas
seran los candidatos potenciales y, con ello, establecer los prototipos de estudio y
0 evaluacion. En este sentido, los estudios fisicoquimicos, tales como los
termodinamicos (solubilidad y reparto o/w), o los cinéticos (velocidad de disolucion
y permeabilidad) proporcionan informacion fundamental acerca de las
caracteristicas preliminares del posible comportamiento que presentara
determinado farmaco, ya sea solo o vehiculizado en un sistema de dosificacién
determinado. De acuerdo a lo anterior, existe la necesidad del continuo desarrollo
e implementacién de técnicas que permitan a los investigadores evaluar tales
caracteristicas de una manera rapida y sencilla, permitiendo la toma de decisiones
sobre cudles pueden ser los mejores prototipos de medicamentos y asi pasar a
posteriores etapas de evaluacion mas complejas y costosas.

Para el caso de los estudios de solubilidad y cinética de disolucién, se han
desarrollado diversas técnicas Uutiles las cuales se encuentran muy bien
referenciadas y adaptadas por los diferentes laboratorios de investigacién y/o
produccion de medicamentos; sin embargo, para los estudios relacionados con la
evaluacion de la permeabilidad in vitro la situacion es opuesta, pues la informacion
e implementacion de dichas metodologias no se encuentra tan extendida y/o
adaptada. Pese a dicha situacion, existen varias metodologias para esta clase de
estudios, donde se destaca la técnica de difusién bicompartimental de celdas de
Franz ( Yolima Baena, Leidy J. Dallos, Rubén H. Manzo, Luisa F. Ponce D’Ledn.,
2011).

Actualmente, la metodologia de las celdas de Franz es uno de los procedimientos
mas sencillos y econémicos para los estudios de permeabilidad in vitro. En la
evaluacion de optimizacion de prototipos de dosificacion farmacéutica de tipo
semisolido (Kumar, P. Sanghvi, P. Collins, P. Charles, C., 1993) (Bonferoni, M. C.
Rossi, S. Ferrari, F. Caramella, C., 1998) (Klimundova, J. Satinsky, H. Sklenarova,
P. Solich, D., 2006). Por otro lado, la farmacopea de los Estados Unidos (USP 39
NF34) ha recomendado dicha metodologia como técnica de control de
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especificaciones de calidad y prueba de desempefio de productos transdérmicos y
topicos (The United States Pharmacopeial Convention, 2017) .

No obstante, es importante resaltar que, aunque existe un notorio incremento en la
utilizacion de esta metodologia, se aprecia que muchas de las conclusiones
reportadas estan relacionadas con una alta variabilidad en los resultados; dicha
variabilidad puede deberse a que no se tiene una adecuada utilizacidon o manejo
de la misma (Oltra Noguera, 2010). Asimismo, llama la atencidon que, pese a
dichas conclusiones, no existe informacion concreta y especifica orientada a
evidenciar cuales son las variables operacionales que pueden afectar
significativamente la metodologia. Es por esto que la investigacion realizada en
este trabajo, se enfocd en optimizar una metodologia de celdas de Franz,
utilizando dos tipos (horizontal y vertical) y con ello, establecer cuales son los
aspectos y/o variables mas importantes a considerar cuando esta se utiliza.
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4 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1 ESTADO DEL ARTE

Los estudios de permeabilidad in vitro utilizando celdas de difusion de Franz se
han reportado desde la década de los 70 (Franz T. , 1978) donde se destacan los
estudios de Thomas Franz, En los que evalGa la absorcion de 12 compuestos
organicos en dichas celdas, encontrdndose que hay una buena concordancia
entre los resultados en in vitro e in vivo (Franz T. J., 1975). En los afios 80, Shah
evaluo la liberacién in vitro de la hidrocortisona a partir de emulsiones en celdas
de difusion de Franz y con diversas membranas sintéticas (Vinod P Shah, Jerome
Elkins, See-Yan Lam, Jerime P. Skelly., 1989). En la década de los 90, Vlachou
preparo y evalud in vitro varias formulaciones de gel de griseofulvina; los perfiles
de liberacion in vitro de estas formulaciones se realizaron a través de celdas de
difusiébn de Franz con membranas artificiales y de piel humana extirpada (M.D
Vlachou, D.M Rekkas, P.P Dallas y N.H Choulis. , 1992).

Los articulos sobre dicha metodologia se han incrementado exponencialmente
desde el aflo 2006, donde Netzlaff investigola idoneidad de las mediciones de
pérdida de agua transepidérmica (TEWL) in vitro como una prueba de integridad
de barrera para la epidermis, separada por calor humano (HSE) mediante un
sistema modelo consistente en una membrana de teflon montada en células de
difusion de Franz (Frank Netzlaff a , Karl-Heinz Kostka b , Claus-Michael Lehr a,
Ulrich F. Schaefer a., 2006). En el 2008, Shinde Anil y su grupo de investigacion
disefiaron parches de matriz transdérmica con hidrocloruro de tramadol, un
farmaco antiinflamatorio no esteroideo al cual se le realizaron estudios de difusion
in vitro, utilizando membranas de acetato de celulosa (tamafio de poro 0,45 p) en
una celda de difusion de Franz de tipo vertical (Shinde Anil,Garala Kevin y More
Harinath, 2008).

Por otro lado en el 2009 Veerabahu Shanmugasundaram y colaboradores
desarrollaron un modelo QSAR de regresion lineal multiple basado en un conjunto
de 61 compuestos a los que se les evalud permeabilidad a través de la célula de
Franz, debido a la necesidad de encontrar un modelo matematico que permita
describir el fenomeno de permeacion a traves de celdas de difusion de Franz (Pil
H. Lee a, Robert Conradi b , Veerabahu Shanmugasundaram, 2009).

A partir del 2010 se incrementa el uso de las celdas de difusion de Franz en
estudios de liberacién transdérmica de diversas formulaciones, como en el caso
de Lucia Lhez y su grupo de investigacion de la universidad nacional de San Luis,
que estudio el comportamiento ex vivo de una formulacion de enalapril maleato
para su administracion por via transdérmica, utilizando piel de oreja de cerdo. Los
experimentos se realizaron en celdas de difusion vertical tipo Franz (Lucia Lhez,
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Nora B. Pappano y Nora B, 2010). Por otro lado, en el 2011, Rosario Gutiérrez en
su trabajo doctoral en la universidad complutense de Madrid realiz6 estudios de
difusién de formulaciones liposémicas de Aciclovir por medio de celdas de difusion
de Franz (Molina, 2011).

Maria Debandi realizé estudios sobre la cinética de liberacion utilizando celdas de
Franz tipo vertical de distintas membranas, para la liberacion in vitro de principios
activos anticeluliticos. Los perfiles de liberacion obtenidos con las tres
membranas, indicaron la posibilidad de usar una membrana comercial de celulosa
en reemplazo de membranas preparadas con piel de oreja de cerdo en los
estudios in vitro de permeacion de activos cosméticos (Maria V. Debandi, Nora J.
Francois, Marta E. Daraio., 2011). Debido a la alta variabilidad de resultados de la
metodologia mencionada, Yuliya Levintova realiz6 una mejora a la técnica de
celdas de Franz al implementar membranas que eviten su descomposicion cuando
se realice el estudio en condiciones fisiologicas (Yuliya Levintova, Fotios M.
Plakogiannis, Robert A. Bellantone, 2011).

En el 2012, se evalu6 la capacidad del metacrilato de Metil-celulosa, un nuevo
polisacarido hidrofébicamente modificado -hidroxipropil-, para controlar la
liberacion del farmaco en formulaciones semisdlidas. La liberacion fue evaluada
mediante la implementacion celdas de difusiébn de Franz de tipo vertical (Lucero,
M. Claro, C. Casas, M. Jiménez-Castellanos, M., 2012). Asimismo Alain Pineau
junto con su grupo de investigacion de la universidad de Poitier, estudiaron la
absorcion transdérmica del clorhidrato de aluminio utilizando celdas de difusion de
Franz de tipo vertical (Alain Pineau b , Olivier Guillard a, , Bernard Fauconneau d ,
Frédéric Favreau a, Marie-Helene Marty C, Angeline Gaudin C, Claire Marie
Vincent C, Anni Marrauld A, Jean-Paul Marty C., 2012). Por otro lado, André
Bersani y su grupo de investigacion de la universidad de Sao Paulo, evaluaron la
permeabilidad de lamivudina (3TC) y zidovudina (AZT) utilizando un método ex
vivo diferente en celdas de Franz, donde se insert6 segmentos de yeyuno en
células de Franz con el fin de evaluar la permeabilidad del farmaco (André Bersani
Dezani, Thaisa Marinho Pereira, Arthur Massabki Caffaro, Juliana Mazza Reis,
Cristina Helena Dos Reis Serra, 2013).

Otro de los estudios fue realizado por Danhua Liu y su grupo de investigacién en
el 2015, donde evaluaron la velocidad de permeacion de gestodeno en diferentes
materiales biodegradables. Estos estudios de difusion in vitro, se realizaron
utilizando celdas de difusion de Franz de tipo horizontal (Danhua Liu, Chong
Zhang, Xiaowei Zhang, Zhu Zhen, Ping Wang, Jianxin Li, Dongxu Yi, Ying Jin, Dan
Yang., 2015). Un estudio muy interesante, fue el que desarrollaron en abril del
2016 Mauricio Espinal Ruiz y colaboradores del departamento de quimica de la
universidad nacional de Colombia, donde estudiaron el efecto de pectinas sobre la
cinética de transferencia de masa de monosacaridos, aminoacidos en una
emulsion de aceite de maiz en agua, en celdas de difusibn de Franz de tipo
vertical (Espinal, M. Restrepo, L. Narvaez, C., 2016).
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Las celdas de difusion de Franz también han sido empleadas para el estudio de la
permeabilidad de nanoemulsiones, como lo presento en su trabajo Victoria Ospina
y sus colaboradores, que determinaron la difusion y retencién en piel humana de
la PcAICI contenida en una nanoemulsion para la optimizacion de formulaciones
topicas; la permeacion se determind en ensayos en celdas de difusion de Franz
(Victoria Eugenia Ospina, Julio Cesar Mantilla, Carlos Arturo Conde, Patricia
Escobar., 2014). También se ha determinado la permeabilidad de nano particulas
poliméricas, como lo hizo Balzus al estudiar la liberacion de dexametasona a partir
de nano particulas poliméricas, por medio de las celdas de difusion de Franz
(Balzus, Sahle, Honzke, Gerecke, Schumacher, Hedtrich, Kleuser, Bodmeier.,
2017).

Por otro lado, Zeb Alam y colaboradores investigaron la actividad anti-reumatica in
vivo del gel liposomal metotrexato, ocluida (MTX-UDL-gel) en modelo de rata con
artritis inducida por adyuvante. Para la permeacion de MTX-UDL-gel a través de
piel de rata, se usé la metodologia de celdas de difusion Franz (Zeb, A. Qureshi,
O. Yu, C. Akram, M. Kim, H. Kim, M. Kang, J. Majid, A. Chang, S. Bae, E. , 2017).

