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Parte Teórica N:fedipino 9

I .- NIFEDIPINO

1.1: Descripción

El nifedipino, un derivado de 1,4=dihidropiridina de segunda generación, es una
antagonista de calcio que bloquea la entrada de iones calcio (Ca2^ hacia el interior de la
célula dando lugar, principalmente, a efectos vasodilatadores periféricos y coronarios
(Fisher y cols., 1983). El nifedipino, junto con otros antagonistas del calcio, se ha
utiliza.do frecuentemente con el fin de estudiar los mecanismos reguladores calcio-
dependientes. ^ '

1.2: Estructura

^ El nifedipino presenta la siguiente estructura química:

La relación estructura-actividad que se ha observado en los fármacos que actúan
bloqueando los canales de calcio, han permitido una mejor comprensión de su
interacción ^ con dicho caiial. En particular, se han estudiado con detalle los
requerimientos estructurales que conducen a una actividad óptima en las 1,4-
dihidropiridinas, como es el caso del nifedipino. Así, se ha observado que el anillo 1,4-
dihidropiridina al ^igual que el hidrQgeno situado sobre el átomo de nitrógeno son
esenciales para su actividad.

La sustitucióri de los agrupamientos éster por sustituyentes aceptores de
electrones provoca una disminución en su actividad. El grupo nitro se asocia con una
actividad aĉtivante y se ha sugerido que las diferencias entre los puentes de hidrogeno,
que se estableceñ con participación de los grupos éster y nitro, son los que inducen a
una conformación preferentemente cerrada (bloqueante) o abierta (activante) (Pedregal
y cols., 1993).

1.3: Propiedades fisicaquímicas

El nifedipino es un polvo cristalino de color amarillo con un punto de fusión
entre 171 y 175 °C. Es prácticamente insoluble en agua, ligeramente soluble en alcohol
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absoluto, metanol y muy soluble en acetona, cloroformo y etil acetato (Syed ^Láik Ali;
1989). El nifedipino es fotosensible y en función de su imadiación por la luz del día o
luz ultravioleta, a determinadas longitudes de onda, se origina un derivadó de
nitrofenilpiridina o un derivado de nitrosofeniípiridina, respectivamente (Greenhill,
1995) (Figura 2). Sus soluciones se.deben preparar protegidas de la luz o a longitudes
de onda mayores de 420 nm, inmediatamenté antes de su uso. Se debe almaĉenar
protegido de la luz y en recipientes herméticamente cerrados (Martindale, 1996).

1.4: Acción farmacológica del nifedipino

1.4.1.-Mecanismo de acción

En condiciones de reposo, la concentración de calcio extracelular es unas 10.000
veces mayor que la concernraĉión de calcio intracelular y el potencial intracélular es
electronegativo, lo que conduce a un gradiente electronegativo que facilita la entrada de
calcio a través de la membrana: En condiciones de reposo, e ŝté féñóméno no ocun-e ya
que la membrana es poco permeable al calcio. Sin embargo, cuando la membrana se
estimula, bien por despolarización o por acción de un agonista, tiene lugar la entrada de
calcio a través de canaleŝ específicos para este catión.

En el miocardio, la entrada de calcio tiene lugar a través de unos canales
específicos de cinética más lenta que la de los canales rápidos de entrada de sodio. Estos
canales son los canales lentos, cuya apertura activa una corriente lerna de entrada de
calcio. Por el contrazio, a nivel de la fibra muscular lisa sabemos que existen dos tipos
de canales: a) voltaje-dependientes, que se activan y permiten la entrada de calcio a su
través cuando la membrana se. despolariza, y b) receptor-dependientes; que se activan
cuando un agonista (noradrenalina, S-HT, TXA2) se une a un recéptor específico
localizado en la superficie externa de la membrana celular. Los antagonistas de los
cana.les de calció, éntré los que se encuentra el nífedipiño, inhiben la entrada de calcio, a
través de ambos canales, si bien son más efectivos para bloquear los canales voltaje-
dependientes qué los reĉeptor-depéndientes.

^ Los canaleŝ voltaje-dependientes contieneñ dominios de secuencia homóloga ,
que están^dispuestos en tándem déntro de una única subunidad grande. Los canalés de
calcio están constituidos por una subunidad principal denominada al y otras
subunidades relacionadas denominadas (a2, (3,y, y S) (Schwartz, 1992).

Eñ función de la conductancia y sensibilidad al voltaje, los canales de calcio
voltaje-dependientes se han dividido en al menos tres ŝubtipos (Schwartz, 1992; Tsien, y,
cols., 1988). Entre los ĉanales mejores caracterizados se encuernran los subtipos L, N, y
T. Dé estos canales, únicamente el tipo L es sensible al bloqueo de los calcio- .
antagonistas tipo dihidropiridina, como es el caso del nifedipino (Vaghy, 1998).

Los antagonistas del calcio no inhiben la difusión pasiva de. ca^cio.a,favor de su
gradiente electroquímico, ni el intercambio sodio-calcio. Estó constituye una ventaja ya
que pequeñas cantidades de calcio pueden atravesar el sarcolema y ejercer sus funciones
celulazés. , .
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Los canales de calcio son estructuras ^ complejas que poseen filtros de
selectividad, que permiten la entrada de calcio con prioridad sobre otros iones. Además
posee dos compuertas, una de activación y otra de inactivación, que pueden modificar
su posición (abierta/cerrada) al modificarse el potencial de membrana grácias a sensores
de voltaje (Figura 2). Ello permite que el canal de calcio presente tres posibles formas:
reposo, activado (abierto) e inactivado. Una vez que el canal es inactivado, este debe de
volver a la posición de reposo antes de volver a activarse, y^ a este proceso se le
denomina reactivación del canal de ealcio.

^gura 2. Representación esquemática del canal de calcio. En la parte superior se observá que consta de
sensores de voltaje (S^, ,Jiltros de selectividad (FS) y de dos compuertas, una de activación (d) y otra de
inactivación (fl. Segtín las compuertas se encuentren abiertas (1) o cerradas (o), el canal de calcio
adopta tres posiciones: reposo, activo e inactivo. Obsérvese que tras la inactivación, el canal debe volver
al estado de reposo (reactivación) antes de poder ser activado de nuevo.

La utilización de radioligandos (3H nitrendipina y 3H nifedipino) ha demostrado
la existencia de tres puntos de unión; uno para las dihidropiridinas, otro para las ^
difenilalquilaminas y otro para el diltiazem. Existe una intérácción alostéri ĉa entre estos
fármacos, de ta1 forma que el verapamil dificulta, mientras que el diltiazem facilita lá
fijación de las dihidropiridinas a su punto de unión. Aunque no se conocen los puntos
de unión, sabemos que forman parte del canal de calcio, y que la unión de los
antagonistas de calcio a dichos puntos disminuye el núméro de canales que se activan,
lo que conduce a una reducción en la entrada de calcio a través de los canales del
sarcolema. El punto de unión para las dihidropiridinas se encuentra en la superficie
externa del canal, mientras que para el verapamil y el diltíazem se encuentra localizado
en la superficie citosólica'o interna del sarcolema.

Existen también diferencias entre los antagonistas de calcio en cuanto al tipo de
bloqueo que producen. Así, la' dihidropiridinas se unen y bloquean el canal del calcio
en cualquiera de sus formas (abierta, cerrada y reposo), pero no modificari la cinética de
apertura y cierre de las compuertas. El verapamil y diltiazem 'se unen al canal de calcio
inhibiendo la entrada de calcio a su través sólo cuando este se encuéntra abierto 0
inactivado, pero^ no cuando está en reposo, y además hacen más lenta la reactivación del
canal de calcio. La inhibición de la entrada de calcio que esto ŝ fármacos producen
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aumenta con la frecuencia. de la es#imulación; por. lo que sus efectos depresores sobre la
función sinusal y.la conducción auriculo-ventricular son más márcados a freiuencias
rápidas que a frecuencias lentas: Estas diferencias explican porque el vérapamil y
diltiazem, pero no las diĥidropiridinas, poseen:propiedades antiarrítmicas: El'nifedipino
comq consecuencia del bloqueo de lqs canales de calcio ejerce 'su principal efecto a
nivel . de , la .. musculatura . vascular . lisa .produciendo vasodilatación, y sé utiliza
principalmente en el tratamiento de la hipertensión y la angina.de pecho (Fisher y cols.,
1983). . . . . . . ^

1.4.2.- Propiedadesfarmacodinámicas

1.4.`2.1.- Efectos en das cédudas cardiaĉaŝ •

: El nifedipino inhibe la cprriente lenta de entrada del CaZ+ en tejidos cardiacos,
actúando principalmente, a niyel de los'.ñodós sinoauricular y. auriculoventricular (Singh
y cols., 1982, 1983, 1984). '•Ádémáŝ, reduce la funcióri ñodal, au^iĉuloventricular, los
periódos refractarios efeĉtivóŝ .^ :y' el aiclo largo auriĉiilóvéntricular nodal de
Wenckebach. Debido a estos ` éf'éctos, sé emplea como tratámiento de elección en
sustitución a otros antaĝónistas { de Ca2+ (verapamil y diltiazém) en pacientes con
isquemia cardiaca sintomátiĉa y con depresión:deí nodo auricuÍoventricular (Furlanello
y cóls., 1980; Betxon y cols., 1983).' ^'T'ámt^i;én se ha observado que reduce
significativamente la depresión del ségméntá^ ŜT, qúe se origina durante el proceso de
disminución de isquemia en el , tejido miócárdi^ „ después d^ la .práctica .,del ejercicio .^.
fisicó (1Vlájid y`De Jórig., ' 1'982). .. ^ . . . . ^

l. 4.2:2.'- Efeĉtos hemodinámicós ^ , .

Se ha demostrado clínicamente . que el nifedipino; ^ junto : con^ los demás
antagónistas dé Ioŝ_ canales de Ca?+,^ disminuy.e la resistencia vascular ^ coronaria^ y
auméñta el flujo sanguíñeo ĉoronazio. Los efectos hemodinámicos del nifedipino varían
dependiéndó de ^ la ..vía dé . administración y de la, rnagnitud . en la . disfunción del
ventrículo izquiérdó.,, : . , - . . . . . . , . . . . : _ .

` El nifedipino, por vía,intrávenósa, aumenta,el flujo.sanguíneo hasta.el: antebrazo .
presentáñdó poĉo ,:efecto ŝobre el. estancamiento venoso; esto. . indica una dilatación .
selectivá^ ^.d^ los vasos de resistencia arterial. El : descenso : de la presión arterial
desencadeiiii reflejos simp^ticós que, dañ lugar a taquicardia e inotropismo .positivo. -.
También, órigina éfectos inotrópicos negativós . directos in vitro: No ob ŝtante, el
nifedipino relaja el músculo liso vascular a concentraciones mucho menores que las
requeridas para obtener. efectos , significativqs. .. sobre el corazón. De este modo,
dismiñuye la resistencia arteriolar y la, presión: arterial, mejora. la contractilidad y la ^
función:ventricular.segmentária, y se abser.va un incremento moderado de la frecuencia
y el ĝasfq cardiaco (Bourassa, 1980; Serruys , y cols.; 1981;. Theroux y cols., 1985).
Después. de.. su administración por vía oral, la dilatación arterial incrementa el flujo
_sanguínéo periférico . mientras. que el tono venoso, se mantiene inalterado. •^La
ádmini^tración iritraĉoronaria del nifedipino .provoĉa un deterioro de la relajación ^
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ventriculaz diastólica (Walsh y O"Rourke, 1985), aunque varios estudios clínicos han
sugerido una mejora del índice de llenado máximo del ventrículo izquierdo (Pauls y
cols., 1983). ^ ^

1. 4. 3. - Biofarmacia y farmacocinética

- Absorción: tras la administración de una dosis por vía oral, aproximadamente
el 100 % del nifedipino se absorbe a nivel del intestino delgado (Raemsch y Sommer,
1983). Sin embazgo, únicamente un ^ 45-68% del fármaco alcanza la circulación
sistémica. Existen variaciones considerables en las concentraciones máximas
plasmáticas de nifedipino y en el ^ tiempo necesario para alcanzar las mi ŝmas. Estas
variaciones se pueden deber a la gran variabilidad interindividual existente en el proceso
de absorción y en el efecto de primer paso metabólico que sufre el fármaco en el hígado
(Foster y cols., 1983; Stern y cols., 1984).

Diferentes autores han estudiado las diferencias originadas en las
concentraciones plasmáticas de nifedipino en función de la vía de administración y la
forma farmacéutica. Estos estudios han demostrado que la absorción de nifedipino
desde comprimidos se retrasa (t^X 1,6 a 4,2 horas) en compazación con su absorcibn
desde cápsulas (t,,,^ 0.5 a 2,17 horas), aunque la biodisponibilidad en ambos casos es
similar (52%) (Foster y cols., 1983; Kleinbloesem y cols., 1984a). También, se ha
observado una gran variabilidad interindividual tanto en la administración oral como
sublingual de nifedipino como consecuencia de la existencia de individuos rápidos y
lentos a la hora de absorber y metabolizar el fármaco (Nakashima y cols., 1984;
Snedden y cols., 1984b). Se ha demostrado ^ la existencia de una absorción rápida y
completa de nifedipino después de su administración por vía rectal desde supositorios
(Kleinbloesem y cols., 1984c). Por ultimo, estudios farmacocinéticos después de una
administración intravenosa han revelado que 1 mg de nifedipino propicia la aparición de
concentraciones plasmáticas de 19 a 41 µg/L alcanzándose la máxima concentración
plasmática a los 5 minutos (Foster y cols., 1983; McAlister, 1983).

- Distribución: en seres humanos, el volumen de distribución del nifedipino tras
su administración por vía oral es de 1,32 Ukg. (Foster y cols., 1983). Por vía
intravenosa, presenta valores de distribución comprendidos ' entre 0,62 y 1,12 Ukg ^
(Kleinbloesem y cols., 1984b; Raemsch y Sommer, 1983).

El nifedipino circulante se une en elevado porcentaje a proteínas plasmáticas
(92-98%). Su unión a la albúmina es dependiente de la concentráción de nifedipino en
el organismo. Esta intensa unión a la albúmina pazece ser que contribuye a la larga
duración de efectos del fármaco (Schlossman y cols., 1975).

- Metabolismo: diferentes estudios han mostrado que en el metabolismo del
nifedipino esta involucrado el citocromo P-450 monoxigenasa como sistema enzimático
hepático (Hamann y cols., 1985). Aproximadamente, el 95% del nifedipino sufre
oxidación a nivel hepático dando lugaz a 3 metabolitos fazmacológicamente inactivos
que son excretados en orina (Kroneberg y Krebs, ^ 1980) (Figura 3). Los derivados
hidroxi y metoxi ácido carboxílicos se han detectado principalmente en orina (Kondo y
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cols., 1980), Después.de la administración^ oral de nifedipino se ha podido comprob'ar
que el derivado,hidroxi se encuentra en mayor concentración en el plasma que el metoxi
(Raemsch y Sommer, 1983). Sin embazgo, el análogo de nitropiridina presenta una
mayor concentración a nivel plasmático tras de la administración oral de nifedipino.
Este análogo se considera el principal metabolito que resulta del efecto de primer paso
que sufre el nifedipino en el organismo (Waller y cols., 1984b): ^

^.-, Después ^ de la . absorción entérica del nifedipino ^ en el . organismo,
aproximadamente, un 30-40% del mismo se elimina metabólicamente debido ^ al efecto
de primer paso, por lo. que no alcanza la ĉirculación sistémica: '

Figura 3, Biotransformacián'de! hifeiúpinó (Ni^. Metabolito de piridina procedente de la oxidación del
nifedipino .(A). Fórmación de un derivado ácidó hidro.zi cárbozílico duranfe el proceso de
biotransformación debido a un fenómeno de hidrólisis (B). Derivado ácido metoxi crrrboxflico (C) debido ^
a una posterior axidación de! metabolito(BJ. , ^

- Sémiv'ida de eliminación: según los estudios realizados, la- semivida de.
eliminación del nifedipino depende de la forma farmacéutica empleada para su
administración. La semiyida:de eliminación tras la administración oral.de comprimidos
y cápsulas es de 6-11 horas y 2-3,4 horas, respectivamente (Ochs y cols., 1984; Taburet
y cols., 1983) y de 1,3-1,8 horas tras la administración intravenosa (Foster y cols.,
1983). ,. ^ . .

- Eliminación: . según .algunos autores los valores de aclaramiento total sistémico
(intravenoso)y. acláramiento intrínseĉo,(oral).de.nifedipino podrían presentar valores de
27-66 Uh (Foster:y cols., 1983; Kleinbloesem y cols., 1984a) y 33-37.Uh (Benzet y
cols., 1983; Oclis y cols., 1984), respectivamente. .

- Efecto de la alteración renal sobre la farmacocinética.: la farmacocinética del
nifedipino no se ve afectada signif cativamente en pacientes con alteración .renal severa
(BogaerE y cols., 1984), ni tampo,co durante la hemodiálisis (Spital y Scandling; 1983).
La falta de uri efecto significativo de la diálisis en la curva concentración plasmática-
tiem^iq del nifédipino puede ser debida, en parte, a su alto gado de unión a.proteínas
plasmáticas y a sú elevada lippfilia (Bogaert y col ŝ ., 1984)., . . .



Parte Teórica. Nifedipino 1 S

- Relación entre concentraciones plasmáticas y efectos clínicos: algunos estudios
han demostrado que las concentraciones plasmáticas de nifedipino presentan una
correlación significativa con cambios en la presión sanguínea, ritmo cardiaco y
disminución de la presión en el esfinter esofágico (Hirasawa y cols., 1985; Theroux y
cols., 1985). Además, se ha observado que la mejora en la tolerancia al ejercicio fisico y
la disminución de la frecuencia e incidencia de ataques isquémicos en pacientes con
angina de pecho, están relacionadas directamente con las concentraciones plasmáticas
del fármaco (Chaitman y cols.; 1984; Stern y cols., 1984).

1.4.4. - Efectos adversos

Aproximadamente en un 20% de los pacientes que reciben• nifedipino se han
descrito la aparición de efectos adversos relacionados con la dosis (Lewis, 1983). La
mayoría de los efectos adversos están relacionados con las propiedades vasodilatadoras
del nifedipino, entre los que se incluyen dolor de cabeza (7%), enrojecimiento facial y
de la piel (5 al 7%), vértigo (3 al 12%), síntomas gastrointestinales (nauseas, vómitos,
dispepsia), retención de fluidos (5,2 a17,5%) y edema de ^piernas (0,6 a17,7 %) (Ten,ry,
1982). El carácter, la incidencia y la severidad de los efectos adversos son
independientes de la duración del tratamiento. ^ ^^

Los efectos secundarios se pueden mitigar reduciendo la dosis de nifedipino que se
administra (Covinsky y Hamburger, 1983) o por combinación del fármaco con agentes

(3-bloqueantes. Debido a que esta combinación presenta el mismo riesgo para el
paciente que el tratamiento único con nifedipino, la administración concomitante podría
representar una ventaja en el tratamiento de la angina de pecho o hipertensión en
pacientes con problemas cardiovasculares. La interrupción del tratamiento como
consecuencia de la aparición de efectos adversos sólo es necesaria aproximadamente en
un 4% de los pacientes. ^ ^

1.5: Terapia y administracibn

La dosis de nifedipino se debe individualizar en el tratamiento de pacientes con
angina de pecho, hipertensión o fenómeno de Raynaud. En el inicio del tratamiento, la
dosis recomendada es de 10 mg por cápsula tres veces al día, dwante o después de las
comidas, y puede ser modificada hasta alcanzar 20 mg tres veces al día en pacientes con
hipertensión o fenómeno de Raynaud. En casos necesarios, en pacientes con angina, la
dosis puede aumentarse de 30 mg en 30 mg, hasta un máximo de 120 mg por día. Si lo
que se pretende es obtener un efecto inmediato, las cápsulas se muerden y el líquido se
retiene en la boca para conseguir mayor absorción a nivel sublinguaL

Existen comprimidos de liberación sostenida comercializados para el tratamiento
de la hipertensión. La dosis recomendada es de 20 mg dos veces al día, después de las
comidas, pudiéndose incrementar hasta 40 mg dos veces al día. ^

Recientemente, se han desarrollado preparaciones inyectables (inyección
intravenosa o infusión) para el tratamiento de vasoespasmos coronarios y en episodios .
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de hipertensión aguda. Se encuentra disponible una formulación para; ^a administración
intracoronaria de. nifedipino en eí tratamiento de. vasoespasmos coronarios que ocurren
durante. el ^diagnóstico o en ^intervenciones. terápéuticas "(Martindale, 1996). .

1.6: Otrns usos terapéuticos •

EI nifedipino de forma menos frecuente; debido_a sus efectos farmacodinámicos,
se emplea en el tratamiento de distintas patologías:

- Aterogénesis coronaria: retarda el desarrollo de lesiones ateroescleróticas en la.
circulación coronaria, ya que disminuye el tiempo de trombolisis e inhibe la agregación
plaquetaria (Hiroki y cols:, 1982).

:-, Alteraciones . del. riPíón: disminuye. la constricción arteriolar aferente,. con muy
poco o sin .efecto sobre el tono arteriolar efereirte. Debido a este efecto, el• nifedipino: ..
incrementa la perfusión ^renal y la filtración glomeralar eñ pacientes con hipértensión .^.
esencial (Carmines .y cols:,^ 1^992). • : . . . . • :. ^ . . . .. . ,

- Migraña: reduce la frecuencia y la severidad de.la.^migraña asociada ĉon el'
síndrome de Raynaud y en pacientes con lupus eritematosus (Miller y Santoro, 1984).

^..- Patolosías.^esofágicas; se ha^ utilizado én el tratamiento de ^patologías de la ^.
motilidad esofágica.debído :a su capacidad.de^relajar la musculatura lisa (Bartolotti ^y
Labo;..1981;).

,, Hipertensión pulmonar: ^ se .han realizado: numerosos: estudios para. comprobar la .
posible eficacia del- nífedipino en^ el,tratamiento de la. hipertensión pulmonar (McLeod y
Jewitt; 1986). Pero únicamente, los resultados aportados por Rich .y cols. (1992) han .
demostrado que dosis altas de nifedipino pueden mejorar la supervivencia de pacientes
con hipertensión pulmonar.

- Patologías del tracto urinario: la terapia de nifedipino en pacientes con
incontinencia, uririaria: severa .ha , r.esultado .ser .eficaz por su :capaĉidad de inlúbir el
efecto: sobre las contracoiones,detrusoras (Rud y. cols.; 1979). ..

1.7.= Precauciones. ::

: El nifedipino se debe utilizar con precaución . en pacientes .con hipotensión, .en •.
pacientes con pobre reserva.cardiaca y:en.los que presentan:insuficiencia.cardiaca. No .
se debe utilizar en casos de shock cardiogénico. En pacientes con estenosis aórtica.
severa puede incrementar el ,riesgo d^e producirse insufiĉiencia cardiaca. ^,a supresión
repentina. del tratamiento .podría :estar asociada a.una ^exacerbación de la angina^ de
pecho. La dosis debe ser reducida en pacientes con di_sfunción renal. .., . ,

• El .. nifedipino . puede . aumentar el : efe ĉto antihipertensivo . de otros agentes
antihipertensivos tales como los. (3-bloqueantes; aunque esta combinación generalmente
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es bien tolerada por el paciente. La administración de nifedipino en pacientes diabéticos
podría provocar el ajuste de su tratamiento antidiabético.

El tratamiento con nifedipino debe suprimirse inmediatamente en aquellos
pacientes que experimentan dolor isquémico.

Se ha demostrado, que el nifedipino es teratogénico en animales y además pude
inhibir el parto, por lo que no se recomienda su tratamiento durante el embarazo
(Martindale, 1996).

1.8: Interacciones

La mayoría de los estudios han demostrado que el nifedipino no presenta efecto
sobre las concentraciones plasmáticas de diaoxina (Kuhlmann, 1985; Hansen y cols.,
1984). Sin embargo, otros estudios han confirmado que el nifedipino incrementa las
concentraciones y los efectos clínicos de la digoxina (Belz y cols., 1983; Auricchio,

1983).

El nifedipino tampoco influye sobre las farmacocinéticas de metoprolol,
atenolol. na olol o propanolol (Gangji y cols., 1984). No obstante, se han publicado
algunos casos de hipotensión severa y fallos cardiacos durante la administración
concomitante de nifedipino y(3-bloqueantes en pacientes con angina de pecho severa,
disfunción del ventrículo izquierdo y antecedentes de infartos de miocardio (Opie y
White, 1980).

La administración de nifedipino disminuye las concentraciones plasmáticas de
quinidina y aumenta las de teofilina y fenitoina (Ahmaad, 1984b, Parrillo y Venditto,
1984). El nifedipino posee la capacidad de potenciar los efectos de ciertos fármacos
como la terbutalina y salbutamol (Lever y cols., 1984; Ltifdahl y cols., 1984).

La ranitidina y la cimetidina incrementan significativamente la biodisponibilidad
del nifedipino, pudiendo la cimetidina, además, aumentar los efectos hipotensivos del
nifedipino en pacientes sanos (Kirch y cols.,1985).
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II.- ABSORCIÓN TRANSDÉRMICA DE FÁRMACOS

2.1.- Introducción

^La utilización de la piel como vía de administración de fármacos no es de
reciente innovación (Scheuplein y Blank, 1971). En las dos últimas décadas se han
producido grandes avances en el desarrollo de los sistemas de liberación transdérmica
de fármacos (absorción percutánea). La utilización de esta vía promete una serie de
ventajas en terapéutica con respecto a la administración oral y pazenteral (Chien y cols.,
1989; Seki y cols., 1991):

Ventajas

Evita el efecto de primer paso hepático

Evita la degradación gastrointestinal

Meñor incidencia de efectos adversos

Mantenimiento de los niveles
plasmáticos terapéuticos

Inconvenientes

Metabolismo a nivel superficial de la piel

Variabilidad inter e intraindividual

Absorción ^dependiente de las propiedades
fisico-químicas de la molécula (peso
molecular, punto de fusión, y coeficiente
de reparto).

Facilidad para la administración del Restricción del número de fármacos con
fármaco ^. posibilidad de atravesar la piel.

Aporta una extensa superficie para la Influencia de los procesos patológicos de
difusibn del fármaco ^ la piel

Cumplimiento posológico por parte Dificultad en la obtención de una
del paciente , absorción similar en velocidad y magnitud

Bajo la superficie de la piel posee una a la vía intravenosa o nasal

extensa red vasculár.
Tabla I. ventajas e incorrvenientes de la administración percutánea de fármacos.

Se pueden definir como sistemas transdérmicos de liberación de fármacos, a
todas aquellos sistemas que son aplicados sobre la superficie del cuerpo y son diseñados
para liberar el principio activo a través de la piel, distribuyéndose finalmente a una zona
determinada del organismo lejos de su lugar de aplicación, donde va ejercer su acción.

El uso de la piel como vía para la administración de fármacos, con el objetivo de
conseguir efectos a nivel sistémico, se comenzó a explotaz comercialmente y
científicamente hace aproximadamente 40 años. Desde entonces, se han formulado
numerosos principios activos en preparaciones semisólidas para su absorción percutánea
(nitroglicerina, ketoprofeno, ibuprofeno, estradiol y testosterona). Este tipo de
preparaciones presenta muy poca reproducibilidad en las concentraciones plasmáticas
alcanzadas y en la duración de efectos terapéuticos. Estas formulaciones se encuentran
influenciadas por diversos factores, tales como la frecuencia de administración, la
cantidad administrada y el área. de aplicación. .
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A partir del trabajo realizado por. Scheúplein y Blarik (1971)', se intérisificaron `^
las investigaciones encaminadas a estudiar de manera más detallada la permeabilidad de
la piel. El resultado final fue el desarrollo de sistemas transdérmicos modernós^ de '
liberación controlada de fárrnacos. Estos sistemas se caracterizan por permitir una
cómoda aplicación ^capacidád para mantenerse. en el lugar de administración durante
períodos prolongados y fácil eliminación ^ durante o después del tratamiento. Además,
permite reducir la frecuencia de administración y. mantener unos niveles ^plasmáticos
constantes, reduciéndose consideráblemente los efectos ádversos que ^se observán^ ^
cuando, se administran estos principios : activos ^por vía oral. La propiedad intrínseca de ^
defensa que presenta la piel frente a los agentes exógenos con ŝtituye la ^ prinĉipal ^
limitación en la absorción percutánea de fármacos. .

Son muy pocos los principios activos que se pueden formular en sistemas
transdérmicos de liberación tipo "parche" _(escopolamina, nitroglicerina, clonidina,
estradiol, feritanilo, testosterona y nicotina. Como alternativa a los. sistemas
anteriormeñte mencionadóŝ existén formúlaciones novedosas para lá administración
transdérmica de fármacos como^ son l^ás nanopartículas, liposomas° o^ microemulsioñes
(Knepp y cols.; 1990; . Cappel y Kreuter, .1991; Iwamoto y cols.; 1991; . Thacharodi y
cols; 1994).. ,

Se hán desarrollado distintas..técniGas con el fin de mejorar lá a6sorción de
aquellos fármacos que no presentan capa ĉidad intrínseca de atravesar la piel: 1) empleo
de profármacos qué son ^ métabolizados ^ a la forma 'activá tras atravésar la piel,
permitiendo aumentar la ^absorción del #ásmaco (Fort y cols., 1993), 2) utilización de
métodos _fisicos ĉomo 1a. iontoforesis ,(Sage, 1993), .sonoforesis (Mitragotri y cols:,
1995) y últrasonidos (Tyle y cols., 1989), 3) empleo de exaltadores de la permeabilidad
(Williams y Barry, 1990) que modifican químicamente la piel reduciendo la resistencia
a la difusión de lo ŝ fármacos admiriistradoŝ. EI desarrolló dé estós métodos júnto con.la
rápida evolúción de la ^tecnología• permitiián en un futuro inmediato, increméñtar el
número de compuestos ĉón ^ baja capáĉidad de absorción .(proteínaŝ, .péptidos y
nucleótidos).

Por último, es importante tener en cuenta a la hora de desarrollar este tipo de
sistemas la respuesta alérgica o irritante que puedén ^producir tanto el priñcipio activo
como cualquier.otro componente de la formulación: ^^ ^ ^^ ^ .

2.2: Anatomía y composición bioquímica de la piel

2.2. l. - Estructura

, La. piel es: uno de los órganos del cuerpo humano con mayor extensión' y
accesibilidad. La piel de una persona adulta cubre aproximadamente una supérficie de 2'
m2 y recibe un tercio. de la ^sangre que cir ĉula por el^ cuerpo. Es elástica,^ y presentan
distintas , características^ según ^la región. , Con un' espesór de unos pocos milímetros
(2,97tU,28 ^ mm), la ^ piel separa eI entramado - circulatorió y los órĝanos del medió
externo. Además, actúa como barrera ante los^ ataques fisicos y químicos, y protegé al '
cuerpo de la invasión de los microorganismos (Ritschel y Hussain, 1988).
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El estudio microscópico de la piel ha permitido concluir que es un órgano
multiestratificado constituido por numerosas barreras histológicas. Generalmente, se •
describe como un órgano formado por tres capas de tejido: epidermis, dermis y tejido
subcutáneo, como pude apreciarse en la siguiente figura: ^
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r ►̂ura 4. Anatomfa y función de !a piel humana.

->^pidermis: es la capa más externa de la piel y está constituida por células
epiteliales que son esca.mosas y estratificadas. Estas células epiteliales se encuentran
unidas unas a otras por puentes que se enlazan con una extremada complejidad y que
son los responsables de mantener la integridad de la piel. En función de la región del
cuerpo el grosor de la epidermis varía siendo menor en las palmas de las manos y la
planta de los pies y mayor grosor en la parte ventral del tronco (Idson, 1975).

Secciones microscópicas de la piel, nos muestran que esta formada por dos
partes: estrato córneo y estrato germinativo. El estrato córneo representa la parte más
externa de la epidermis y está constituido por numerosas capas de células
queratinizadas, compactadas, aplanadas y. deshidratadas que se organizan en capas
estratificadas. Estas células se caracterizan por haber perdido su núcleo y son
fisiológicamente bastante inactivas; se forman continuamente y son sustituidas por las
células originadas por la capa basal del estrato germinativo que migran lentamente hacia
la superficie. La capa basal constituye la capa regenerativa de la epidermis (Barry y
Williams, 1995). El estrato córneo requiere un contenido máximo en humedad del 10%
para mantener la flexibilidad y la suavidad de la piel. Es responsable de la función de
protección que presenta la piel frente a agentes exógenos. Además, constituye la
primera barrera en la absorción percutánea de cualquier fármaco (Scheuplein, 1965). El
espesor de esta capa es diferente en cada región del cuerpo humano dependiendo del
grado de abrasión a la.que se encuentre sometida.

En las regiones de la piel • con mayor espesor se produce' la trañsición de las
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células ,vivas, . procedentes, ^ del estrato germinativo, hacia su muerte. Laŝ células
cornificadas del. estrato ĉórneo forman tres barreras: estrato espinoso, esfrato ĝrarculoŝo
y estrato lúcido (Figura .4). • Los • estratos anteriorniente mencionadós ŝón '
fisiológicamente muy importantes para mantener el conténido de a ĝua eri' la 'piel no ^
modificándose la permeabilidad de la misma.

ANATOMÍA • ÉSPESOR
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• ^
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Figura S. Anatomfa de la epidermis humana.

- Dermis: los estudios de microscopía electrónica han permitido determinar la
estructura de, !a .dermis, Esta._ capa está formada • por.•una red `de fibras gruesas de
colágeño, con un,grosor_ bastante uniforme y por. moléculas de tropocolágeno.^ Está réd
es respoñsable• de.las propiedades.elásticas. de la. piel. ' ' '

. Debajo de la dermis se encuentra.el tejido.fibroso, que se e^iende y fusiona con '
el tejidó subcut$neo que,. está constituido^ por grasas. La parte superior de la dérmis está '
formada por papilas que se proyectan hacia la epidermis. Estas papilas contienen vasos
sanguíneos,. linfáticos y terminaciones nerviosas, siendó estas últimas las únicaŝ 'que
llegán a Ia zoña germinativa de la epidermis (Barry y Williams, 1995}. ^

- Te^ido subcutáneo: es. una capa. de tejído areolar ^ constituido pór ĝraŝas que
sujeta la dermis con lás estru.cturas subyacentes. . • •

2.2.2.- Composición bioquímiĉa.de la,piel : . ^ • ^ '

,.. - Queratiniza.ción: los ,tests bioquímicos indican que, en• coridiciones normales, `
en la región de la capa granular de la •piel humana eaciste un sistema altameiité
energético localizado: en el citoplasma de las .células epidermales, que es• el responsable
de la síntesis de queratina a partir de polipéptidos. En esta capa granular las cadenas
polipépticas san^ desdobladas y destruidas para • ser. resintetizadás en móléculas dé ^
queratina. La queratina se encuentra en la cubierta de las células córneas situada debajo
de la membrana .protoplasmática (Barry .y, Williams, 1995). Cuando se produ ĉe el
proceso de queratinización ocurre una disminución en los fosfolípidos de la piel y un
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aumento en el contenido de los triglicéridos y ésteres de esterol.

- Composición lipídica: la síntesis de lípidos incrementa en el estrato granuloso
disponiéndose en múltiples bicapas denominadas gránulos cubiertos de membrana
(cuerpo de Odlan) que presentan un tamaño aproximadamente de I00-300 nm. En la
parte superior del estrato córneo estos gránulos vacían su contenido en el espacio
intracelular. Se produce una acumulación de lípidos y un cambio parcial en la
composición química originándose las capas lipídicas extracelulares (Yardley y
Summerly, 1981).

Diferentes autores han estudiado la composición lipídica intracelular del estrato
córneo (Yardley y Summerly, 1981; Lampe y cols., 1983; Ritschel y Hussain, 1988).
Los resultados obtenidos han demostrado que los lípidos predominantes son los de baja
polaridad. Elias y cols. (1991) especificaron las diferencias regionales del contenido
lipídico y la composición del estrato córneo:

Abdomen Pierna Cara Planta

Lípidos polares 4,9 % 5,2 % 3,3 % 3,2 %

Sulfato de colesterol 1,5 % 6,0 % 2,7 % 3,4 %

Lípidos neutros 74,8 % 65,7 % 66,4 % 60,4 %

Esfingolípidos ^ ^ 18,1 % _ __ 25,9 % 26,5 % 34,8 %

Contenido lipídico de 6,5 % 4,3 % 7,2 % 2,0 %
estrato córneo

Tabla Il. Composición lipícáca del estrato córneo. T^tos cuantitativos de la piel abdominal:
Lfpidos polares: fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilseriná, esfingomielina, lisolecitina.
Lfpidos neutros: esteroles libres (14 %), ácidos grasos libres (19,3 %^ triglicéridos (25,2 %), ésteres de
esterol (5,4 %), escualeno (4,8 %), n-alcanos (6,1 %).
Esfingolípidos: ceramida I (13,8 %), taeramida II(4,3 %), glucosilceramida I y II(t^azas).

Las diferencias en la permeabilidad de la piel pueden estar relacionadas con el
contenido lipídico presente en cada región. Así, un elevado contenido lipídico dará lugar
a una baja permeabilidad.

- Ácidos grasos: los dos ácidos grasos esenciales insaturados que constituyen la
piel son el ácido linoleico y araquidónico. El ácido linoleico parece ser que desempeña
un papel importante en las funciones de defensa que ejerce la piel.

- Proteínas: a nivel de la , piel se ha localizado una proteinasa, activa a pH
fisiológico, que modula ía respúesta inflamatoria cuando existe daño celular.

2.2.3.- Sistéma circulatorio de la piel

Las arterias que irrigan la piel tienen su origen en. los vasos situados en la capa
de tejido conectivo subcutáneo, lós cuales forman un plexo arterial justamente debajo de
la piel. Las bifurcaciones de este plexo irrigan los folículos pilosos, los apéndices
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glandulares, el tejido subcutáneo y la dermis. Las bifurcaciones arteriáles dél plexo, se ^
dividen en las regiones más internas de la dermis formando un plexo subpapilar. Las
arteriolas proĉedentes de este ^segundo pléxo penetran en la parte superior de la dermis.
Estas arteriolas tienen.un diámetro de 50 µm.y presentan anastomosis arteriovenosa que-^
está^ presente a todos los niveles .del sistema circulatorio de la piel. -^

. .Algunas de las bifur.caciones arteriolares forman-otro plexo subpapilar; menos
profundo, que el anterior, .que aporta ramificaciones pequeñas a la dermis y capilarés^
ramificados de muy pequeño diámetro a las papilas situadas en la interfaz de la dermis y
la epidermis.

. En la, piel,:las venas^^se orgánizan; al igual que las arterias, formando un plexó^
subpapilar y. un plexo subdermal. . Los vasos sanguíneos presentan anastómo ŝis
arteriovenosa que permite .conducir él flujo sanguíneo directamente desde los capilares'
al drenaje venoso. Este mecanismo permite regular la temperaturá del cuerpo humaño y^
la presión sanguínea. EI aporte de sangre llega a una distancia aproximada .de 100 a 200
µm de la superficie de la .piel, por tanto, si algún compuesto químico atraviesa la piel, se
puede transportar sistémicamente hasta una profundidad aproximadá de 150 µm. Se ha
estimado que, la superficie vascular ade ĉuada para el intercambio de sustancias éntre lóŝ
tejidos y. la sangre es de, 1- a 2 cm2 por centímetro cuadrado de piel. A temperatura
ambiente el flujo sanguíneo en la piel es de 0,05 ml/min por centímetro cúbico de piel.
La circulación periféricá en la piel se puedé aumentar o disminuir mediante ^el úso de
vasodilatadores o vasoconstrictores,. respectivamente (Scheuplein y Bla,nk, 1971; ^
Gordon, 1990). . . .

El sistema linfático que irriga la piel se extiende dentro de las capas papila'res dé
la dermis, donde sé formá una densa malla dé capilares linfáticos. Los. vasos linfáticos .
poseen un plexó más `profundo én el límite interno. de la dermis. La epidermis es
vascular y se encuentra irrigada por difusión desde ,la circulación papilar (Gordon,
1990). .. . ^ ..

2. 2. 4- F'uricioneŝ de Id piel ^

Las funciones de la piel se encuentran esquematizadas en la tabla IIi. Entre las
funciones desempeñadas pór ^ la piel destácan ía ŝ funciónes de contenĉión y de
proteccióri frénte a agentes externos, por terier particulár relevan ĉia en la admiíiistiación
tópica de principios activoŝ ^a través de la piél. ' ^'^

' La función de cónterr^ión déterminá la ca.pacidad que posee la piél dé cónfinar
los tejidos subyaceñteŝ y restririgir sus movimiéntós. ^Lá fuérza ñecésaria para podér
desempeñar este papel, la obtiene a partir de la matriz fibrosa de colágeno y elastina
localizada en la dermis. Debido a sus propiedades elásticas, la piel es capaz de recuperar
su estado normal tras finalizar los estiramientos produóidos pór lós movimientos del
cuerpo humano. Con el paso del tiempo, la piel pierde elasticidad y se incrementan las
fuerzas de tensión á las ^qué se éncuentra sometida.' Está pérdida dé elá^tióidad es mayor
cuañdo lá piel se ve afectádá por radia ĉiónéŝ ultravioletas (luz solar). La epidérmis no
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debe sufrir ningún tipo de ^resquebrajamiento o rotura puesto que constitúye la primera •^^
línea de defensa •contra.las infecciones: ^ ^ ^ • . • . • • ^ ' • • ^ ^

Funciones de la piel

Cóntencióñ de`los fluidos y tejidoŝ del •cúerpo ĥumano: ^^ ' ^^ •
Protección contra el daño que púeden^próducir diférénté ŝ áĝénteŝ externós:
Protección microbiana
Protección frente a productos químicos
Protección térmica ^ ' ' " ^ ' ^ ^^
Protección eléctrica

• ^ Réóépción de estímulos exfernós ` ^ ' •
, .: •Tácto ^ • • . ,

, ^ Dolor ' • .. . . . . ._ , . . .

Temperatura ' ^ •
Regulación de la temperatura del cuerpo
5íntesis y metaboliŝmo • ^ • • ' '
Distribución de los deshechos bioquímicos (en secreciones glandulares)
Identificación intraespecie y/o atracción sexual
Reĝuláción de la présión sanguínéa ' • ^; • ' : ^ : ^

Tabla III. Funciones de la piel.

La principal función del estrato córneo es mantener la integridád de la piel
cuando ésta se encuentra sometida a estrés mecánico. Su flexibilidad depende de las
diférentés condiciones por' lás ^ que se pueda ver áfectada. La cápácidad de lá• piél para
resistir loŝ fenómenós dé rúptura, reŝide en él eŝtráto ĉórneo. Su elásficidád ŝe debe al ^
balance éxistente entre los lípido ŝ, sustáncias hidiosolubles' y agua, en conjuricióri coñ
las proteína ŝ dé queratiná. Para• mánténer lá elasticidad él contenidó eri humedad debé
estar próximo al 15% el cual se'mantierie cón la pieáencia de sustáñcias hidro ŝolubles y
lípidos. La falta de humedad adecuada provoca en la superficie de la piel grietas,
roturas y fisuras debido a fenómenos de estrés meĉáníco (Górdóñ; i990). El estrato
córneo impide la entrada de agentes exógenos. en la .piel; permitiendo. únicamente el
paso a su través de moléculas de tamaño intermedio y pequeño por mecanismos de
difusión. Constituye una barrera para lo ŝ microorganismos impidiéndóles alcanzar los
tejidos que podrían constituir^; el medio idóneo para su crecimiento,•^ evitándose así
posibles procesos infecciosos (Loth, ^1989). ^, ^ . . ^ :

A nivel de la p'iel sé .. producéri; varios procesos fisiológicos que dan lugár a
condiciones inadecuadaŝ^ pára^: é1 cr^cimiéñtó de microorganismos. El carácter ácido de
las secreciones sebáceaŝ próvóĉa un dé ŝceñso del pH de lá,' piel. $ste "manto ácido"
proporciona un pH con valores comprendidos ent,re 4,2 y• 5,6, lo que -le conf'iere
propiedades bacteriostáticas. Además, las secreciones sebáceas contieñeñ áéidos g^asos
de cadena corta que presentan acción bacteriostática. y fúngistática. La,^sequedad de la
piel constituye un factor negativo para el crecimiento microbiaño' ( Ĝordon, 1990).

Los orificios glandulares constituyen una puerta de enfrada para los
microorganismos patógenos hacia el interior..del organismo. Las glándulas sebácea ŝ son
propensas a ser ocluidas e infectadas por estos microorganismos. Bste tipo de
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infecciones están muy localizada, sin embargo, si la glándula sebácea sufre
internamente una ruptura, la infección puede extenderse hacia zonas más profundas y el
cuerpo humano reacciona aislando la infección mediante la formación de un quiste.

El conducto folicular piloso es otra posible entrada de microorganismos, que
permanece abierto en la etapa de crecimiento del pelo. .

2.3: Vías de absorción a través de la piel

Como hemos comentado anteriormente, una de las funciones de la piel es
impedir el paso de cualquier sustancia extraña a través de ésta. Esta función es realizada
por el estrato córneo que es casi impermeable y además, regula la cantidad del fármaco
que se absorbe a través de la piel.

1962):
Existen dos rutas principales de absorción a través del estrato córneo (Barr,

1) a través de los apérrdices de la piel (incluyen los conductos de las glándulas
sebáceas, sudoríparas y particularmente los folículos pilosos que constituyen el
0,1% de la superficie de la piel)

2) ruta transepidermal.

Cualquiera de estas rutas principales puede desempeñar un papel más importante
que la otra durante el proceso de absorción de un determinado compuesto. No obstante,
ambas rutas, realiza^ una función esencial en la absorción de la mayoría de los .
compuestos. La importancia de estas rutas en el proceso de absorción radica en las
características fisico-químicas del compuesto que se absorbe. .

La figura 6 muestra laŝ posibles.rutas de absorción a través de la piel:

igura u as a sorci n percu ^a..
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Existe un tipo de difusión que se produce inmediatamente después de la
aplicación dei fá.rmaco sobre la superficie de la piel, conocida como difusión fugaz. Este
tipo de difusión se produce fundamentalmente a través de los apéndices. Sin embargo,
una vez que se alcanza el estadio estacionario, la difusión se produce mayoritariamente
a través de la matriz del estrato córneo (Scheuplein, 1967). ^^

La superficie relativa disponible para la ruta transcelular es aproximadamente
del 99 %, 0,7 % para la ruta intercelular y 0,3 % para la ruta transfolicular. Los
volúmenes relativos del estrato córneo disponibles para las rutas transcelular,
intercelular y transfolicular son del 90-99 %, 1-10 % y 0,1 %, respectivamente. La
distancia del trayecto difusional para estas rutas son de 25 µm, 359 µm y 200 µm,
respectivamente.

2. 3. I. - Absorción a través de los apéndices

Las tres posibles rutas de absorción a través de los apéndices son: 1°) a través de
la pared de los folículos pilosos (Figura 6.1), 2°) a través de las glándulas sudoríparas
(Figura 6.2) y 3°) a través de las glándulas sebáceas (Figura 6.3).

La difusión a través de las unidades pilosebáceas y glándulas sudoríparas se
conoce como "shunt dij^`'usion". Cada folículo piloso está conectado con las glándulas
sebáceas que vierte sus secreciones dentro del canal folicular situado cerca de la
superfiĉie de la piel. Los fármacos que se administran sobre la superficie de la piel
alcan^an directamente los orificios de las glándulas sudoríparas y folículos pilosos. El
fármaco atraviesa rápidamente este sistema de canales y conductos alineados con el
epitelio escamoso estratificado. Por lo tanto, el camino más probable para la absorción
de un fármaco vía ruta transfolicular es a través de los espacios microscópicos
existentes entre el canal piloso, perniitiendo el paso del fármaco a través del estrato
córneo. .

Esta ruta puede ser importante para la absorción de moléculas polares de gran
tamaño, electrolitos con valores bajos en la constante de difusión o compuestos de baja
solubilidad. Los folículos pilosos debido a su alta permeabilidad podrían ser
responsables de la absorción rápida, aunque de pequeña magnitud, que se ha^ observado
en la administración de numerosos fármacos.

2. 3. 2. - Absorción transepidermal

Se cree que el transporte pasivo a través de la ruta transepidermal es la principal
ruta de absorción para la mayoría de los fármacos administrados, principalmente
moléculas pequeñas que no sean electrolitos. ^

Los fármacos pueden atravesar la epidermis por la ruta transcelular (mayor
resistencia al paso de las moléculas) (Figura 6.4^) . ó por la ruta intercelular (baja
resistencia al paso de las moléculas) (Figura 6.5). Algunos autores consideran la
difusión transcelular como la principal vía de absorción por estar constituida por zonas
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de ĉa^rácter hidrófilo e hidrófobo y. .por presentar . mayor área . superficial. . Para otros
autores, la ruta intercelular es la predominante. (Guy. y Hadgraft; 1988). . ^

2.4: Factores que afectan a la absorción percutánea^ de fármacos.

Los factores que pueden:influir en •la absorción de^fármacos a través de la piel, se
clasifican en factores fisiológicos; patológicos; fiŝico-químicos^ y factoreŝ dependieñteŝ
de la formulación. ^ - ^

2.4.1.- Factores fisiológicos y patológicos

- Estado de la piel: el principal factor para prevenir el paso de moléculas a través
de la piel es la ausencia de cualquier tipo de lesión u otras anomalías que afecten a su
integridad. Si la piel no presenta un estado fisiológico adecuado, no se pueden tener en
cuenta todas las limitaciones .consideradas en el .proceso de^ absorción: Determinados
agentes químicos. como gases; ácidos, álcalis produceri daño ^en la piel aumentando su
permeabilidad. . ^. ^

- Procesos patológicos: las enfermedades de :la piel que provocan anomalíás en
el estrato _ córneo, . ĉomo ocurre .con las dermatosis : que originan paraqueratosis '(ej.,
psoriasis y.eccema), están.asociadas a un incremento en la absorción percutánea. En un -
prinçipio se.creía que la rnayoría de.las dermatosis, originadas en la piel,.se debíán a'
anomalías en el metabolisrno proteico de la epidermis: Estudios posteriores demostraron-
que estos procesos patológicos estaban relacionados con deficiencias en el .metabolismó ^
lipídico de la piel (Elias, 1981)... . . . , ^ ^, _

. También se ha observado un aumeñto en la absorción percutánea cuando la piel
es dañada por acción de agentes externos (materiales conosivos, radiaciones
ultravioletas, cortes y fenómenos abrasivos. En todos estos casos se altera
considerablemente la capacidad normal que posee la piel para funcionar^apropiadamente
y actuar como barrera quimica. : ^

- Edad: la .absorción de,-compuestos a través de la piel de^ niños, jóvenes y
ancianos es mayor que a través de la piel de adultos. •Así; en niños la absoreión es mayor
debido a que presentan mayor área superficial por unidad de peso. En estos grupos de
población se han producido numerosos efectos secundarios y muertes debido a la
absorción de determinados compuestos (hexaclorofeno, esteTOides potentes ^y ácido
bórico) (Graham, 1995).

- Elujo san íneo:, el incremento en el flujo sanguíneo produce un aúmento en la
velocidad de transporte de las moléculas que difunden dando lugar a un mayor gradiente
de concentración entre la piel y los tejidos localizados a nivel de la dermis. Esto da
lugar a un incremento en la absorción de lós c.ompuestos (Ritschel y Husŝain, ^1988). La
velocidad del flujo: sanguíneo en la ^piel es aproximadamente de 5 mUmin/100 g de
tejido. ^ . ^ ^
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- Variabilidad regional de la piel: la permeabilidad de la piel se define
matemáticamente como DSK/h. Por lo tanto, la absorción depende de las características
de la piel, del tipo de formulación y del principio activo administrado. En el cuerpo
humano existe variabilidad en el espesor de la piel, así, cuanto menor es el grosor
(palma de las manos y los pies) mayor es el coeficiente de difusión. El incremento del
espesor de la piel es inversamente proporcional al coeñciente de difusión, lo que
origina que las diferencias en la permeabilidad entre las distintas regiones del cuerpo
humano sean menores de las esperadas.

La difusividad de pequeñas moléculas a través de la piel disminuye en el
siguiente orden: planta del pie > palma de la mano > dorso de la mano > escroto >
axilas y cráneo > brazos > piernas > tronco (Ritschel y Hussain, 1988). La difusividad
está influenciada por la composición y la concentración lipídica en el estrato córneo y
por la localización y el número de células. También se han observado grandes
diferencias entre individuos, sin ninguna patología en la piel, en la cantidad de fármaco
absorbida a través de una determinada zona del cuerpo humano (Feldman y Mainbach,
1967).

- Variación entre especies: el hombre y los animales presentan grandes
diferencias en las características fisicas de la piel en relación al número de aberturas de
los apéndices por unidad de superficie y espesor del estrato córneo. Estas diferencias
afectan a las posibles rutas de absorción y a la resistencia que puede ofrecer la piel a los
fenómenos de absorción.

Se ha observado, que la piel de los roedores utilizados en los laboratorios de
investigación presenta mayor permeabilidad que la del ser humano (Ronald y cols.,
1992). ^

El orden de permeabilidad de la piel de las distintas especies utilizadas en los
estudios de absorción es conejo > rata > cobaya > hombre, aunque la relación entre
especies no es la misma para cualquier sustancia (Idson, 1975).

- Metabolismo: la epidermis y la dermis presentan enzimas con actividad
catabólica. La epidermis constituye el estrato de la piel con más capacidad metabólica y
puede modificar químicamente un gran número de moléculas con posibilidad de
atravesar la piel. Los principios activos que se administran por esta vía pueden sufrir
procesos catabólicos y se puede ver afeetada la biodisponibilidad, como ocurre con
esteroides y profármacos. Es importante evaluar el efecto de la acción metabólica sobre
la actividad del fármaco que se administra a través de la piel.

Entre las numerosas reacciones que se producen durante el metabolismo de la
piel, catalizadas por los enzimas presentes en la misma, destacan la oxidación,
reducción, hidrólisis y conjugación (formación de glucurónidos y sulfatos), metilación y
la conjugación con glutation (Walters, 1995). La capacidad de biotransformación que
posee la piel se considera positiva desde el punto de vista de la administración de
profármacos y su posterior liberación a la forma activa, y negativa con respecto a la
activación de xenobióticos que dan lugar a productos tbxicos (Bronaugh y cols, 1989;
Higo y cols., 1992).
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,. Se han realizado diferentes experimentos_ con el fin de ^^évaluar el efecto
metabólico cutáneo en distintas especies de animales. Se ha observado que, en monoŝ
rhesus el intervalo de la.dosis inicial de nitroglicerina comprendida entre el 16% y 21%
se metaboliza durante el proceso de absorción percutánea (Wester y cols., 1983). Otros
estudios . realizados sobre piel humana -o animal han evaluado varios factores que
desempeñan un papel importante en los procesos^ metabólicos durante la administración
transdérmica de .fármacos (Williams .y cols.; 1990; Higo y cols:, 1992). Además, la
presencia en la piel de enzimas bacterianos puede provocar otro proce ŝo de inactivación
de los fármacos administrados por esta vía (Denyer y cols., 1985).

2. 4.2. -. Factores físiĉo-químicos que influyen en el proceso de absorción

-.Hidratación: la hidratación constituye uno de los factores Ssico-químicos más
importantes. Incrementa la permeabilidad de todos los.,compuestos, polares y rio polares,
que se absorben a través de la piel: . ^ ^ ^ ^

La hidratación de la piel se puede producir por diferentes causas: 1°) difusión de
agua desde las. capas situadas debajo de la epidermis hacia la superficie de la piel, 2°)
oclusión, utilizando un plástico .impermeable que cubra la zona de aplicación del
medicamento, favoreciéndose la absorción a nivel sistémico, 3°) mediante el empleo ^en
la fo^mulación de excipientes insolubles como parafina. Estos tipos de excipientes son
capaces de mantener una película sobre la piel que impide la pérdida de agua y
aumentado su contenido en humedad. Sin embargo, los humectantes y los emulsificantes
empleados en la formulación, a veces tienden a^ disminuir el contenido en humedad de la
piel. Los fenómenos de deshidratación causan un aumento de la absorción al producir
daño en la estructura fisica del estrato córneo.

Las . sustancias hidrosolubles que se encuentran en la superfiĉie de la piel
constituyen el factor natural de humectación, siendo las responsables de su hidratación.
La hidratación puede originar un incremento en la permeabilidad de la piel del orden de
4 a 5 veces. Un alto nivel de hidratación favorece la penetración de muchos principios
activos, como por ejemplo esteroides, ácido nicotínico y ácido salicílico; pero no de
moléculas pequeñas con carácter polar como el metanol y el etanol (Rit ŝchel y Hussain,
1988). ^

El mecanismo de transporte de un. fármaco a través del estrato córneo hidratadó
es muy diferente al que ocurre en condiciones fisiológicas^ normales. La ^ hidratación de
la piel provoca un aumento del tamaño del tamaño de los poros; alteración fisica dé los
tejidos, cambios en los coeficientes de difusión y coeficientes de actividad del fármaco
que se absorbe (Barr, 1962): . _ . ^ ^ ^ ^

- Tem rpg atura: ^las temperaturas elevadas pueden incrementar la abŝorción de los
fármacos de dos^ maneras:. 1°) aumento de la velocidad de difusión de cualquier
sustancia en contacto con la superficie de la piel por ^ incremento del movimiento
molecular, y 2°) i^ducción de la vasodilatación dé los vasos sanguíneos localizádos en
la piel. . . . . .
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La velocidad de difusión puede incrementarse por disminución de la viscosidad
de los constituyentes lipídicos que forman parte de la superficie de la piel, facilitándose
de esta manera la mezcla de dichos constituyentes con lá formulación administrada. El
coeficiente de difusión de un fármaco es inversamente proporcional a la viscosidad y
por lo tanto depende de la temperatura.

No obstante, la temperatura no constituye un factor importante en la absorción
del principio activo. Se ha demostrado que un aumento de la temperatura puede
incrementaz la absorción del fármaco del orden de cuatro o cinco veces en función del
principio activo, método empleado, aumento de la temperátura y humedad relativa. El
efecto que ejerce la temperatwa sobre el incremento de la permeabilidad es pequeño
comparado con el efecto ejercido por la hidratación de la piel (Ritschel y Hussain,
1988).

- Concentración del fármaco: el efecto de la concentración, como factor que
regula la cantidad de fármaco que se absorbe a través de una membrana, se puede
evaluar por la ley de difusión de Fick. Esta ley establece que la fuerza de conducción
causante de la difusión de una sustancia desde una zoná de mayor a menor
concentración es proporcional al gradiente de concentración.

En un amplio intervalo de concentraciones, el flujo será proporcional a la
concentración cuando la piel se mantenga inalterada por las soluciones concentradas de
fármaco y los coeficientes de partición sean constantes en todo el intervalo de
concentración.

La cantidad de fármaco absorbido a través de la piel ^por unidad de superficie y
por intervalo de tiempo aumenta a medida que lo hace su concentración. Además, la
cantidad de fármaco absorbida por unidad de tiempo, a una concentración constante de
fármaco, se verá incrementada si esta se administra sobre una mayor superficie de la
piel (Ritschel y Hussain, 1988).

- Solubilidad: las características de solubilidad de una sustancia influyen
considerablemente en su capacidad para atravesar membranas biológicas. La
concentración de fármaco presente en lugar de absorción está determinada por su
solubilidad acuosa y el coeficiente de reparto tiene una gan influencia en la velocidad
de difusión a trávés del lugar de absorción.

Katz y Shaikh (1965) demostraron, mediante la utilización corticoesteroides
tópicos, que la eficacia de la absorción percutánea de un compuesto está relacionada con
el producto de su coeficiente de reparto vehículo/estrato córneo y la raíz cuadrada de su
solubilidad en agua. Cuando el fármaco es mucho más soluble en el estrato córneo que
en el vehículo en el cual se encuentra disuelto, presentará mayor tendencia a
concentrazse en las primeras capas del estrato córneo ^antes de alcanzaz la circulación
sistémica. Por el contrario, la concentración de fármaco en las capas inferiores del
estrato córneo sería prácticamente inexistente, al estar estas capas en contacto con la
sangre que se renueva continuamente. Por lo tanto, el flujo éstá relac'ionado con el
gradiente de concentracibn existente entre las capas localizadas en la parte superior e
inferior del estrato córneo. ^
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, Cuando el. estrato córneo constituye el paso limitante, lá velocidad de absorción
no está influenciada por los cambios de. concentración del fármaco en el. vehículo,^ ya -
que el gradiente de transporte a través de la membrana^ no está afectado: Si la difusión
del fármaĉQ .desde el vehículo constituye el paso limitante,. un incremento en la
concentración producirá un aumento en la velocidad de absorción. del fármaco.^ Si él ^
gradiente existe en el estrato córneo y en el vehículo, el flujo dependerá de la
concentración en el vehículo. . ^ ^ . .

,- Peso moleculaz: . el estrato córneo actúa como barrera e impide. el paso^ de
moléculas con pesos moleculazes mayores de 300 Da.^ .Pazece que existe una ,relación ^
inversa.entre la ĉantidad absorbida y.el peso.moleculár. Así, las moléculas pequeñas se
absorben más rápidamente que las moléculas de gran tamaño, pero en un intervalo ^
estrecho de pesos moleculares existe poca conelación entre tamaño y cantidad
absorbida.

. El efecto específico que ;pude tener el .tamaño y la forma dé las moléculas sobre
la cantidad absorbida ŝe puede : determinaz. únicamente, sí el. efecto del , tamaño y. la
forma se.puede sepazaz det efecto, de las característica^s de solubilidad. ,. ^

Además, se ha observado que la absorción de los compuestos con peso
molecular elevado es muy.variable (Tregear, 19C6). .•. ..

-, Polimorfismo: las formas polimórficas . de . un principio. activo presentan •
diferencias en la solubilidad y estabilidad fisica que afectan a su absorción y semivida ^
de eliminación. Las modificaciones moleculazes realizadas sobre el principio activo
influyen ^ en su solubilidad, ^ coeficiente de reparto entre la. .formulación y el estrato
córneo y porcentaje de difusión. Un fármaco puede ser , modificado con el fin de. ^
conseguir, una . actividad intrínseca diferente . o formar un ^ profármaco que : facilite la: ^
absorción del fármaco pasando a su forma:activa una vez metabolizado. (Barry, 1988).

- Efecto reservorio del fármaco: la unión de los fármacos a los tejidos que
constituyen la piel puede afectar a un gran. número, de pazámetros. en el^ desarrollo
galénico.de formulaciones destinadas a la administración tópica..La capacidad de ciertos ^
agentes de la formulación .para unirse a la queratina en el estrato córneo +constituy.e un
factor importante para la efectividad del fármaco. El desarrollo de formas farmacéuticas
de administración tópica para obtener efectos sistémicos; n^cesita de una ^primera dosis
del principio activo (ej.: escopolamina) con la intención de saturar los sitios de unión en
el estrato córneo o para aportaz una : dosis de choque: Algunos fármacos, . como los
esteroides, forman depósitos. en el estra#o córneo desde donde se que liberan lentamente ^
con el.tiempo (Graham; 1995). . . . ^. ^ . , . .