En octubre del 2016, Alice Simona y su grupo realizaron estudios de permeacion
con celdas de difusién de Franz utilizando diferentes membranas poliméricas
sintéticas y piel de oreja de cerdo, para evaluar el sistema de administracion
transdérmica del farmaco rivastigmina (Simona, A. Amarob, M. Healyb, A. Cabrala,
L. Pereira, V., 2016), asimismo lo continuaron haciendo miembros de la
universidad de Lyon realizando un estudio en el que se analiz6 la permeacién in
vitro de un Antibiético, enrofloxacino, administrado percutdneamente a la piel de
una serpiente (Python molurus Bivittatus), usando también celdas difusion de
Franz (Ducrotté, A. Kirilova, P. Salvia, J. Trana, V. Doreb, V. Marignach, G.
Pignonb, C. Perrotb, S. Boulieua, R. Université de Lyon., 2016). Por otro lado,
Jaroslav en un estudio de la administracién transdérmica de la ciclosporina A por
la irradiacion de plasma atmosfé, determina el flujo de farmaco y la cantidad de
farmaco penetrado a través de la piel mediante las celdas de difusion de Franz
(Kristof, J. Miyamoto, H. Tran, A. Blajan, M. Shimizu, K, 2017).

Nguyen utiliz6 micro agujas maltosa para la administracion transdérmica de
doxorrubicina y para la caracterizacion de esta forma farmacéutica, aplico la
metodologia de celdas de difusion de Franz de tipo vertical para determinar la
permeabilidad de las micro agujas (Nguyen, H. Banga, A., 2017). Finalmente,
dentro de los ultimos estudios que se han desarrollado empleando la metodologia
de celdas de Franz, esta un ensayo, llevado a cabo por Gudnason vy
colaboradores, con el fin de analizar las caracteristicas de lentes cargados con
farmacos (SCL) y establecer caracteristicas de estos sistemas de dosificacion
(Gudnasona, K. Solodovab, S. Vilardellc, A. Massonb, M. Sigurdssona, S.
Jonsdottira, F., 2017).
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4.2 MARCO TEORICO

4.2.1 Permeabilidad

Para que un farmaco pueda permear una membrana debera primero tener la
capacidad para llegar a ella. Las interacciones intermoleculares que se presentan
entre un soluto y el solvente, son muy importantes ya que el fendmeno de difusion
ocurre solo si el soluto es soluble en el solvente. Asi pues, aparece el concepto de
difusién descrito por Fick, que en términos de ecuaciones se muestra asi (Larissa
Zhou, Kendra Nyberg, Amy C. Rowat., 2015)

Primera ley de Fick
Ji = =DiV(;
Ecuacion 1. Primera ley de Fick

J; expresado en unidades de mol cms™, es el flujo que presenta un determinado
soluto y depende de la facilidad que tengan las moléculas para moverse a traves
del medio (D;) en uniades de cm?s™; este término conocido como el coeficiente de
difusion correspondiente a la especie i en el sistema. Finalmente VC; es el
gradiente de concentracion en el sistema (Jiang, Xiaoyun. Xu, Mingyu. Qi, Haitao.,
2010).

Segunda ley de Fick

=0

0C _ o _ G 0%,  9%C, 9%
ar 1 T g T Pil\Gaz Ty T g2

Ecuacién 2. Segunda ley de Fick

Si se le aplica la ley de Stokes a la primera ley de Fick, se llega a la ecuacion
anterior. Sin embargo, en esta ley se representa la difusién como la variacion de la
concentracion de la especie i en un punto determinado, evaluado con respecto al
tiempo (Silverthorn, 2009).

Ahora bien, la permeabilidad es uno de los parametros que se deben evaluar en
estudios in vitro al igual que la disolucion, ya que estos son de vital importancia en
los estudios de preformulacion de productos farmacéuticos de uso tépico. En este
estudio nos centramos en la permeabilidad, la cual es definida como la capacidad
gue posee una molécula para atravesar una membrana usando un gradiente de
concentracion (el flujo ocurre desde el espacio con mayor potencial quimico al de
menor potencial quimico), de una zona de mayor concentracion a una de menor
concentracion. Esto, siempre y cuando sean controladas algunas variables como
la temperatura, pH, concentracion, velocidad de agitacién y tipo de membrana,
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ademas de factores intrinsecos de la molécula como lo son el tamafio y la
polaridad de la molécula (Rosenbaum, 2011).

4.2.2 Factores a controlar en estudios de permeabilidad

Tamafio de las moléculas prototipo: es un factor relevante si se tiene
presente cudl sera la via de absorcién que primara para el farmaco. Por lo
tanto el tamafio que posea la molécula a la que se le desee realizar la
avaluacion de la permeabilidad, es de vital importancia ya que se debe
tener en cuenta que existen dos vias de absorcion celular: la via
transcelular y la via paracelular. Dependiendo del tamafio de la molécula,
se favorecera una via de absorcion u otra.

Temperatura: es el grado de movimiento térmico aleatorio de las moléculas
(Yunus Cengel, Michael Boles, 2012). Este pardmetro afecta directamente
la solubilidad y por ende, el fenomeno de permeabilidad, ya que, al
aumentar el movimiento de las moléculas de soluto y de solvente (vibracion,
rotacion y traslacion), se ven favorecidas las interacciones de tipo soluto-
solvente. Dicho parametro es muy importante, debido a que la difusion
ocurre si se tiene solubilidad de la molécula de estudio en el medio, por
tanto, es uno de los factores mas criticos en estudios de permeabilidad.

pH: es uno de los aspectos fisicoquimicos mas importantes para moléculas
polares principalmente, ya que el grado de ionizacion de las moléculas
modifica en gran medida la solubilidad de las mismas y, por ende, el paso a
través de las membranas, aln mas si se tiene en cuenta el caracter
lipofilico que tenga la membrana y los grupos funcionales de la molécula en
estudio (Rosenbaum, 2011).

Naturaleza de la membrana: las membranas normalmente son de caracter
lipofilico en su interior debido a su composicién fosfolipidica, lo cual es un
factor determinante en los procesos de permeabilidad de farmacos o
moléculas que posean una polaridad; pues si la afinidad de la molécula por
la membrana es mayor que la afinidad de la misma por el medio, la
molécula tendera a quedarse retenida en la membrana, sin embargo,
también se tiene una afinidad muy marcada de la molécula hacia el medio
continuo, esta se vera repelida por la membrana y no la atravesara. Es por
esta razon que controlar el caracter lipofilico de la membrana. Permite gran
variabilidad de ensayos de acuerdo a los requerimientos del estudio y el
tipo de molécula empleada. Por otra parte, la naturaleza de la membrana
también incluye el tamafio del poro, ya que, a un mayor tamafio de poro,
una cantidad de moléculas de mayor tamafio podran atravesar la
membrana (Aguilar, 1983).
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e Velocidad de agitacién: su importancia radica en que las moléculas de
estudio pueden que no presenten una solubilidad constante en el tiempo,
por lo que, a medida que transcurre el experimento, puede que el soluto
tenga tendencia a precipitar. Lo que se busca con la agitaciobn es
proporcionar un aporte entropico al sistema, que evite la formacion de
precipitados. El aumento en la velocidad de agitacion en el compartimento
donor, hace que la molécula modelo llegue mas rapido a la interfase con la
membrana, y, que en el compartimento aceptor, las moléculas que permean
se difundan mas rapida y homogéneamente alejandose de la interfase con
la membrana hasta alcanzar el pseudoequilibrio.

4.2.3 Membranas empleadas en la metodologia de celdas de Franz

Los estudios que se llevan a cabo en celdas de Franz, son estudios in vitro que
permiten obtener informacion de los perfiles de permeabilidad de farmacos al
emular las condiciones reales, con el fin de entender fendmenos que se puedan
presentar en la permeabilidad de una molécula a través de una membrana muy
similar a la de la piel, antes de pasar a estudios in vivo con animales. Se utilizan
para el estudio membranas de celulosa (comunmente usadas en didlisis) y se
escoge experimentar con membrana Strat-M®, debido a que posee un caracter
lipofilico muy similar a las condiciones de la piel. ElI gran beneficio que
proporcionan estas membranas sintéticas, es que se logra reducir la variabilidad
gue se puede presentar al emplear tejido humano, ademas de que los estudios
son mas rapidos (Uchida, Kadhum, Kanai, Todo, Oshizaka, & Sugibayashi, 2015).

Este modelo de membrana predice adecuadamente el paso de farmacos a través
de la piel. Las Strat-M® mostradas en la Figura 1, por ejemplo, son seguras, poco
variables, faciles de manejar y se pueden almacenar a condicion ambiente,
ademas reproducibles y su composicion es de dos capas de polietersulfona (PES),
lo cual las hace mas resistentes a la difusion. Por otro lado, en su revés esta
constituida de una capa de poliolefina, proporcionandole una combinacién perfecta
de resistencia a la difusion por un lado y difusividad por el otro. Principalmente,
estas son capas poliméricas que se ordenan de tal forma que producen una
superficie porosa que cumple el papel homologo a un filtro por tamafio, no
obstante, estas membranas emulan las condiciones apolares de la piel gracias a la
capa sintética de lipidos (Janani, Kumar, Balakrishna, Surthi, Kumar, & Mantry,
2014). Sin embargo son un poco costosas si se tiene en cuenta la cantidad de
experimentos que se realizaron.

Membrana Sintética (Strat- Dial hiimana
M®)
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Figura 1. Comparacion entre Strat-M® y piel humana (merck Millipore Corporation, 2015).

Las membranas Strat-M®, presentan alta sensibilidad y son apropiadas para
estudios de permeabilidad. Gracias a su alta reproducibilidad, facil manejo y su
presentacion, evita trabajo de acondicionamiento debido a que ya se encuentran
cortadas de forma circular, con un tamafio de 25mm y no requieren hidratacion
previa, Figura 2 (Merck Millipore Corporation, 2015).

Figura 2. Presentacion de la membrana.

Por su parte, la membrana que se emplea como variable fija en el estudio es la
membrana de celulosa Figura 3. Esta es una membrana utilizada cominmente en
procedimientos de didlisis, gracias a su tamafio de 76mm (3 pulgadas), su bajo
costo, buena reproducibilidad, ademas es afin a la molécula modelo que se
emplea para estos estudioS (AM), lo cual permite que la molécula la atraviese sin
mayor dificultad, aunque una parte se queda suspendida en la membrana. Por
todo ello, esta es la membrana mas apropiada para realizar optimizaciones de
variables operacionales en estudios de permeabilidad.

Figura 3. Membrana de Celulosa.
4.2.4 Celdas de Franz

Las celdas de Franz son una metodologia utilizada para realizar estudios de
permeabilidad, aunque son una técnica que presenta como principal dificultad la
poca reproducibilidad de los experimentos. Dicha metodologia ha sido muy «util
dado que proporciona informacién en tiempo real, lo cual permite establecer
perfiles de permeabilidad individuales y especificos, aportando informacién
detallada con el objetivo de predecir el efecto de variables operacionales como:
temperatura, pH, concentracién, velocidad de agitacién, tipo de membrana,
tamafio de poro de la membrana, entre otros, en el proceso cinético de
permeacion. (Alves, y otros, 2016)
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Las celdas de Franz son un tipo de recipientes bicompartimentales: Constituidos
por un donor (donde se dispone la molécula modelo) y un compartimento aceptor
(hacia el cual permea la molécula modelo), habitualmente construidas de vidrio de
boro silicato y con un volumen efectivo definido. Lo que separa los dos
compartimentos es una membrana, que expone un area especifica hacia los dos
compartimentos; por medio de esta metodologia es posible acondicionar el
ensayo.