2. 4. 3. -: Características.de. la formulación

^-. pH: , la. absorción . de . compuestos .de carácter ácido . y base .. depende
considerablemente del .p^i del vehículo en donde. está :formulado:. El pH. de la ..
formulación influye en el grado de ionización y en el porcentaje^ de formación de las .
formas ionizadas y no ionizadas del fármaco debido a que, muchos de los • principios .
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activos empleados son ácidos o báses débiles. La proporción en la que se encuentran las
formas ionizadas y no ionizadas determinará el coeficiente de reparto del fármaco entre
el vehículo y el estrato córneo, además, el coeficiente de difusión de estas dos formas
probablemente será diferente. El pH además tiene efecto en la solubilidad total del
principio activo, concentración del fármaco disuelto en una suspensión y en el
coeficiente de partición de del fármaco y los excipientes, como es el caso de los
conservantes, entre la fase acuosa y oleosa de un sistema disperso (Graham, 1995).

Este parámetro afecta al grado de ionización de los electrolitos. Aunque las
moléculas no ionizadas normalmente presentan mayor permeabilidad, la cantidad
absorbida no tienen que ser necesariamente proporcional a la concentración de la forma
no ionizada del fármaco en el vehículo (Menszel y Goldbery, 1978).

-Vehículo: el vehículo de una forma farmacéutica de administración tópica
puede influir en la liberación y en la difusión del principio activo.^El principal requisito
en la administración percutánea de fármacos consiste en que el fumaco incorporado en
el vehículo alcance la superficie de la piel en una proporción adecuada y en cantidades
significativas. El factor principal .que influye en el proceso de absorción es la capácidad
del fármaco de atravesar de la piel por sí mismo, en el cual el vehículo desempeña un de
vital importancia. Así, desde que el vehículo se aplica en el lugar de administración,
éste interviene en la absorción del principio activo.

La cantidad de fármaco cedido desde el.vehículo está reguladá por el coeficiente
de reparto entre el vehículo y el estrato córneo. Otros factores de importancia que
relacionan al vehículo y al fármaco incorporado es el tamaño de partícula del fármaco
suspendido y la concentración del fármaco en el vehículo. La eficacia de los distintos
vehículos en favorecer el proceso de absorción de los fármacos, se puede predecir
teniendo en cuenta su efecto sobre: 1°) la hidratación del estrato córneo 0 2°) efecto que
ejerce el agua sobre el estrato córneo influyendo en el coeficiente de reparto estrato
corneo/vehículo. Los vehículos pueden afectar a la absorción de fármacos a través del
estrato córneo por su capacidad de reducir la pérdida de vapor de agua sobre la
superficie de la piel (Ferreira y cols., 1995).

La composición de muchos vehículos cambia con el tiempo debido a la pérdida
de ingredientes volátiles tales como el agua en las emulsiones y los alcoholes en las
lociones. Estos fenómenos de volatilización producen un aumento en la concentración
de los componentes no volátiles, afectando a la solubilidad de ia forma activa y
provocando su precipitación. Se pueden producir alteraciones en los caminos de
difusibn dentro del vehículo, inversión de fases en emulsiones y un incremento de la
viscosidad de los geles.

La viscosidad del vehículo puede desempeñar un papel de vital importancia en la
cantidad de fármaco que se libera desde el vehículo a la superficie de la piel. Diferentes
autores han confirmado que existe una relación inversa entre el coeficiente de difusión
del fármaco dentro del vehículo y la viscosidad del vehículo, como indica la ecuación
de Stokes-Einstein (Graham, 1995). Se ha visto por ejemplo, que la cantidad liberada de
piroxicam, berberina, ácido salicílico, morfina y benzocaína, desde diferentes clases de
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hidrogeles, disminuye a medida que aumenta ^su viscosidád (Hosóya y coís. 1998; T ŝai y
cols:, 1999; Laugel ycols., 2000). • , . . ^ ^ • ^ ^

- Adi iv s: ^ los tensioactivos ^se caracterizan por su capacidad de formar micelas,
en suspensiones y emulsiones, que. aumentan la solubilidad del principio activo y
disminuyen su concentración en la forma farmacéutica, permitiendo la difusión a través
del estrato córneo. Los tensioactivos actúan como éxaltadores de lá permeabilidad ya
que disminuyen la tensión interfacial entre la formulación y el estrato córneo, pudiendo
incrementar la difuŝión a través de la piel. ^ • ^ ^

^^ Algunos excipientes afectan a la capacidad del principio activó de difundir a la
superficie de la piel y atravesar el éstrato córneó e inclúso pueden alterar su estructúra:
Entre estos compuestos se encuentran determinados compuestos que pueden formar
complejos con el principio' activo y disminuir ^su difusividad, humectantes que reducen
el contenido en humedad de la piel o compuestos volátiles que se evaporan y aúmentan
la:concentración del principio activo. ^ ^ . • ^ ^ ^ ^ ^ ^

. Se han empleado: determinadoŝ aditivos como el clonuo só'dióo, gliĉer^l y
glucosa cómo agentes osmóticos, que se incorporan• en la fáse interna de ^ emulsionés
múltiples . del tipo a/ofa (acuo-oleo-acuosa). • Estos agentes ^ osmóticos geñeran ^ un
gradiente osmótico que se desarrolla entre las dos fases acuosas de la emulsión mi^ltipié
provocando la migración de moléculas de agua desde la fase acuosa externa a la interna.
Debido a este fenómeno; se produce un hinchamiento de las gotícula ŝ acuosas de la fase
interna y una disminución en el grosor de la capa oleosa en la superficie de ambas fáses ^
acuosas, dando lugar a un aumento de la cantidad de fármaco liberado (Mishra^y Pandit,
1989). . ^ , , . . , . , ^ , . . .

2.5: Mejora de la absorción a través de la piel

. La situación óptima eñ el proceso de absorción se produce cuando el fármaco
que se administra, es capaz de atravesar, por sí mismo, las distirrtás capas que
constituyen la piel y llegar a la circulación sistémiea produciendo un efecto terapéutico.
Entre^. los farmacos que presentan esta propiedad destacan la escopolamina,
nitroglicerina; clonidina, ^ estradiol, fentanilo, testosterona y nicotina. EI objetivo
fundamental para cualquier compuesto administrado por esta • vía ' es conséguir la
biodisponibilidad suficiente, no^ ^necesariamente. absoluta, ^ que le permita óbtener un
efecto terapéutico^ . . • . .

Se emplean diferentes técnicas con el fin de reducir la resistencia al estrato
córneo y la variabilidad biológica. De esta manera se logra incrementar o mejorar la
absorción. de determinados fármacos,^ que administrados ^ en formas farmacéuticas,
presentan dificultades^en atravesar.la piel y alcanzar el torrente circulatorio. Para decidir
cuales ^de: estas.técnicas.dében emplearse se deben tener en cuenta una serié de^ fáctores:
1) .propósito .de. la. medicación (tópica o sistémica), 2) características fisico=químicás dél ^
fármaco. (coeficiente . de ^ reparto,• difusividad, solubilidad^ y pérmeabilidad}, ^^ 3)
interacciones fisicas'. y^ químicas entre la molécula . que difunde, promotor de lá
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absorción, vehículo y piel y 4) respuestas toxicológicas como fenómenos de imtación ^
localiza.da, reacciones cutáneas y toxicidad sistémica.

2. 5.1. - Clas^cación de los métodos empleados para incrementar la absorción de
fármacos a través de la piel

-a) Incremento de la permeabilidad .por métodos químicos (promotores de la
absorci ' n: el promotor ideal empleado para incrementar la permeabilidad de los
fármacos debe cumplir los siguientes requisitos (Chen y Chein, 1999):

- Farmacológicamente inerte.
- No tóxico, no irritante y no alergénico.
- Acción rápida y duración predecible, adecuada para el fármaco empleado.
- Una vez que deja de ejercer su acción, el estrato córneo debe recuperar de
manera inmediata y total sus propiedades de barrera.
- Reducción de la función de barrera en una sola dirección para que no se
produzca perdida del material endógeno.
- La función de barrera debe reducirse en una sola dirección
- Compatible fisica y químicamente con el fármaco y excipientes de la

formulación.
- Pueda incorporarse sin ningún tipo de problemas a^la formulación. .
- Barato y que no presente olor, color y sahor.
- Excelente solvente para los farmacos.

Para clarificar el modo de acción de los promotores de la absorción y optimizar
el efecto de tales agentes se emplean una serie de técnicas: 1) ensayos in vitro de
absorción, 2) calorimetría diferencial de barrido (DSC), 3) infrarrojo con transformada
de Fourier (FTIR), 4) resonancia magnética nuclear (RMN), 5) rayos X y 6)
espectroscopía Raman (Barry y Williams, 1995).

Los promotores de la absorción se pueden clasificar en cinco grupos en función
de los mecanismos de acción (Tabla I^:

1.- Solventes: en este grupo se encuentran los alcoholes, siendo el etanol el más
utilizado. Se ha observado, mediante ensayos in vitro, que el etanol incrementa y mejora
la permeabilidad de levonorgestrel, estradiol, hidrocortisona, 5-fluorouracilo, ión
salicilato y nitroglícerina. El empleo de concentraciones altas de etanol y otros
alcoholes pueden extraer los lípidos del estrato córneo y deshidratar las membranas que
lo constituyen. También, pero de manera menos frecuente, se emplean alcanoles como
promotores de absorción de distintos compuestos como el alcohol laurilico y
linolenilico, 1-octanol y 1-propanol (Barry y Williams, 1995).

Los glicoles se emplean frecuentemente en preparaciones tópicas y cosméticas, y
son varios los que se han estudiado como promotores potenciales. El propilenglicol
incrementa de forma moderada la. permeabilidad del 5-fluorowacilo y estradiol. Se ha
demostrado, en estudios recientes, que el PEG 400 actúa como promotor incrementando .
la difusión de la nortriptilina en ensayos de cesión (Moreno y cols., 2000). También,
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aumenta ía absorción de diferentes^ fármacos como el estradiol y el oxaprozin. Sin
embargo, se ha observado que detenminados glicoles inhiben la difusión de los
fármacos como es el caso del butano-l,2-diol y el propano-l,3-diol (Yu y cols., 1988;
Mollgaard y Hoelgaard, 1989).

El Azone® (1-dodecilazacicloheptan-2-ona) se caracteriza por producir poca
irritabilidad y por ser activo a bajas concentraciones. Diferentes estudios han
demostrado que presenta efectos sinérgicos con el propilenglicol: Incrementa el paso a
través de la piel de una gran variedad de^ fármacos como es el caso de^ esteroides,
antibióticos y moléculas hidrófilas y lipófilas. Su efecto ^ es dosis dependiente. Los
derivados sintetizados del Azoné son efectivos en incrementar la absorción de
fármacos con un amplio rango de lipofilias a través de piel de ratón y rata (Yu y cols.,
1988). • ^ •

La dimetilácetamida (DMAC) y la dimetilformamida (DMF) favorecen la
absorción percutánea in vitro de griseofulvina y hidrocortisona. La DMAC aumenta la
permeabilidad in vitro de lidocaina y los flujos de naloxona. La DMF es un excelente
promotor de la permeabilidad para compuestos módelo como el octanol o para la
cafeína, betametasona y aspirina. No obstante; se han observado- casos en los que
produce daño irreversible en la piel provocando un incremento en la absorción de
detenminados fíirmacos. La N-metilformamida se ha utilizado para promover la
absorción in vitro de un número de algunos fármaco ŝ ^ como la hidrocortisona y
progesterona (Mollgaard y Hoelgaard; 1989).^ ^

Durante las tres últimas décadas, se ha evaluado la capacidad promotora del
dimetilsulfóxido (DMSO) sobre un amplio número^ de fumacos entre los que se
incluyen antibióticos, esteroides narcótieos y salicilatos. El empleo del DMSO, a'pesar
de ser un excelente promotor, crea problemas ya que su actividad es dépendiente de la
concentración empléada. Su utilización pór encima de la concentración dél 60 %
produce un incremento significativo de la permeabilidad, sin embargo, provoca eritemá,
daño irreversible de la piel, escamación del estrato córneo y desnaturalización de sus
proteínas. Entre los homólogos de la serie de los^ ^alquil metilsulfóxidós; es el
decilmetilsulfóxido el que presenta mayor actividad ^promotora favoreciéndo la
absorción in vitro de nicotinato de sodio, tiourea, 5 fluorouracilo y naloxona. Estudios
recientes realizados han demostrádo ^la reversibilidad^de efectos dé este promotor, y que
son dependientes de la concentración utilizada. Distintos artículos publicadós han
revelado que este compuesto es éfectivo^ para moléculas hidrófilas pero no ^ para
moléculas lipófilas (Barry y Williams, 1995). ^ ^

2.- ^Tensioactivos:. los tensioáctivos se utilizan en determinadas formulaciónes
como (formas farmacéuticas, pesticidas .y formulaciones cosméticas): Sé clasifcan;
según la naturaleza del grupo hidrófilo dentro de la molécula, en anióniáos, catiónicos,
anfifilicos y no-iónicos

Numerosoŝ trabajos de investigación han demostrado que los tensioactivos
atiónicos y catiónicos, como él dodécil benzenosulfonato cálcico y magnésio lauril
sulfato, son: irritantes de la piel, hinchan el estrato córneo e interaccionañ coñ la ^
queratina produciendo daño tisular. ^ ^ ^ ^
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Los tensioactivos no-iónicos ( Tweeñ , Brij® o Span®) aumentan poco la
absorción de fármacos a través de la piel y la extensión de este efecto depende más de la
configuración del tensioactivo que del balance hidrofilico-lipofilico o de la actividad
superficial. También, se ha observado un incremento de la absorción de los fármacos
cuando se emplean tensioactivos con varias cadenas grandes de carácter hidrófilo (ej.
cinco o seis unidades de óxido de etileno). Por lo tanto, la efectividad del tensioactivo
depende de la facilidad con la cual las moléculas de . tensioactivos penetran las
membranas lipídicas. El poco daño tisular que produce los tensioactivos no-iónicos
radica en su mecanismo de acción para aumentar la absorción, modificando los
fosfolípidos que constituyen la piel (Ritschel y Hussain, 1988). Así, se ha comprobado
que el Tween® 20 (tensioactivo no-iónico) incrementa in vitro el.flujo de hidrocortisona,
lidocaína y 5-fluorouracilo.

3.- Ácidos grasos y ésteres: la absorcíón percutánea de fármacos se ha mejorado
considerablemente incrementada mediante el empleo de ácidos grasos de cadena larga
como el ácido oleico, linoleico, cáprico, laúrico, esteárico, palmitoleico y mirístico,

entre otros. ^ ^ ^

Diferentes estudios in vivo e in vitro han demostrado que el ácido oleico
incrementa la biodisponibilidad de la betametasona, favorece la absorción de
nicardipino y azidotilmidina. El ácido oleico imta la piel produciendo edema y eritema.
De los ácidos grasos que se han estudiado en un protocolo, . con el fin de ver la
influencia de la longitud de la cadena en la absorción de naloxona, es el ácido laúrico el
que presenta mayor efectividad. Las uniones dobles en posición cis de las cadenas alquil
incrementan la actividad del ácido graso. Este promotor también incrementa la
absorción de indometacina, testosterona y 5-fluorouracilo: •

Los ésteres alquílicos de los ácidos grasos actúan como promotores de la

absorción. El metil caprato incrementa la absorción de vitamina D3, minoxidil,
eritromicina, hidrocortisona y testosterona (Barry y Williams, 1995). También, se han
utilizado el etil oleato, cetil hexanoato y miristato de isopropilo como promotores de la
absorción, siendo este último compuesto muy utilizado en distintas formulaciones de
indometacina (Loth, 1991; Miyazaki y cols., 1994). .

4.- Promotores biodegradables: las pirrolidonas y sus derivados se consideran
como promotores potenciales de numerosos fármacos. Estos promotores ejercen mayor
efecto sobre fármacos hidrófilos que lipófilos. .

La N-metilpirrolidona (NMP) incrementa la absorción in vitro del ácido
mefenámico y la biodisponibilidad de betametasona en humanos. La 2-Pirrolodona y la
NMP originan en el estrato córneo reservorios del fármaco, aunque se ha demostrado
que ^producen eritema en algunos pacientes. La combinación •de NMP y 1-lauril-2-
pirrolidona, empleados como vehículos para la administración transdérmica de rojo
fenol y 5 fluoruracilo, aumentan significativamente la absorción de ambos compuestos.
A pesar de la marcada actividad promotora de este tipo de moléculas, su utilización esta
limitada debido al daño que producen en la piel, sobre todo a concentraciones altas.

La síntesis de análogos cíclicos de urea con el fin de obtener promotores seguros
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y biodegradables da lugar a ĉompúestos con la misma efectividad que el Azone® en
promover la absorción in vitro de indometacina a través de piel de serpiente ^y piel
humana (Barry y Williams, 1995). . . ^ ^

S. - Otróspromotorés de la absorción: los terpenos presentan un amplio espectro
de acción en el cámpo de^la medicina, sin embazgo,-son muy^pocos los que se utilizan
como promotores de la absorción. El 1,8- cineol (eucaliptol) ŝe ha.^.empleado como:
promotor de` la absorción, en estudios de cesión in ^vitro, de un gan número de fármacos ^
lipófilos. Además, el ^ 1-carvone y eugenol se han patentado como promotores de la
absorción. En estudios de cesión in vitro los terpenos (ej. carvone, mentol;.1;8-cineol y
timol) en solución etanólica al 50% incrementan el flujo de nicotina y tamoxifeno (Gao
y Singh, 1998). ^ .

^. Se han evaluado: distintos • terpenoides derivados ^ de ciclohexanona como
promotores de la absorción de indometacina y ketoprofeno en ensayos in vitro a través
de piel de animales (Gao y.Singh, 1998): También, se ha estudiado el efecto promotor,
sobre la absorción de gran número de fármacos, de compuestos que poseen. anillos
azacíclicos y terpenos acíclicos con cadenas hidrocarbonadas. Se ha observado que el
tamaño del anillo no influye en el efecto que poseen los promotores, aunque^ si ^lo; hace
la longitud de la cadena hidrocarbonada. (Okamoto y cols., ^1991). .. .^

• Los aceites esenciales de. eucaliptos, . ylang-ylang y chenopodium ^ se han
empleado como promotores de la,absorción de fármacos a través de piel humana. De
todos ellos, él más activo es el .eucalipto que posee "la capacidad de aumentar
significativamente ^ el coeficiente de permeabilidad .del 5-fluorouracilo. Un estudio
realizado sobre numerosos ciclo=monoterpenos y terpenoides, como: promotores del 5-
fluorouracilo, ha permitido concluir que los compuestos hidrocarbonados son menos
activos que los cíclicos (Williams. y Barry, 1995.). Los terpenos hidrocarbonados son
potentes promotores, entre elios destaca el limonano^que presenta la misma efectividad
que el Azone®. El mentol y la mentona incrementan la absorción^ del diazepam a través
de piel de rata; pero en menor medida•que los monoterpenos hidrocarbonados. .•^

Se ha estudiado la capacidad de los 12 sesquiterpenos ĉomo posibles promotores
de la absorción a través de la piel humana. Los promotores que presentan grupos
funcionalés de cazácter' polar son más potentes que los compuestos totalmente
hidrocarbonados ^y ^ los promotores^ con ^ menos estructuras^ ramificadas ^ son los más
activos. Este tipo de promotores ejerce una mayor duración de . efectos y. una pobre
reversibilidad de los mismos. ^

Lá urea sé caraĉteriza por^presentaz un moderado efecto queratolítico. La urea se .
encuentra disponible al ^10% en crema, ^ otorgándole a esta crema. el doble de su
capacidad para retener agua en el estrato córneo ^de la pieL. Diferentes estudios -han
demoŝtrado la capacidad de la urea de incrementar la actividad y la biodisponibilidad de .
la hidrocortisona y mejoraz ^la absorción in viva de indometacina. Otros. estudios hacen _:
referencia a la escasa eficacia de 1a urea como agente promotor de naloxona en ensayos
in vitro y del nicotinato^ de benzilo en ensayos in vivo: ^.. •. ^- •.^. ^

Las ciclodextrinas (CD) •son oligosacáridos cíclicos .de 6,7 u 8 unidades de
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glucosa, a-CD, ^i-CD y y-CD, respectivamente, que forman complejos de inclusión con
fármacos lipófilos aumentando su solubilidad.

En los últimos años se han publicado numerosos trabajos que ponen de
manifiesto la capacidad de las ciclodextrinas como promotores de la absorción. Estas
moléculas actúan transportando el fármaco desde el vehículo en donde se encuentra
formulado hasta la superficie de la piel, para absorberse, posteriormente, a través de ella
(Fromming y Szejtli, 1999). •

Las y-CD se han empleado paza aumentaz la absorción de beclometasona
dipropionato, puesto que incrementa la cantidad de fármaco que se cede desde el
vehículo en el que se encuentra formulado, debido a la complejación del fármaco con y-
CD. (Uekama y cols., 1985). También, se ha évaluado la relación in vivo/in vitro que
puede existir en la absorción percutánea de fármacos desde pomadas constituidas por
complejos de ^i-CD y 2,6-di-O-metil-(3-CD (DIlVIEB) con prednisolona. La cantidad
cedida desde estas formulaciones podría explicarse por un incremento en la solubilidad
aparente del fármaco en la fase.acosa de la pomada mediante la formación de complejos
de incluŝión (Fromming y Szejtli, 1999).

Algunos autores han investigado la efectividad de los derivados de
ciclodextrinas como promotores de la absorcíón. El efecto de soluciones de 2-
hidroxipropil-^i-CD sobre la permeabilidad^ del eŝtradiol a través de piel de ratón fue
mucho mayor que la que presentaba en una solución de propilenglicol y ácido oleico.
Además, se ha estudiado el efecto de la (3-CD sobre la absorción percutánea del
tolnaftato, observándose uñ incremento de la concentración del fármaco en la piel y un
aumento en la concentración en sangre en compazación con el control (Fromming y
Szejtli, 1999).

Los estudios de absorción in vitro, a través de piel de ratón, han permitido
evaluar la influencia en la absorción que ejerce la formación de complejos entre la
dexametasona, empleada como modelo de fármaco, y(3-CD e hidroxipropil-^3-CD. Se
ha observado un incremento en la permeabilidad del fármaco a través de la piel debido a
la complejación con ciclodextrinas. (Lopez y cols., 2000).

Las lecitinas y el colesterol se pueden emplear, formando pazte de una forma
farmacéutica, como promotores de la absorción con el fin de modificar las propiedades
de barrera y mejorar la absorción de fármacos que se administran a través de la piel.

La lecitina está constituida por una mezcla de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fitoglicolípidos, otros fosfátidos, carbohidratos,
triglicéridos y otros componentes (Handbook, 1994). Mediante el empleo de las
lecitinas, como promotores de la absorción, se ha logrado aumentar la permeabilidad de
numerosos fármacos. Así, mediante el empleo de lecitinas de yema de huevo, lecitinas
de soja comerciales (Epikuron o Capcithin), o mezclas de fosfatidilcolina y
glicosilceramida incorporadas en distintas formulaciones (Kimura y cols., 1989;
Willinlann y cols, 1992; Bhatnagar y Vyas, 1994; Valenta y cols., 2000), se ha
conseguido mejorar la absorción del diclofenaco, teofilina, dinitrato de isosorbide,
broxaterol, escopolamina, ácido flufenámico, dextrometorfano, difenhidramina,
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propanolol y ketoprofeno.

Al igual que las lecitinas, el colesterol se emplea como promotor de la absorción.
Sin embargo, ^ parece ser que este ^compuesto . sólo aumenta^ la permeabilidad de
moléculas hidrófilas debido.a que el colesterol, incorporado en la^formulación, penetra a
través de la piel y se inserta entr.e las ceramidas (Brain y Walters, 1993).. Para producir.
este efecto, el colesterol requiere más espacio. que cualquier, otra molécula ya que
presenta un esqueleto esteroídico, rígido y plano. Los grupos polares del colesterol
favorecen un incremento de la permeabilidad por su interacción con el agua. Parece ser
que, ^ desplaza a loŝ . grupos. polares de ^ las cerarnidas incrementando el . espacio de
hidratación: Así, aumenta la solubilidad de:^las sustancias polares en estos dominios
como consecuencia del .efecto hidratante del :colesterol.. Se ha , publicado .que el
colesterol, formando parte de: . microemulsiones, , aumenta la permeabilidad de
difenilhidramina (SchmalfuB y cols., 1997). ^ . . .

Promotores de la absorción . Mecanismos. de acción
1. Solventes . . ^ ^

Agua

Alcohol
^ . Cadena corta (C2-Cs)

Cadena larga (> C6)
Azone®
Moléculaŝ cón grupo amida
Dimetilsulfóxido ^DMSO)
2. Tensioactivos
Aniónicos - '
Catiónicos
No-iónicos

3. Acírioŝgrasos y esteres
Ácidó oléico ^ - ^
Miristato dé isopropilo ' ^
4. Promotores biodegradables
Esteres de alquilo
Ureás cíclicas insaturadas
Alquil N,N^ialquilaminoacetatos
N-(2-hidroxietil)-2pirrolidonas
Ácido s-aminocaproico
S. Otros. ; .
Terpenos . ' . .

Colesterol .
Pirrolidonas .
Compueŝtos de ureá
Fosfolipiclos ^ ^
Ciclodextriñas

Hidratación, asociación con los . grupos lipídicos,
hinchamiemo de la queratina. .

ÉxEracĉión li.pídiĉa (ó hinchamiénto). ^
^ Desirneĝración de ta bicápa ^lipídiĉa.
'Rotiu^a dé'la bicápá lipídica. ^ ' ^
Iúteracción lipídica: ^

" E^árácción lipídica, perdida de células córneas.

Interacción con proteínas. . .
Unión con proteínas de la epidermis.
Incremento en la fluidez de la membrana, solubilización
Yextracción lipídica. .

hrteraóción lipídica ^ ^ ^ ^ •
Interaĉción lipídica. .

Incrementa la fluidez de los lípidos.
lirteracción con los lípidos del estrato córneo.
Interacción con lípidos. . . . . -
Ínteracción con los lípidos de la piel..
Interacción con lós lípidos de la piel.

Ratura del_ dominio lipídiĉo, incrementa de la partiçión
del fán^naco.
Interacĉión ĉoii grupos pólaréŝ de lás ĉeramidas ' ^
Hidrátación de la piel; interacción cóñ proteínas.
Hidrataóión del éŝtrato cóméo, qi►eratolisis: '
Propiédadeŝ de loŝ teñsioactivos ^ ^
Inĉiusión eiYtre los compoñeirtes de la piel.

Tabla IV. Promotorés de la absórción de fármácos y posibles mecanism^s de acción. '

- b) Inĉremento de la,^perm^abilidad mediánte métodos fisicos: .las principales



Parte Teórica Absorción Transdérmica de Fármacos 43

fuerzas fisicas estudiadas por su capacidad de aumentar la permeabilidad de la piel son:
la electricidad y los ultrasonidos. Una de estas técnica.s utiliza la electricidad con el fin
de incrementar la permeabilidad de la piel: iontoforesis; y la otra técnica emplea los
ultrasonidos: fonoforesis o sonoforesis. .

- lontoforesis: es una técnica moderna basada en la aplicación de un campo
eléctrico sobre la piel. Así, las moléculas de fármaco cargadas positiva y negativamente
son repelidas por el electrodo con la misma polaridad (ánodo (+) y cátodo (-))
produciéndose el movimiento de las mismas hacia la piel y por lo tanto incrementando
su permeabilidad.

La iontoforesis se caracteriza por ser una terapia no invasiva, y por ello ha tenido
bastante aceptación en los distintos campos de la medicina. A parte de su aplicación en
tratamientos a nivel tópico (Glass y cols., 1980; Singh y.cols., 1993), la iontoforesis se
está utilizando, frecuentemente, para obtener efectos a nivel sistémico. Además, permite
controlar la cantidad cedida de fármaco que se administra a través de la piel. Esta
técnica permite aumentar la permeabilidad de fármacos que se encuentran ionizados a
pH fisiológico, que posean un tamaño molecular grande y que sean de naturaleza
hidrófila. Las proteínas y los péptidos pertenecen a esta clase de moléculas. La
iontoforesis ha resultado ser. eficaz en incrementar la absorción a través de la piel de
polipéptidos con carga (Meyer y cols., 1990). También, se ha empleado exitosamente
con beta-bloqueantes como el propanolol y metoprolol (Kalia y cóls., 1998).

- Sonoforesis: esta técnica se basa en la migración de las moléculas de fármaco a
través de la piel intacta cuando son sometidas a perturbaciones ultrasónicas. El
mecanismo por el que esta técnica aumenta la permeabilidad de los fármacos a través de
la piel se desconoce todavía, a pesar, del uso frecuente de la sonoforesis en terapia
clínica. Parece ser que el incremento de la permeabilidad se produce como resultado de
alteraciones térmicas, mecánicas y químicas de los tejidos biológicos cuando son
inducidos por ondas ultrasónicas (Tyle y Agrawala, 1989; Mitragotri.y cols., 1995).

Esta técnica produce daño celular (Levy y cols., 1989) y además, afecta a la
organización de la estructura lipídica del estrato córneo. También, produce fenómenos
de oxidación, hidrólisis y despolimerización como consecuencia de la exposición a los
ultrasonidos.

La fonoforesis se emplea, en tratamientos tópicos, para aumentar la
permeabilidad de la piel a determinados fármacos. Se ^ ha estudiado su capacidad para
aumentar la permeabilidad de anestésicos (Hsu y cols., 1991), proteínas y péptidos
(Tachibana, 1992) con el objetivo de alcanzar efectos sistémicos. ^

- Incremento de la actividad termodirrámica del fármaco: se trata de un método
fisico que se emplea para aumentar la permeabilidad de las moléculas mediante el
incremento de su actividad termodinámica. La actividad termodinámica de un fármaco,
disuelto en un solvente o en un polímero, está relacionada con el tipo y el grado de
interacción con el solvente o el^ polímero. Las interacciones fuertes están asociadas a
baja actividad y las débiles a alta actividad. Algunas investigaciones pusieron de
manifiesto la posibilidad de incrementar la actividad tenmodinámica del fármaco,
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seleecionando ,los solventes . adecuados en el vehículo para facilitar^ el transporte del
fármaco. hacia el estrato córneo (Higuchi, 1960; Poulsen y cols., 1978). ..•

Por otra parte, se ha acentuado el interés por incrementar la actividad
termodinámica de los fármacos en solución, empleando la supersaturación como
fenómeno ñsico .para aumentar la permeabilidad de un fármaco (Kondo y• cols:, 1987;
Megrab y cols., 1995). En los. primeros estudios realizados, basándose en el fenómeno
de saturación, se emplearon sistemas de solventes constituidos por solventes volátiles y^
no volátiles y membranas artificiales. De.esta manera se lograba incrementar el. flujo de
hidrocortisona a través de estas membranas por evaporación del solvente volátil.
También, se ha conseguido aumentar el flujo del minoxidilo a través de piel humana en
ensayos de cesión in vitro: (Chiang y cols., 1989). .. ^ ^^

Sin . embargo, • en todos estos estudios en los que se produce . evaporación del
solvente volátil, después .del incremento •en .la absorción del fármaco a través de la
membrana,. se produce una disminución de dicha absorcióñ debido a fenómenos de
cristalización. ^Se ha logrado mejorar la ábsorción, desde estos •sistemas de solventes, .
mediante la adición de polímeros que impiden la formación de cristales (Kondo y^ cols `, ^
1987). Posteriormente, se han empleado mezclas binarias de propilenglicoVagua en ^
diferentes ^ porcentajes .en presencia de .un polímero antiagregante, ^ dando • lugar . a las
soluciones saturadas • que aumentan ^ la permeabilidad de hidrocortisona y piroxicam
(Davis y Hadg&aft; .1991; Megrab y cols.,1995). . . ^ • - ^

2. S: 2. - Empleo de formas farmacéuticas o/y dispositivos terapéuticos para mejorar la
absorĉión transdérmica de fármacos • . .

La absorción transdérmica de fármacos incorporados en •una forma farmacéutica
depende de dos -procesos que ocurren- consecutivamente: 1) liberación del fármaco
desde la^formulación y 2) absorción a través de la piel en el^ lugar de administración
(Shima y cols., 1981). Por lo tanto, un incremento en la cesión del fármaco desde la
formulación hacia la piel se:traduce, normalmente;. eri un aumento en ^la absórción
percutánea. La cantidad. de fármaco cedida . desde - la formulación depende . de las
características fisico-químicas del vehículo y el fármaco. ^ ••^

Algunas formas farmacéuticas mejoran o potencian la absorción de fármacos a
través de •la piel. Sin embargo, el efecto promotor que antiguamente. se atribuía a las
características de las fornaas farmacéuticas, en ocasiones, no se debe por completo a
estas sino. a excipientes concretos^ que se incorporan en estas formulaciones y que. se •
comportan, simplemente, como • promotores de la absorción (Irwin y cols., 1990; Liu y•
cols., 1992).

.- Pomadas: este tipo de fonmulaciones permite la incorporación de diferentes
fármacos y su posterior cesión desde el vehículo haĉia la superficie de la piel• con el fin
de. absorberse a través de la misma. La base que forma.parte de las pomadas constituye^
un factor importante en la cesión y absorción de los fármacos. . ^ ..
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^ Estudios previos realizados en humanos han aportado^ información sobre la
influencia de la naturaleza fisico-química del vehículo en el cual el fármaco es
formulado para que pueda absorberse a través de la piel. Estos estudios han sugerido
que la formulación de pomadas se puede ajustar con el fin de optimizar la absorción de
los fármacos (Realdon y cols., 1996).

Para demostrar lo expuesto anteriormente, se ha seleccionado como base una
emulsión de tipo o/a para estudiar el efecto del tensioactivo sobre la cesión de distintos
fármacos. Se ha comprobado que un incremento en la concentración del tensioactivo
aumenta la cesión de los fármacos. Este fenómeno ya ha sido observado por otros
autores con fumacos incorporados en pomadas (Ezzedeen, 1990). Además, un
incremento en la concentración del fármaco favorece su cesión desde este tipo de
formulaciones.

Otros autores han utilizado otro tipo de bases constituidas por ácidos grasos de
propilenglicol (Lin y cols., 1996), polietilenglicol, eutanol y glicerol (Realdon y cols.,
1996), lográndose en todas las formulaciones un aumento de la cesión del fármaco y por
lo tanto de su absorción. La mayor o menor cesión de un mismo fármaco formulado en
diferentes bases dependerá del coeficiente de reparto aceite/agua, ya que es el
responsable de las interacciones fisicas entre fármaco y excipiente.

La incorporación del ácido bifenilacético a una pomada hidrófila formando
complejos con ciclodextrinas ha mejorado la cesión y la absorción de este compuesto.
El incremento en la cesión y absorción del ácido bifenilacético, se debe a un aumento de
su solubilidad en el vehículo como consecuencia de la formación de complejos del
fármaco con ciclodextrinas (Arima y cols., 1996).

- Emulsiones: las emulsiones son sistemas dispersos de dos fases inmiscibles
donde la fase interna y la externa son líquidas. El tamaño de la fase interna varía entre
0,5 y 100 µm. Las emulsiones pueden ser oleo-acuosas (o/a) o acuo-oleosas (a/o).
También, hay que destacar la existencia de las emulsiones múltiples constituidas por
tres fases, pudiendo ser oleo-acuo-oleosas (o/a/o) o acuo-oleo-oleosas (a/o/a).

Las emulsiones destinadas para uso externo se clasifican en función de la forma
farmacéutica en linimentos, lociones, cremas y otros preparados. Las emulsiones
dermatológicas para uso externo constituyen el grupo más importante de las emulsiones
utilizadas en farmacia y medicina. Ambos tipos de emulsiones o/a y a/o se utilizan
frecuentemente por sus propiedades terapéuticas y como vehículos para la absorción de
fármacos a través de la piel. Este tipo de formulaciones presenta gran interés debido a la
gran aceptación por parte del paciente. La consistencia puede variar considerablemente
desde preparados líquidos (lociones y linimentos) hasta preparados semisólidos
(pomadas y cremas). Las emulsiones o/a se caracterizan por extenderse fácilmente sobre
la piel, mezclarse bien con los exudados y etiminarse sin ningún tipo de problema del
lugar de administración. Las emulsiones a/o presentan la ca.pacidad de hidratar la piel
por oclusión, constituyendo un factor importante en la absorción de fármacos.

Numerosos estudios han demostrado que los fá^macos incorporados en
emulsiones son capaces de absorberse a través de la piel en mayor extensión que las
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forma tópicas habitualmente empleadas. Bstas formulaciones han logrado aumentar la
permeabilidad de fármacos anti-inflamatorios esteroídicos y no esteroídicos, anestésicos
y antipsiĉóticos (Schawartz y cols., 1995). '

Las emulsiones múltiples se cazacterizan por presentar un gran número de
aplicaciones debido a su capacidad de incorporar moléculas lipófilas o hidrófilas en
función de que la emulsión sea o/a/o o a/o/a, respectivamente: Este tipo de emulsiones
puede constituir sistemas potenciales paza controlar la liberación de diferentes fármacos.
Se han realizado estudios in vitro, que,confirman la eficacia de la ŝ emulsiones múltiples
como sistemas .que controlan la cesión y favorecen la absorción de fármacos lipófilos e
hidrófilos a través de la piel (Mishra .y Pandit, 1990; .Ferreira y cols., 1995; Sela y
cols., 1995).. , . . ^

- Geles: son muy utilizados como vehículos dermatológicos. Los oleogeles,
hidrogeles y. geles constituidos por agua, aceite y uno o más tensioactivos se emplean
frecuentemente en cosmética y para la incorporación de fármacos, con el fin de
aumentaz su permeabilidad a través de la piel y^así^ alcanzar efectos sisténúcos (De Vos
y cols., 1991).. .

En este tipo formulaciones es frecuente el empleo de cosolventes, tensioactivos
y solventes orgánicos que actúan por un lado formando parte del vehículo y por otro
como promotores, de la absorción de los fármacos.administrados (Chiang y cols., 1989;
Irwin y cols., 1990; Nishíhata y cols., 1990; Liu y cols., 1992). ^ ^ ^

La mayoría de los geles empleados como vehículos paza incrementaz ' la
permeabilidad del estrato córneo a los fármacos incorporados en estas formulaciones
son hidrogeles, en los que se han incorporado distintos fármacos como indometacina
(Nishihata y cols., 1990; Miyazaki y cols., 1995), diclofenaco sódico (Ho y cols., 1994),
oestradiol (Vermiere y cols., 1996) y ketoprofeno (Shah y cols., 1996). ^ ^

. También se han formulado geles .que actúan como vehículos capaces de facilitaz
la solubilización del fármaĉo y favorecer la cesión del mismo desde la formulación
hacia la piel. EI resultado final es una mejora de la absorción del fármaco (Santoyo y
cols.; 1996}. . ^ . ^ . ^

- Liposomas: se. caracterizan por ser de gran interés como sistemas de liberación
de fármacos. Sus principales propiedades son la biocompatibilidad y biodegradabilidad: •
Ocasionalmente, los liposomas son capaces de actuar eomo sistemas de liberación
controlada de . fármacos (Masini y cols, ^1993). .y de interaccionar con células
(endocitosis).. Lo5liposomas, también, se emplean como sistemas de admxnistración de
fánnacos a;través de.la piel (Komatsu y cols:, 1986). ..:

Los resultados contradictorios obterúdos en distintos estudios no permiten
esclarecer los factores que influyen en la.interacción de los liposomas con la piel. E ŝtos
factores desempeñan un papel muy importante en la. eficacia del transporte de fármacos
a través de la piel. Los estudios de cesión in vitro con piel humana han permitido
esclazecer los dos tipos de interacciones que se producen entre la piel y los liposomas
(Vora, y cols., 1998): Estas interacciones son: 1) los^liposomas en contacto con la piel
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se agregan, funden y se adhieren a la superficie de la célula. Esta interacción parece que
provoca un elevado gradiente de la actividad termodinámica del fármaco en la interfaz,
existente entre el liposoma y el estrato córneo, que es la fuerza responsable para que los
fármacos lipófilos atraviesen el estrato córneo; 2) este tipo de interacción da lugar a
cambios ultraestructurales de las regiones lipídicas intercelulares del estrato córneo y
sus capas más profundas. Además, en la interacción entre los liposomas y la piel
intervienen una serie de factores como la deshidratación del liposoma, naturaleza del
fármaco, tamaño y composición del liposoma y factores biofisicos (Vora, y cols., 1998).

Se ha demostrado la eficacia de este tipo de formulaciones como sistemas
portadores .y promotores de la absorción de diferentes fármacos como el ketoprofeno
(Valenta y cols., 2000) y diclofenaco sódico (Calpeana y cols., 1999). Este efecto
promotor puede incrementarse cuando se incorporan en la formulación tensioactivos no
iónicos (El Maghrabi y cols., 2000).

- Microemulsiones: estas formulaciones presentan una serie de. ventajas con
respecto, a las formulaciones anteriormente mencionadas: 1) son temodinámicamente
estables por lo que las propiedades de la formulación no dependen de las condiciones
empleadas durante el proceso; 2) una vez formadas es muy dificil la aparición de ^
fenómenos de separación de fases; 3) funcionan como "supersolventes" para
determinados fármacos, pudiendo incrementar notablemente su solubilidad (Gasco y
cols., 1991).

En determinados casos se han observado interacciones entre el fármaco y los
componentes de la microemulsión. Concretamente, la doxorrubicina forma complejos
lipófilos con los tensioactivos de una microemulsión o/a, incrementando el efecto
reservorio del fármaco en la fase oleosa y haciendo más lenta la difusión del fármaco a
la fase acuosa (Eccleston 1994). ,

Se ha estudiado . el efecto potencial que presentan las microemulsiones para .
actuar como sistemas de liberación sostenida de fármacos administrados a través de la
piel. Con el fin de estudiar la utilidad de estas formulaciones, se han incorporado
fármacos de diferente lipofilia como el propanolol, felodipino y nortriptilina en la fase
interna de microemulsiones o/a y a/o (Trotta y cols., 1997; Ktistis y Niopas.,1998;
Moreno y cols., 2000). . . .

- Parches transdérmicos: son de aplicación tópica y actúan de soporte de
principios activos con acción sistémica, permitiendo una cesión prolongada de los
mismos. Están constituidos por: 1) un módulo de liberación constituido generalmente
por material polimérico, y consta de un depósito de principio activo y un sistema que
controla la cesión; 2) sistema afianzador que es un adhesivo hipoalergénico que se
encuentra en contacto con la piel; 3) envase, formado por dos láminas impermeables y
flexibles herméticamente selladas, rodeando completamente al sistema. Este tipo de
sistemas se clasifican en tres grupos: sistema de depósito y reservorio, sistema matricial
y sistema mixto.

Entre los principios activos incorporados a este tipo de formulaciones que se
encuentran comercializadas destacan la nitroglicerina, administrada una vez al día para
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el tratamiento .de la angina de pecho (Transderm-Nitro^; estradiol; administrado dos
veces por. semana para el^ alivio de los^ síntomas ^ premenopausicos (Estraderm®); ^
nicotina,^ administrada cada 16 horas como tratamiento ĉoadyuvante a uri programa de ^
deshabituamiento ..de fumadores (Nicotians®); clonidina, administráda una vez ^ a^ la ^^
semana para la^ hipertensión (Catapress=TTS®) y él nitrendipino qué se encuentran eñ ^
fasé de experiméntación (Theeúwes, y cols,^ 1991; Ruan y cóls., 1992; Walters, 1995).

2.6: Cinéticas de absorción.

^ En el proceso de absorción percutánéa, el iumaco depositado en la supérficie dé ^
la piel átraviesa él e ŝtrato córneo, `la épidermiŝ viable, la dermis y finalménte Ilegá al '
torrente circulatorio. La entradá al sistema circulatorio se producé a distintos niveles de
la dermis, debido a la distribución heterogénea de los vaso ŝ que la ĉonstituyen. ^

• Aunque la absorción percutáneá es^un'proceso con varias etápas,` la resi ŝtericia a
la abŝorción a^través de esta barrera no está^ iguálmente distribuida ^én todas ^las capás
que Ia constituyen. Numerosos éstudios han demóstrado que, én la mayoría de lo ŝ
fármacos, el pasó a través ^del estrató córneo constituye la etapa limitante' (Franz y
Lehman, 1995). Las cinéticas de absorción de fármacos a travé ŝ de la piel^^ se púeden ^
entender, si se consideran y compreñden las^ cinéticas de movimiento de los fárma.cos a
través del estrato córneo. - '

2. 6:1. - Dosiŝf rritas

En ' primer lugar debe éstableĉérse, de forma clara, la diferencia entre la
administración tópica de fármacos que tiene como objetivo óbtener efectos^terapéŭticos'
en el lugar de aplicación, y la administración transdérmica de fármacos que tiene como
fin obtener efeĉtos terapéuticós en lugares distantes del lugar de apli ĉación. '

^ La máyória de las formas farmácéuticaŝ de admiñistración tópica, a excepción de
los sistemas transdérmicós, se administran sóbre la piel^ en pequeñá ŝ dosis. Así, pará
cremáŝ y pomadas la eantidad de fórmulacióñ administrada' es de '2-3 mg/cm2 siendo
únicamente la cantidad de fármaco presente de microgramos, a estó se Ie denomina
dosis finita. Generalmente, en este tipo de formulaciones los excipientes se volatilizan o
se absorberi' a trávés de la piel a^ los poĉós minutos de la administración de la forma
farmacéútica;^ itó apreciándóse ninguna evidéncia ^de su aplicacióñ: El fármacó se
localizará en^alguna de las capas^microscópicas súperficiales que cóastituyen el estrato
córñeo. ^ . . . . . . ,

La ecuación qúe define la difusión para una dosis finita es lá siguiénte:

• . ^ ' ^ : • ^ ^ e_vaÁr

.J = 21pDCo ^ "
,^, sen a"h h(añ + 12 )+ 1
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an=(ah tan ali)'n=1h

1=P
v

donde:

J= velocidad de absorción.
D= coeficiente de difusión.
Co= concentración a t= 0.
p= coeficiente de partición.

.. v= espesor de la formulación administrada. .
h= espesor del estrato córneo.
n= número de partículas.libres

El flujo de un fármaco administrado a dosis finita desde la superficie de la piel
hacia la epidermis y posteriormente hacia el sistema circulatorio sigue el modelo
mostrado en la figura 7A.

A
Extenor

J

c

t

^gura 7. A) Dibujo esquemático que representa la adminisbación de una jorma farmacéutica con dosis
frnita sobre una ĉelda de difusión in vitro en la que se ha utilizado como membrana piel. B) F7ujo teórico
del fármaco desde la formulación hacia el interior del jluido del compartimento receptor.

El proceso se puede dividir en tres etapas como se indica en la figura 7B:

1. Etapa de latencia. Se caracteriza por un periodo inicial donde no se produce
absorción. Posteriormente, el fármaco difunde desde la formulación administrada hacia
el estrato córneo pero sin atravesar todo su espesor, por lo que no se produce la entrada
al torrente circulatorio (in vivo) o al fluido que forma parte del compartimento receptor
(in vitro). Existe un aumento significativo de la difusión del fármaco en la interfaa
constituida entre la formulación y el estrato córneo. Débido a este fenómeno, la cantidad
de fármaco depositada en la piel se absorbe en elevado porcentaje a los pocos minutos.
No obstante, el fármaco no alcanza las capas más profundas que constituyen la piel,
siendo el flujo nulo. Con el paso del tiempo aumenta la cantidad de fármaco que
desaparece desde la superficie de la piel y el flujo continúa siendo nulo. Finalmente, se
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produce un aumento de la concentración del fármaco en la píel, y su concentración es
mayor en las capas externas que^ en las internas. La concentración del fármaco en las
capas internas de la piel constituye la fuerza que origina el flujo hacia los tejidos más
profundos, y el tiempo invertido durante este proceso será exactamente igual al tiempo
necesario para que se detecte el flujo.

2. Fase ascendente. A medida que aumenta el tiempo, el fármaco es' ĉápaz de
atravesar todo el espesor del estrato córneo para absorberse posteriormente en la
epidermis y dermis hasta llegar a los capílares. De esta mañerá sé pueden determinar las
concentraciones del fúmaco a nivel plasmático en estudíos in vivo; ó a nivél del fluido
receptor en ensayos in vitro. Mientras tanto, aumenta la cantidad de fármaco en las
capas más profundas de la piel debido a su aporte desde la supérficie, e incrementa la
velocidad del flujo desde estas capas a capas más internas y al tórrente ^circulatorio.

Todo esto se traduce en un incremento de la pendienté en la porción lineal, del
perfil obtenido al representaz el flujo frente al tiempo (Figura 7B).

3. Fase descendente. Obviamente, la difu ŝión del fármaco desdé el lugaz de
administración hacia el estrato córneo no puede continuar indefinidamente ya qtie la
dosis administrada 'es finita: El aporte continuo del fármaco que se absórbe desde lá ^
superficie a través de la piel se interrumpe. En condiciones de dosis finita; un fármaco
presenta su máxima concentración en el momento de su administración, disminuyendo,
posteriormente, la concentración con el tiempo. El tramo descendente de la curva
(Figura 7B) refleja una disminución de la concentración del fármaco en el estrato
córneo y por lo tanto un descenso de la concentración en la superficie de la piel. El
descenso en la curva de absorción se origina porque no se puede mantener el flujo que
se produce hacia el compartimento receptor (in vitro) o hacia el torrente circulatorio (in
vivo) con el flujo existente en el interior de los tejidos que constituyen la piel.

2. 6. 2. - Dosis infinitas

La absorción percutánea de fármácos se caracterizá principalmente por la
administración de dosis finitás, originándose un fenómeno de estado no-estacionario,
donde el flujo aumenta hasta alcanzar un máximo y posteriormente disminuye. Este tipo
de situación es la más parecida a la que se puede producir en la administración clínica
de fármacos. . , .

Sin embazgo, . la administración de dosis infinitas, con el fin de obtener una
veloĉidad de absorción constante, se emplea frecuentemente en los laboratorios como
herramienta de. investigación. Además, ofrece una .serie de ventajas entre las que se
encuentran la simplicidad. ,

El empleo . de dosis infinitas. ha constituido durante mucho: tiempo la propuesta
predominante en el estudio de la permeabilidad de las membranas , y: . también , en el
campo de la absorción percutánea. La cantidad de fármaco administrada sobre la .piel
constituye el principal factor para determinar la absorción de cinéticas estacionarias o.
no-estacionarias durante el proceso de absorción. En teoria, cuando se administran dosis
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finitas, la ca.ntidad de fármaco se absorbe hasta un determinado momento dando lugar a
una cinética no estacionaria. Con el tiempo no habrá más cantidad de fármaco que
pueda absorberse, y la cinética corresponderá a la mostrada en la figura 7B. Sin
embargo, si la dosis es infinita se produce una velocidad de absorción constante (Figura
8).

Los fármacos con muy baja permeabilidad constituyen una excepción, ya que
incluso la aplicación de una pequeña dosis da lugar a una velocidad de absorción
constante.

F"igura ^ Representación esquemática de una celda de difusión in vitro "side by side "con aplicación de
dosis infrnita. Representación gráfica del experimento: L Cantidad acumulada de f'armaco en el
compartimento receptor frente al tiempo, ^ I^elocidad de absorción hacia el comparámento receptor
frente al tiempo.

Las ecuaciones que describen la velocidad de absorción en el estado estacionario
se obtienen a partir del desarrollo matemático de la 1 a ley de Fick. La primera ley de
Fick de difusión considera el flujo como la cantidad de fármaco (Nn que atraviesa la
sección (S) de la barrera, por unidad de área, en la unidad de tiempo (t).

Ecuación 1:

J=-D^
^ac

donde:

M = masa (g)
S= superficie de la membrana (cm2)
t = tiempo (s) ^
J = flujo (moles 6 g/cm2 •seg)
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El flujo es proporcional al gradiente de concentración que atraviesa la sección:

Ecuación 2:

J_^M

S^t

donde:

^ C="conceiitráción dé fármáco que difiindé (g/cm3)": '' '
x= distancia (cm), medida perpendicularmente a la barrera.
D= coeficiente de difusión o difusividad de la sustancia que se absorbe

(cm2/s).

Matemáticamente, el signo negativo signif ca que el flujo se produce hacia la
zona de menor concentración. El coeficiente ^ dé 'difusión (D) no siempre permanece
constante. Se ve afectado por la temperatura, presión, las propiedades del solvente y la
naturaleza química y concentración del medicamento que difunde.

Además, al no ser la membrana biológica uniforme en todos sus puntos (presenta
poros de distinto tamaño), tener distinto espesor y, probablemente, composición
variable, D y x variarán de un lugar a otro, por eso es mejor considerar el valor medio de
los mismos.

Para conocer el cambio que sufre la concentración de fáimaco que se absorbe en
un punto de la membrana utilizaremos la 2" ley de Fick. Esta ley es la afirmación
matémática fundamental de la difusión y se puede aplicar en la mayoría de las
situaciones experimentales.. La concentración de las moléculas .que difunden en un
volumen determinado, cambia con el tiempo (^c/&), así como el flujo de la cantidad
difundida cambia con la dístancia (&I/cSx, en la dirección x):

Ecuación 3:

^_. f1
^ 8t &^c

Diferenciando la ecuación 2 con respecto a x, se obtiene:

-^ =DSZc
^x &xZ

Ecuación 4:

A1 sustituir SclSt de la ecuación 2 en la ecuación 3 se obtiené la segunda ley de
Fick que expresa la difusión sólo en una dirección, x:
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Ecuación 5:

8c - D 8zC
8t &rz

Esta expresión matemática establece que la velocidad con que cambia la
concentración con el tiempo en un punto dentro de un campo difusional es proporcional
a la velocidad con que cambia el gradiente de concentración en ese punto.

La solución de la 2° ley de Fick bajo situaciones experimentales
unidimensionales, como es el caso de los estudios de absorción percutánea in vitro,
donde el incremento en la concentración se mantiene constante durante todo el ensayo
(asumiendo que la dosis es infinita) y el compartimento receptor mantiene condiciones
"sink" (compartimento receptor se mantiene a concentración cero) viene dada por la
siguiente ecuación: '

Ecuación 6:

^
C = Co x +? ^-° cos(n^c)sen(n^)e-"'n'D`lh'

h ^c „_, n h

donde:
Co = concentración a tiempo cero (se asume que es constante).

Las condiciones limitantes que se establecen son:

- C= Co a x = 0(superficie en contacto con el fármaco que difunde). Se asume
que esta condición es verdadera durante toda la duración del ensayo.

- C= 0 paza todo x> 0 y t= 0. A1 inicio del experimento el fármaco que difunde
se localiza en la superficie.

- C= 0 paza x= h y para todo t. Se asume que la concentración del fármaco que
difunde, en la sŭperficie de la membrana que esta en contacto con el fluido
receptor es cero.

La ecuación 6 nos permite calculaz la cantidad acumulada de fármaco que
difunde por unidad de área (Q) que pasa a través de la membrana en un tiempo t, dando
lugar a la siguiente ecuación:

Ecuación 7:

DCot hCo 2hCo ^ (-1)" _n2ar2Di/h^
Q = - - --e

h 6 7rz "_^ nz

Para t^o, la ecuación 7 se aproxima a una línea recta que viene dada por la
siguiente ecuación:
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Ecuación 8:
2

Q=Dĥ°(t-^D)

La ecuación 8 refleja la situación donde la difusión ha alcanzado el .estado
estacionario, es decir, la cantidad que se ab ŝorbe por ^ uñidad de área és constante, El
flujo en el estado estacionario viene dado por: ^ ^. ^ ^

Ecuación 9:

En esta ecuación la pendiente ,correspondiente a la representáción gráfica de Q
frente al t, después de alcanzar el estado estacionario será igual a J. Si extrapolamos la ^
recta originada en el estado estacionario al eje de abcisas, obtenemos el siguiente valor
de tt: . '

Ecuación 10:

_ h2

t' r 6D

Al valor de tl obtenido, por extrapolación de la recta con el eje de abcisas, se le
denomina "lag time" o tiempo de latencia, A partir de. tl se .puede calcular el coeficiente
de difusión (D) conociendo el espesor de la membrana.

Ecuación 11:

D_h

. ótt

EI "lag time" o tiempo de latencia junto con el flujo en el estado estacionario,
nos permite éstimar tódas lás démás variables que ĉontr^lan él proceso. de difusión.

En la mayoría de los ensayos de difusión, se mide la concentración en el
compartimento donador Co ; que se encuentra en contacto con la membrana. Sin
embargo, la concentracióri existente én la primera ĉápa que coñstituye la membrana, Co,
se puede calcular si se conoĉe el cóeficienté dé difuŝión del ^fármaco qúe difunde entre .
el compartimento donador y la membrana. Estas dos concentraciones se encuentran
relacionadas entre sí:

Ecuación 12:
Co=Có K

donde K es el coeficiente de reparto entre la membrana y el compartimento
donador. ^ ^ ^ '
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Por consiguiente, el flujo en el estado estacionario se puede obtener a partir de la
siguiente ecuación:

Ecuación 13:
dQ DCo K

J=-=
dt h

En la figura 9 se representa esquemáticamente el procedimiento de evaluación
del proceso de absorción para una dosis infinita.

Estado
estacionario

A B

Mr--'$M°^i ^i^T^/^e=p(-1/4T)

T=Df162

J=(DCo ^/h

1^`/óta,s

F':gura 9. Diagrama para la evaluación de la absorción percutánea de fárn^acos mediante la
administración de dosis infinitas (sistemas de administración transdérmicos) o dosis finitas (pomadas). A.
estado de transición. B. Estado pseudo-estacionario. G Estado estacionario Mt cantidad absorbida a un
determinado t. M°= cantidad total de fármaco en el compartimento donador. T= tiempo normalizado.
t,^= periodo de latencia. D= coeficiente de difusión. h= espesor de la piel. Co = concentración en el
compartimento donador. J= flujo en el estado estacionario. K= cceficiente de particibn piel / vehículo.

Debido a la dificultad inhérente en la determinación del coeficiente de reparto
del fármaco entre el compartimento donador y el estrato córneo, el proceso de absorción
percutánea se ha evaluado mediante el coeficiente de permeabilidad (Kp):

Ecuación 14:

DP
Kp =ĥ

A partir de Kp se puede calcular el flujo, velocidad con que se absorbe el
fármaco en el estado estacionario, mediante la siguiente ecuación (Franz y Lehman,
1995): .
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Ecuación 15:

J=KpG

Es importante destacar que durante todo el desarrollo matemático se ha
considerado la difusión a trav,és de una membrana unilaminar e isotrópica. Sin embargo,
la piel és un tejido complejo y este modelo matemático no es del. todo adecuado.para
describir el proĉeso. de absorción.. percutánea. Para poder. explicar ^ de una manera más
detállada el proceso de absorción a través de la piel, Scheuplein y Blank (1971)
consideraron la piel como una membrana constituida por tres capas (estrato córneo,
dermis y epidermis), a través de. las cuales el fármaco difundía ^según la ley de Fick, y
alcanzaba el equilibrio de reparto en los limites que separan las diferentes capas.
Teñiendo en cuenta todas estas consideraciones, el flujo a través de la pieí se expresa
mediante la siguiente ecuación:

Ecuación 16:

J -
1

°' 1 1 1
-+-+-
J, JZ J3

donde los subíndices 1, 2 y 3 hacen referencia a cada una de las capas que
constituyen la membrana y el subíndice 0 hace referencia a la membrana en su totalidad.
Debido a que el estrato córneo ofrece mayor resistencia al paso de moléculas a la capa 1
que.a la dermis y epidermis, la ecuación 16 queda reducida a la siguiente expresión:

Jo =J1 -

La determinación de la permeabilidad en la piel púede considerarse para.
propósitos prácticos, como la permeabilidad que se obtiene a.través de la capa que
controla el procéso de absor^ión. Él estrato córneo presenta mayor propiedad de barrera
que el resto .de las capas (dermis y epidermis) y, por lo tanto; controla el proceso de
absorción a través de toda la piel. Esta observación ha llevado a muchos investigadores
a emplear el estrato córneo como modelo para estudios de absorción percutánea. ,

^ Médiante el estudio de las característica ŝ fisiológicaŝ de las célúlas épidermales
que constituyen el estrató córneo, se há podido comprobar que este eŝ óapáz de abŝórber
una cantidad de agua correspondiente a seis veces su peso en estado seco, sin que se
produzca un incremento excesivo en su permeabilidad. Sin embargo, la extrácĉión de
lípidos que constituyen el estrato córneo provoca un aumento considerable de la
permeabilidad de consecuencia irreversibles. Estas observaciones llevaron a algunos a
autores (Ritschel y Hussain, 1988) a postular que el estrato córneo está constituido por
agrupaciones paralelas de láminas delgadas constituidas por . proteínas qúe están
separadas^ entre . sí por delgadas capas .de material lipídico intersticial. Según este
modelo, la parte lipídica intersticial es la fase continua de la matriz mientras que, la
parte proteica constituye la fase discontinua. Este modelo asume que la capa proteica y
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Paza cualquier molécula, solo existen dos rutas de absorción a través del estrato
córneo: 1) difusión a través de las fases proteicas y lipídicas, 2) difusión a través de la
fase continua lipídica. Las distintas moléculas que difunden dentro de cada fase
presentan cazacterísticas determinadas de solubilidad y difusividad. Según estas
consideraciones, el flujo a través del estrato córneo se puede determinar a partir de la
siguiente ecuación:

Ecuación 17: ^

J - 0,135P
DL (1,16 + 0,0017(PDL l Dp ))Cw

DP 0,1 b +(PDL l DP

donde:

DI/DP: relación de difusividad de la molécula que se absorbe entre la fase
lipídica y la fase proteica. Tiene el valor empírico de 2,Ox 10"3.
P: coeficiente de reparto lípido / proteína. Se considera igual al coeficiente de
reparto aceite / agua.

2.7: Métodos para la determinación de la absorción.percutánea in vivo

La mayoría de los estudios de absorción percutánea emplean animales o modelos
in vitro. Lo que se busca con este tipo de estudios es que los resultados obtenidos se
puedan extrapolaz al ser humano y a situaciones clínicas. Sin embargo, muchos de los
resultados que se pretenden conseguir solo se pueden obténer con la experimentación en
humanos. ^

A pesar de que los diseños experimentales en humanos están bastantes limitados,
debido a consideraciones éticas y limitaciones reguladoras, los resultados obtenidos
suelen ser relevantes y no están sujetos a errores de extrapolación. De hecho, si se
combinan los resultados conseguidos, mediante un diseño adecuado in vitro o con
animales de experimentación con los résultados de estudios in vivo, se confirman los
estudios anteriores dando lugar a un mayor entendimiento del comportamiénto del
fármaco y del proceso de absorción.

2.7.1-Método de excreción urinaria.

Los primeros estudios realizados para la aplicacióñ de este método se basaron en
la administración sobre la piel de compuestos marcados con radioisótopos y la posterior
determinación de la radioactividad en orina (Feldman y Maibach, 1970). Otros
investigadores han realizado numerosas modificaciones de esta técnica, con el fin de
mejorar la formulación empleada en este método y las condiciones de aplicación. No
obstante, los principales fundamentos de estos primeros estudios se han mantenido.

En el protocolo diseñado por Feldmann y Mainbach (1970), los fármacos objeto
de estudio eran disueltos en acetona, con un área de aplicación definida para cada
compuesto y una dosis constante. El área de aplicación se determinaba teniendo en
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compuesto y una dosis^ constánte. EI área ^ de aplicación se determinaba ^ teniendo en
cuenta tres .factores: 1) la. actividad del compuesto sometido a estudio, 2) la dosis
radioactiva; 3)^la dosis del^fármaco. ^ . . . ^ ^^ . . ^ ^ .