En cuanto a la temperatura, esta variable es posible controlarla por medio de una
chaqueta térmica que rodea las celdas (por la cual, pasa en reflujo agua a la
temperatura establecida segun el estudio), en cuanto a la velocidad de agitacion;
las celdas estan acopladas a una plancha de agitacion (que regula los rpm con
que se desarrolla el estudio). Por su parte, el compartimento aceptor posee un
desprendimiento lateral por el cual se realiza el muestreo, para evaluar por medio
de espectrofotometria UV cuantitativamente el sustrato modelo. (Aguilera, Saez,
Hardly, & Estévez, 2000).

En los dltimos afos, el desarrollo de nuevos farmacos ha tenido un aumento
considerable y, con ello, los estudios de preformulacion, por ello es muy
importante  determinar aspectos que influyen directamente sobre la
biodisponibilidad del farmaco en el cuerpo. En las celdas de Franz es posible
asociar y controlar una serie de variables que condicionan los resultados que se
tienen en los estudios, ademas de tener en cuenta aspectos econdémicos y de
accesibilidad. La temperatura para este caso es supremamente critica, al igual que
la velocidad de agitacion, la naturaleza de la membrana y el tipo de celda que se
emplee en el ensayo. Es por ello que se debe tener sumo cuidado en el
planteamiento de las condiciones de experimentacion. (Avdeef, 2003).

424.1 Celda de Franz de tipo vertical

Las celdas verticales son de mayor complejidad, debido a que los
desprendimientos laterales para muestrear son muy estrechos y al sacar la
muestra se afecta la presion del sistema (lo que ocasiona un desbalance en la
cantidad de agua en el recipiente donor, sin embargo esta disposicion de las
celdas requiere menos cantidad de muestra. Uno de los aspectos mas criticos en
esta metodologia es la adaptacién de la membrana, debido a que en algunos
casos y en algunos tipos de membranas, es necesario hidratar por 24h
aproximadamente (esta es una medida empleada para evitar la formacion de la
burbuja de aire entre la membrana y el medio aceptor, producto del calentamiento
y la agitacion). No obstante esto ocurre para las membranas de celulosa y no para
la membrana Strat-M®.

Estas celdas son utilizadas principalmente en estudios de preformulacién donde
se evalua la permeabilidad de farmacos de aplicacion transdérmica, gracias a que
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su disposicibn es propicia para disponer en el compartimento donor,
suspensiones, geles, cremas o pastas de uso tdpico.

*Disponible en: [http://permegear.com/side-bi-side-cells/]
**Disponible en: [http://permegear.com/parts-of-a-franz-cell/]

Figura 4. Celda de Franz tipo vertical** (PermeGear, 2015)
4.2.4.2 Celda de Franz de tipo horizontal

Poseen una disposicion que es menos afectada por la gravedad, pero requieren
un volumen mas grande de muestra. En cuestiones operacionales, la
adaptabilidad de la membrana en las celdas de tipo horizontal es mucho mas
compleja que en las celdas de tipo vertical; ya que se debe tener en cuenta que no
se puede derramar el agua de ninguno de los dos compartimentos, lo cual
afectaria el volumen efectivo y por ende la reproducibilidad del experimento.

Estas celdas normalmente tienen un mayor uso en estudios de permeabilidad para
farmacos, no solo de aplicacion transdérmica sino también en farmacos de
liberacion intestinal, ya que la disposicion de estas celdas permite acondicionar la
velocidad de agitacion en ambos compartimentos, al igual que la temperatura,
ademas, son ideales para realizar estudios con diferentes tipos de membranas.
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*Disponible en: [http://permegear.com/side-bi-side-cells/]
**Disponible en: [http://permegear.com/parts-of-a-franz-cell/]

Figura 5. Celda de Franz tipo horizontal* (PermeGear, 2015)
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4.2.5 Azul de metileno

Para esta parte del estudio se utilizé azul de metileno como molécula modelo, la
cual se muestra en la Figura 6, debido a que ésta es una molécula muy soluble en
medios acuosos (40g/L en agua) (lannacone & Alvariio, 2007), es estable
guimicamente a condiciones habituales de pH y permite evidenciar la existencia
de fugas en el montaje del sistema de permeabilidad de celdas de difusién de
Franz, debido a su capacidad de colorear. EconOmicamente presenta muchos
beneficios en cuanto a los aspectos operacionales de estos estudios, y ademas de
gue se tiene evidencia de estandarizaciones de la metodologia donde se utiliza
dicha molécula como modelo. Por otra parte, su tamafio es propicio para el
desarrollo de estudios de permeabilidad (PM = 319,85 g/mol), teniendo en cuenta
las membranas empleadas en el experimento. Finalmente es una molécula que se
puede cuantificar por medio de espectrofotometria UV, lo que la hace
supremamente conveniente para este tipo de estudios. Quizas una de las pocas
desventajas que posee es que es una molécula susceptible a hidrélisis y a
oxidacion en caso de estar en un medio con agentes reductores fuertes, como se
puede ver por su estructura molecular.

N
X o’
H3C \@ CH3
\N . T P
CH, CHs

Figura 6. Estructura quimica del azul de metileno (AM) *(Elaborada en Chemdraw)
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5 OBJETIVO GENERAL

Optimizar la metodologia de celdas de difusion de Franz, evaluando la
permeabilidad de azul de metileno en dos modelos correspondientes a tipo vertical
y horizontal a diferentes variables operacionales.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de la temperatura sobre los perfiles de permeabilidad del
sustrato modelo azul de metileno por un tiempo de 8 horas, empleando
celdas de difusion de Franz de tipo horizontal y vertical con membrana de
celulosa y una velocidad de agitacién de 360 rpm.

e Evaluar el efecto de la velocidad de agitacion sobre los perfiles de
permeabilidad del sustrato modelo azul de metileno por un tiempo de 8
horas, empleando celdas de difusion de Franz de tipo horizontal y vertical
con membrana de celulosa a 37°C.

e Evaluar el efecto del tipo de membrana sobre los perfiles de permeabilidad
del sustrato modelo azul de metileno por un tiempo de 8 horas, empleando
celdas de difusion de Franz de tipo horizontal y vertical a 37°C y una
velocidad de agitacion de 360 rpm.

e Comparar las celdas de tipo vertical y horizontal, en términos de

reproducibilidad a las diferentes variables operacionales identificadas como
criticas, por medio de analisis estadistico.
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6 METODOLOGIA PROPUESTA:

6.1.1 Materiales:

Los compuestos que se utilizaron en la parte experimental fueron: Azul de
metileno marca Merck®, proporcionado por los almacenes de la universidad Icesi.
Las membranas que se utilizaron fueron: membranas de Celulosa para dialisis con
peso molecular tipico de corte de 14.000 daltons marca Aldrich y membrana Strat-
M®. Liquidos de referencia: Agua ultra pura tipo I, obtenida a partir de un sistema
de purificacion (Arium pro Stedim biotecnologia VF Sartorius), con un valor de
conductividad de 0.056 uS/cm.

6.1.1.1 Cuantificacion de azul de metileno:

Se prepar6 una solucion stock de azul de metileno grado analitico, a una
concentracion de 20 uyM en agua destilada, a partir de esta se realizaron 5
diluciones en 1:2, con el objetivo de realizar una curva de calibraciébn que
permitera la posterior cuantificacion del azul de metileno, a una absorbancia a 664
nm. Finalmente, se realiz6 una regresion lineal por minimos cuadrados para
obtener la ecuacion de la recta de Beer-Lambert, esto se hizo para cada una de
las temperaturas establecidas en el estudio.

6.1.2 Metodologia:
6.1.2.1 Montaje

Se encendié la termocupla acoplada al espectrofotometro 2 horas antes de
comenzar cada experimento y se acondiciond a la temperatura a realizar el
estudio. Concomitantemente, se realizé el ajuste del espectrofotometro a una
absorbancia de 664 nm por medio de su programa digital (U.V prove) y se
acondiciono el termostato 30 minutos antes de iniciar para atemperar el agua que
recirculaba por la chaqueta térmica.

6.1.3 Preparacion del montaje de celda vertical y horizontal.
6.1.3.1 Preparacion de montaje de la celda vertical:

Se activd la membrana que se utilizd (si es de celulosa), para ello se dej6
sumergida en agua destilada. Se llen6 con agua destilada el bafio maria
termostatado hasta el tope definido y se armo la celda de Franz tipo vertical,
colocando la membrana activada en medio de los compartimentos, luego, se
introdujo un magneto de longitud de 1 cm en el compartimento aceptor.

Posteriormente, se conectd la celda de Franz de tipo vertical al sistema de
mangueras de reflujo desde el bafio maria y se encendié la bomba de reflujo, para
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qgue el agua recirculara por la chaqueta de calentamiento de la celda. Finalmente,
se adicioné en el comportamiento aceptor 125 mL de agua destilada y en el
compartimiento donor se dispuso de 5 mL de la solucion de azul de metileno a 200
MM, en el momento en el que se comenzo a cronometrarse el experimento. Ver
anexo 11.5.

6.1.3.2 Preparacién de montaje de la celda horizontal:

Se activo la membrana a utilizar (si es de celulosa), para ello se dejé sumergida en
agua destilada. Se llen6 con agua destilada el bafio maria termostatado hasta el
tope definido y se armo la celda de Franz tipo horizontal, colocando la membrana
activada en medio de los compartimentos, luego, se introdujo un magneto de
longitud de 1 cm en el compartimento aceptor y uno idéntico en el compartimento
donor.

Posteriormente, se conectd a la celda de Franz de tipo horizontal al sistema de
mangueras de reflujo desde el bafio maria y se encendié la bomba de reflujo, para
gue el agua recirculara por la chaqueta de calentamiento de la celda. Finamente,
se adiciono en el comportamiento aceptor 126 mL de agua destilada y en el
compartimiento donor se dispuso de 126 mL de la solucion de azul de metileno a
200 yM, en el momento en el que comenzd a cronometrarse el experimento.

6.1.4 Obtencion del perfil de permeabilidad:

6.1.4.1 Evaluacion del efecto de la temperatura sobre los perfiles de
permeabilidad.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre los perfiles de permeabilidad, el
experimento se realiz6 por triplicado para las temperaturas de 25°C y 37°C,
manteniendo constante la velocidad de agitacion a 360 rpm y la membrana de
celulosa a 5 kDa. Se adicion6 la cantidad requerida de la solucién de azul de
metileno a 200 yM en cada tipo de celda en el compartimento donor, e
inmediatamente se inicid el cronometraje del experimento, durante el experimento
se tomaron alicuotas de 3 mL del compartimento aceptor para medir absorbancias
a 664 nm cada 5 minutos durante los primeros 15 minutos. A partir de los primeros
15 minutos de tomar las muestras, se comenz6 a tomar datos cada 15 minutos
hasta completar una hora y media, luego, se comenzé a medir cada media hora
hasta las primeras 4 horas y, a partir de ahi, se midi6 a las primeras 4 horas se
midio cada hora hasta completar las 8 horas del experimento. Todas las alicuotas
se reintegraron al sistema lo mas pronto posible después de que se realizé la
medicion.

A partir de los datos de absorbancia en funcién del tiempo que se obtuvieron, se
utilizé la ecuacion de Beer-Lambert resultante de la curva de calibracion para
obtener datos de concentracion de azul de metileno en los compartimentos
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aceptores. El grafico obtenido de la concentracion de azul de metileno en el
compartimento aceptor en funcion del tiempo es el perfil de permeabilidad.