Por otra. parte, 1os compuestos que poseían baja actividad específica requerían^
grandes zonas de aplicación para alcanzar la dosis radioactiva deseada. Por el contrario,
los compuestos con alta actividad específica debían ser diluidos, pero sin exceder la
dosis radioactiva deseada. ^

Para normalizar la dosis excretada a partir de las distintas rutas de
administración, se administró uiia dosis del mismo compuesto por víá intravenosa (i.v.).
La determinación de la fracción de una dosis intravenosa excretada en orina permite
calcular la dosis total absorbida, después de una dosis administrada por vía transdérmica
según la siguiente ecuación:

Absorción tótal= Excr,eción total urinaria (dosis transdérmical.

Fracción urinaria excretada (dosis i.v:) ' ' ^

Esta técnica se basa en la suposición de que la relación entre las .rutas .de
excreción despŭéŝ de lá aplicacióñ' dé `óña"dó'ŝis intráveñóŝá éŝ °la miŝma qúe tr'as lá
administración percutánea del fármaco, a través de la cual se consigue un efecto
sistémicb. Está ŝupóŝicióii no es 'del' todó ciérta; púésto ,qŭé, rio ^e puede ásumir que
toda ^ la dósis ádmiñistrada ^ á través `dé la piel ' pasé al tórrénte circulátorio de forma
inalterada cómo ocurre én lá víá i:v.' Estó é ŝ debidó a qué la piel piesenta a.átividad
metábólica siĝnifi'cátiva, como se há otiservadó en ñúmerósos ' éstudio ŝ ' qŭe hári
demostrado la existencia de procesos simultáneos de absorción y metabolismo dé los
fármacos administrados (Bronaugh y cols.,1982). Por lo tanto, es necesario un estudio
más prófuñdo de éŝte métódo pará qúé se púedá aplicar dé manérá fiable. ^ _

' Para lá óorrecta utilización'dé eŝte'método, eŝ nécesario tener en cúenta una serie
de fáĉtóres: 'el área dé la zoña ^dé admirii ŝtraéión, ^1á cántidad de dósi ŝ ádiYiinistrada,^
tienipo dé administración, tiempo dé tóma dé muéstra y détérmiiiación'én hecés. Debido
a que todós ésto ŝ factores ^puederi iñfluii considérábleménte en los resultádos obtenido ŝ,
la falta de consideración de los mismos puede Ilevar a resultados erróneós o a qúe nó se
puedan aplicar directamente a situaciones clínicas.

- Zona de administración: como se ha comentádo anterior,' existe ^úná gran
variabilidad en la absorción del fármaco según el lugar de administración. Determinadas
áteas necésitan una ménción espeéial yá que preŝéntaci máyór ĥidratación, dando lugar a
un iñcrémento en la absórción. El ^aritebrázó ` constituye uña de lás zoñás de
administracióñ máŝ 'utiliiadas; débidó a que facilita él diseñó, aplicaçión y control de los
sistemás admiriistrádos: Esta zóná présentá él in ĉoriveniéñté dé presentar un área de
aplícación relátivamenté pequeña. 'Cuandó sé necesitán á'reas más gra.nde ŝ eŝ nécesario
aplicar grandés ĉantidades dé fármácó para ŝú détermiriáción a nivel sanguíneo: El
tronco sería la siguiente zona de elección en la administración de fármacos. , .
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- Administración múltiple: debido a que determinadas formulaciones requieren
de su administración múltiple, es importante determinar si éstas provocan cambios en la
absorción. Esto constituye un factor crítico cuando la administración crónica de una
formulación altera o daña la piel.

Se han realizado numerosos estudios con el fin de determinar si la
administración repetida de un fármaco modifica la absorción, pero en ninguno de estos
estudios se han observado cambios en la misma. No obstante, el número de fármacos
ensayados hasta hora no es lo suficientemente grande como para permitir extrapolar, de
forma fiable, los resultados obtenidos a otros fármacos.

- Concentración del fármaco en la formulación: debido a que la absorción
percutánea obedece a la ley de Fick, la concentración del fármaco en la formulación
merece una especial consideración. Para que los^ datos sean significativos, la
concentración de fármaco empleada debe ser similar a la empleada posteriormente a
nivel clínico. En. el caso de formulaciones comerciales, la concentración normalmente
se mantiene constante y no sufre variaciones experimentales. Sin embargo, la dosis de
fármaco administrada también constituye un factor importante a tener en cuenta.
Aunque la concentración del fármaco suele ser constante, la cantidad de fármaco
administrado sobre la piel (µg/cm2) está en función de la ca.ntidad de formulación que se
administra. Sólo se pueden obtener datos relevantes cuando la dosis empleada se
aproxima a la administrada a nivel clínico.

No obstante, en el diseño de un protocolo se utilizan grandes cantidades de
formulación ya que facilitan el método analítico y se consigue una mayor exactitud en
los datos. Esto constituye un gran error puesto que la cantidad total absorbida y la
velocidad de absorción dependen de la cantidad de formulación administrada, dando
lugar a una sobrestimación de la cantidad total absorbida, velocidad máxima de flujó y
concentración máxima en sangre.

- TiemQo de administración: la mayoría de los fármacos administrados por vía
tópica se absorben muy poco a través de la piel. En muchos casos, incluso después de
muchas horas el fármaco continúa en la superficie de la piel sin absorber ŝe.

Cuando se intentan repetir las condiciones que se emplean a nivel clínico, se
debe tener en cuenta el tiempo que ha permanecido el fármaco sobre la superficie de la
piel. Para muchas formas farmacéuticas, el tiempo de aplicación de la formulación esta
relacionado con la higiene diaria, siendo el tiempo razonable de 24 horas. En el caso de
los productos.cosméticos, el tiempo de administración suele ser de 8-12 horas.

- TiemQo de toma de muestra: en el caso de las muestras de orina, la toma debe
realizarse cuando se detectan trazas de radioactividad en la misma. Generalmente, este
tiempo suele estar comprendido entre S-6 días. Cualquier error en la apreciación de este
factor puede dar lugar a un grave error experimental en la determinación de la dosis
absorbida (Feldmann y Mainbach, 1970).

Para aquellos fármacos que presenten una velocidad de excreción que conllevan
a niveles bajos en orina, durante largos periodos de tiempo, se requieren dosis más altas
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de radioactividad para que los tiempos de recogida sean ló suficientemente lárgos y
permitan la toma de muestra. Esto requiere de una gran área dé aplicación.

Otro factor a tener en cuenta es la frecuencia de la toma de rnuestra,
generalmente en las primeras fases del experimento. Para aquellos fármacos que se
absorben rápidamente se podrá conseguir una determinación exacta de las cinéticas de
absorción, si las muestras de orina se recogen de manera frecuente durante las primera ŝ
etapas del experimento. . ^ ^ ^

- Recogida de muestras fecales: la recogida de este tipo de 'muestras ŝe debe
incorporar dentro del protocolo cuando represente una considerable vía de excreción
para el f'umaco administrado. Los .estudiós previos en animales o en humanos nos
permite conocer si la toma de muestras fecales es necesaria: Los datos obtenidos a partir
de estas muestras. tienen poco interés en la farmacocinética del fármaco^ administradó
por vía tranŝdérmica. En el caso de fármacos que se absorben poco a través de la piel y
se excretan minoritariamente en heces no es necesaria el análisis de muestras fecales.

Si el,fármaco se excreta principalmente en heces, el factor de corrección por vía
intravenosa será bastante grande y se producirá un gran error experimental en el cálculó
de la cantidad total absorbida (Franz y. Lehman, 1995). Por lo tanto, el análisis del
fármaco a través de. las heces será de v.ital importancia. ^ ^ ^

- Recogida de muestra en san,ge: la determinación del fármaco en sangre
constituye un ĉomponente esencial en los estudios farmacocinéticos de casi todas las
vías de administración. No obstante, su utilidad en estudios de fármacos administrados^
por vía. transdérmica representa un problema; debido a que la cantidad total de fármaco
y la velocidad de absorción suelen ^ser bajas. En el caso de que los niveles de fármáĉo
detectados en sangre sean bajos se emplearán fármacos mai^cados radioactivamente,
siendo en estos casos el método de elección la determinacióa en orina^ ^

Los métodos que se emplean para cuantificar el fármaco en sangre, admínistrado
por vía,transdérmica, deben ser muy sensibles. Entre los métodos analíticos empleados
se encuentran el HPLC, cromatografia de ^ gases : y el radioinmunoensayo ^(Hamann y
McAllister, 1983; Franz y Lehman, 1995).

2. 7.2. - Método de balance de masas

La técnica.de balance de masas constituye una modificación recienté del método
de excrecíón urinaria. Esta técnica se puede emplear para todos tipo de compuestos
administrados por vía tópica (Franz y.Lehman, 1988). ^ ^

Esta basado en algunos principios del protocolo original de Feldmann y Maibaéh
(1970). En el antebrazo de los voluntarios se administran dosis de 4 µg/cm2 de
compuestos radiactivos. La absorción percutánea se determina a partir de la ex ĉreción
en orina del compuesto radioactivo, corregida por la excreción tras su administración a
través de otras rutas. La .zona de aplicación . se eubre con .un dispositivo semi=rígido de
polipropileno. . La absorción se puede determinar bajo condiciones de oclusión



Parte Teórica. Absorción Transdérmica de Fármacos 61

(dispositivo totalmente cerrado) o no oclusión (contacto con el medio externo a través
de unos orificios realizados en el 50% de la superficie del dispositivo de propileno). El
material empleado en la fabricación del dispositivo no retiene el agua transepidermal,
por lo que no incrementa la hidratación del estrato córneo ni la absorción.

El dispositivo se reemplaza 24 horas después de la aplicación y se analiza la
radioactividad retenida en el mismo. A continuación, se limpia el lugar de aplicación
mediante un protocolo de lavado. Todo el material empleado en el proceso de lavado se
analiza para determinar el contenido en radioactividad. El lugar de aplicación se cubre
con un nuevo dispositivo durante seis .días. Tras este periodo, el dispositivo se retira
para analizar el contenido radioactivo siguiendo el protocolo de limpieza para el lugar
de administración. A continuación se aplica una cinta adhesiva sobre la piel que se
despega inmediatamente, repitiéndose este proceso diez veces. La cinta adhesiva se
analiza para determinar el contenido en radioactividad.

Este método pennite esclarecer cuales son las principales causas de pérdida del
fármaco cuando se administra a través de la piel. Estas pérdidas se pueden deber a
procesos de exfoliación, lavado y frotamiento de la zona de aplicación. Además, esta
técnica permite recuperar la cantidad de fármaco retenido en el estrato córneo, una vez
finalizado el experimento. Algunos autores han demostrado la validez de este método
mediante la administración de distintos fármacos en seres humanos. Los datos obtenidos
se compararon con los conseguidos por el método de excreción urinaria. La técnica de
balance de masas permitió obtener un porcentaje de recuperación mayor de todos los
fármacos ensayados con respecto al método de excreción urinaria (Franz y Lehman,
1988).

2.7.3.- Método basado en el desprendimiento de las capas que constituyen el estrato
córneo ó "Stripping method"

La determinación de la.cantidad de fármaco que se absorbe a través del estrato
córneo mediante un proceso fisico, basado en el desprendimiento de las capas
individuales que constituyen el estrato córneo, representa el procedimiento más
adecuado para predecir la absorción percutánea in vivo de un fármaco. La exactitud de
esta técnica es independiente de los factores que normalmente influyen en la absorción
percutánea de un fármaco. En este método no influyen modificaciones de la dosis,
vehículo, tiempo de aplicación o zona de administración. También, ha resultado ser una
técnica válida en animales y hombres.

Esta técnica es muy simple y se basa en los conocimientos de las propiedades de
barrera del estrato córneo. El estrato córneo presenta un espesor de micrómetros o
nanómetros y baja difusividad, por ello, los compuestos quedan retenidos durante un
largo periodo de tiempo en los intersticios que lo constituyen. Tras la administración de
un fármaco sobre la piel transcurre un periodo de tiempo durante el cual la fracción que
particiona hacia el estrato córneo se retiene en su interior. La absorción total del
fármaco se puede determinar si se elimina el estrato córneo antes de que se produzcan
pérdidas significativas, por fenómenos de difusión a capas más profundas.
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.. Para la utilización de este método se sigue un protocolo ya establecido. Este
método.consiste en aplicar una cinta adhesiva. sobre la superficie^de la piel, ejercierido- ^
una presión firme y retirándola ^posteriormente. EI material ^ recuperado se - cuantifica
mediante procedimientos analíticos adecuados (Schaefer y. cols:,1999). Este método ^
presenta el inconveniente de no poder aportar datos relativos a la velocidad de
absorción, ^ como la cantidad rñáxima absorbida y^ el tiempo para alcanzar la
concentración.máxima. . • . .

Este método se emplea para predecir la absorción percutánea de fármacos que ŝe
administran durante un corto periodo de 'tiempo. Se ha utilizado para verificar la
toxicidad. de excipientes empleados en cosmética y para.ensayar la. bioequivalencia de^
formulaciones dé corticoesteroides (Pershing y cols., 1994). Es una técnica sencilla,
exacta. y.,rápida y permite utilizar procedimientos analíticos qué no ^ emplean
radioisótopos. Otro factor a tener en cuenta es que es -una técnica no invasiva ^ en ^
humanos.

2.8.- Métodos para la determinación de la absorción percutánea in vitro -

Los ^ensayos de difusión in vitro, realizados en celdas de difusión en las que se
emplean membranas biológicas (animales o humana} o artificiales; son los ^métodos ^
más utilizados para la. predicción de la absorción percutánea (Gasco y cols., 1988;
Willimann^ y cols, 1992; Liu y cols, 1995^ Santoyo y cols., .1996; Gao y Singh, 1998). '.

El empleo de membranas biológicas presenta una serie de ventajas en^ el
desarrollo de ensayos in vitro, ya que las propiedades de barrera se mantienen intactas
durante muchos días y ía piel se puede almacenar por congelación durante largos
periodos de tiempo, aportando g ĉan flexibilidad a este método. Además, ^es un método ^
simple, de bajo coste y está sometido a pocas normativas reguladoras en comparación
con los ensayos in vivo. Los ensayos de cesión in vitro permiten predecir la máxima
biodisponibilidad de nuevas formulaciones evitando la necesidad de utilizar voluntarios
humanos. . . - . . . . - . .

2.8.1.- Piel:humana ^

En lós estudios de absorción percutánea lo ideal es utilizar piel humana ^ si las ^
investigaciones realizadas tienen como objetivo fundamental^ aplicaciones clínicas. ^-.

Aunque la mayoría de las veces es dificil óbtener piel de^forma regular, hoy en
día, existe la posibilidad de conseguirla a través^de proveedores^comerciales de órganos,
solucionándose; en cierta. manera, este inconveniente. Los proveedores aportan toda la
información requerida sobre la piel suministrada (edad, ^localización en el cuerpo, sexo;^
raza, ca.usa. de la muerte, condiciones de congelación y almacenamiento) ^ para la ^
posterior evaluación de.los resultados obtenidos en los ensayos de absorción. -

Uno de los. incónvenientes es que la piel, ^obtenida a través de proveedores; es
tratada con solventes y sometida a procesos de congelación criogénica. Estos
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tratamientos dan lugar a la extracción de lípidos y materiales proteicos y alteran las
estructuras que constituyen la piel. Otro factor a tener en cuenta, durante los ensayos in
vitro con piel humana, es la variabilidad de su espesor según la región del cuerpo
humano de la que proceda. La actividad metabólica de la piel^descongelada se encuentra
disminuida como consecuencia del proceso de congelación a la que se le ha sometido.

Entre los individuos se^ ha observado una gran variabilidad en la permeabilidad
de la piel, observándose que dicha variabilidad es mucho menor in vivo que in vitro
(Southwell y cols., 1984).

Para la mayoría de los compuestos, principalmente hidrófilos, el estrato córneo
constituye la primera barrera en la difusión. También existen casos de fármacos
lipófilos cuya partición desde el estrato córneo hacía tejidos viables da lugar a^ flujos
transdérmicos bajos (Guy y Hadgraft, 1988). La mayoría de los fármacos pasan a
circulación sistémica debido a los microvasos situados próximos al estrato córneo, a una
profundidad de 150-250 µm de la superficie de la piel. La microcirculación se encuentra
muy próxima a la unión existente ente la dermis y la epidermis (40 a.50 µm de espesor).
En condiciones in vitro, esta microcirculación no existe; por lo tanto, un aspecto
importante del diseño de los experimentos in vitro es la capacidad de imitar las
condiciones que existen in vivo en la piel.

2. 8. 2. - Modelos de piel humana

- Piel de animal: los ensayos de cesión in vitro que se realizan en celdas de
difusión, con el fin de predecir la absorción de los fármacos a través de la piel, emplean ^
membranas biológicas procedentes de diferentes modelos animales (Ritschel y
Birkhaus, 1988; Santoyo y cols., 1996; Tang-Liu y cols., 1988; Gao y Singh, 1998).

La mayoría de. los estudios de cesión in vitro se realizan con el objetivo de
predecir la absorción en humanos, siendo la piel humana la membrana más apropiada
para estos estudios. La piel humana se caracteriza por presentar gran variabilidad inter e
intraindividual (Southwell y cols., 1984) y diferente difusividad del fármaco a través de
estrato córneo en función de la parte del cuerpo de la cual proceda (Bennett y Barry,
1987). • ^

^ Los ensayos in vitro que se realizan con piel humana son menos frecuentes,
debido a la dificultad que los investigadores encuentran para la obtención de la misma.^
Por lo tanto, durante los últimos treinta años se ha intentado identificar un modelo
animal cuyas propiedades de barrera sean muy^ parecidas a. las que existen en la piel
humana. Finalmente, se ha llegado a la conclusión de que la piel humana es única, y no
existe un modelo animal que se acepte universalmente en su sustitución. La FDAJAAPS
Workshop sobre "Principios y Prácticas de los Estudias in vitro de Absorción
Percutánea" recomienda utilizar la piel humana en los estudios de cesión in vitro pero,
debido a su limitada disponibilidad, permite el empleo de^ piel procedente de animales
para la predicción de la absorción percutánea de fármacos (Franz y Lehman, 1995).

La piel procedente de animales, presenta una serie de ventajas:
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- Fácil de obtener. ^ . . . ^ . . ^ . .
-. Control de determinados.factores; como la edad y sexo de los animales.
- Obtención de un grari número.de muestras. ^^

Estudios recientes han sugerido que las propiedades que presenta la piel de
cerdo sqn muy ^ parecidas a aas •de la piel, humana. Los resultados obtenidos en estos
estudios fueron comparados con. los datos publicados en humanos. -En los. estudiós
realizados se demostró una excelente correlacibn en los resuitádos obtenidos eñtre
ambas especies (Bronaugh y cols., 1982; Franz y Lehman, 1995).

- El estudio de otros ^modeloŝ animales ha dádo^ lúgar a resultados desconcertantes.
Para algunos fármacos éxiste una buena correlación entre el modelo animal empleado' y
la piel .humana pero, para. otros fármacos, este ^ mismo ^ modelo animal no sirve como ^
sustituto de la. piel humana ya. que Ios datos obtenidos son .totalmente diferentes. Los
modelos animales presentan ^randés limitaciones para predecir la ábsorcióñ in 'vitro 'a•
través^de la píel.humana:. Distintos^estudios^han.demostrado que la piel de conejo y de
roedores presenta propiedades muy diferentes a la. piel humana. La .piel de conejo, en
particular, . da . resultados de . ábsorción mucho mayores que los ^ obtenidos con piel
humana, mientras que la piel de ratbn (sin pelo), muy utilizada en numerosos trabajos de
investigación, no ha resultado ser un buen modelo (Rigg y Barry, 1990).

En otros trabajos se han empleado piel de rata y serpiente, pero estos módelos
han presentado las mismas limitaciones que los anteriores (Okamoto y cols., 1987;
Ogiso^y Shintaní, 1990). El principal inconveniente encontrado por algunos autores al
utilizar ^piel de roedores,. como modelo de la piel humana, es la excesivá estimación en
la permeabilidad relativa con .respecto. a la piel humana (Bond y Barry; 1988; Catz y^
Friend, 1A90). Este problema se debe principalmente a los efectos de hidratación que se
producen en los ensayos in vitro, cuando existe una prolongada exposición de la piel
con^ los fluidos que constituyen eI medio^ donador y receptor. Además, se producé una.
disminucibn en las.propiedades de defensa de la piel (Bond y Barry,1988); .^ ^.

La principal diferencia entre la piel humana y la de roedores, es la ^composición .
lipídica y la organizacibn estructural del estrato córneo: La piel de algunas especies de
roedores es útil, en el estudio de absorción de fármacos, cuando el tiempo de exposición ^
es igual o inferior a 12 horas (Hinz y cols., 1989). El empleo de piel de cobaya {sin
pelo) ha dado resultados esperanzadores.aunque íos datos, obtenidos hasta^ la fecha, no
son. suficientes .para obtener conclusiones. ^ ^ . • . . ^ ^

' -.Cultivo de tejidos:. en. este campo se han conseguido avances significativos con
el fin de obtener un modelo . adecuado de piel humana. También, se .han ^ realizado ^.
estudios sobre . la utilización de piel reeonstituida, obtenida a partir de cultivos de
equivalenteŝ de piel, con el objetivo de obtener sistemás in vitro capaces:de predecir la ^
absorción percutáriea^ .y la^ toxicidad potencial:.de ciertos compuestos (Ponec y cols:,^
1990). En. este tipo de cultivos; las queratinas y^ algunos enzimas respónsables de ^la
descamación se expresán correctamente en las capas estratificadas del epitelio. ^ :
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Sin embazgo, otra serie de componentes de la piel, como la involucrina y la
transglutaminasa, se expresan en las capas inferiores del estrato espinoso. Este hecho
indica que la diferenciación epidermal no refleja completamente la distribución in vivo
del tejido. Existe poca similitud en la composición lipídica del estrato córneo
procedente de estos cultivos y la existente in vivo (Ponec, 1991).

Por otro lado, en este tipo de cultivos se ha visto que el contenido total de
ceramidas es similar al que existe en la piel. Sin embargo, se encuentran vaziaciones
respecto a la cantidad de fracciones polazes y apolares presentes en las^ ceramidas. La
conclusión de estos resultados es una mayor investigación paza la mejora de este tipo dé
cultivos.

Paza evaluar la permeabilidad de nitroglicerina y sacazosa se ^ha empleado la
epidermis humana reconstruida (Ponec y cols., 1990). El estrato córneo reconstituido se
ha estudiado como modelo potencial paza predecir la absorción de fármacos a través de
la piel (Kock y cols., 1988). Actualmente, la piel humana obtenida de intervenciones
plásticas, y cadáveres y la procedente de animales de laboratorio constituyen las
principales opciones para evaluar la permeabilidad in vitro de la piel.

- Membranas artificiales: las membranas. artificiales se emplean de forma
frecuente en los estudios de preformulación. Sin embazgo, para poder emplear este tipo
de membranas, como modelos que permitan sustituir a la piel humana, deben imitaz las
propiedades de barrera que presenta el estrato córneo. El empleo de membranas
artificiales impregnadas con miristato de isopropilo, un lípido que forma parte de los
lípidos de la piel, se han utilizado como modelos para simular las propiedades de
banera de la epidermis (Hadgraft y Ridout, 1987).

También se han empleado membranas de tipo hidrofóbico con este fin: ^
politetrafluoroetileno (PTFE), propileno (PP), difluoruro de polivinilideno (PVDF),
silicona y polidimetilsiloxano (Lalor y cols.; 1994; Lin y cols., 1996; Santoyo y cols.,
1996). Otros autores emplean una doble membrana hidrófila / lipófila (membrana de
diálisis de . celulosa /membrana de nitrato de celulosa) impregnada con dodecanol
(Ktistis y Niopas, 1998; Gasco y cols, 1988). Mediante el empleo de estos alcoholes las
membranas hidrófilas se convierten en lipófilas.

2. 8. 3. - Preparación de la piel

. Las secciones de piel empleadas en investigaciones in vitro, se pueden preparar
con distintos espesores:

- Espesor completo (epidermis y dermiŝ), 1-4 mm de^ espesor paza la piel
humana.
- Espesor reducido, en la que una parte de la dermis es eliminada (0,25-0,50
mm).
- Epidermis aislada (^0,10 mm). ^ ^
- Estrato córneo aislado (^0,02 mm).
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^Desde el punto de vista teórico; lo ideal es: emplear secciones de piel de ^spesor
reducido o de epidermis aislada,^ ya.que la distancia entre la superficie de la piel^ y^'el ^
medio receptor,es la que más se aproxima a lá que e>dste in vivo entre la superficie de la^
piel .y el torrente circulatorio. Desde ^ el puntó de vista práctico, esta^ cuestión ^ es' ^
únicamente importante cuando se .^emplean fármacos liposoluble ŝ: Debido a^ que la ^
dernvs ofrece poca resistencia al paso de fármacos solubles en agua, su presencia o
ausencia tiené ^ solo .un. pequeño efecto sobre: la úelocidad de absorción de estos
fármacos. Para.demostrar este^hecho se han ^realizádo estudios^en los qué se emplean'^
secciones de piel con todo su .espesor y^ se: administran ^fúmacos hidrosólubles. ^ En estós
estudios se ha.encontrado una buena correlación entre los.resultados in vivo e in vitro.

Por el contrario, la dermis influye en la velocidad de absorción de fármacos
liposolubles, ya que ésta. presenta .un 70%: de agua en su composicián, y por^ lo tanto
constituye el= paso limitante em la absorción de este tipo de fármacós. Así, la inclusión dé '^
dermis ( 1-2 rr^m) durante ^ los ensayos in vitro puede llevaz a^ un ^ error^ significativo en los ^^
datos obten^dos^ ya qué en condiciones in vivo el fármaco^no la átraviesa. ^ •

En relación a lo.•comentado anteriormente; la ^FDA/AAPS Workshop sobre ^
"Principios y Prácticas de los Estudios in vitro de Absorción Percutánea" recomienda
la utilización en estudios in vitró de preparaciones ^ de epidermis dermatomizádas de
muy. poco espesor (<- 0;5 mm) o epidermis^ aislada (Franz.y Lehman, ^1995). En ^lo ŝ^ ^
ensayos de absorción in vitro con fármacos hidrosolubles^conviene utilizar piel con todo
su espesor. ^ . . , . ^ . . . . ^ ^ . .. . . .

^ Los.estudios de absorción en los` que se utiliza^estrato córneo aislado son poco^
fnecuentes y únicamente se emplean para identificar ^lá` contribución de cáda una^ de ^las
capas que constituyen la piel en el proceso difusional del fármaco, o para determinar la
contribución de cada una^ de estas capas en el metabolismo del fármaco. ^Las muestras de
piel con todo , su espesor (dermis y epidermis) son ^.fáciles de preparar ya ^ que ^ sólo' se ^
necesita eliminar la gasa subcutánea^adherida; ^generalmente auseñte en la piel de los
animales. En piel humana el. espesor de esta capa- de gasa puede ser similar a^lá de^ lá
piel .y.,se deben tomar.precauciones paza que^no contamine la superficie de^la misma. La ^
superficie de la piel nunca se debe lavaz• cón agua y jabón ya que los tensióactivos -
pueden alteraz sus propiedades de barrera. ^ ^ . ^ ^ ^ " ^ ^

La reducción del espesor de las secciones de piel mediante la eliminación de
una parte de la dermis se realíza con un dermatomo. En esta técnica se puede-emplear
piel con pelo o sin pelo. La piel se debe estiraz para evitaz la formación de arrugas que
dificulte este proceso. Se recomienda que. el espesor de la ^sección dermatomizada,
empleada en estudios in vitro, sea menor de 0,5 mm. ^

. Las muestras de epidermis' aislada ^ se obtienen por .separación. mediante calor
(Franz y Lehman, 199^). La piel constituida por la dermis y epidermis se introduce en
agua a 60°C y se mantiene. durante 1-2 minutos entre. bloques de ^áluminió calentados a
la misma temperatura. La piel, con la epidermis hacia arriba, se sitúa sobre un bloque
donde se estira y se elimina la dermis mediante ^ fórceps: Cuanto más. .tiempo se
mantenga la piel a 60°C con mayor facilidad se eliminará ^ la dermis. . Las muestras
intactas de epidermis no se pueden preparaz a partir de piel de animal con pelo debido a
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que los folículos pilosos están introducidos profundamente en Ia dermis, originándose
orificios ^. en la. epidermis. Además, este procedimiento no es útil ^ para estudios^ ^
metabólicos ya que la viabilidad .de la piel se puede ver afectada.

También, se puede. preparar epidermis ^aislada mediante un proceso que consta
de dos etapas. Primero se ^ separa mediante calor, como se indicó anteriormente,^ y
después se trata con enzimas proteolíticas (tripsina) para desorganizar la integridad ^ de
las células vivas y facilitar su eliminación desde la parte inferior del estrato córneo.

Por otro lado; el estrato córneo se puede ^obtener directamente a partir de piel
humana, mediante el empleo de agentes capaces de producir ampollas en la piel.

2.8.4- Conservc^ción de la piel y validación

Las muestras de piel humana que se obtienen en autopsias o en procedimientos
quirúrgicos no se puede utilizar directamente. EI almacenamiento de estas muestras en
recipientes de material plástico impermeable a-20°C o temperaturas inferiores mantiene
la función de barrera de la piel durante muchos meses. La conservación de ^la piel en
frigorífico durante 48 horas no produce alteración en la integridad de sus propiedades de
barrera. Este mismo efecto se ha observado cuando se almacena mediante congelación
(Franz, 1975). Sin embargo, otros autores opinan todo lo contrario; por lo que la
validación de la integridad de las propiedades de barrera debe ser siempre realizada sin
importar el método o la duración del proceso de conservación.

Hay una variedad de factores fisiológicos que se deben tener en cuenta cuando
se evalúa la permeabilidad de la piel humana en condiciones.in^vitro. Siddiqui (1989) ha
revisado recientemente estos factores. El modo de conservación de la piel es un ^factor a
tener en ,cuenta antes de emplearla en los ensayos de absorción in vitro. Normalmente,
se congela la piel para almacenarla hasta que se utilice en los .ensayos correspondientes.

Existen opiniones contradictorias respecto a la posible . alteración de las
propiedades de defensa de la piel durante el proceso de congelación de la piel. Franz
(1975) comprobó que la congelación de la piel durante un periodo ^de tres meses no
producía alteración en dichas propiedades. .Sin embargo, Swarbrick`y cols. (1982)
observaron. un , aumento de. la . permeabilidad cuando la piel era descongelada, en
comparación con la permeabilidad que presentaba esta misma piel antes de su
congelación. Se recomienda la utilización de glicerol durante el almacenamiento de la
piel mediante congelación, ya que inhibe la formación de cristales de hielo que pueden
producir daño tisular.

Para comprobar la integridad y la funcionalidad de cualquier preparación de piel
se recomienda el empleo de agua tritiada (^i20). La. variabilidad inherente que surge en
los estudios de .absorción se reduce significativamente cuando la piel ^ se trata
inicialmente con 3H2O (Franz y Lehman, 1995). Esto permite descartar aquellas
preparaciones que aparentemente parecen estar en buen esiado pero que
microscópicamente presentan imperfecciones. De esta forrna se delimita las condiciones
aceptables para cada situación experimental, y^ permite que los datos obtenidos puedan
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ser comparados. No se puede mantener la viabilidad de la piel durante su conservación
mediante congelación, ya que el proceso de congelación y descongelación de las
muestras da lugar a una destrucción de la actividad metabólica dé las células en la piel.
Por lo tanto, este tipo de preparaciones no se deben emplear en estudios metabólicos. La
piel de animales es mucho más susceptible al daño originado por el proceso de
congelación, y además se ha observado una reducción en las propiedades de barrera
(Franz y Lehman, 1995). •

2. 8. S. - Celdas de d^sión utilizadas en los estudios de absorción in vitro

Durante los últimos 30 años se han diseñado y empleado un gran número de
celdas de difusión en los estudios de absorción in vitro. Sin embargo, la mayoría de los
diseños se encuentran dentro de dos categorías: 1) celdas de difusión "side by side" o
celdas horizontales y 2) celdas de difusión verticales que permiten imitar las
condiciones in vivo. .