6.1.4.2 Evaluacion del efecto de la velocidad de agitacion sobre los
perfiles de permeabilidad.

Para evaluar el efecto de la velocidad de agitacion sobre los perfiles de
permeabilidad, el experimento se realizé por triplicado para tres velocidades de
agitacion correspondientes de 240 rpm ,360 rpm y 480 rpm, manteniendo
constante la temperatura a 37°C y la membrana de celulosa a 5 kDa. Se adicion6a
cantidad requerida de la solucién de azul de metileno a 200 uM en cada tipo de
celda en el compartimento donor, e inmediatamente se inicié el cronometraje del
experimento, durante el experimento se tomaron alicuotas de 3 mL del
compartimento aceptor para medir absorbancias a 664 nm cada 5 minutos durante
los primeros 15 minutos. A partir de los primeros 15 minutos de tomar las
muestras, se comenz0 a tomar datos cada 15 minutos, hasta completar una hora y
media, luego se comenzd a medir cada media hora hasta las primeras 4 horas y a
partir de las primeras 4 horas se midié cada hora hasta completar las 8 horas del
experimento. Todas las alicuotas se reintegraron al sistema lo mas pronto posible
después de que se realizo la medicion.

A partir de los datos de absorbancia en funcién del tiempo que se obtuvieron, se
uso la ecuacion de Beer-Lambert obtenida de la curva de calibracion, para obtener
datos de concentracion de azul de metileno en los compartimentos aceptores. El
grafico obtenido de la concentracion de azul de metileno en el compartimento
aceptor en funcién del tiempo es el perfil de permeabilidad.

6.1.4.3 Evaluacion del efecto del tipo de membrana sobre los perfiles
de permeabilidad

Para evaluar el efecto del tipo de membrana sobre los perfiles de permeabilidad, el
experimento se realizd por triplicado para dos tipos de membrana de celulosa a 5
kDa y membrana Strat-M®, manteniendo constante la temperatura a 37°C y la
velocidad de agitacion a 360 rpm. Se adicioné la cantidad requerida de la solucion
de azul de metileno a 200 uM en cada tipo de celda en el compartimento donor e
inmediatamente se inicio el cronometraje del experimento, durante el experimento
se tomaron alicuotas de 3 mL del compartimento aceptor para medir absorbancias
a 664 nm cada 5 minutos durante los primeros 15 minutos. A partir de los primeros
15 minutos de tomar las muestras, se comenzé a tomar datos cada 15 minutos,
hasta completar una hora y media, luego se comenzé a medir cada media hora
hasta las primeras 4 horas y a partir de las primeras 4 horas se midi6 cada hora
hasta completar las 8 horas del experimento. Todas las alicuotas se reintegraron
al sistema lo mas pronto posible después de que se realiz6 la medicion.
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A partir de los datos de absorbancia en funcién del tiempo que se obtuvieron, se
uso la ecuacion de Beer-Lambert obtenida de la curva de calibracion, para obtener
datos de concentracion de azul de metileno en los compartimentos aceptores. El
grafico obtenido de la concentraciobn de azul de metileno en el compartimento
aceptor en funcién del tiempo es el perfil de permeabilidad.

6.1.4.4 Comparacion del desemperio y la operatividad de las celdas
de tipo vertical y horizontal

Con los perfiles de permeabilidad realizados por triplicado, se determiné el area
bajo la curva de cada perfil de permeabilidad a las diferentes condiciones de
operacion anteriormente descritas, ademas del coeficiente de permeabilidad y el
tiempo de latencia. Por medio del coeficiente de variacion de las AUC para cada
condicién de operacion, se compar6 las celdas de tipo vertical y horizontal en
términos de reproducibilidad.

6.1.5 Analisis estadistico de los datos:

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos de los perfiles de permeabilidad
se realiza por medio de la estadistica no paramétrica, ya que se tiene un n=3 para
cada condicion de operacion. Esta rama de la estadistica es la encargada de
estudiar pruebas y modelos cuya distribucién subyacente no se ajusta a los
criterios paramétricos, y estas engloban pruebas no paramétricas que tienen
como factor comun la asuncion acerca de la ley de probabilidad que sigue la
poblacién de la que ha sido extraida la muestra. Por esta razén, son conocidas
comunmente como pruebas de distribucion libre (Vanesa Berlanga Silvente, Maria
José Rubio Hurtado , 2012).

Las pruebas no paramétricas se pueden realizar para muestras que estan
relacionadas o que sean independientes. Para el caso de este estudio, las
muestras tomadas son consideradas como independientes debido a que son
mediciones realizadas en condiciones de operaciéon diferentes. Al estudiar el
efecto de la temperatura y del tipo de membrana se utilizé el test de Mann-
Whitney, debido a que, en estas variables, solo se evaltan dos grupos (25°C y
37°C para la temperatura, y membrana de celulosa y Strat-M para el tipo de
membrana). Por otra parte, la velocidad de agitacion fue sometida a un tratamiento
estadistico de los datos mediante el test de Kruskal-Wallis, ya que en esta variable
operacional se consideran tres grupos (240rpm, 360rpm y 480rpm).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION:

Se obtuvo principalmente los perfiles de permeabilidad del azul de metileno, a
partir de los experimentos que se realizaran bajo condiciones especificadas en el
estudio. Se correlacionaron diferentes variables operacionales como lo son la
temperatura, la velocidad de agitacion y el tipo de membrana, con el fin de realizar
una comparacion entre los aspectos fisicoquimicos que afectan directamente los
fendbmenos de difusion y permeabilidad de moléculas, especialmente de farmacos
de uso transdérmico, empleando la metodologia de celdas de Franz de tipo
vertical y horizontal.

Se tienen los respectivos perfiles de permeabilidad del AM para las diferentes
condiciones operacionales, de los cuales se determinaron 3 parametros
principales: el &area bajo la curva, el periodo de latencia y el coeficiente de
permeabilidad. El area bajo la curva se obtiene de la grafica del porcentaje
permeado del compartimento donor al aceptor vs el tiempo, empleando la
ecuacion (3); el area bajo la curva es un parametro ampliamente utilizado para
cuantificar el cambio de la concentracion en el tiempo para cualquier sustrato de
un reservorio a otro.

- N
AUC = J;) f(x)dx = Al}icr;r)lozl:f(x) Ax

Ecuacion 3. Calculo del area bajo la curva.

El coeficiente de permeabilidad (Kp) y el periodo de latencia (T.), se obtienen a
partir de la grafica de cantidad de activo vs tiempo (h). La cantidad de activo se
obtiene al realizar una serie de tratamientos matematicos, partiendo de las
concentraciones [ug/ml] a diferentes tiempos, al multiplicar la concentracion por el
volumen de muestra (1mL) se obtiene la masa de la muestra, posteriormente se
obtiene la masa en el compartimento aceptor sin corregir, multiplicando la
concentracion de la muestra por el volumen del compartimento aceptor. A
continuacion, se obtiene la masa de la muestra acumulada con la cual se puede
calcular la masa del compartimento aceptor corregido, al sumarse con la masa del
receptor sin corregir. Dividiendo la cantidad anterior entre el area de difusion se
calcula la cantidad de activo, que se grafica vs el tiempo (h).

El grafico anterior se puede obtener Kp y T, cuando se llega al estado
estacionario; la pendiente de la funcion en dicho estado se denomina flujo (J) y el
intercepto con el eje x es T,. Dividiendo J entre la concentracion del sustrato en el
compartimento dador, se obtiene Kp. Los datos obtenidos de las areas bajo la
curva, el periodo de latencia y el coeficiente de permeabilidad para cada una de
las réplicas de las diferentes variables operacionales, se muestran de manera
resumida en la tabla 1 y 2. A partir de estas se realizan los procedimientos
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estadisticos descritos para cada una de las variables operacionales que se

estudiaron.

Tabla 1. Promedio de datos obtenidos de la celda de Franz de tipo vertical

Vertical

Variables

Operacionales Temperatura
Parametro 25°C 37°C
AUC 386 371
Kp 1896,99  1699,15
T 1,14 0,60

Velocidad de agitacion

240rpm  360rpm  480rpm
374 361 569

1779,06  1736,64  2836,16
0,86 0,50 0,58

Tipo de membrana

membrana  membrana
de celulosa Strat-M®
371 0
1697,54 0
0,60 0

Tabla 2. Promedio de datos obtenidos de la celda de Franz de tipo horizontal.

Horizontal

Variables Temperatura
Operacionales
Parédmetro 25°C src
AuC 22 =
Kp 590,43 769,86
- 1,73 1,52

Velocidad de agitacion

240rpm  360rpm  480rpm
22 30 28
579,77 744,90 740,72
1,60 1,68 1,62

Tipo de membrana

membrana  membrana
de celulosa Strat-M®
30 0
763,15 0
1,65 0
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7.1.1 Efecto de la temperatura:
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Figura 7. A). Grafico del porcentaje de AM permeado a las diferentes
temperaturas en la celda de Franz de tipo vertical. B). Cantidad de activo en el
compartimento aceptor en relacion al tiempo en (h) a las diferentes temperaturas
de estudio en la celda de Franz de tipo vertical.

La figura 7a muestra el grafico del porcentaje de AM permeado en la celda de
Franz de tipo vertical a temperaturas de 25°C y 37°C, manteniendo constantes la
membrana de celulosa y 360 rpm como velocidad de agitaciéon. Cada condicion
operacional se realizd por triplicado, por lo cual se tienen graficos con linea de
tendencia y bigotes, con el fin de comparar la variabilidad y la reproducibilidad de
los experimentos.

La temperatura es una variable critica para la metodologia de celdas de Franz en
estudios de permeabilidad y liberacion, pues, al incrementarla, aumentara el grado
del movimiento térmico aleatorio de las moléculas afectando considerablemente
fendbmenos como la solubilidad y la difusion. En la figura 7, se puede observar que
a 25°C se obtuvo un mayor porcentaje de permeaciéon de azul de metileno que a
37°C a lo largo de los 480min del estudio. Este resultado no acorde a la teoria si
se retoma el concepto anteriormente descrito; no obstante, se puede observar en
el grafico que los bigotes que representan la variabilidad del estudio, se traslapan
en la mayoria de los puntos, podria decirse que la celda vertical a 25°C y a 37°C
no presenta metodol6gicamente alguna diferencia significativa.

Con el fin de confirmar el supuesto anterior, se realizé la determinacion del area
bajo la curva para cada una de las réplicas realizadas, los valores explicitos se
encuentran en la tabla 1 y a partir de los cuales se obtuvieron los porcentajes de
coeficientes de variacion en los que se logra evidenciar que la reproducibilidad de
las réplicas realizadas no es buena, por lo que se desarrolld un estudio de
comparacion de datos por un test de estadistica no paramétrica Mann-Whitney
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con un grado de significancia del 95%, el cual se muestra en la tabla 12 de los
anexos, en este test se obtuvo un valor p de 0.7, que al ser mayor a 0.05 permite
concluir que no hay diferencia significativa entre las temperaturas establecidas en
el desarrollo de la metodologia.

Teniendo en cuenta lo anterior, se puede decir que es 6ptimo realizar los estudios
de permeabilidad con la metodologia de celdas de Franz de tipo vertical, en el
intervalo comprendido entre 25°C y 37°C. Esto es muy importante si se toma en
consideracion que en los estudios de preformulacion de farmacos, se busca
obtener resultados comparables y precisos, ademas de que se realicen de forma
rapida, facil y de bajo costo. Dicho lo anterior se puede decir que no es necesario
realizar las pruebas a 37°C que demandan mayor gasto energético, respecto a las
pruebas a temperatura de 25°C con las que se obtienen resultados similares.

De la figura 7b se obtiene Kp y T para las temperaturas de 25°C y 37°C en la
celda de Franz de tipo vertical, cuando se ha llegado al estado estacionario. Dicha
grafica muestra la cantidad del sustrato permeado en la celda de Franz de tipo
vertical a las temperaturas del estudio, manteniendo constantes la membrana de
celulosa y 360rpm como velocidad de agitacion. La Tabla 1 muestra el promedio
de Kp y T a 25°C es 1896,99ug/cm?/h y 1.14 h y para a la temperatura 37°C el
promedio de Kp y T es 1699,15 pg/cmz/h y 0,6 h respectivamente para la celda de
Franz de tipo vertical.

Con los anteriores resultados se desarrollaron 2 estudios de comparacion de
datos, mediante el test de estadistica no paramétrica Mann-Whitney para los
pardmetros Kp y T|. Los resultados de los estudios se muestran en las tablas 11y
12 de los anexos, los cuales arrojaron que con un grado de significancia del 95%
no hay diferencia significativa entre las temperaturas 25°C y 37°C para los
anteriores parametros.
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Figura 8. A). Grafico del porcentaje de AM permeado a las diferentes
temperaturas en la celda de Franz de tipo horizontal. B). Cantidad de activo en el
compartimento aceptor en relacion al tiempo en (h), a las diferentes temperaturas
de estudio en la celda de Franz de tipo horizontal.
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La figura 8a muestra el grafico del porcentaje de AM permeado en la celda de
Franz de tipo horizontal a temperaturas de 25°C y 37°C, manteniendo constantes
la membrana de celulosa y 360 rpm como velocidad de agitacion. Cada condicion
operacional se realizd por triplicado, por lo cual se tienen graficos con linea de
tendencia y bigotes, con el fin de comparar la variabilidad y la reproducibilidad de
los experimentos.

En la figura 8a se puede observar que a 37°C se obtuvo un mayor porcentaje de
permeacion de azul de metileno que a 25°C a lo largo de las 8 horas de estudio.
esto es algo que va acorde a la teoria si retomamos el concepto anteriormente
descrito, de que el incremento de la temperatura favorece los fenbmenos la
solubilidad y la difusién.

Con el grafico de la figura 8a se realiz6 la determinacion del area bajo la curva
para cada una de las réplicas realizadas, valores explicitos en la tabla 2 con estos
resultados se realizé un estudio de comparaciéon de datos por un test de
estadistica no paramétrica Mann-Whitney con un grado de significancia del 95%,
este se muestra en la tabla 17 de los anexos, en la cual se obtuvo un valor p de
0,1 el cual es menor a 0.05, lo que permite concluir que no hay diferencia
significativa entre las temperaturas establecidas en el desarrollo de la
metodologia.

Dicho lo anterior se puede decir que es Optimo realizar los estudios de
permeabilidad en la metodologia de celdas de Franz de tipo horizontal en el
intervalo comprendido entre 25°C y 37°C. Esto es muy importante si tenemos en
cuenta que en los estudios de preformulacién de farmacos, se busca obtener
resultados comparables y precisos, ademas de que se realicen de forma rapida,
facil y de bajo costo. Se puede decir que no es necesario realizar las pruebas a
37°C que demandan mayor gasto energético, respecto a las pruebas a
temperatura de 25°C con las que se obtienen resultados similares.

Con la figura 8b se obtiene Kp y T para las temperaturas de 25°C y 37°C en la
celda de Franz de tipo horizontal cuando se ha llegado al estado estacionario.
Dicha grafica muestra la cantidad sustrato permeado en la celda de Franz de tipo
vertical a las temperaturas del estudio, manteniendo constantes la membrana de
celulosa y 360rpm como velocidad de agitacién. La tabla 2 muestra el promedio de
Key T a 25°C es 590,44 ug/icm?/h y 1,7 h 'y para a la temperatura 37°C el
promedio de Kp y T, es 769,86 pg/cm?/h y 1,52 h respectivamente.

Con los anteriores resultados se desarrollaron 2 estudios de comparacion de
datos, mediante el test de estadistica no paramétrica Mann-Whitney para los
parametros Kp y T,. Los resultados de los estudios se muestran en las tablas 18 y
19 de los anexos, los cuales arrojaron que con un grado de significancia del 95%
no hay diferencia significativa entre las temperaturas 25°C y 37°C para los
anteriores parametros.
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7.1.2 Efecto de la velocidad de agitacion:

Después de haber realizado el estudio del efecto de la temperatura sobre los
perfiles de permeabilidad, se desarroll6 el mismo procedimiento para la variable
operacional de velocidad de agitacion. En la cual se obtuvieron graficas de
dispersion, en las que se estudiaron las velocidades de agitacion de 240rpm,
360rpm y 480rpm, manteniendo constantes la membrana de celulosa y la
temperatura de 37°C. Cada estudio para cada variable operacional se realiz6 por
triplicado, por lo cual se tienen graficos con linea de tendencia y bigotes, con el fin
de comparar la variabilidad y la reproducibilidad de los experimentos.
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Figura 9. A). Grafico del porcentaje de AM permeado a las diferentes velocidades
de agitacién en la celda de Franz de tipo vertical. B). Cantidad de activo en el
compartimento aceptor en relacién al tiempo en (h), a las diferentes velocidades
de agitacion en la celda de Franz de tipo vertical.

La velocidad de agitacion es un factor indispensable en este tipo de estudios,
debido a que este garantiza que el AM se distribuya homogéneamente por los
compartimentos. La difusion del sustrato esta mediada por un gradiente y un
potencial quimico, la velocidad con la que se agite el medio y se distribuya la
molécula en el area periférica de la membrana puede afectar drasticamente el
fenbmeno de permeaciéon. Particularmente en la celda vertical solo se tiene
agitacion en el fondo de la celda, lo que hace que en la parte superior de la celda
se forme un vortice que en ocasiones puede provocar el encapsulamiento de
burbujas de aire entre la membrana y el medio del compartimento donor.

La formacién de las mencionadas burbujas es un problema para el desarrollo de la
técnica, ya que el area que ocupa la burbuja en la membrana sera un espacio por
el cual no habré paso de sustrato y los resultados del estudio se ven directamente
afectados. La formacion de burbujas en la membrana cuando se trabaja con la
celda vertical de Franz, es favorecida por la falta de agitaciéon de compartimento
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donor, el calentamiento constante en el desarrollo de la técnica y por el diferencial
de presion al momento de la toma de la muestra.

Ahora bien, segun los datos obtenidos en la figura 9a, es evidente que hay una
diferencia significativa en el porcentaje de azul de metileno permeado. Cuando se
realiza a una velocidad de agitacion de 480rpm, se obtiene un mayor porcentaje
respecto a las otras dos velocidades (240rpm y 360rpm). Es claro que a medida
gue el AM permea la membrana, la presencia de una gran velocidad de agitacion
hace que la molécula se distribuya homogéneamente por el compartimento
aceptor; por lo tanto, el diferencial de potencial vuelve a caer drasticamente
provocando que el AM pase de forma continua y veloz por medio de la membrana.

Con el fin de determinar si hay diferencia significativa al desarrollar la técnica con
alguna de las 3 distintas velocidades propuestas, se calcul6 el area bajo la curva
para cada una de las réplicas realizadas, valores que se reportan en latablaly a
partir de los cuales se desarroll6 un estudio de comparacion de datos por el test
de estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis, procedimiento estadistico mostrado
en la tabla 22 de los anexos. El estudio estadistico arroj6 que, con un grado de
significancia del 95%, hay diferencia significativa de las medias al obtener un valor
p de 0.036, por ello, es posible concluir que la velocidad de agitaciébn es una
variable operacional critica en el desarrollo de la metodologia de celdas de Franz
de tipo vertical.

Para determinar cual es la velocidad de agitacibn en la que hay diferencia
significativa entre los 3 grupos, se realizé una comparacién conocida como test
multiple de Dunn’s, que permite determinar cuales son las condiciones especificas
que presentan diferencia significativa entre ellas, los datos de este analisis
estadistico se muestran en la tabla 23. El test multiple de Dunn’s arrojé que, con
una significancia del 95%, hay diferencia significativa al desarrollar la técnica a
una velocidad de agitacion de 240 rpm y 480 rpm.

Con el resultado anterior se confirma que la velocidad de agitacion es una variable
operacional critica para esta técnica y que el desarrollo de esta debe hacerse a
una velocidad de agitacion de 360 rpm, ya que, a dicha velocidad, no hay
diferencia estadistica con las otras velocidades por lo que trabajar con esta
velocidad es 6ptimo.

De la figura 9b se obtiene Kp y T para el sustrato de AM con la celda de Franz de
tipo vertical, cuando se ha llegado al estado estacionario. Dicha grafica muestra la
cantidad de sustrato permeado en la celda de Franz de tipo vertical con las
velocidades de agitacién de estudio, manteniendo constantes la membrana de
celulosa y 25°C. La tabla 1 muestra el promedio de Kp y T a 240 rpm son 1779,07
png/cm?/h y 0,86 h, para 360 rpm son 1736,64 ug/cm?h y 0,5 h y para 480 rpm
2836,16 pug/cmz/h y 0,58 h respectivamente.
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Con los anteriores resultados se desarrollaron 2 estudios de comparacion de datos
mediante el test de estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis, para los pardmetros
Kp y TL. Los resultados de los estudios se muestran en las tablas 23 y 24 de los
anexos, los cuales arrojaron que, con un grado de significancia del 95%, no hay
diferencia significativa entre las velocidades de agitacion de 240, 360 y 480 rpm
para los parametros mencionados.

Al no presentar una diferencia significativa entre las medias de los parametros Kp
y T, a las diferentes velocidades de agitacion en el desarrollo de la técnica de
celdas de Franz de tipo vertical, se podria decir que la velocidad de agitacion no
es una variable operacional critica para esta metodologia, supuesto que
contradice el resultado obtenido para el parametro AUC para las mismas
condiciones operacionales.

El hecho de que el tratamiento estadistico no arrojase diferencia significativa de
las medias para los parametros Kp y T. , se debe a que el coeficiente de
permeabilidad y el periodo de latencia van a ser dependientes de la matriz en que
se encuentre contenido el sustrato y nos dara una buena idea sobre su cinética
de liberacion. En este caso, el sustrato utilizado AM es suministrado al
compartimento donor de forma libre, por lo que los parametros Kp y T no seran
afectados significativamente al implementar la metodologia a diferentes
velocidades de agitacion.
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Figura 10. A). Gréfico del efecto del porcentaje de AM permeado a las diferentes
velocidades de agitacion en la celda de Franz de tipo horizontal. B). Cantidad de
activo en el compartimento aceptor en relacién al tiempo en (h), a las diferentes
velocidades de agitacion en la celda de Franz de tipo horizontal.

En la celda horizontal se tiene agitacion en el compartimento aceptor y en el
compartimento donor, lo que hace que la distribucion de las moléculas en el medio
sea homogénea y se evite el encapsulamiento de burbujas de aire en la vertical.
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Ahora bien, segun los datos obtenidos en la figura 10a, es evidente la diferencia
significativa en el porcentaje de AM permeado cuando se realiza a 480rpm y a
360rpm, con respecto a lo permeado a 240rpm.

Con el fin de determinar si hay diferencia significativa en la realizacion de la
técnica a las 3 diferentes velocidades de agitacion, se realizo la obtencion del area
bajo la curva para cada una de las réplicas realizadas. Los resultados se
presentan en la Tabla 2.