En función de las necesidades del estudio de absorción in vitro que se pretenda
realizar se encuentran disponibles diferentes tipos de celdas. Se pueden distinguir cuatro
tipo de celdas de difusión in vitro:

1)- Celdas horizontales de dos compartimentos o"side by side".
2)- Celdas verticales de un solo compartimento.
3)- Celdas de flujo continuo. ^
4)- Celdas de difusión empleadas en estudios de iontoforesis y sonoforesis.

1)- Celdas horizontales o"side b,tiside": se emplean, normalmente, para realizar
los clásicos experimentos con dosis infinitas en los que se alcanza el estado estacionario
durante el ensayo de cesión. Hoy en día, estas celdas se utilizan para estudiar los
mecanismos de absorción y la cesión transdérmica de fármacos. Este tipo de celdas esta
constituida por dos cámaras, una de las cuales contiene el componente que se va a
absorber y la otra el medio receptor.

• Estas dos cámaras se encuentran separadas por una membrana (piel en los
experimentos de absorción percutánea). El contenido de una o de ambas cámaras se
encuentra sometido a agitación para asegurar la adecuada dispersión de las moléculas
del fármaco y minimizar la difusión estática de las capas limitantes.

Existen dos tipos de configuraciones de celdas de difusión "side by side":

- En forma de T(Washitake y cols., 1980).
- En forma de L(Tojo y cols:, 1985).

La mayoría de las celdas están fabricadas con cristal, como es el caso del diseño
del matraz cónico modificado de Wuster y cols. (Washitake y cols., 1980) (Figura 10).
Estas celdas presentan varios inconvenientes, siendo el más importante la imposibilidad
de agitar las soluciones desde el interior. Para solucionar este problema los autores
proponen la agitación de todo el sistema en el plano de la membrana. El control de la



Parte Teórica. Absorción Transdérmica^de Fá^macas 69

temperatura se efectúa introduciendo todo el montaje en un baño de agua
termostatizado. Se ha demostrado que este diseño es válido para aquellos compuestos
que difunden rápidamente, sin embargo, no es de gran utilidad en los ensayos de cesión
in vitro, ^

c^^ ae ^^^

igura . e a e usz n orrzonta se a apor uster y co s.

En la figura 11 se obsetva un diseño más complejo ideado por Flynn y Smith.(1971).

I
_ i

Figura 11. Celda de difusión horizontal diseñada por Flynn y Smith
(1971).

En esta celda los compartimentos están fabricados de latón. Estos
compartimentos se encuentran unidos entre sí con un montaje de tuerca y tornillo. La
membrana se sujeta entre anillos en forma de O, situados alrededor del borde de la
membrana. Los agitadores de teflon de gran tamaño están montados en posición vertical
respecto a la membrana. Estos agitadores están asociados a engranajes que a su vez se
unen a un motor sincronizado.. La sustitución del fluido del compartimento se lleva a
cabo por un sistema de muestreo localizado en ambos compartimentos. Todo el sistema
se encuentra sumergido en un baño termostatizado para controlar la temperatura. En
este diseño se emplean grandes secciones de membrana, lo que limita su utilidad. Las
características de esta celda son adecuadas para el estudio de absorción in vitro de
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fármacos. Sin embargo, la complejidad de su mecanismo limita la utilización de estos
sistemas, a pesar de sus ventajas sobre otras celdas de difusión in vitro. ^

Otro diseño de celda de difusión "side by side" se observa en la figura 12
(Southwell y Barry,.1983). Esta^celda presenta^ dos compartimentos de cristal, con un
pequeño área difusional; termostatizados por su inmersión en un baño de agua. En
ambos compartimentos, la agitación se realiza mediante barras magnéticas de teflon. Un
agitador magnético se sitúa debajó de todo el sistema para producir una^ agitación
sincronizada de las barras magnéticas en ambos compartimentos. La membrana se
sujeta por una malla de acero inoxidable. El muestreo desde el compartimento donador
y receptor se realiza a través de un dispositivo en: fórma de tubo que se localiza en la
parte superior de cada compartimentó. Estqs dispositivos están sellados con parafilm.
Dependiendo dé la altura qúe álcance el 'medio receptor o donador en los dispositivos de
muestreo, la agitación del medio puéde. resultar inadecuada si una parte substancial de la
solución receptora o donadora se encuentra dentro del dispositivo de muestreo.

tgxra e ' usion orizont 'se por ut y arry
(1983). . '. :

Chien y cols..:(1984) han estudiado detalladamente una ^celda de difusión "side
by side" denominada celda Yadia-Chien (Figiira 13). '

Ft,gr^ . e ' n ien. . tr .'sz n e agua. a
37^• B. Tapón de^ crislal,^ C. Entrada^para la toma de muestra; D. Salida de
agua; E. Camisa de agua; F.' Cómpartimento donádor (4 ml); ('i. Compartimento
receptor (4m1); H. Piel (0, 6á cm^: L^ Bárra mngnétiĉa; ,I. Plataforma ^ de
agitación; K Motor; L. Tubo de conexión; M. Botón de encendido y apagado.
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Existe un diseño de celda de difusión horizontal en la que se combina un
compartimento donador con agitación magnética y un compartimento receptor a través
del cual pasa un flujo a una velocidad determinada (Astley y Levine, 1976). La entrada
del medio receptor está localizado en la parte central de la membrana. La salida del
fluido receptor se recoge desde el exterior. Esta.celda de difusión evita que el fármaco
se acumule en la interfaz de la membraná y el fluido del compartimento receptor, por lo
que se mantienen las máximas condiciones sink.

Los resultados aportados por las celdas horizontales o"side by side" son muy
diferentes a los obtenidos en los ensayos de absorción in vivo. Sin embazgo, en los
estudios realizados con este tipo de ĉeldas se han obtenido una grañ cantidad de datos
relevantes. En las celdas horizontales, la membiána biológica (piel) está expuesta al
fluido que constituye ambos compartimentos pudiendo dar lugaz a potenciales efectos
de solvatación. Los resultados que se obtienen mediante este tipo de celdas, únicamente,
son validos si se conocen las limitaciones de dicho diseño. Por estos motivos, la
predicción de la cantidad de fármaco que se puede absorber en condiciones in vivo
requiere del diseño de celdas distintas a las mencionadas anteriormente.

2)- Celdas verticales: las celdas de difusión empleadas para simular las
condiciones encontradas en estudios in vivo son normalmente verticales, donde el
compartimento inferior contiene el medio de cesión. Como ocurre in vivo, la superficie
externa de la piel se expone a las condiciones ambientales.

Como se ha comentado anterionmente, el óbjetivo principal de este tipo de celdas
es imitaz las condiciones fisicas que apazecen in vivó y mantener, de esta forma, los dos
factores fisicos más ^ importantes que controlan la absorción bajo condiciones
fisiológicas. Con este diseño se mantienen los gradientes de temperatura y humedad
relativa, que normalmente existen a través de la piel.

EI medio que constituye el compartimento receptor se agita o recicla con el
objetivo de mantener "condiciones sink" durante todo el experimento. Una ventaja de
este tipo de celdas es la posibilidad de variar la naturaleza del vehículo donador. Así, se
pueden estudiaz películas de material aplicadas por evaporación del solvente,
membranas sintéticas situadas en serie con la piel, pomadas, pastas y sistemas de
administración transdérmica. En este tipo de celdas se pueden controlar las condiciones
ambientales. Además, se pueden utilizaz paza evaluar el efecto de exaltadores de la
permeabilidad de la membrana. También, puederi Ilevarse a cabo experimentos con
dosis finitas e infinitas. El diseño experimental vazía dependiendo del tipo de
formulación sometida a estudio. ^

Durante los últimos 30 años se han estudiado y diseñado un gran número de
celdas. Una de las priméras celdas verticales empleadas es la diseñada por Coldman y
cols. (Coldman y cols., 1969) (Figura 14). Esta celda esta fabricada de cristal y consta
de un brazo lateral para la toma de muestra. Una barra agitadora unida a un aspa de
polietileno permite la agitación del medio receptor. La piel se sostiene por un ^disco de
teflon sobre una superficie lisa de cristal en la parte superior del compartimento
receptor. En esta celda, el áreá de superficie expuestá es de 0,30 cm^ y el vólumen del
compartimento receptor de 10 ml, encontrándose una porción del mismo localizado en
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el braao.lateral empleado para el muestreo, y. donde la a ĝitación del inedio no se realiza
de forma adecuada. En este tipo .de • celdas. no^ ^ se ha estudiado e^austivamente las^
característiças de agitación. del medio y la difusión del fármaco. .

iguna !4. (,élda vertical diseñada por^
•. .. cols. .A: Piel,• B: Soporte de teflon para ^sujetar la ' ^

.. piel; C Abrazadera; D. Ccimara recepCora; E Aspa ... '. ^^
, de polietileno;: F Barra magrtética de teflon.. . . , ,

Barry y colaboradores (Whittoii y 13verall, 1973) estudiaron uñ tipó de celda
vertical (Figura 15), constituida por una de las mitades procedente de ..una celda de
difuŝión^ horiióntál' (Figura 10). sitúada vertiĉalménte con un compartimentó donador
locálizádó en lá parte superiór. Los com_ ponérites que ^ coñstituyen esta celda soñ los
mismos qué,presénta la celdá de difusióñ, horizóntal diseñada,por Wuster y cols. En este .
tipo de celda, parte dél medió ^recéptór se localiza. en el brazo láteral del. compartimento
receptor. ' ^

^ . .:gura , e a. . e ' s7. n. vertica uti iza a para ,
,. estudios de. aósorción en el estado estacionario., ^ ^ . ,

Lá ^celda' dé difusión dé Fránz és una de laŝ más utilizadas ^para los éstudios de
absorĉión in vitró. La primera celdá dé Franz sé diseñó en 1978 (Frai^z, 1978) y se
comérciálizó pó^teriórménte. Ésta célda presentá un pequeño ĉompartimento dónador y
un compartimento receptor , en formá dé pesá ,(Figurá 16). La parte inferior del
compartimento receptor sé comunica ĉon un tiibo cilíndrico más éŝtrechó, que se



Parte. Teórica. Absorción Transdérmica de Fúrmacos 73

ensancha en la parte superior del compartimento, próximo al área de contacto con la
membrana. En el.diseño original, la celda era estática y presentaba un único lugar para
la toma de muestra, que no estaba cubierto. La parte central del compartimento receptor
se encuentra rodeado por una camisa de agua que permite el control de la temperatura.
Algunas partes del compartimento receptor y todo el compartimento donador están^en
contacto con el medio externo. Como en la mayoría de las celdas verticales, el medio
receptor se encuentra en continua agitación mediante una barra magnética.

En el diseño original de la celda de Franz se ha introducido un gran número de
modificaciones. Así, se introdujeron rebordes en forma de anillo y un segundo brazo
lateral para permitir el flujo a través del sistema. Además, el compartimento donador se
puede sellar y fabricar con distintos diámetros de área de exposición. Este tipo de celdas
es muy utilizada, pero presenta una serie de inconvenientes, principalmente, debidos a
la pobre agitación hidrodinámica. Esta pobre agitación puede deberse a que la agitación
en la parte inferior del compartimento se debe transmitir a través del • estrecho brazo
lateral por donde se realiza el muestreo. Existe una resistencia considerable al flujo del
fluido en la porción mas estrecha del compartimento receptor, que da lugar a una capa
limitante estática en la interfaz eñtre la membrana y la solución receptora.

igura e a e' usi n e ranz.

3)- Celdas de fluio contínuo: a partir de los inconvenientes observados en la
celda de Franz se diseñaron dos celdas de flujo continuo (Gummer, 1987). Estas celdas
se emplean en los estudios de absorción in vitro con el fin .de solventar dichos
inconvenientes, entre los que se incluye la insuficiente agitación. Ambos tipos de celdas
presentan distinta área en la superficie de exposición. La parte más importante de este
diseño es el compartimento receptor. Su diámetro es superior al de la celda de Franz, lo
que permite alca.nzar una rápida y uniforme agitación. Como se puede ver en la figura
17, en estas celdas existe un flujo constante a trayés del compartimento receptor donde
las condiciones sink se mantienen fácilmente. Los anillos en forma de O están ausentes
y la piel se sujeta entre dos superficies de cristal. En el diseño de ambos tipos de celdas,
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el ^ tiempo necesario para alcanzar una dispersión homogénea de ^un colorante
incorporado en el compartimento receptor fue inferior a 30 segundos (Friend, 1992). ^

Las^. celdas de ^flujo continuo ofrecen una alternativa a^las celdas que presentan ^^
un brazo lateral por donde se realiza el muestreo, ya^que el compartimento receptor se
sustituye por una base continua (no existe brazo lateral). Como resultado, el diseño de ^
celdas de flujo continuo aso ĉiado a una cámara vertical permite ^ obteñer unas ^
condiciones lo más similares posibles a las encontradas in vivo.

Una de las primeras celdas. de difusíón de flujo continuo se diseñó por Marzulli
(Marzulli, •1962). Este•tipo •de celdas presenta numerosos inconvenientes; tales como:
condiciones inadecuadas debido a su diseño cilíndrico, la entrada al medio réceptor no
está próxima a la membrana, el fármaco o= formulación sometida al estudio de difusión
no se eliminá completamente; existe mayor probabilidad de que aparezcan capas de
difusión estáticas cuando se.evalúan compuestos lipófilos durante los ensayos de cesión.
Una mejora en este diseño es •la inclusión^ de un agitador.. ^' _

' r,g7tra e i usi ,n ujo continuo.
compartiménCo superior tierie una cr^pacidad de ^5,3 ml, el

^ compartimento inferior de 3, 0 ml. ^^

•. Para el estudio .de fenómenos de 'evaporacióri-absorción^ se ^ diseñarón otros ^
sistemas más novedosos y complicados: Así,= se émplearon celdas de flujo coñtinuo con
agitación mediante barra magnética (Hawkins•y Reifenrath; 1986). EI compartiménto'
receptor se encuentra termostatizado mediante úna camisa de águá^. El ĉómparCimerito
donador se diseñó ^.para controlar la evaporacióri' de la superficié dé la piel -mediante ^una
ventilación.forzada de aire^templado (Figura 18): ' ' ^ ^ ^ ' '^
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Uno de los problemas encontrados, en las celdas de difusión de flujo continuo,
es la localización de burbujas de aire debajo de la superficie de la piel. Estas burbujas
reducen sustancialmente el área de difusión y, por lo tanto, éstas se deben eliminar
mediante desgasificación de solventes. Otro inconveniente es la posibilidad de aparición
de fenómenos de absorción, en particular con fármacos de carácter lipófilo, en los tubos
de muestreo del fluido del compartimento receptor. Además las barras magnéticas de
teflon empleadas en la agitación también pueden absorber solutos lipófilos.

Las membranas biológicas empleadas en los estudios de absorción in vitro son
frágiles y dificiles de manejar. En particular, los estudios de absorción en los que se
emplean láminas de estrato córneo presentan bastantes inconvenientes. Así, en este tipo
de ensayos es dificil mantener el contenido en agua del estrato córneo. Para solucionar
estos inconvenientes se empleán estructuras de apoyo para mantener la integridad del
estrato córneo, y se ha desarrollado una nueva técnica para controlar el contenido en
humedad de las membranas biológicas (Friend, 1992). Por tanto, el estrato córneo
localizado, en esta celda, entre las membranas de silicona presenta un contenido en agua
en equilibrio termodinámico con la solución salina situada al otro lado de la membrana.
Un inconveniente de este sistema es la necesidad de determinar la permeabilidad del
estrato córneo y de las membranas de silicona.

igura e a a sorcio»-evaporaci » para
realiaació» de e»sayos i» vitro.

Una variante muy útil del diseño de celdas con un solo compartimento, es la
celda de flujo continuo diseñada por Bronaugh y Stewart (1984) donde la toma de
muestra es automática. En este diseño, el fluido receptor es continuamente bombeado
desde un reservorio hacia el compartimento receptor. El volumen del compartimento
receptor suele ser bastante pequeño para permitir una reposición adecuada. Debido a
que el fluido receptor se repone continuamente; las cinéticas obtenidas serán diferentes
a las obtenidas en aquellos ensayos sin reposicíón, y dependientes de la velocidad de
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bombeo del medio receptor: El ajuste' matemático de los datos^ obtenidos en este .tipo de
celda nos permite calcular la v.elocidad de absorción real. .• •.. ...

:4)- Celdas de difusión emnleadas en estudios de iontoforesis y sonoforesis: las .
celdas de difusión descritas en.las^secciones anteriores se diseñaron paza el estudio de la ^
difusión pasiva,de fármacos. La iontoforesis y fonoforesis son técnicas empleadas para ..
incrementar el flujo del fármaco. a través de. la piel. ^ '

Las celdas de difusión empleadas. en.la.iontoforesis son similares a las utilizadas
en los ensayos de difusión pasiva, a excepción de dos electrodos incorporados en el
compartimento donador y.receptor, respectivamente (Clemessey y cols:,.1991). Aunq ŭe
este: tipo de celdas funciona .bien experimentalmente, en condiciones in vivo presenta el
inconveniente, de que .los electrodos no. se pueden situar en zonas opuestas de la piel
como ocurre in vitro. Glikfeld y cols:(1988) diseñaron una celda de iontoforesis para
estudios in vitro considerando las condicianes.in vivo. En este diseño, ambos electrodos
se localizan.en el •mismo lado de la membrana (piel), consiguiéndose, de esta manera,
una mayor similitud a las condiciones existentes in .vivo. '

La fonoforesis es una técnica que se estudia muy: poco en condiciones in vitro.
La mayoria de los experimentos requieren el empleo de equipos de ultrasonidos. Estos
sistemas son demasiado ' grandes pára ^ŝŭ ' ŭtihzación ^`eri condiciones in vitro,
particularmente cuando se emplea piel humána. El diseño de una celda de difusión
capaz de variaz los parámetros experimentales más importantes en la liberación
fonoforética del fármaco, probablemente ayúdaría a acelerar la investigación en éste
área. • . .

2.8. 6. - Correlacióñ in vitro-in vivo

El objetivo:fundamental de los estudios de absorción percutánea es el ensayo en
humanos, sin embargo no siempre es posible .o deseable. En numerosos casos, la
experimentación humana es muy costosa, lleva mucho tiempo y no siempre se puede
realizar por consideraciones de tipo ético. Además, muchos compuestos resultan muy
tóxicos paza su administración en humanos. ;Pqr estas razones y por la simplicidad se
prefieren los ensayos in vitro. . Sin embazgó;^ se duda si los resultados obtenidos en
estudios in vitro reflejan el verdadero papél de la piel en el organismo.

A pesaz de.que los estudios. ĉomparativos de absorción.in vitro é in vivo a través
de piel humana son muy hmitados, los datos existentes ŝostieneñ firmemente la
relevancia de los estudios in vitro. Se ha encontrado una buena correlación in vivo e in
vitro respecto a la absorción total entre 12 compuestos orgánicos vehiculizados en
acetona .(Franz y. Lehman, 1995). Esta correlación . ha .sido muy buena para aquellos
fármacos que se excretan .rápidamente .desde el organismo, como es ,el caso del ácido
benzoico. y el ácido hipúrico. . . . . , . . . . . .

^ En,un estudio similaz, se investigó la absorĉión de cafeína y.testosterona desde
diferentes. vehículos, se obtuvo ut^a buena correlación in vitro e in vivo (Bronáugh y
Franz,,1986) . . . • .. . . . . . . . .
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En los estudios mencionados anteriormente se intentó que las condiciones
experimentales fueran lo más idénticas posibles. Los parámetros que se controlaron
principalmente fueron: temperatura, humedad relativa, lugar de aplicación, tiempo de
aplicación, dosis de la formulación y concentración de fármaco.

Por otro lado, los estudios de cesión in vitro con piel de animales son mucho
más numerosos que los anteriores y tienden a mostrar una buena correlación in vitro e in
vivo (Franz y Lehman, 1995).
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III.-SISTEMAS DISPERSOS

3.1: Introducción

Una definición general del término sistema disperso, incluye a todos aquellos
sistemas en los que una o más sustancias (fase(s) interna(s), fase(s) dispersa(s), o fase(s)
discontinua(s)), se encuentran distribuidas o dispersadas dentro de otra fase,
generalmente continua (la fase externa o medio dispersante).

Esta amplia definición de sistemas dispersos, podría incluir a la mayoría de las
formas farmacéuticas; desde las dispersiones moleculares, también llamadas soluciones
si la sustancia dispersa presenta bajo peso molecular, hasta las mezclas groseras de una
sustancia pulverulenta distribuida en otra de la misma naturaleza. Un significado más
conciso del término sistema disperso, hace referencia a varios tipos de sistemas
coloidales en los cuales, la fase dispersa es de dimensiones coloidales y el sistema tiene
una apariencia homogénea a simple vista.

En farmacia, el término incluye, generalmente, no sólo a coloides, sino también
a dispersiones groseras, emulsiones y suspensiones en las que el tamaño de partícula de
la fase interna es relativamente grande, y también a soluciones poliméricas y
dispersiones sólidas.

3.2: Clasificación de los sistemas dispersos

Desde el punto de vista farmacéutico, los sistemas dispersos se pueden clasificar
de múltiples maneras. Existen dos tipos de clasificaciones según se tomen como
criterios el estado fisico de las distintas fases constituyentes del sistema o el tamaño de
partícula de la fase dispersa:

Fase Medio de Dispersión
Dispersa

Sólido Líqu•ido Gas
Sólida Sólida en bases oleosas

Sólidas en películas Suspensiones Aerosoles sólidos
poliméricas

Líquida Líquidos en bases Emulsiones Aerosoles líquidos
oleosas

Gas Aire en sólidos Espumas Ninguno

Tabla !!- Clasifrcacrón de los sistemas dispersos según el estado fisico del medio de dispersión y de
la fase dispersa°.

eClasificación adaptada de Gennaro, AR y cols. y Dittert, L.W. (Nairn, 1991).
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Categoría Intervalo de Tamaños de Característicás ^
Partícula

Soluciones Menores de lnm Difunden rápidamente;
moleculares atraviesan todos los

. filtros y^ la mayoría de
^ . , las membranas semi=^

. . penneables.

Dispersiones Entre 1 nm y 1 um Visibles por microsco-
^ ^ pía electrónica; ^difun-

^ ^ den despació; presen- ^
- ' ^ ^ tan movimiento ^

^ Browniano; no átra=
^ ^ ^ viesan membranas sé^-

. ^ mipermeables.

Dispersiones Mayores de 1 um
groŝeraŝ ^ . ^ .

Ejemplóŝ ^ ^

Solucioñés ^
acuosas de cloruro

potásico o de
azúcares. ' ^

Micelas de
rñoléculas ^

anfipáticas;
M'icroemulsioneŝ .

Visibles por microsco- Casi todas las
pia óptica; no difundén; ' suspeiisiories y
carecen de movimiénto emulsioneá
Browniano; sediméntari farmacéuticas.

o hacen creaming.
Tabla Vl.-Clasificación de los sistemas d'ispersos según el intervalo de tamaños de partfculas de !a
jase dispersa°.
^ Clasificación ada^acia por Diuert, L.W. y Martín, A, Swarbrick, J., y Cammatia, A(Nairn, 199t)..

Existe una tercera ĉlasificación de sistemas dispersos, generalmente restringida a
medios líquidos, basada en la interacción existente entre la fase dispersa y el medio de
dispersión. Los sistemas liofilicos. son aquellos . en los que existe una finalidad
considerable de la fase dispersa por el medio de dispersión; si el medio líquido és agua,
se puede utilizar el término hidrófilo, que es mucho mas restrictivo.

Los sistemas liófóbicos, son . aquellós ^ que presentan una péqueña o nula:
atracción entre las dos fases. Si el medio líquido es agua se puede utilizar el término
hidrófobo.

El tercer grupo dentro de estas clasifiçaciones, incluye a molé ĉulas denominadas
anfifilicas, que poseen tantos grupos lipófilos como hidrófilos,. y que forman, en el
medio de dispersión, agregados de dimensiones coloidales Ilamados micelas.

3.3.-Utilización de sistemas dispersos en farmacia

Existen numerosas razones que explican el porqué de la preparación de sistemas
dispersos dentro del campo farmacéutico. Probablemente, una de las más importanfe es
la de presentar el fármaco en una concentración apropiada para su utilización, ya que los
principios activos puros son muy pocas veces adecuados para la administración directa.
Ciertos tipos de sistemas dispersos; en particular aquellos en éstado líquido tales como
suspensiones y emulsiones, permiten ajustar la dosis con facilidad; este aspecto es de
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gran utilidad especialmente en niños o pacientes que requieren un ajuste de la dosis o
que son incapaces de deglutir sólidos, como son los comprimidos.

Así mismo, como el tamaño de partícula del fármaco se encuentra reducido
dentro del sistema disperso, el aumento de su superficie específica promueve un
aumento en su grado de disolución, lo cuál es de gran importancia cuando se trata de
principios activos de baja solubilidad.

La utilización de sistemas dispersos ofrece la oportunidad de formular fármacos
en una forma alternativa a las formas de dosificación convencionales. Así por ejemplo,
las formas de administración orales podrían formularse como comprimidos, granulados
o líquidos; pero podríamos llegar aún más lejos creando nuevas rutas de administración
para los principios activos, que mejoren a las ya existentes.

Otro aspecto, fundamental y de gran actualidad, asociado a este tipo de sistemas
es el relativo al control de la liberación de fármacos desde la forma farmacéutica. Se
pueden conseguir liberaciones prolongadas y retardadas de principios activos bien
utilizando formulaciones apropiadas en sistemas matriciales o mediante el uso de
recubrimientos para las mezclas fármaco-excipiente. ^ ^

Los sistemas dispersos tales como las soluciones poliméricas, se pueden emplear
como recubrimientos para comprimidos con el objeto de aumentar la estabilidad
química, mejorar sus características organolépticas e incluso identificar el producto. Así
mismo, las preparaciones poliméricas líquidas nos permitirán un aumento en la
estabilidad fisica de emulsiones y suspensiones, también sistemas dispersos.

Finalmente, estos sistemas mejoran el grado de cumplimiento de la pauta
posológica por parte del paciente ya que permiten al fabricante la creación de productos
farmacéuticos más agradables al gusto y más cómodos para su utilización.

3.4.-Microemulsiones

3.4.1. Definición

Las microemulsiones son sistemas dispersos coloidales óleo-acuosos fluidos,
termodinámicamente estables, homogéneos e isótropos, estabilizados por un
tensioactivo en unión, en la mayoría de los casos, a un co-tensioactivo de naturaleza
muy variada (alcoholes de cadena corta, aminas o moléculas débilmente anfifilicas)
(Aboofazeli y cols., 1994).

Estos sistemas_dispersos fueron descritos por primera vez en 1942 por Schulman
y Hoar (Hoar y Schulman, 1942) siendo inicialmente denominados, por muchos
investigadores, como soluciones micelares hinchadas, emulsiones transparentes, micelas
solubilizadas, etc. El término microemulsión fue introducido también por Schulman en
1959 (Schulman y cols., 1959) y es la denominación que ha prevalecido hasta la
actualidad. ^
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El^ nombre "microemulsión" se queda a. veces restringido a sistemas en los que
las gotículas que lo componen son de un tamaño lo suficientemente^ grande como para :
que las propiedades fisicas del aceite disperso o de la fase acuosa sean indistinguibles de
las correspondientes al aceite o agua pór ^separado. .. .^ , ,,

Sobre estas bases, . es posible distinguir, . al menos . en un principio;
microemulsiones óleo-acuosas, en las que las gotículas ^ tienen ^ un núcleo oleoso
isotrópico, de sistemas micelares que contengan pequeñas cantidades de fases oleosa
solubilizadas ^incapaces, juntos con. las porciones..lipófilas del tensioactivo, de producir
un núcleo: isotrópico. Sin. embargo, debido .a que: no existe un método. sencillo para ^
determinar^ el contenido en aceite que: permita al^ núcleo de las "micelas hinchadas"
adquirir las misma ^propiedades que: la fase por separado; la distinción entre .sistémas
micelares solubilizados y microemulsiones no está.delimitada con claridad. •..^•

3.4.2.Dif.erencias entre 1a micr.oemulsián y^otros sistemas disper.sos coloidales

Aunque : el término microemulsión se .. puede asociar . al de ^ emulsión, existen .^
notables diferencias entre ambas dispersiones coloidales. ^. ^^ . ^^

• Una diferencia esencial entre emulsiones y^microemulsiones; radica en la
esaontaneidad de formación ^de las segundas; que, a^diferencia de las emulsiones, no
requieren un. grari aporte de.trabajo mecánico en su formación. Esta es una distinción^
muy importante :entre los,dos sistemas. Si hiciéramos una^revisión bibliogáfica sobre
patentes, encontrariamos varias^ "microemulsiones".cuya obtención sólo es po ŝible con
sonicación prolongada o con la utilización de técnicas de microfluidificación, y por lo
tanto; inaceptables como ^tales si nós ceñimos ^a la definición generalizada ' de estos
sistemas. . . ^ ^ ' . '

• Otra diferencia muy relevante entre ambos sistemas dispersos hace referencia
a la transparencia de las microemulsiones, la cuál tiene su origen en el pequeño
diámetro de las gotículas que componen sus fase dispersa, y que suele ser menor de 140
nm. Debido a esta particularídad, las microemulsiones dispersan débilmente la luz
visible que incide sobre ellas, en comparación con la dispersión que producen las
gotículas (1-10 um) de las emulsiones convencionales.

' • Finalmenté; ^la difereñeia' quizás más importante^ desde el punto de vista
farmacéutiCo ^y de ^ formulación; se ericuentra én las diferencias ^ éxisténtes en^ 1a
estabilidad de amba^ dispersiones. Así, mientras que las emulsiónes énvejeceri débido a
los fenómenos de coalescencia y de Ostwald (transferencia de materia de las gotículas
pequeñas a las grandes), con la consiguiente disminución de la superficie interfacial y
por tanto; de lá energía libre' del sistema; en las microernulsioñes, la tensión interfacial
es ló suficiéntémérrté bájá ^ ĉómo pará cómpensar la er^tropía^ dé la dispersión, 'siendo
estos sisfémas termodinámicamente ^establés. ^ ^ ' ^ ^ ^

• Por otra parte, sé han idéntificado las microemulsionés con las ŝoluCiones
micelares. Sin embargo, las microemulsiones se diferencian de las soluciones mi^elaTes
por su mayor capacidad de solubilización con un mínimo aumento en el tamaño de gota.
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3. 4. 3. -Teoría sobre la formación de microemulsiones

- Formación de una tensión interfacial negativa: fue propuesta inicialmente por
Schulman y cols. (Schulman y cols., 1948; Schulman y Riley, 1948). Se consideraba
que la formación espontánea de las gotículas de la microemulsión era debida a la
formación de una película compleja en la interfaz aceite-agua por el tensioactivo y el
co-tensioactivo. Esto causaba una reducción en la tensión interfacial a valores muy
bajos (de próximos a cero hasta negativos). ^

La película interfacial mixta en equilibrio tanto con la fase acuosa como la
oleosa, era considerada doble y de naturaleza líquida con una presión de expansión bi-

dimensional, n;, que determinaba la tensión interfacial, y;, de acuerdo con la siguiente
ecuación:

Yi = Yo/w-T^i

donde yo^W representa la tensión interfacial aceite/agua en ausencia de la pelicula.

Cuando grandes cantidades de tensioactivo y co-tensioactivo se absorben para
formar la interfaz, la presión de expansión, podría hacerse mayór a la tensión interfacial
dando como resultado una presión interfacial negativa y por tanto, energía libre
disponible para reducir la superficie interfacial.