Se desarroll6 un estudio de comparacion de datos por el test de estadistica no
paramétrico Kruskal-Wallis, el cual se presenta en la tabla 27 de los anexos, en la
cual se obtuvo un valor p de 0.025, el cual es menor 0.05, por ello es posible
concluir que si hay diferencia significativa entre las medias de AUC para las
velocidades de agitacion establecidas en el desarrollo de la metodologia, por ello,
se hizo necesario realizar una comparacion entre grupos conocida como test de
comparacién multiple de Dunn’s, por medio de la cual se logré observar que la
diferencia se presenta principalmente entre las velocidades de agitacion de
240rpm y 380rpm, con una significancia del 95%. estadistica mostrada en la tabla
28 de los anexos y por medio de la cual, es posible decir que la velocidad de
agitacion 6ptima para realizar el experimento es a 360rpm, ya que al trabajar con
esta velocidad no hay diferencia significativa de las medias.

De la figura 10b se obtiene Kp y T para el sustrato de AM la celda de Franz de
tipo horizontal, cuando se ha llegado al estado estacionario. Dicha grafica muestra
la cantidad sustrato permeado en la celda de Franz de tipo vertical a las
velocidades de agitaciéon de estudio, manteniendo constantes la membrana de
celulosa y 25°C. La tabla 2 muestra el promedio de Kp y T, a 240 rpm son 579,78
pg/cmz/h 'y 1,6 h, para 360 rpm son 744,91ug/cmz/h y 1,68 h y para 480 rpm
740,72 pg/cm?/h y 1,63 h respectivamente.

Con los anteriores resultados se desarrollaron 2 estudios de comparacion de
datos, mediante el test de estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis para los
parametros Kp y T.. Los resultados de los estudios se muestran en las tablas 29 y
30 de los anexos, los cuales arrojaron que con un grado de significancia del 95%
no hay diferencia significativa entre las velocidades de agitacion de 240, 360 y 480
rpm para los anteriores de Kp y T,.

Al no presentar una diferencia significativa entre las medias de los parametros Kp
y T, a las diferentes velocidades de agitacion en el desarrollo de la técnica de
celdas de Franz de tipo horizontal, se podria decir que la velocidad de agitacion no
es una variable operacional critica para esta metodologia, tal y como pasa con la
celda de Franz de tipo vertical.

Que el tratamiento estadistico no arrojase diferencia significativa de las medias
para los parametros Kp y T, , es debido a que el coeficiente de permeabilidad y el
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periodo de latencia van a ser dependientes de la matriz en que se encuentre
contenido el sustrato y nos dara una buena idea su cinética de liberaciéon, en este
caso el sustrato utilizado AM es suministrado al compartimento donor de forma
libre, por lo que a los parametros Kp y T no seran afectados significativamente al
implementar la metodologia a diferentes velocidades de agitacion.

7.1.3 Efecto del tipo de membrana:

Para esta parte se obtuvieron graficas de dispersion del efecto del tipo de
membrana (celulosa y Strat-M®), manteniendo constantes la velocidad de
agitacion en 360rpm y 37° C de temperatura. Cada variable operacional se realizo
por triplicado, por lo cual se tienen gréficos con linea de tendencia y bigotes, con
el fin de comparar la variabilidad y la reproducibilidad de los experimentos.
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Figura 11. A). Grafico del efecto del porcentaje de AM permeado con las
diferentes membranas en la celda de Franz de tipo vertical. B). Cantidad de activo
en el compartimento aceptor en relacion al tiempo en (h), con la membrana de
celulosa y la Strat-M® en la celda de Franz de tipo vertical.
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Figura 12. A). Grafico del efecto del porcentaje de AM permeado con las
diferentes membranas en la celda de Franz de tipo horizontal. B). Cantidad de
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activo en el compartimento aceptor en relacion al tiempo en (h), con la membrana
de celulosay la Strat-M® en la celda de Franz de tipo horizontal.

El tipo membrana es uno de los principales factores determinantes de la absorcion
de farmacos en la piel; la capacidad que tiene el sustrato para atravesar la
membrana dependerd de la naturaleza de la membrana y del mismo sustrato.
Normalmente, las membranas poseen diferentes tamafios de poros por los cuales
atraviesan las moléculas y también diferentes vias por los cuales permean
moléculas de diferente tamafo y polaridad. De acuerdo con esto, la seleccion de
las membranas empleadas en este estudio reflejan la similitud entre los tejidos
humanos y las membranas mas empleadas para estudios de preformulacion,
evaluando aspectos como costo, faciidad de manejo, disponibilidad,
reproducibilidad y semejanza con el area de la piel de interés.

Ahora bien, segun los datos obtenidos en la figuras 11 y 12, es evidente que hay
una diferencia en el porcentaje AM permeado cuando se desarrolla la técnica con
la membrana de celulosa, con relacién a la membrana Strat-M®. Con el fin de
confirmar si hay diferencia significativa al desarrollar la técnica con alguna de las
membranas, se calculé el area bajo la curva para cada una de las réplicas
realizadas en la celdas de Franz de tipo vertical y horizontal. Posteriormente, se
compararon las medias de las réplicas por medio de un test de estadistica no
paramétrica Mann-Whitney.

Los resultados del tratamiento estadistico se muestra en los anexos 33 y 38, con
los cuales se dice que con una significancia de 95% hay diferencia significativa
entre las medias de AUC para desarrollo de la metodologia de celdas de Franz de
tipo vertical y horizontal, cuando se utiliza la membrana de celulosa y la membrana
Strat-M®. Dicho lo anterior se puede concluir que el tipo de membrana es una
variable operacional critica en el desarrollo de la metodologia de celdas de Franz
de tipo vertical y horizontal.

Ademas, con las figuras 11 y 12 se halla Kp y T| cuando se emplea la membrana
de celulosa y la membrana Strat-M® en las celdas de Franz de tipo vertical y
horizontal, cuando se ha llegado al estado estacionario. Dichas graficas muestran
la cantidad de sustrato permeado en las celdas de Franz de tipo vertical y
horizontal con las 2 membranas de estudio, manteniendo constantes la
temperatura a 37°C y 360rpm como velocidad de agitacion. La Tabla 1 y 2
muestra el promedio de Kp y T, cuando se emplea la membrana de celulosa en la
celda vertical es 1697,55 pg/cm?/h y 0,6 h respectivamente y cuando se emplea la
membrana de celulosa en la celda horizontal es 763,16 pg/cm?h y 1,66 h
respectivamente. Los parametros de Kp y T tanto para la celda vertical como
horizontal son imposibles de calcular cuando se utilizé6 la membrana Strat-M®, ya
gue con esta el sustrato nunca logré permear al compartimento aceptor.
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Ahora bien, los resultados en las figuras 11 y 12, muestran que la membrana de
celulosa empleada en el estudio como una de las variables fijas, tiene un buen
porcentaje de permeacion de azul de metileno para las celdas de tipo vertical
yhorizontal, pero la membrana Strat-M®, la cual emula las condiciones de la piel
humana, no evidencio permeacion del sustrato a lo largo del experimento. Este
fendmeno se debe a que la membrana Strat-M® es de una naturaleza altamente
hidrofoba, compuesta en un alto porcentaje por fosfolipidos, esta al ser esta
naturaleza y el medio utilizado al ser acuoso, se produce repulsién en la zona de
interface lo que ocasiono que no se diera la difusién, y por ende el gradiente de
concentracion de un lado a otro fuese 0, esta repulsidén en la zona de interface se
conoce como capa de difusion estatica.

7.1.4 Comparacion entre la celda de tipo vertical y la de tipo horizontal

Para realizar la comparacion de las celdas de Franz de tipo vertical y horizontal en
términos de reproducibilidad, se calculd el coeficiente de variacion de los 3
pardmetros expuestos en la Tablas 1 y 2. El coeficiente de variacion se calcula
para verificar la reproducibilidad de cada tipo de celda, teniendo en cuenta cada
una de las variables operacionales definidas en el estudio. Con ello se realizé una
comparacion directa entre los tipos de celdas, con el fin de determinar cual de los
dos modelos posee una mayor reproducibilidad y a que determinadas variables
operacionales se optimizan los resultados. Finalmente, con esto se elaboré un
veredicto sobre las condiciones mas Optimas para la realizacion de ensayos de
permeabilidad en estudios de preformulacion, con el objetivo de armonizar el uso
de esta metodologia y garantizar resultados comparables y reproducibles.

La reproducibilidad de los datos es un factor determinante en el desarrollo de
estudios de preformulacion, debido a que la variabilidad en los resultados puede
llevar a una mala eleccién de un prototipo para la formulacién de farmacos de
aplicacion transdérmica.

Tabla 3. Desviacion estandar y porcentaje del coeficiente de variacion para la
celda horizontal.

Variables Operacionales

3 Temperatura Velocidad de Agitacion Tipo de membrana
Paramet b d s
Membrana de trat-
ro 25°C 37°C 240rpm 360rpm 480rpm
P P P celulosa me
%C %C %C %C %C S %C
SD SD SD SD SD SD %CV
Y Y Y Y Y ° D V
AUC 2,2 1?"1 1,4 469 05 249 14 469 06 2,06 1,4 4,69 0 0
782 13,2 41,3 9,9 18,5 15,5
Kp . i 5 540 T 172 5 2,48 K 2,10 43,91 5,75 0 0
TL 0,21 11’4 0,89 22’6 oéo 390 001 1,03 007 473 0,08 4,90 0 0
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Tabla 4. Desviacion estdndar y porcentaje del coeficiente de variacion para la
celda vertical.

Variables Operacionales

Parimet Temperatura Velocidad de Agitacion Tipo de membrana
ro Membrana
25°C 37°C 240rpm 360rpm 480rpm Strat-M®
de celulosa
SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV
AUC 77 19,94 84 22,65 91 2435 40,2 11,13 228,1 40,08 84 22,65 O 0
237,5 345,9 480,8 299,8 925,9 343,3
Kp 8 12,52 . 20,36 ; 26,46 . 17,26 7 35,80 5 2023 0 0
TL 0,46 40,56 030 49,88 0,14 16,76 028 5587 038 6666 030 5084 O 0

En las Tablas 3 y 4 se registraron porcentajes de los coeficientes de variacion para
cada una de los tipos de celdas, a las respectivas variables operacionales. A partir
de estos datos, es posible establecer que los %CV obtenidos para la celda de tipo
horizontal son mucho mas pequefios que los obtenidos en la celda vertical en
cada uno de los 3 parametros evaluados.

La alta variabilidad de los resultados en la celda de Franz de tipo vertical puede
atribuirse a diferentes aspectos como: Que la celda vertical solo posee la chaqueta
térmica dispuesta para el compartimento aceptor, en cambio la celda horizontal
posee en los dos compartimentos el revestimiento para acondicionar la
temperatura. Esto es de vital importancia si tenemos en cuenta que a la
temperatura que presentaron menos variabilidad de los datos en la celda vertical
fue a 25°C lo que quiere decir que no se presentd un diferencial de temperatura
entre los dos compartimentos de las celdas, el cual, si tuvo lugar en el estudio
realizado a 37°C. Por otra parte, la variabilidad obtenida en los estudios realizados
en la celda horizontal mostré un gran desempefio debido a la presencia de la
chaqueta térmica en los dos compartimentos.

Otro aspecto que puede incrementar la variabilidad de los datos en la celda
vertical es la falta de agitacion en el compartimento donor, agitacion que si es
posible conseguir en las celdas de Franz de tipo horizontal. La falta de agitacion
en el compartimento donor hace que no se distribuya homogéneamente el sustrato
en este reservorio y afecte directamente los diferentes parametros determinados.

Es importante resaltar en cuanto las diferencias metodolégicas que presentan las
celdas de tipo vertical y las de tipo horizontal, que en las primeras hay un
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marcado efecto influyente por la fuerza de gravedad, ya que la presion que esta
ejerce hace que las moléculas del azul de metileno tiendan a dirigirse hacia la
membrana, aumentando de forma significativa el porcentaje permeado del sustrato
modelo. En la celda de tipo horizontal la gravedad no afecta significativamente el
porcentaje permeado, por lo que la incidencia de las moléculas de azul de
metileno sobre la membrana, estd determinada por la difusion y el gradiente de
concentracion que se tiene.

Por ultimo, pero no menos importante, se tiene un compartimento donor con un
volumen mucho menor en la celda de Franz de tipo vertical, en relacion con el de
la celda de tipo horizontal, pues claramente la disposicién y el tamafio del
reservorio de la celda vertical no permite adicionar los 125mL que se disponen en
la celda horizontal. Ademas de esto, la disposicion de la celda horizontal requiere
un sistema de sellado entre los dos compartimentos, de tal forma que al disponer
el agua y la muestra al interior de los compartimentos no se presenten fugas que
afecten el volumen efectivo y con ello, se tengan resultados variables entre los
distintos estudios.

Dicho lo anterior de que la celda de Franz de tipo horizontal como metodologia
tiene menor variabilidad en sus resultados, es importante establecer a partir de los
porcentajes de los coeficientes de variacidon cual es el conjunto de variables
operaciones en el que la metodologia es méas reproducible para cada tipo de
celda. Al analizar la Tabla 3 se puede decir que la temperatura en la que se
obtiene menor variabilidad de los datos es a 37°C; con esta se disminuye en
aproximadamente en un 50% la variabilidad de los datos respecto a desarrollar la
metodologia a 25°C en la celda horizontal. Con los datos expuestos en la Tabla 4,
se recomienda desarrollar la metodologia para las celdas de tipo vertical a una
temperatura de 25°C, temperatura en la cual se obtuvo un menor porcentaje de
coeficiente de variacién para los 3 pardmetros estudiados, ya que cuando se
implementa la metodologia a la temperatura de 37°C en este tipo de celdas que no
poseen chaqueta térmica en el compartimento donor, se da una diferencia térmica
importante que afecta los fenémenos de solubilidad y difusién.

Por otro lado, al analizar la Tabla 3 se puede decir que la velocidad de agitacion
en la que se obtiene menor variabilidad de los datos en la celda de tipo horizontal
es a 480 rpm, ya que la maxima agitacion permite que en los dos compartimentos
el sustrato se distribuya homogéneamente. Con los resultados obtenidos de los
coeficientes de variacion en la Tabla 4, se recomienda desarrollar la metodologia
para las celdas de tipo vertical a una velocidad de agitacion de 360 rpm, velocidad
agitacion en la cual se obtuvo un menor porcentaje de coeficiente de variacion
para los 3 pardmetros estudiados, ya que cuando se implementa la metodologia a
la velocidad de 240 rpm, no se alcanza a distribuir homogéneamente el sustrato
gue ha sido permeado a en el compartimento aceptor y cuando se desarrolla la
metodologia con una velocidad de agitacion de 480 rpm se ve favorecida la
formacion de burbujas que afectan drasticamente la permeacion del sustrato.
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Por dltimo, tanto para la celda vertical como para la horizontal se recomienda
desarrollar la metodologia con la membrana de celulosa, ya que este tipo de
membrana no condiciona la permeacién del sustrato como si lo hace la membrana
Strat-M® al tener una naturaleza hidrofobica tan marcada.
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8 CONCLUSIONES

En cuanto a la temperatura: No hay diferencia significativa al implementar la
metodologia de celdas de Franz de tipo vertical y horizontal en el rango de
temperaturas de 25°C a 37°C, aunque se recomiendo que cuando se utilice celdas
de tipo horizontal se realice a 37°C, ya que a esta temperatura se obtiene un
%CV menor en sus resultados y cuando se utilice celdas de tipo vertical se realice
a 25°C, , ya que a esta temperatura se obtiene un %CV menor en sus resultados.

En cuanto a la velocidad de agitacion: Se concluye que la velocidad de agitacion
es una variable operacional critica en el desarrollo de la metodologia de celdas de
Franz de tipo horizontal y vertical. En cuanto a reproducibilidad en la celda vertical
se recomienda agitar a una velocidad de 360 rpm, ya que es la velocidad de
agitacion en la cual se obtiene un menor %CV. Para la celda de tipo horizontal se
recomienda agitar a 480 rpm, ya que es la velocidad de agitaciéon con la que se
obtiene menor %CV.

En cuanto al tipo de membrana utilizada: para los dos tipos de celdas es 6ptimo
realizar los estudios con una membrana de celulosa, ya que esta no condiciona la
permeacion.

En cuanto al tipo de celda: Se concluye que la celda de tipo horizontal arroja datos
con un alto grado de reproducibilidad para los estudios de preformulacion, por sus
bajos porcentajes coeficientes de variacion. Aunque la celda de Franz de tipo
horizontal sea el tipo de celda mas reproducibles, al momento de elegir este tipo
de celda hay que tener en cuenta que su adecuacion es mas compleja, ademas de
gue requiere una mayor cantidad de muestra y es por ello que de acuerdo a las
necesidades del estudio se puede optar por la celda de tipo vertical o por la de tipo
horizontal.
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9 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de permeabilidad a diferentes pH utilizando las
variables operacionales oOptimas, debido a que el grado de ionizacion de una
molécula, puede afectar significativamente la permeabilidad.

Realizar estudios de permeabilidad a las condiciones éptimas concluidas en este
estudio, para farmacos de aplicaciéon transdérmica y/o topica, con el fin de probar
la reproducibilidad de los datos para una formulacion.

Realizar el estudio en un medio apolar, utilizando la membrana Strat-M®.

Emplear estudios de permeabilidad con modelos in vivo que tengan en cuenta la
variabilidad interindividual
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11 ANEXOS

111 PREPARACIQN DE LA SOLUCION DE AZUL DE METILENO Y
ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Principalmente se prepar60 una solucion stock de azul de metileno a una
concentracion de 20 uM en medio acuoso, a partir esta solucion se realizaron 5
diluciones(las soluciones que resultaron de las diluciones quedaron a una
concentracion de 20 pM, 10 uM, 8 uyM, 4 uM, 2 yM y 1 uM), con el objetivo de
realizar una curva de calibracién que permita la posterior cuantificacién del azul de
metileno a una absorbancia a 664 nm, las mediciones se realizaron por triplicado y
se obtuvo de estas el promedio.

Promedio de las ABS (664 nm)
[AM] uM

25°C 37°C
20 1,054 1,080
10 0,487 0,489
8 0,379 0,379
4 0,145 0,162
2 0,070 0,059
1 0,037 0,037

Tabla 5. Datos de las absorbancias para la curva de calibracién de azul de metileno

Finalmente se realiz6 una regresion lineal por minimos cuadrados, con la que se
obtuvieron las ecuaciones de las rectas de Beer-Lambert, porque esto se hizo
para cada una de las temperaturas establecidas en el estudio (25°C y 37°C). En la
tabla 5 se muestran los valores obtenidos de las absorbancias, como se realizé
por triplicado, se tomé el promedio de las tres mediciones y se elaboro a partir de
estos la figura 13.

54



Absorbancia

120
110
1,00
050
0%
070
080
050
040
030
02
010
0m

010 §

CURVA DE CALIBRACION DEL AM 25°C

y=0,0533x-0,0327
R2=0,996

[AM] M

z 070

000 4

CURVA DE CALIBRACION DELAM 37°C

y =0,0546x-0,0359
RZ=0,9958

2 4 & 8 1o 1 1 s
[AM]

jt]

0

Figura 13. Gréfico de Absorbancia Vs. Concentracion de azul de metileno (Curva de

calibracion).

A partir de esta curva de calibracion se calcularon las concentraciones de azul de
metileno que correspondian a las absorbancias medidas durante cada uno de los
estudios, teniendo en cuenta la temperatura a la cual se desarrollaron los

experimentos.
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11.2 OBTENCION DEL PERFIL DE PERMEABILIDAD:

Tabla 6. Datos del perfil de permeabilidad de AM a 25°C y 37°C para la celda
vertical.

25°C vertical (360rpm, membrana de 37°C vertical (360rpm, membrana de
celulosa) celulosa)

TIEMPO
(h)

0,0 0,000 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000

0,2 0,018 0,018 0,074 0,251 0,036 0,144

0,5 0,129 0,092 0,424 0,377 0,215 0,485

1,0 0,387 0,516 0,976 0,718 0,503 1,059

15 0,773 0,976 1,473 1,113 0,826 1,688

2,5 1,160 1,694 2,597 1,813 1,382 2,657

3,5 2,560 2,449 3,610 2,657 2,101 3,303

5,0 3,389 3,720 4,641 3,429 2,873 4,327

7,0 4,438 4,788 5,562 4,129 3,662 4,578
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Tabla 7. Datos del perfil de permeabilidad de AM a 25°C y 37°C para la celda
horizontal.

25°C horizontal (360rpm, membrana | 37°C horizontal (360rpm, membrana
TIEMP de celulosa) de celulosa)
O TIAMIT  AMIZZ  AMI3T | AMIT [AM]2°  [AM] 3
REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA
0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,1 0,000 0,000 0,018 0,000 0,018 0,018
0,2 0,018 0,018 0,074 0,018 0,054 0,036
0,3 0,037 0,018 0,147 0,108 0,126 0,072
0,5 0,147 0,129 0,331 0,090 0,449 0,233
0,8 0,295 0,258 0,479 0,180 0,916 0,449
1,0 0,516 0,479 0,608 0,413 1,382 0,682
1,3 0,718 0,773 0,773 0,844 1,939 1,005
1,5 0,921 0,958 0,939 1,364 2,496 1,346
2,0 1,584 1,492 1,547 2,567 3,662 2,101
2,5 2,265 2,192 2,118 3,339 4,111 2,908
3,0 3,020 2,873 2,652 4,309 4,632 3,788
3,5 3,849 3,683 3,131 5,260 4,847 4,668
4,0 4,678 4,512 3,720 6,050 5,242 5,637
5,0 6,188 6,059 4,880 8,007 6,086 7,271
6,0 7,716 7,845 5,967 9,695 8,133 9,192
7,0 9,484 9,429 7,164 11,508 10,952 10,844
8,0 10,810 10,608 8,416 13,232 14,093 12,747
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Tabla 8. Datos del perfil de permeabilidad de AM a 240rpm, 360rpm y 480rpm

para la celda vertical.

240rpm vertical (37°C,
membrana de celulosa)

TIEMPO
(h)

0,0 0,000 0,000 0,000

360rpm vertical (37°C,
membrana de celulosa)

0,000 0,000 0,000

480rpm vertical (37°C,
membrana de celulosa)

0,000 0,000 0,000

0,2 0,108 0,090 0,036

0,054 0,251 0,054

0,287 0,108 0,108

0,5 0,215 0,359 0,233

1,0 0,754 0,646 0,575

0,215 0,377 0,539

0,539 0,718 1,167

1,329 0,413 0,449

2,460 0,898 0,880

1,5 1,311 0,969 0,987

1,077 1,113 1,526

3,537 1,293 1,311

2,5 2,460 1,544 1,741

1,670 1,813 2,136

4,811 2,101 2,208

3,5 3,716 2,208 2,334

5,0 4,847 3,034 3,232

2,226 2,657 2,711

3,214 3,429 3,411

5,925 2,711 3,016

7,217 4,165 4,363

7,0 5,871 3,788 4,129
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Tabla 9. Datos del perfil de permeabilidad de AM a 240rpm, 360rpm y 480rpm
para la celda horizontal.