Posteriormente, Prince (Prince, 1970; Prince 1975) postuló que la tensión
interfacial negativa podría producirŝe cómo consecuencia de una disminución'de yo/W, en
lugar de una irréal presión inicial alta como aparecía en el modelo óriginal.

Está disminución podría deberse al posicioriamiento del co-tensioactivo entre la
fase oleosa y la interfaz. La película interfacial debe curvarse para la formación de la
gotículas, y, por tanto, el concepto de una doble película se utilizó para explicar tanto la
estabilidad del sistéma como la curvatura de la interfaz: Una película doble y plana
estaría sometida a presiones debidas a las diferentes tensiones existentes a cada uno de
sus lados. La reducción de este gradiente de tensiones al igualarse las presiones a ambos
lados de la superficie es lo que provocaría la curvatura de la película, tal y como puede
apreciarse en la figura 15. ^ '

Figura l5. Formación de la curvatura de la superficie interjacial de las microemulsiones.
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El papel dinámico que juega . el ^. co-tensioactivo en la formaĉión de .
microemulsiones fue considerado por Gerbacia y Rosano (1973), quienes observaron
que la tensión i^terfacial podría reducirse temporalmente debido a.la .difusión del co-
tensoactivo a través de la interfaz. Propusieron: que las micraemulsiones .ŝe; formaban .
por un, doble. proceso. .de dispersión y estabilización.. El proceso de dispersión implica.
una reducción transitona-de la_tensión interfacial a valores negativos o próximos a.cero
a los. cuales la interfaz. se expande para formar pequeñas gotí ĉulas dispersas. Como
consecuencia, éstas absorben más tensioactivo y co-tensioactivo hasta que.la fase inicial.
está lo suficientemente disminuida como para que y; tome nuevamente valores
positivos; ^^ momento ^ en el cuál, se inicia la etapa de. estábilización . por Ia película
interfacial^ de tensioactivo y co-tensioactivo. ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ . _ .

- Teoría de solubilización: Shinoda (Shinoda y Kunieda, 1973; Shinoda y
Lindman, 1987) y Frieberg (Frieberg y Venable, 1983; Frieberg y cols., 1977)
consideran a las microemulsiones como soluciones monofásicas termodinámicamente
estables de micelas esféricas hinchadas con agua o con aceite.

Frieberg demostró que en soluciones de micelas invérsas se podía solubilizar
tales cantidades de fase oleosa, que la composi ĉión de la solución resultante podía
considerarse como una microemulsión. . , , ' , , ,

3. 4. 4. Diagramas de fases '

Cuando los distintos elementós dé los que se componé una microemul ŝión (fase
acuosa, fasé oleosa, .tensioactivo y co-tensioactivo), se mézclan, dicha microemulsión es
sólo una de las múltiples estructurás dé asóciación (inĉÍuidas emŭlsionéŝ
convencionales, fases micelares.y.mesomórficas de múltiples construcciones tales como
lamelares, héxagonales, cúbica ŝ, gran varied^d .de ĝeles y diŝpersiónes oleosas) .que
pueden formárse, ep función de la naturaleza qúími ĉá y concentración de. cada ^ŭnó de
los ĉompoñentes, aŝí, comó. de, la témpératura ^ y presiones ^ prevalecientes eri '^cada
momento. . . . • '

^ Uná apróximaĉión múy útil pára ilustrar la sérié tan compleja dé iñtera ĉc'iónes
que oóurren cuandó^ se mezclan los compónéñtes eñ di^tintas propor ĉiones, és la'
construcción de diafragmas de fases. ^^ "

Como se puede observar en la figura 16, puede emplearse un tetraedro regular
compuesto por cuatTO triángulos equiláteros para trazar la composición sistemas de
cuatro componentes, con -_ los.. componentes puros representados. en cada uno de los
vértices del tetraedro ^.^ ŝiéridó :. lós ^ lados- del ^. mismo inezcla ŝ ^. binarias de dichos
componentes. Sin embargó, loŝ: ^di^ĝrari^ás ,ct#atérnarios soi^ muy labórióso^ 'de preparar
y dif ciles de :interpretar;'es.. pór ého; pór Ío • qŭé en la práctica ^ es mucho más habitual
investigar séçciones plañas (área ^ómbreada^ de lá figura anteriór) del tétiaedio trazando
un diagrama., ^triariĝular bidimensional^ ^{diagrama de fases' pseŭdó=ternario), bien
manteniendó'^ja la' proporción de uno de los componentes, o bien utilizando una
relaçión conŝtante de dos de ellos, generalmente del tensioactivo y del co-tensioactivo.
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F"igura 1á Diagramas de fases cuaternario para sistemas de cuatro componentes.

La figura 17, representa esquemáticamente un diagrama de fases pseudo-ternario
con una proporción constante entre tensioactivo y co-tensoactivo, y muestra
microemulsiones y estructuras lamerales y micelares asociadas.

^gura 17. Modelo teórico de diagrama de fases pseudo-terrrario.

Los dominios correspondientes a las microemulsiones, que pueden ser regiones
de una o múltiples fases (área sombreada), se encuentran cerca de la zona central de
diagrama, en áreas que contienen comparativamente grandes proporciones de
tensioactivo. Esto trae como consecuencia un problema importante a la hora de utilizar
estos sistemas como formas de administración de fárrnacos, ya que la mayoría de los
tensioactivos a concentraciones elevadas son irritantes y tóxi ĉos. ,
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Las .microemulsiones pueden también coexistir en ^equilibrio^ con exceso de fase
acuosa, oleosa, o ambas. Los dominios multifásicos de las microemulsiones también
tienen importancia práctica. Estos sistemas en equilibrio han sido denominados como
Tipo I, Tipo II ó Tipo III después de su primera descripción por Winsor (Winsor, 1948).
Los sistemas de Winsor Tipo I consisten en una pequeña fase de microemulsión o/a
coexistente con exceso de fase oleosa, mientras qué los sistemas Tipo II están
constituidos por una elevada fase de microemulsión a/o en equilibrio con un exceso de
fase acuosa. Finalmente, los sistemas Tipo III se forman cuando el tensioactivo(s) se
encuentra concentrado en una flase intermedia bi-continua rica en tensioactivo, la cuál
coexiste con exceso de fase acuosa y oleosa.

El tipo de equilibrió en estos sistemas depende de la concentración y naturaleza
química del tensioactivo(s), fase oleosa y sustancia solubilizadas. Se pueden inducir
rápidas transiciones entre los diferentes tipos de sistemas y entre las microemulsiones de
fase única. mediante cambios en la temperatura (cuando se usan tensioactivos no-
iónicos), cambios en la salinidad (por ejempl6 fuerza: iónica), o mvdificando la relacióri
tensioactivo/co-tensioactivo (Robbins, 1976). Un método alternativo paza la
presentación de datos, es en forma de diagramas de fase pseudo-binarios. Esta
aproximación ha sido extensamente utilizada por Shinoda y cols., quienes han llevado a
cabo numerosas ^ investigáciones . sobre el comportamiento fásico de mezclas fase
acuosa-fase oleosa-tensioactivo no iónico (Shinoda y Frieberg 1986; Shinoda y cols.,

, ...:...., . . .. .. .. .
1991). .. . . . , .. .. . . . . .

Los tensioactivos no iónicos, por lo general, no necesitan la presencia de un co-
tensioactivo para formaz microemulsiones. Con tales sistemas, la temperatura es el
factor más importante ya que los'tensioactivos no iónicos ven iñcrementada su lipofiíia
a medida que aumenta la temperatiira. ^ ^

^ Dado que los sistemas agua-aceite solubilizados presentan propiedades similares
a bajas concentraciones de tensioactivo, e ŝ muy frecuénte el uso de diagramas pseudo-
binarios de fases en que se representan las fracciones de fase acuosa^ y oleosa, a un
porcentaje en peso.fijo del tensioactivo, en función de la temperatura. Esto implica un
esfuerzo considerablemente menor que el de determinar diagramas terriarios a diferentes
temperaturas.

En la siguiente figura, podemos observar un diagrama pseudo-binario de fases
simplificado.

^
^
í^»
á

^

Aguá .

II^

Aceite

Figura 18 Diagrama de fase pseudo-binario.
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Las regiones de fase única isotrópicas con concentraciones altas y bajas de fase
acuosa, IA y Io , corresponden a microemulsiones o/a y a1o, respectivamente. La región
de tres fases intermedia, III, representan un estado de transición entre las fases a/o y o/a;
en esta región se localiza la Temperatura de Inversión de Fases (Phase Inversion
Temperature ó PIT) del sistema.

En la parte inferior del diagrama, encontramos una región de dos fases IIaie,
compuesta de fase acuosa u oleosa con tensioactivo disuelto. Después de mezclarse,
suele formarse una macroemulsión o/a. Del mismo modo, la región II^^, a altas
temperaturas, representa una región de dos fases compuesta de fase acuosa y oleosa con
tensioactivo disuelto que, tras agitación dan lugar a una macroemulsión a/o.

Aunque estos diagramas de fases pseudo-ternarios y binarios, se usan
extensivamente en formulaciones para delimitar de una forma exacta las condiciones
necesarias para la formación de microemulsiones, nos son capaces de predecir el
equilibrio de fases o el tipo de sistema formado (ola, a/o, bicontinuo, etc.) ni pueden
indicar las condiciones de máxima estabilidad de los sistemas. Simplemente establecen
los límites entre regiones de una o múltiples fases e ilustran el efectos que provocan los
cambios en las concentraciones de los componentes, individual o colectivamente.

3. 4. S. -Formulación de microemulsiones

Las microemulsiones suelen desarrollarse empíricamente, ya que no existe una
teoría adecuada que permita predecir los compuestos a partir de los cuales puedan
formarse. Su formulación implica normalmente una combinación de tres a cinco
componentes: una fase oleosa, una fase acuosa, un tensioactivo primario, en muchos
casos, un tensioactivo secundario (co-tensioactivo), y ocasionalmente un electrolito.

Estos sistemas isotrópoicos, suelen presentar una mayor complejidad en su
formulación que las emulsiones convencionales, debido a que su formación es un
proceso muy específico que implica interacciones espontáneas entre las moléculas
constituyentes. El tipo de estructura de asociación obtenida a partir de estos
componentes a una temperatura determinada, no sólo depende de la naturaleza química
de cada uno de ellos, sino también de sus concentraciones relativas.

- Elección de los com^onentes: aunque no existan unas reglas estrictas para la
elección de los componentes más apropiados de una microemulsión, existen unas
directrices generales basadas en observaciones empíricas (Rosano y cols., 1979; Rosano
y cols., 1988; Osborne y cols., 1988;). El paso crucial, radica en la selección del
tensioactivo y(si es necesario) del co-tensioactivo para. cada tipo de fase oleosa.
Debemos considerar que el tensioactivo(s) elegido debe:

• Disminuir la tensión interfacial a valores muy pequeños que ayuden al
proceso de dispersión durante la preparación de la microemulsión.

• Constituir una película flexible que pueda formar con rapidez pequeñas
gotículas esféricas.
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^•. Tener un cazácter hidrófilo-lipófilo ^ aproximado ^ para aportaz ^la correcta
curvatura a la ^región interfacial para el tipo de microemulsiones deséado, o/a,
á1o, ó 6icontinua. . ^ ^ . . ^ • . ^ . . ^ . . .

Con respecto al primer punto mencionado, ya se comentó con anterioridad que
una de las condiciones esenciales para la formación de una microemulsión es la
obtención de una.tensión interfacial muy baja. ^Este efecto casi nuñca se consigue con el
uso ^de un único tensioactivo y casi^ siempre se requiere la adición de un co-tensioáctivo:
La presencia de un alcohol de cadena ^ corta puede reducir la tensión interfacial de
valores del orden ^de 10 mN/m (en ^sistemas que contengan sólo tensioactivos) a valoré ŝ
menores de 10"^ mN/m: ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^

Se pueden observar excepciones a este reĝla cuando sé utilizan tensioactivos no
iónicos, los^cuales presentan a su PIT tensiones interfaciales muy bajas, del orden de 10'
1 a^ 10"2 mN/m (Aveyard y cols., 1989). Este fenómeno, explica la causa por la cual los
tensioactivos no .iónicos pueden formaz con frecuencia microemulsiones a su PIT, en un
intervalo muy amplio de composiciones. Así, generalmente a^temperaturas inferióres a
la PIT, cualquier tipo de microemulsión formada a partir de'un tensioactivo no iónico, ^
será del tipo o/a, mientras qué las formadas por encima de la PIT serán del signo
contrario. Es fundamental tener en cuenta que la PIT de un sistema depende en gran
medida de su fase oleosa, el tensioactivo(s) y los aditivos que pudieran estaz presentes
en él. ^ ^ ^ ^ ^

En referencia al segundo punto antes expuesto, el requerimiento ^de la formáción
de una película interfacial fluida se consigue, en la mayoría de lo ŝ caŝos, mediante la'
adición de un co-tensioactivo: Así por ejémplo, en ausencia de un co-tensioactivo, las
lecitinas forman ^ microemulsiones a/o únicamente en un intervalo de concentraciones
muy limitado, debido en parte a la tendencia que tienen ^de^formar películas muy ^rígidas ^
(Binks y cols., 1989).

La presencia de un co-tensioactivo de cadena corta confiere a^ la película
interfacial la flexibilidad suficiente para adquirir las diférentes curvaturas reqúeridas
paza la formación de microemulsiones en un amplio intervalo de composicioñés: En él
caso de los tensioactivos no iónicos, la película interfacial flexible^ puede conséguirse ^
simplemente con un aumento en la temperatura del ^ sistema. Una implicación evidente
que surge de la necesidad de la película interfacial, hace referencia a la longitud de las
cadenas hidrófobas de los tensioactivos. ^ '^ ' ^

Así, paza lograr la flexibilidad de la película, dichas cadenas no deben ser muy
largas; si fuera necesario él uso de un tensioactivo de cadena hidrófoba lazĝa, sería
necesario que dicho tensioactivo tuviera suficientes grupos fluidificantes (por ejemplo
insaturaciones) que asegurasen el estado líquido ^ de las ca.denas hidrófobas qiie ' lo
constituyen.

Finalmente, en .las siguientes tablas se resumen algunos de los problemas que
pueden derivarse del uso de determinados componentes en la formulación de
microemulsiones: ^ ^ . . ^ . ^
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Componente Posible Consecuencia

Aceites polares Impedir la formación de microemulsiones.

Aceites con bajo peso molecular . Aherar la solubilización de ^armacos en la región
interFacial.

Co-tensioactivos Impedir la dilutabilidad de la microemulsión.

Presencia de electrolitos, tampanes Afectar a la estabilidad y alterar el área de
otros aditivos formación de las microemulsiones.

Fánnacos con propiedades tensioactivas Akerar el área de existencia del sistema y causar
cambios de fase después de su liberación.

Tensioadivos coti cadena alquílica larga . Impedir lá formación de microemiilsiones .
en un i^ervalo apropiádó. .

Tabla l^ll. Problemas causados por 7os distintos componentes de las microemulsioñes..,

- Construcción de ^1ós diag^amas • de fases: u^a vez qúe se han seleccionado los
componentes más apropiados. de la microemulsión, ^él siguiente paso es la construcción
de los diagramas de faseŝ ^cuaternarios o pseudo-ternarios que^ pérmitan definir la
extensión y naturaleza de las regiones de formación ^^de las ^ microemulsiones y los
dominios bi- ó tri-fásicos que las rodean.

Para desarrollar estos diagramas, se deben preparar un gran número de muestras
de distintas composiciones. Las regiones correspondientes a microemulsiones se
delimitan en función de su naturaleza isotrópica y baja viscosidad.

Existen varios procedimientos utilizados para la obtención de microemulsiones;
así, por ejemplo, tenemos.el de Bowcott y Schulman (Eccleston, 1994), que proponen
inicialmente la obtención de una emulsión grosera mediante la adición de la mezcla fase
oleosa-surfactante a parte de la fase acuosa, en un reactor a temperatura controlada.
Posteriormente se valora este sistema volumétricamente hasta su claridad con el co-
tensioactivo y,^ finalmente, se procede a su dilución con agua hasta obtener una
microemulsión con la ^ concentración deseada. Cuando se trabaja con ten ŝioactivos no
iónicos, los diagramas pseudo-binarios son muy útiles para observar la influencia que
tiene la temperatura y.la oomposición sobre^lós sistemas.

Rosano y cols: (1979) sugieren una rutina sencilla para una evaluación rápida de
la adecuación de lós cómponéntes en la formación de microemulsiones, sin construir
diagramas de fases. Esta técnica implióa un cálculo simple para determinar la
concentración mínima de tensióactivo requérida pára cubrir la interfaz; posteriormente,
se prepara una emulsión grosera, que se valora vólumétricamente hasta total claridad
con el co-tensióaĉtivo élegido. Si el sistema no adquiere claridad tras la adición de una
cantidad de co-tensioactivo equivalente al tensioactivo primario, se le considera
inaceptable, y primero el co-tensioactivo, luego el tensioactivo y por último la fase
oleosa se cambian de uná manera lógica. ^
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3.4.6.- Estructura y caractérización de las microemulsiones

- Estructura: como resultado de las investigaciones que se han realiza.do én los
úhimos años, se puede afumar que las microemulsiones no se ajustan a un solo modelo
estructural. Las estructuras más conocidaŝ de las microemulsiones son 1as basadas en
microgotas esféricas de tamaño uniforme de una de las fases en el seno de la otra.

En la figura 19, pueden observarse las dos estructuras opuestas. En la de tipo
directo (o/a), las moléculas de tensioactivo. se sitúan con la cadena hidrofóbica hacia el
interior, ló cual crea un medió itrterno apolar que perinite la solubilización de
compuestos lipófilos. En las de tipo inverso (a/o), las cabezas polares se dirigen hacia el
interior de la estructura formándose un. medio polar que favorece la solubilización de `
agua o compuestos hidrófilos en su interior.

l±sgura 19. Fstructuras r!'picas en microgota de las microemulsiones.

.: Además de estaŝ dos estructuras; sé han^própueŝto ún gran'ñúmeró dé éstticturas
bicontinuas o en forma de esponja, las cuales no han sido totalmente idéntificadas. Al
aumentar la concentración de fase acuosa o bien la temperatura, se produce una
transición ^ de las microemulsiories inversás (a/ó) a' micróemulsió`nés directa^ (o/a),
pasando por una sei^ie de estiu^turas bicóntinuas que puédén preŝentar birréfringénciá,
ta1 y como puede apreciase en la^siguiente figura: ^ ^ ^'

tgura^ .. rpo posi es estructuras 'ĉontirruas transici n ^
, microemulsiones - . ^ . . .

- Técnicas de caraE,terización: la caracterización , de . la estructura de las ^^
microemulsiones se realiza mediante diversas técnicas experimentales. En las
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microemulsiones que presentan estructuras tipo a/o y o/a, se caracteriza el tamaño y
forma de las gotículas así como las interacciones entre ellas.

En las bicontinuas, existen diversos parámetros^ para su caracterización como,
por ejemplo, la distancia promedio máxima entre dos dominios acuosos o lipófilos.
Asimismo, es importante estudiar la influencia de diversos parámetros, tales como la
estructura de las moléculas de tensioactivo o del componente lipófilo, la temperatura,
composición y la naturaleza de aditivos (alcoholes, electrolitos, etc.). No obstante, dada
la complejidad de estos sistemas, los resultados obtenidos a partir de una sola técnica,
generalmente no son suficientes para caracterizar de un modo inequívoco un sistema en
forma de^microemulsión.

Por todo ello, generalmente es necesaria la comprobación o el apoyo de varias
técnicas, siendo las más destacables las siguientes:

a) Diagramas de fases: son indispensables en el estudio de las microemulsiones.
Los limites de las.zonas de una fase se pueden obtener mediante la observación directa
de mezclas de composición conocida. La información obtenida puede complementarse
con la observación microscópica con luz polarizada, que permite diferenciar las fases
anisótropas de las isótropas.

b) Determinación de tensiones interfaciales: son importantes, ya que este
parámetro es uno de los factores principales en la estabilidad de las microemulsiones.
Para determinar estos valores extraordinariamente bajos de tensión interfacial (del orden
de 10-3 mN/m) se requieren técnicas experimentales muy específicas. En este sentido la
técnica más adecuada es la de la gota giratoria (Spinning drop).

c) Técnicas de difusibn: dichas técnicas incluyen la difusión estática y dinámica
de la luz, difusión de rayos X a ángulo pequeño y difusión de neutrones. Estas técnicas
de difusión no sólo proporcionan la información estructural de la microemulsión, sino
también permiten determinar las interacciones entre las gotículas de la fase interna, que
pueden influir en la estructura y propiedades de las microemulsiones. Sin embargo,
estas técnicas tienen algunas limitaciones, puesto que para la interpretación de los
resultados se requiere el ajuste a un modelo teórico. Asimismo, en algunas de ellas es
necesario diluir la muestra para reducir las interacciones entre las partículas.

d) Viscosidad: Laŝ medidas reológicas permiten reducir las formas de los
agregados, pues si son esféricos muestran mayor resistencia a fluir. Para la mayoría de
las microemulsiones cuya viscosidad es similar a la del agua se cumple la ecuación de
Einstein:

r1^=1+2,5QS

siendo rli la viscosidad relativa y^d la fracción en volumen de las partículas.

e) Conductividad eléctrica: De modo similar a las emulsiones, a las
microemulsiones del tipo o/a les corresponde una elevada conductividad, mientras que
la de las microemulsiones a/o es baja. No obstante, al diluir las microemulsiones a/o
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pueden mostrar un aumento pronunciado de'.conductividad, indicativo del intercámbio
de iones entre las gotículas, que es^el llamado "fenómeño de precolación". " ^

f) Resonancia magnética. nuclear (]^: Mediante medidas del coeficiente de
autodifusión se obtiene información del estado o localización de las moléculas en^una
microemulsión y de la existencia de estructuras de.tipó directo; inverso o bicontinuas o"
de interfaces deformables y flexibles con un tiempo•corto de vida media. ^

^ Además de estas técnicas, también son de interés,^para'conocer la estructura de
las. microemulsiones, las siguientes: sedimeittación -y ultracentrifugación, ^microscopía
electrónica, métodos de fluorescencia estática y dinámica, birrefrigencia ^ eléctrica,
videomicroscopía (VEM), etc.

3. 4. 7.- Estabilidad de las microemulsiones. Estudios de estabilidad

^.- Estabilidad termodinámica: -Basándose en modelos simplificados, ^ se han
desarrollado diversaŝ teorías para explicar la estabilidad termodinámi ĉa de las
microemulsiones. Sin.embargo, ninguna•dé ellas ha resultado^totalmente satisfactoria. ^

En los primeros tratamientos, se consideraba que la tensión interfacial era el
factor dominante.en.la^estabilidad de las microemulsiones. Sin embargo, se.comprobó
que otros .factores. desempeñan ^un papel igualmente importante. ^ Ruckenstein y^cols.
(1985) .y Overbeek (1986), desarrollaron modelos para ^explicar la estabilidad
termodinámica de las micrcemulsiones .donde se considera . la existéncia ^ de microgotas
monodispersas distribuidas al^ azar en él seno de una fase' líquida. En. su tratamiento,
Ruckenstein expresó el cambio de energía libre de formación de una microemulsión,
^GM(R);• mediante la ĉontribución de tres téiminos prineipales: .. ^ ^

eGM^, = eG, + dGz + eG3

^donde: '

'^Cri = Incremento de la éner^ía irnerfacial. ^ ' ' ^ ^
DG2 = Incremétito de la énergía libré de interá^ióñ entre las ^ĝótas. '^
AG3 = Incremento de entropía del proceso de dispersión de las gotas de la

microemúlsión: ^ ^ ^ ^ " '

La énérgía libre dé 'interaccióri entre ^ lás gótas, ^GZ, depende dé un ténriino
negativo, debido a la atracción de Van der Waals y de un término positivo debido a la
repulsión electrostática. Se comprobó que el término debido a las fuerzas de atracción
de Van der Waals era insignificante en comparación á los otros términos.

En el tratamiénto des^rólladó por Rŭckenstein ŝe puso de mai^ifiesto que la
formación espontánea de una microemulsión puede producirse sólo si la tensión
interfacial es tan bája que la energíá 'libre d'é la interfase recién' creada puede
compénsarŝe por la entropía de dispersióri de las ^gotas én él medió. ^ ^
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La estabilización de las microemulsiones requiere que el tensioactivo posea un
balance hidrófilo-lipófilo adecuado. Ello se puede conseguirse con

• Un tensioactivo no iónico en un intervalo de temperaturas adecuado. ,,

• Una combinación de tensioactivo hidrófilo (HI.,B alto) generalmente de
cazácter iónico, con un compuesto anfifilo hidrófobo (HI,B bajo) denominado
co-tensioactivo, que es ĝeneralmente un alcohol de longitud de cadena
intermedia.

• Un tensioactivo iónico de doble cadena hidrófoba, como por .ejemplo el
dioctil sulfosuccinato sódico (AOT). .

- Estabilidad durante el almacenamiento: los test de estabilidad durante el
almacenamiento son más simples y requieren una menor frecuencia que en el caso de
los sistemas dispersos groseros, en los que los cambios en el tamaño de las gotículas y
de fases deben ser vigilados. Por ejemplo, si los tests de temperatura y- congelación-
descongelación, indica.n que el sistema se recupera con rapidez, la microemulsión es
terrnodinámicamente estable en estas condiciones y no requiere de estudios ^ frecuentes
durante su almacenamiento, a menos que ocurran reacciones químicas (oxidaciones,
vaziaciones de pH} que cambien la naturaleza de los componentes y por tanto de la
microemulsión.

- Estudios de estabilidad: los estudios de estabilidad de las microemulsiones, se
realizan frente a la temperatura. No existe un acuerdo entre los distintos autores acerca
de cual d.ebe ser el protocolo a seguir paza realizar los estudios de estabilidad de estos
sistemas; así, se nos presentan distintas propuestas: , ^

• Seis semanas a 40°C y posteriormente alternaz ciĉlos a 5 y 45°C. .

• Cuatro semanas a 50°C, un mes a -5°C y ciclos entre 0 y 40°C. Comprobaz
que la temperatura del estudios está por debajo del PIT.

• Varios meses a 25°C, 40°C y cinco ciclos congelación-descongelación entre
23°C (8 horas) y -10°C (16 horas). . -

• Tres meses a 45°C, un mes a 60°C, 7 días a 80°C y cinco ciclos congelación-
descongelación entre -15°C (24 horas) y 20°C (24 horas}.

• Tres meses a 40°C, 1 semana a =5°C y ciclos de 40 y-5°C a intervalos de 24
horas. Realizaz el test de centrifugación a 10:000 r.p.m. durante 10 minutos.

Finalmente, en la tabla VIII, podemos observaz algunos de los estudios
propuestos y los parámetros que se evalúan en cada uno de ellos, en función del tiempo
de duración del estudio y de las condiciones de temperatura empleadas en el desarrollo
de los mismos:
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Tiempo de ^ ^ ^ ^ . . ^
Duración del 7 Días ^ 30 Días ° 12 Meses^ . 60 Días ^ 30 Días
Ensa o
Temperatura ^ ^ . ^ , . ^ , . , ^ ^ . ,- 18°C

+40°C 4°C 20°C 40°C 75°C
Parámetros-: . ^ . .. . . . . ^
As ecto ^ .: ^ . ^ X . : X . ^ ^ .. . ^ . ^ ^X . : . X ^ . . - X

H^ ^^ ^ X X _ : X . X . . ..X
Viscosidad X X X X •^^ X
Test
Centriiú ación ^

.
-

; X
^ ^ X, X^ . X

Indice
de Refraccibn

X X X X X

Densidad ,^ ,, X X . X ^ X

Signo dé lá . ^ " ^ ^ .Microemplsión ^ - ^
X _

" X X . . . X^
Tamáño de las ^ . ^ ^ . ' . ^
Gotículas ^ - ^ - . .

X
. -- - .

:- Protocoloŝpara la evaluirdón de, lci estabilidail de lirs microemulsiorées.

3.4.8.- Microemulsiones como sistemas de liberación de fcámacos

En loŝ ^últimos diez añoŝ, las microemúl ŝioñes han adqúirido un cónsideráble
interés como sistémas poteñciales de lib^éraĉión de fúmaĉos (Burgéss; 1994), ya que
presentan grandes vernajas sobre los sistemaŝ coloidales en período^de iñvestigaciómasí
como sobre las emulsiones convencionales, suspensiones y soluciones micelares
(Bhargava y cols., 1987). Parte de este interés réside én 'su capacidad de 'disólver
cantidades considerables de sustancia liposolubles, hidrosolubles y anfifilicas debido a
sus extensas supérficies acŭoŝas, oleosas é interfaciales. Así mismo, presentan la ventaja
de ser fáciles de producir, se forman de manera espontáneá ^y sus microestructuras son
independientes del orden de incorporación de los excipientes. Su transparencia óptica y
baja^ viscosidad; confieren a las ^ microemulsiones una buena apariencia externa y un
fácil manejo, y su estabilidad indefinida asegura una vida media muy prolongada.

A p^sar de todas estas ventajas, todavía no se ha definidó la amplitud de uso de
las microemulsiones dentro del campó farmacéutico. Las mayores limitaciones al uso de
las microemulsiones como sistema de liberaeión de fii.rmacos, radican en el reducido
número de excipientes (tensioactivos, co-tensioactivos, solvéntes; ^etc.), aceptables
desde el puntó de vista farmacéutico.. Hasta el. momento . actual, la : mayoría de los
trabajos publieados sobre estos sistemas, han contemplado el uso, como co-
tensioactivos, de alcoholes de cadena corta y aminas, sustancias ciertamente tóxicas e
inaceptables para el consumo farmacéutico.: ^ ^ ^ . , ^ ^ ^

Muchos de los . vehículos. oleosos empleados hastá ahora, son hidrocarburos
alifáticos, tales como el hexano o el benzeno, que obviamente no son apropiados pará
las formulaciones farmacéuticas debido, también, a su elevada toxicidad para el ser
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humano. Como consecuencia del creciente interés surgido en los últimos años en la
comunidad científica por estos sistemas como vehículos potenciales de fármacos, se ha
ilevado a cabo cierto número de estudios relativos a1 uso de tensioactivos no iónicos
menos tó>dcos (Malcolmson y Lawrence, 1993) y lecitinas, tensioactivos anfóteros y
biocompatibles (Aboofazeli y Lawrence, 1993; Attwood y cols., 1992; Saint-Ruth y
cols., 1995).

En las tablas IX y X, podemos ver las ventajas derivadas de la utilizacióñ de las
microemulsiones en el campo farmacéutico, y los campos de aplicaciones en los que se
está investigando, de acuerdo con los artículos publicados hasta la fecha.

• Liberación transdérmica de fármacos hidrofilicos y lipofilicos mediante el uso de
microemulsiones a/o y o/a respedivamente.

• Liberación oral de péptidos mediante el uso de .microemulsiones a/o.

• Formulación intramuscular de péptidos por medio de microemulsiones a/o.

• Liberacióá intraocular de fármacos en microemulsiones o/a.

Tabla UG Invesirgaciones farmacéuticas en el campo de 'las microemul.siones.

Ve^a'as Es ficas
Ventajas Generales '

11Zicroemulsiones.a/o Microemulsiones o/a

Facilidad de preparación Protección de fármacos Aumento de la solubilidad
hidrosolubles. de fármacos lipofilicos.

Claridad
^ Liberacián sosteaida de Aumento de la

Estabilidad f-ármacos hidrosolubles. biodisponibilidad.

Aumemo de la biodisponi- Formulación concentrada
Posibilidad de fihración bilidad. de fárniacos solubles en
(fihración esterilizante). , fase acuosa u oleosa.

Vehiculización de fármacos
de diferente lipofilia en un ^
mismo sistema.

Baja viscosidad y gran .
manejabilidad. ,

éntajas derivadas de la aplicación farmacéutica de las microemulsiones

- Microemulsiones como sistemas de administración transdérmica de fármacos:
la idoneidad de la utilizáción de las microemulsiones como sistemas de administración
transdérmica de fármacos, se ha estudiado en los últimos años por numerosos autores
mediante estudios "in vitro" de permeabilidad a través de la piel.