TIEMPO

Q)

0,0

240rpm horizontal (37°C,
membrana de celulosa)

0,000 0,000 0,000

360rpm horizontal (37°C,
membrana de celulosa)

0,000 0,000 0,000

480rpm horizontal (37°C,
membrana de celulosa)

0,000 0,000 0,000

0,2

0,036 0,036 0,054

0,018 0,054 0,036

0,054 0,072 0,036

0,5

1,0

0,180 0,180 0,018

0,628 0,575 0,575

0,090 0,449 0,233

0,413 1,382 0,682

0,251 0,251 0,233

0,754 0,754 0,682

1,5

1,400 1,077 1,257

1,364 2,496 1,346

1,382 1,544 1,346

2,5

2,460 2,244 2,118

3,339 4,111 2,908

2,801 3,160 2,908

3,5

5,0

3,734 3,537 3,662

5,835 5,583 5,458

5,260 4,847 4,668

8,007 6,086 7,271

4,560 4,794 4,668

6,984 7,343 7,271

7,0
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Tabla 10. Datos del perfil de permeabilidad de AM con membrana de celulosa y
Strat-M para la celda vertical.

Membrana de celulosa vertical Membrana Strat-M® vertical
(360rpm, 37°C) (360rpm, 37°C)
TIEMP
O | Mz ampze  AM3 | @AM [AM]2° I@Qj&
REPLICA REPLICA REPLICA | REPLICA REPLICA A
0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,1 0,233 0,018 0,036 0,000 0,000 0,000
0,2 0,251 0,036 0,144 0,000 0,000 0,000
0,3 0,269 0,090 0,215 0,000 0,000 0,000
0,5 0,377 0,215 0,485 0,000 0,000 0,000
0,8 0,521 0,341 0,772 0,000 0,000 0,000
1,0 0,718 0,503 1,059 0,000 0,000 0,000
1,3 0,898 0,664 1,329 0,000 0,000 0,000
1,5 1,113 0,826 1,688 0,000 0,000 0,000
2,0 1,472 1,167 2,334 0,000 0,000 0,000
2,5 1,813 1,382 2,657 0,000 0,000 0,000
3,0 2,298 1,795 3,034 0,000 0,000 0,000
3,5 2,657 2,101 3,303 0,000 0,000 0,000
4,0 2,908 2,388 3,914 0,000 0,000 0,000
5,0 3,429 2,873 4,327 0,000 0,000 0,000
6,0 3,662 3,160 4,488 0,000 0,000 0,000
7,0 4,129 3,662 4,578 0,000 0,000 0,000
8,0 4,596 4,165 4,686 0,000 0,000 0,000
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Tabla 11. Datos del perfil de permeabilidad de AM con membrana de celulosa y
Strat-M para la celda horizontal.

Membrana de celulosa horizontal Membrana Strat-M® horizontal
TIEMP (360rpm, 37°C) (360rpm, 37°C)
O TIaMiTT  AMz2 M 3® | [AMIT° [AM[2°  [AM] 3°

REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA
0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,1 0,000 0,018 0,018 0,000 0,000 0,000
0,2 0,018 0,054 0,036 0,000 0,000 0,000
0,3 0,108 0,126 0,072 0,000 0,000 0,000
0,5 0,090 0,449 0,233 0,000 0,000 0,000
0,8 0,180 0,916 0,449 0,000 0,000 0,000
1,0 0,413 1,382 0,682 0,000 0,000 0,000
1,3 0,844 1,939 1,005 0,000 0,000 0,000
1,5 1,364 2,496 1,346 0,000 0,000 0,000
2,0 2,567 3,662 2,101 0,000 0,000 0,000
2,5 3,339 4,111 2,908 0,000 0,000 0,000
3,0 4,309 4,632 3,788 0,000 0,000 0,000
3,5 5,260 4,847 4,668 0,000 0,000 0,000
4,0 6,050 5,242 5,637 0,000 0,000 0,000
5,0 8,007 6,086 7,271 0,000 0,000 0,000
6,0 9,695 8,133 9,192 0,000 0,000 0,000
7,0 11,508 10,952 10,844 0,000 0,000 0,000
8,0 13,232 14,093 12,747 0,000 0,000 0,000
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11.3 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

En cuanto el tratamiento estadistico por el que se dispusieron los datos obtenidos
en los perfiles de permeabilidad a cada una de las variables operacionales,
presenta algunas variantes importantes.

Se calcularon en principio las areas bajo la curva para cada una de las réplicas
realizadas para las diferentes variables operacionales, datos a partir de los cuales
se obtuvo el promedio, la desviacion estandar y el porcentaje de coeficiente de
variacion, con el cual finalmente se puedo establecer con confianza del 90% una
buena reproducibilidad de los datos obtenidos en los estudios. No obstante luego
de conocer los valores de %CV, se realizé una serie de pruebas no paramétricas
para mostrar si existe una diferencia significativa entre los datos obtenidos para
cada condicion de estudio evaluada. Al estudiar el efecto de la temperatura y del
tipo de membrana se utilizara el test de Mann-Whitney, debido a que en estas
variables solo se evallan dos grupos (25°C y 37°C para la temperatura, y
membrana de celulosa y Strat-M para el tipo de membrana). Por otra parte, la
velocidad de agitacion fue sometida a un tratamiento estadistico de los datos
mediante el test de Kruskal-Wallis, ya que en esta variable operacional se
consideran tres grupos (240rpm, 360rpm y 480rpm).

11.3.1 Efecto de la temperatura:

Tabla 12. Resultados del test de Mann Whitney, para la comparacion de la medias
de AUC, al evaluar el efecto de la temperatura en la celda de Franz de tipo
vertical.

Mann Whitney test

Valor P 0,7

Diferencia significativa (P<0,05) No

Tabla 13. Resultados del test de Mann Whitney, para la comparacion de la medias
de K,, al evaluar el efecto de la temperatura en la celda de Franz de tipo vertical.

Mann Whitney test

Valor P 0,2
Diferencia significativa (P < 0.05) No
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Tabla 14. Resultados del test de Mann Whitney, para la comparacion de la medias
de T, al evaluar el efecto de la temperatura en la celda de Franz de tipo vertical.

Mann Whitney test

Valor P 0,4
Diferencia significativa (P < 0.05) No

Tabla 15. Resultados del %CV al analizar el efecto de la temperatura en la celda
de Franz de tipo vertical, para parametro el K.

Replica 25°C Vertical (360rpm y membrana  37°C vertical (360 rpm y membrana

de celulosa) celulosa)

1 168144 1623,84

2 1857,84 1397,04

3 2151,68 2076,56

Prdoi?e 189698 1699.14
SD 237,55 345,96
%CV 12,52 20,36

Tabla 16. Resultados del %CV al analizar el efecto de la temperatura en la celda
de Franz de tipo vertical, para parametro el T,.

Replica 25°C Vertical (360rpm y membrana  37°C vertical (360 rpm y membrana

de celulosa) celulosa)
1 1,49 0,46
2 1,31 0,94
3 0,61 0,39
Prdo.me 1,14 0,60
io
SD 0,46 0,30
%CV 40,56 49,88
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Tabla 17. Resultados del test de Mann Whitney, para la comparacion de la medias
de AUC, al evaluar el efecto de la temperatura en la celda de Franz de tipo
horizontal.

Mann Whitney test

Valor P 0,1

Diferencia significativa (P<0,05) No

Tabla 18. Resultados del test de Mann Whitney, para la comparacion de la medias
de K, al evaluar el efecto de la temperatura en la celda de Franz de tipo
horizontal.

Mann Whitney test

Valor P 0,1
Diferencia significativa (P < 0.05) No

Tabla 19. Resultados del test de Mann Whitney, para la comparaciéon de la medias
de T, al evaluar el efecto de la temperatura en la celda de Franz de tipo
horizontal.

Mann Whitney test

Valor P 0,4
Diferencia significativa (P <0.05) No

Tabla 20. Resultados del %CV al analizar el efecto de la temperatura en la celda
de Franz de tipo horizontal, para parametro el Kp.

Replic 25°C horizontal ( 360rpm y 37°C horizontal (360 rpm y
a membrana de celulosa) membrana celulosa)
1 639,77 810,35
2 631,37 729,37
3 500,16 729,38
Prome 590,43 765,11
SD 78,29 41,31
%CV 13,26 5,40
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Tabla 21. Resultados del %CV al analizar el efecto de la temperatura en la celda
de Franz de tipo horizontal, para parametro el TL.

Replic 25°C horizontal ( 360rpm y 37°C horizontal (360 rpm y
a membrana de celulosa) membrana celulosa)
1 1,84 1,71
2 1,87 1,15
3 1,48 1,69
Prome 1,73 1,52
dio
SD 0,21 0,31
%CV 12,44 20,65

De tal manera queda demostrada la parte estadistica empleada para el
tratamiento de los datos obtenidos, de forma similar se desarrollaron los
procedimientos estadisticos para cada una de las variables estudiadas, mediante
las cuales se lograron obtener los valores P correspondientes a cada correlacion
entre las diferentes variables operacionales. Ahora bien se realizé una pequefia
modificacion estadistica en el tratamiento de los datos referentes a la velocidad de
agitacion, ya que por ser tres condiciones a evaluar fue necesario realizar el
analisis estadistico de forma diferente (test de comparacion multiple de Dunn’s, y
test de Kruskal-Wallis).
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11.4 IMPACTO AMBIENTAL

En los ultimos afios el desarrollo de nuevos materiales y de nuevos excipientes
utilizados en formulaciones de uso transdérmico, han abierto un desarrollo de
nuevas posibilidades de mejorar la biodisponibilidad de farmacos de uso local, por
lo que se han venido realizando estudios de permeabilidad en celdas de Franz con
polimeros biodegradables, los cuales son menos contaminantes para el medio
ambiente, que los solventes organicos anteriormente utilizados en las
formulaciones, ahora bien, su implementacion esta basada en gran medida por los
perfiles de permeabilidad obtenidos por medio de esta metodologia.

Uno de los aspectos importantes es que en el experimento se emplea la molécula
azul de metileno como sustrato modelo del estudio, esta es una especie que
puede ser muy irritante en altas cantidades y traer consecuencias para el medio
ambiente, si se tiene en cuenta el nUmero de experimentos que se llevan a cabo
dentro del estudio y a la cantidad utilizada para cada uno de ellos. La totalidad de
desechos que se producen es considerable, y teniendo en cuenta las
recomendaciones de la ficha técnica del azul de metileno, es necesario tener
precaucion con el manejo de estos residuos, debido a que estos de llegar a
fuentes hidricas podrian provocar efectos nocivos, alergias, y problemas
ambientales, aunque esta sustancia es comunmente utilizada en acuicultura para
tratar infecciones fungicas.

Finalmente otro de los desechos que se producen en los estudios de
permeabilidad, son las membranas de celulosa utilizadas, las cuales tienen una
vida media util no muy larga, por lo que, basados en la fichas técnicas de cada tipo
de membrana (expedida por el fabricante), fueron dispuestos los residuos en la
basura sin mayor riesgo sobre el medio ambiente.
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11.5 Montaje celda vertical
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