98 Parte Teórica S'istemas Dispérsos

.En . un estudio : realizado ^ sobre el efecto ^ de la formulación en ^lá absorción
percutánea de agua a^ ^ partir de una micróemuLsión ^Aerosol®OT/octanol/agua, se
demostró (Osborne. y cols., 1.988) que^ el flujo^ transdérmiĉo del agua erá enormemente
dependiente del. contenida.en agua de la microemulsión: Dicho flujo se incremeritó seiŝ
veces al aumentar el contenido en agua de la mi ĉroemulsión, de IS a 68%. A altoŝ
contenidos de agua, una mayor proporción de fase acuosa de la microemul ŝión se
encuentra disponible para su transporte, llevando consigo un aumento en el flujo antes
mencionado. ^ , ,.. ..

Février y cols., (1991) publiĉaroñ experimentós "in vitro" diseñado ŝ para
simular la penetración percutánea de tirosina cuando se administraba en
microemulsiones o%a. La liberación^ de tirosina radiomarcada a partir de este vehículo se
comparó con su liberación a partir de cristales líquidos y emulsiones. Se observó que
tanto las microemulsiones como los cristales líquidos promovían la penetración dé la
tirosina a través de la epidermis en comparación con las emulsíones. 5in embargo,
también pudo observarse que los cristáles liquidos; a diferéncia de'las microemulsiones,
causaban un fuerte efecto irritante sobre la piel.

En un estudio realizado por Ziegenmeyer y Fiihrer (1980}, se pudo ĉomprobaz
que las microemulsiones aumentaban la abŝorción percutánea de ĉlorohidrato de
tetraciclina en comparación ^ ĉon -. los sistemas convencionales. La . explicación . a éste .
fenómeno puede encontrazse en el hecho de que las microemulsiones constituyen
mejores reservorios que los ^ sistemas cónvencionales, para fármacos con baja
solubilidad, ^ debido a su ^ gran capacidád de solubilización. As^. si, el . fármaco se
encuentfa disúéíto én lúgár de suspendido; su ab ŝórĉióñ será; más rápida y eficaz.

Uno de los prablemas asociados a la utilizaĉión de microemulsiones para la
liberación tópica de fírmacos, hace referencia a la dificultad de aplicación de estos
vehículos sobre la^ piel como consecuencia de sú baja viscosidad y alta fluidez. En
respuesta a este problema, Gasco y cols. (1991), desarrollaron una microemulsión de
ácido azelaico a la que . confirieron la viscosidad adecuada para su aplicación
transdénnica. adicionañdo^Carbopol®934 a su formulación.

Finalmente; alguños fármacos (timolol, propanolol, etc.) son demasiado
hidrófilos para incorporarse a la fase interna de sistemas o/a. Sin embargo, es posible
incremernar la lipofilia de estos compuestos mediante la formación de pazes iónicos con ^
otras sustancias como, por ejemplo, el ácido octanoico (Gasco y^cols., 1988). Las
constantes de difusión del fármaco a partir de la microemulsión disminuyen por lo
general a medida que se incrementa la concentración de ácido octanoico. Esta
particularidad, ofrece una clara posibilidad de modular la liberación de prin ĉipio^
activos de distinta naturaleza química, con una simple variación del efecto producido
por el ĉontra-ión empleado. . .

- Microemulsiones como vehículos paza la liberación oral de fármacos: los
estudios ^ realizados sobre las nii^roemulsiones 'para ^ la ^administración oral, ŝe han
centrado ^alredédor• de ^u potencial comó' ^^istemaŝ^ dé libefacióri dé péptidós y; en
particular, de ciclosporina. ^' ^ " ^ ^ ^ ^ " ' ^



Parte Teórica Sistemas Dispersos 99

Uno de los trabajos que más ha contribuido en este aspecto fue el desarrollado
por Tarr y Yalkowsky (1989), quienes demostraron que una disminución en el tamaño
de la gotícula de la microemulsión, aumentaba la absorción intestinal de la ciclosporina
en ratas; fenómeno que se explicó por la gran superficie específica del sistema disperso.

En un estudio más detallado, Ritschel (1993) investigó la absorción intestinal de
tres péptidos disueltos en la fase acuosa, a pH adecuado, de la microemulsión. En el
estudio se emplearon tres formas distintas de microemulsión, una fluida, otra en forma
de gel y, por último, una microemulsión en forma de gel microencapsulada. Cuando
estas formulaciones se administraron oralmente, se observó que el aumento en la
biodisponibilidad de los péptidos no se debía únicamente al tamaño de las gotículas de
la fase interna.

De las conclusiones .eactraídas por el autor en este trabajo, se dedujo que la
absorción gastrointestinal de moléculas a partir de microemulsiones, dependen de los
siguientes factores de la formulación:

• Tipo de fase oleosa de la microemulsión.
• Digestibilidad de dicho compuesto lipídico.
• Naturaleza de los tensioactivos empleados en la microemulsión.
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IV: ESTUDIOS Y CARACTERIZACIÓN DEL PRINCIPIO ACTIVO

4.1: Métodos analíticos cualitativos

4.1.1.- Calorimetría diferencial de barrido (DSC)

El fundamento de la calorimetría diferencial de barrido (DSC) consiste en medir
el flujo de calor absorbido o emitido por una sustancia cuando es sometida a un
aumento gradual de la temperatura. Con esta técnica se puede detectaz procesos
endotérmicos como la fusión, la sublimación, la vaporización de una sustancia y
también procesos exotérmicos como la cristalización, o la descomposición. Estos
procesos ocurren a las mismas temperaturas para las mismas sustancias, por lo que el
DSC se puede utilizaz como método paza la identificacibn de materias primas.

En esta técnica se calientan linealmente dos hornos; en uno de ellos se coloca la
muestra a analizaz dentro de una cápsula, y en el otro se sitúa una cápsula vacía de
referencia. Si no se produce ningún cambio, ambas cápsulas se mantienen a la misma
temperatura durante el calentamiento; sin embazgo, cuando se produce un cambio como
es la fusión, la energía aportada en el calentamiento es utilizada por la muestra para su
fusión, por lo que la cápsula que la contiene permanece a temperatura constante durante
el tiempo que dura dicho proceso. Existe una diferencia de temperatura entre la cápsula
de muestra y la de referencia, que es registrada dando lugar al termograma. El equipo
mide el flujo de calor en función del tiempo o de la temperatura.

- Método:

Los barridos calorimétricos del principio activo se realizan en un equipo Mettler
TA8000. Las condiciones de realización de los bamdos se muestran en el siguiente
cuadro:

Condiciones

Peso de las muestras 1,5-2,0 mg

Cápsulas Aluminio cerradas

Atmósfera Aire

Temperatura inicial 20°C

Temperatura final 200°C

Velocidad de calentamiento 10°C/min
Cuadro 1. Condiciones experimentales del análisis realizado mediante DSC

Los termogramas representan el valor normalizado de la entalpía (Watio/gramo)
(W/g) frente a la temperatura (°C).
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- Resultados y comentarios:

El termograma obtenido para el nifedipino se recoge en la figura

Frgura 1. Termograma DSC del rŭfedipino.

En esta curva se observa un .único. pico endotérmico a 173;66°C correspondiente
a la fusión del nifedipino con un valor de entalpía de fusión de 125,14 J/g, lo que nos
indica que se trata de una sustancia cristalina. Tras la fusión, la línea base se recupera y
permanece sin variaciones hasta aproximadamente 200°C. Esto es indicativo de que el
nifedipino (materia.prima) presenta una elevada.estabilidad térmica.. ^

4.1. 2. - D^acción de rayos X(DRX)

Está técnica se tiasá én la capacidad que tiene un cristal de difractar los rayos X
que inciden sobre el mismo. Cuando una muestra constituida por una gran cantidad de
microcristaíes orientados totalmente al azar se imadia con rayos X, se obtienen conos de
difracción que pueden registrarse representando en el ^eje de abcisas el ángulo de. Bragg
(2T) y en el de ordenadas las intensidades difractadas.

Es un método cómodo y práctico para la identificación cualitativa de compuestos
cristalinos, ya que eI patrón de difracción de rayos X es único, para cada sustancia
cristalina. La identifica.ción de un compuesto por su patrón de difracción del polvo se
basa en la posición de las líneas y sus intensidades relativas.

- Método:

EI siguiente difractograma se ha realizado en el Centro de Ayuda a la
Investigación (CAI) de ^ Difracción de Rayos X de la Universidad Complutense de
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Madrid en su sede de la Facultad de Farmacia. El equipo utilizado en todos los análisis
es un Philips modelo X-Pert.

Las condiciones de análisis para el difractograma son las siguientes:

Fuente de radiación Kai del Cu

0
idB E 5 40° Tarr o ntre y

P ld á 0 04°nguaso e o ,

Tiem o de aso 1 sep p g

Cuadru ^. Condiciones experimentales de! ensayo de difracción de RayosX.

El difractograma representa la intensidad de los picos en unidades Counts frente
al ángulo 2T. ^

- Resultados ,y comentarios:

Como podemos observar en la figura 2, el nifedipino es una sustancia bastante
cristalina ya que presenta en su difractograma picos agudos e intensos a distintos
valores del ángulo 2T.

igura ' actograma ni e 'pino.

Los resultados obtenidos por difracción de Rayos X confirman la sospecha de
cristalinidad del principio activo, advertida en el análisis calorimétrico (ver apartado
4.1.1.), donde se observa un pico endoténmico de fusión bien definido característico de
las sustancias con una naturaleza cristalina fuertemente marcada.
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4.1. 3. -^spectrosĉopia de absorción, infrarroja •

La finalidad de la aplicación de la espectroscopía infrarroja es la determinación
de los grupos funcionales que contiene, un material concretó. ^ Como^ cada grupo
funciona.l absorbe únicamente a unas determinadas frecuencias, características de la
radiación iñfrarrójá, una repreŝentáĉión `dé lá inteiisidad de la radiación frente a la
frecuericia identificazá a los grupos químicos reconocidos en la muestra.

El espectro infrarrojo de un. compuesto.. orgánico es, por lo general; bastante
compléjo. Por este motivo no puede analizazse completamente. Sin embargo, una
correspondencia "pico-por-pico" de.los espectros infrarrojos de dos muestras diferentes
constituye un excelerne criterio de idernidad.

Según lo comentado anteriormente, el espectro infrarrojo de una molécula
orgánica. no resulta ĉonveriiente analizazló én su tótalidád; .pero puedé obtén^ ŝe una
información muy valiosa á partir del mismo, debido a que la mayoría de los grupos
funcionales más corrientes dat^ lugaz a bandas de, absorción- características. en regiones
definidas en la escalá infrarrojo. ^^ ..

- Méto o:

Se utiliza un. equipo Beckman Acculab^ 4. Mediante esta técnica se analizó el
nifedipino (materia prima).. _Las muestras , a analizar se dispersan al 0,5% en KBr.
comprimiendo la mezcla posteriormente. : •

^^aiazá la^ ĉómpréŝióri dé^la mézcla sé áplica^éñ uná prénsá uná fixerza 1Ó^Kp%m2. ^
Los comprimidos obtenidos presentan un diámetro de 13 mm. Se registra el.espectro de
absorción infrarrojo desde 4000 hasta 600 cm"I. Cada espectro es el resultado de cuatro
deférminaciones (n=4).

- Resultados^ comentarios:

: El espectro de infrarrojo obtenido para el nifedipino (Figura 3) presenta lás
bandas características descritas en la bibliografia pará éste; principio activo (Syed Laik

^ ^ ^Ali; 1989). , '

^Cómo se puede obŝervar en lá tabla ^1, eŝtaŝ^bandaŝ se éñcŭeñtrañ localiza.das a
las siguientes longitudes de onda:

Frecuencia cm' Asi nación Frecuencia cm ;. , , Asi na^ión .,.
3331 NH 1574 ^
3102 CH-aromático

^
1530 NOZ

^ 2931',2842 ' ^ ' ^ CH=alifátiĉó ; ^ `' 1433 ^ ^ ^ ^ ^ ^
^ 1689 '

^
^ ^ C^ éstér ` ^ ' 1380^ ' -C-CH3

^^1679 ^ . . , ..
^ ^1227 ^' ' . . . . .

1625 -C^-árómátic;o ^ '' ^ 1121 ' ' "-C-O-éster ^
Tabla 1. Longitudes de onda del espectm infrarrojo del nijedipino con sus correspondientes
asignaciorres estructurales.
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-_
Figura 3. Espectro de absorción infarrojo de nifedipino.

4.1. 4. - Espectrofotometría cortvencional UljNisible

Esta técnica se utiliza en los análisis rutinarios del principio activo (método 1) y
para cuantificar la cantidad absorbida del nifedipino durante los ensayos de cesión in
vitro, realizados con la celda de Franz (método 2), por su rapidez y comodidad.

Se ha empleado un equipo Beckman DU-6, en función del tipo de estudio
realizado se llevan a cabo en dos medios distintos:

l.- En metanol:

- Método:

Se prepara una solución de nifedipino en metanol con una. concentración de 1
mg/ml. Posteriormente, se toma una alícuota de esta solución y se diluye en metanol
hasta obtener una concentración final de 20 µg/ml, sobre la que se realiza. un barrido
espectrofotométrico entre 640 y 200 nm, a una velocidad de barrido de 300 nm/min, y
empleando una cubeta de 1 cm de paso óptico.

- Resultados y comentarios:

El espectro de absorción UV/Vis (Figura 4) muestra dos picos a 350 nm y a
237,5 nm. El má^mo de absorción corresponde al pico con una longitud de onda (^,) de
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237,5 .nm. Esta.longitud de onda; por^tanto; se•ha seleceionado para el de ŝarrollo de este
método espectrofotométrico cuantitativo de análisis.

1,5 -,

...^
V
^
c^
p
a.
O
y

Q oe

Q,0 "f""

200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

igura 4. H:spectro de absorcióñ is det nijedipino en metano

Los má^mos obtenidos al utilizar metanol comó solvente, son análogo ŝ a los
encontrados en la bibliografia para dicho principio activo (Syed Laik Ali, 1989). Por
ello, se puede afirmar que la identificaĉión es positiva.

2.- En tamnón fosfato potásico monobásico pH=6,0/Propilenglicol (70/30 v/v)

- Método: ^

Se prepara una solución de nifedipino en tampón fosfato potásico moñóbásico
pH=6,0/Propilenglicol (70/30, v/v) con una concentración de 1 mg/ml. Posteriormente,
se toma una alicuota de dicha solución y se diluye con el mismo solvente háŝta bbtener
una concentración final de 15 µg/ml, sobre la que se realiza un barrido
espectrofotométrico entre 600 y 200 nm, a una velocidad de barrido de 300 nm/min, y
empleando una cubeta de 1 cm de paso óptico.

- Resultados y comentarios:

El espectro de absorción LJV/Vis (Figura 5) muestra dos picos a 336 nm y a
237,5 nm. El máximo de absorción corresponde al pico con una longitud de onda (^,) de
237,5 nm. Esta longitud de onda, por lo tanto, se ha seleccionado para el desarrollo de
este método espectrofotométrico cuañtitativo 'de análisis.
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(70/30, v/v).

4.1.5.- Espectrofoíometría W/Ijisible de primera derivada

En los estudios de estabilidad del principio activo a la luz se ha. desarrollado este
método analítico como una alternativa a: 1) la espectrofotometría UV/Visible
convencional puesto que, permite la cuantificación de nifedipino, en presencia de los
productos procedentes de su fotodegradación sin interferencia de los mismos (apartado

4.4.2.) y 2) la técnica de H.P.L.C. ya que permite cuantificar el principio activo de
forma más rápida y sencilla, además de ser una técnica más precisa, como se puede
apreciar en los parámetros de validación correspondientes (apartado 4.2.2.).

- Método:

Se prepara una solución de nifedipino en metanol de 20 µg/ml, que se protege de
la luz debido a su fotosensibilidad. Se realiza. un barrido en el espectrofotómetro desde
600 a 200 nm, con un incremento de longitud de onda (0^.) de 16 nm y una velocidad de
barrido de 600nm/min. Se emplea una cubeta de 1 cm de paso óptico.

- Resultados y comentarios:

El espectro de absorción UV/Visible de primera derivada (Figura 6), muestra

dos picos de absorción a 243 y 387,5 nm. El pico de absorción correspondiente a una

longitud de onda (^.) de 387,5 nm se ha seleccionado para el desarrollo de los métodos
cuantitativos de análisis por dos motivos: 1) a esta longitud de onda no existe
interferencia de los productos de degradación (apartado 4.4.2.); 2) las medidas obtenidas
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freñté ^al rarigo de concentraciónes de principio- activo estudiado (5-30 µg/ml), dan la
mejor respuesta lineal con respecto al otro pico de absorción (243 nm).
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igura pectro sorcr n rsi e primera eriva e nr e pino en metarto .

Este método ha resultado ser una técnica novedosa y de gran _interés, aplicada en
un estudio de estabilidad realiza.do sobre una formuiación de nifedipino en forma de
microemulsión múltiple oLa/o, que ha sido objeto de publicación por parte de este grupo
de investigación (Castro y cols:, 2001).

4.1.6.- Cromatografia de líquidos de alta eficacia (H.P.L.C.)

Para la identificación y cuantificación del principio activo en los .ensayos de
estabilidad realizados sobre la materia prima y los productos terminados se ha puesto a
punto un método analítico isocrático. Dicho método está basado en el desarrollado por
Grundy y cols. ( 1994) con algunas modificaciones. Para llevar a cabo el análisis se
utiliza un cromatógrafo de líquidos HP serie 1050 con detector UV/Yisible series 1050,
e integrador HP series 3396,. y como fase estacionaria, una columna Extrasil C8 de
15x0,4 cm y 5 µm de tamaño de poro interno.

- Método:

Se prepara una solución de nifedipino, que se protege de la luz debido a su
fotosensibilidad, con una concentración de 1 mglml. Posteriormente, . se toma una
alicuota de dicha solución y se diluye^ en metanol hasta obtener una solución del
principio activo con una concentración final de 20 µg/ml. Esta solución de nifedipino
(20 µg/ml) se pasa por un filtro de membrana de nylon ĉon un tamaño de poro de 0,45
µm, inyectándose un yolumen de 20 µl en el cromatógrafo.

.̂
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Como fase móvil^ se^ utiliza una mezela metanol/agua (65:35); que ^se ajusta
aproximadamente a pH=4 con ácido acético y trietilamina, a una concentración final de
1% y 0,03%, respectivamente. El flujo se mantiene durante todo el análisis a 1 mUmin.
La longitud de onda del defectór sé fija a 237,5 nm (máximo de absorción del nifedipino
observádo en el ápartado 4.1.4.) ^ .

- Resultados y comentarios:

La figura 7 muestra el cromatograma del nifedipino obtenido por el método
analítico descrito. Como se puede observar, aparece un pico correspondieñte a dicho^
principio activo con un tiempo de retención aproximado de unos 4,5 minutos.

ABSORBANCIA (UA)

4,•f00

' Figrrm 7. Cromatograma del rrifadipino.

^ En el cromatograma no se observa ningún pico adiĉiónal y tampóco se apreciari"
interferencias con el frente, ^ por lo que el métodó se •coñsidéra adecuadó para la
identificación de nifedipino.

4.1. ^7.-•Gromatograf'ur en ccr{^afina ^ ' ' ^ '

La cromatografia en capa fina se ha utilizadó para el análi ŝis cualitativo en los
estudios de estabilidad a luz del nifedipino en estado sólido o incorporado en una
múltiple microemulsión (Castro y cols. 2001), ya que, como se comentó anteriormente,
es una sustancia que sufre procesos de fotodescompo ŝici6n (Majéed ^ y ĉolŝ .,' 1987; "^
Marciniec y cols., 1992).

- Méto o:

Se prepara una solución de nifedipino en"metanol ^áon una conceñtraĉión de ^1
mg/ml, que se protege de la luz. Sobre cromatofolios de aluminio 20 x 20. cm Silica gel
60 F254 ^(Merck) de 0,2 mm de espesor de capa,`sé depoŝitañ 20 µl de la ŝolucióri. Estas
placas se disponen en diferentes fases móviles. • ^^ ^ ^ ^

El revelado de las manchas se efectúa situando la placa corresporidiente bajo la
acción de la luz UV a una longitud de onda de 254 nm.
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Las fases móviles que se han utilizado se recogen en la tabla 2:

Fases móviles propo^^ Constante
dielédrica E

benceno-metanol (Marciniec y Richcik, 1994) 85:15 18,22

benceno-metanol 75:25 9,84

etilacetato-ciclohexano (Marciniec y cols., 1992) 50:50 4,01

tolueno-metanol 90:10 5,40

cloroformo-metanol 90:10 6,94

metanol-amoniaco • ^ ^ ^ ^ 100:0,5 32,40

metanol-tolueno-amoniaco 50:50:1,5 17,50

Tabla 2 Fases móviles utilizadas en cromatogra, ffa e» capa fina.

- Resultados ,y, comentarios:

Mediante el empleo de las fases móviles benceno-metanol (85:15) y etilacetato-
ciclohexano (50:50) se observa que sólo aparece una mancha intensa correspondiente al
nifedipino con un Rf de 0,67 y 0,57, respectivarnente. Estos resultados están en
concordancia con los obtenidos por Mazciniec y Richcik (1994) y Mazciniec y cols.
(1992). A1 igual que en los casos anteriores, con las fases^móviles bencenó-metanol
(75:25), cloroformo-metanol (90:10), metanol-amoniaco (100:0,5) y metanol-tolueno-
amoniaco (50:50:1,5) únicamente se ha visualizado una mancha intensa correspondiente
al nifedipino con un valor de Rf de 0,68, 0,89, 0,78 y 0,80, respectivamente.

Con la fase móvil tolueno-metanol (90:10) también se observa una mancha de
gran intensidad que corresponde al nifedipino con un valor de Rf de 0,38. Esta fase
móvil se ha seleccionado paza realizaz los estudios de fotoestabilidad por ser capaz de
sepazaz mayor número de productos procedentes de la fotodegradación de este principio
activo, que los otros métodos mencionados ( ver apartado 4.4.2).

4.2: Métodos analíticos caantitativos

Paza la determinación del principio activo, en los diferentes estudios realizados,
se han puesto a punto vazias técnicas analíticas.

4.2.1.-Espectrofotometría convencional UU/ljisible

Esta técnica se ha utilizado en el análisis rutinario del principio activo por su
rapidez y comodidad. Los estudios se llevan a cabo en dos medios distintos:

a) En metanol

Debido a que el principio activo es soluble en metanol y prácticamente insoluble
en agua (Martindale, 199b), la utilización de metanol paza la valoración del principio
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activo .se eonsidera adecuada en aquéllos ensayo ŝ donde se requiere deten^ninar su
contenido total. - . . ^ ^ . • . . ^ ^ •

b) En tampón fosfato pH=6,0/Propilen icol (70/30: v/v).

Se ha puesto a punto el métodó • analítico en ^ tampón fosfato
pH=6,0/Propilenglicol (70/30; v/v), debido a que constituye el medio receptor que se
em,plea en los ensayos de^ cesión ^in vitro realizados en esta memoria. ^.

4. 2. 2. - Espectrofotometría UY/Visible de primera derivada

Este método analítico se ha puesto a punto por ser una técnica rápida y sencilla
que permite cuantificar el nifedipino en los ensayos de estabilidad a la luz, realizados
sobre el principio^activo en estádo sólido o incorporado en una múltiple micróemulsión
(Castro • y cols., . 2001). , Al contrario de lo que ocurre con ^ la • espectrofotometría
UV/Visible de orden cero esta.técnica: permite cuantificaz el principio activo evitando la
interferencia ^de los productos procedentes^ de su fotodegradación. • ^'•^

4.2.3.- Cromatogra,^a de líquidos de alta eficacia (H.P.L.C.)

La validación de este método analítico se ha puesto a punto pára cuántificar • él
nifedipino: en los ensayos de estabilidad realizados sobre materia prima y producto
terminado: .Es' un método• •análítico isocrático• basado en el desarrollado poT Grundy y
cols. (1994) con algunas modificaciones.

4.2.4. - Yalidación de los procedimiéntos analíticos

El objetivo de la validación de un procedimiento analítico es la demostración
documentada de que • dicho procedimiento es el adecuado para el propósito que
deseamos. Un procedimiento analítico se refiere a^ la forma de realizaz el análisis. Debe
detallar adecuadamente la forma de prepazaz las muestras, la utilización del apazato, la^
curva de calibración, etc.

Los procedimientos analíticos validados^ más comunes son:^

1. Ensayos de identificación. • . ' ^ ^
2. Ensayo cuantitativo de impurezas: . • • ^ . • • •

^ 3..Eñsayo límite de control de impurezas.
4. Ensayo cuantitativo del principio activo u otros componentes. •

^ Concretamente; en este estudio se han validado distintos métodos añalíticos para
la cuantificación del pr;ncipio activo,.nifedipino (http://www.eutlra:or^/emea.html). ^.

Los parámetros^ típicos requeridos en la• validación de un método analítico, para
la posterior cuantificación del principio activo son:
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-A.- Linealidad.: es la capacidad para producir resultados que son directamente
proporcionales a la concentración del analito de la muestra.

Se calcula por la determinación de la recta de regresión que presenta el mejor
ajuste relacionando las respuestas (absorbancias o áreas de los picos en el
cromatograma) con la concentración del analito.

-A.1.- Cálculo de la recta de re esión: la cuantificación se realiza mediante
rectas de calibrado para cada método analítico, por lo tanto, la linealidad es una
propiedad fundamental para las determinaciones cuantitativas. Un coeficiente de
correlación próximo a la utidad indica buena linealidad.

-A.2.- Test de linealidad

-A.2.1.- Coeficiente de variación de los factores de respuesta (f-y/x): el factor
de respuesta es la relación entre la respuesta y la concentración. Para una concentración
determinada, el factor de respuesta puede tomarse como una expresión aproximada de la
sensibilidad del calibrado a esta concentración. En una calibración lineal los factores de
respuesta deben ser semejantes entre sí y próximos al valor de la pendiente. Coeficientes
de variación (C.V.) superiores al 5% indican falta de linealidad.

-A.2.2.- Sign^cación estadística de la varianza de la pendiente b: la pendiente
b, también llamado coeficiente de regresión, representa la sensibilidad. Una mayor
pendiente se asocia a una mayor sensibilidad del método analítico, ya que pequeños
cambios en la concentración originan importantes modificaciones en la respuesta
obtenida.

-A.2.2.1.- Cálculo de la varianza: la varianza de la pendiente (SZb) se utiliza
como expresión matemática de la linealidad, de tal forma que una menor varianza
indica mejor linealidad.

-A.2.3.- Test de proporcionalidad.• el valor de a, intersección con el eje de
ordenadas u ordenada en el origen, indica el error sistemático del método. En el caso
ideal debe ser igual a cero.

-B.- Precisión: es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida
de ensayos analíticos efectuados sobre una muestra homogénea o, expresado de otra
forma, la distribución de los valores analíticos akededor de su media. La precisión
indica la capacidad del procedimiento analítico para dar resultados semejantes cuando
se aplica repetidamente a una muestra. La idea de precisión, en general, viene expresada
por la media para el valor central y la desviación estándar para la dispersión de los
resultados.

-B.1.- Repetibilidad: es la medida de la precisión de un procedimiento analítico
efectuado en las mismas condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista,
en el mismo laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos y en el curso de la misma
serie de análisis efectuados, generalmente, en un corto intervalo de tiempo.
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.En nuestro estudio, se..ha..determinado la repetibilidad ca.lculando el coeficieme
de variación de los resultados obtenidos del análi5is; mediante los diferentes métodos ^
analíticos propuestos, de seis soluciones prepáradas con^ el^ 104 %^ dé lá concentración
estándar (20 µg/ml) (Castro y cols., 1999). El C.V. debe ser <_ 3%.

^-B.2.- Reprvdtrcibilidaal.• ^es la medida de^ ^la precisión de^ los résultados de uñ '
procedimiento analítico efectuado sobre la misma muestra pero en condiciones ^'
diferentes de analistas, instrumentación, reactivos, laboratorios y días de anáiisis.

La-reproducibilidad.se determina calculando el G:V. de lós resultádoŝ obtenidos^ ^
del análisis, por triplicado; de las soluciones estándar `preparadas a180; 100 y 120 %, én
tres días diferentes (Castro y^cols:, 1999; Moreno y eo1s.,^2000). ^

-C.- Exactitud: indica la capacidad de un procedimiento analítico pára dar
resultados lo más próximos posibles al valor verdadero. Si la diferencia entre el valor
hallado y el valor verdadero es pequeña; la exactitud és:.buena. Es un término que no
debe confundirse con la precisión. La precisión está relaciona.da con la dispersión de
una serie. dé mediciones; .pero no da ninguna indicación de lo cerca. que se encuentran
del . valor verdadero. Podemos téner. medicioñeŝ muy precisas ^ pero poco exactas; sin ^
embargo, para que un método^sea exacto, se requiére un cierto grado de preci ŝión. ^

Se determina^.aplicando el procedimiento analíti ĉo, objeto de válidaĉión, a una' ^
mezcla de los componentes de la formulación desarrollada qué contiene ^cántidades
conocidas de las sustancias que queremos valorar. Se recomienda usar un mínimo de
nueve determinaciones sobre un mínimo de tres niveles de coñcentración que cúbran el '
rango especificado; por ejemplo, 3 concentraciones (80, 100 y 120 %)/tres réplicas de
cada uno:(Castro. y cols.; 1999;: Moreno y, cols., 2000; Franquezá; 2000). Se ha útilizado
la concentración de ZO µg/ml como el 100 % de la concérrtración estásidar.^ ^

. Matemáticamente, se . expresa en. forma de porcéntaje de ré ĉuperacióri de Ia
cantidad de analito.presente en la muestra. ^ ^ ^ ^ ' ^ ^ ^

Estadísticamente se aplica la "t de Student" para. determinar si el valor medio dé
los porcentajés 'de .recuperación de cada .una .de las tres concentracione ŝ émpleadaŝ y el
valor considerado verdader.o; para cada uno de ^los niveles de conceYrtración, no difieren
significativaménte para^un.grado de libertad^dé 0;05. ^ ^ ^

-D.- Especificidad: para la validación de procedimientos arialíticos de
determinación de potencia o contenido, es la eapacidad de un método analítico para
medir de forma exacta y específica el. analito,, siñ interferencia. de impurezas, productos
de degradación, compuestos relacionados o excipientes que puedan estar presentes en la
muestra: Para .la verificación de. la especificidad de los proeédimientos analíticos, se
someten las soiuciones del blanco al mismo análisis que el de las muestras: ^ '

-E.- Límite de cuantificación: es ^la menor cantidad de' analito presente en una `
muestra, que puede ser cuantificada con adecuada precisión' y exactitud por un ^método^
analítico: ^ . ^ . . . . . .
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Se ca.lcula a partir del análisis de al menos cinco muestras de diferentes
concentraciones de nifedipino, considerando como límite de cuantificación la menor
concentración que presentó un C.V. menor de120% (Moya y cols., 2000).

-F.- Límite de detección: es la menor cantidad de analito presente en una
muestra, que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada por un método
analítico.

El límite de detección se calcula experimentalmente como aquella concentración
donde se puede encontraz una diferencia significativa entre una solución estándar (20
µg/ml) y soluciones problemas a las que se adicionan concentraciones crecientes de
nifedipino con respecto a la concentración estándar (Castro y cols., 1999).

- Métodos:

1.- Esnectrofotometria UV/Visible convencional de disoluciones en metanol.

Para validaz el método analítico se prepazan soluciones patrón de nifedipino en
metanol con una concentración de 1 mg/ml. Posteriormente, se hacen diluciones con el
mismo solvente, hasta alcanzar un intervalo de concentraciones entre 1 y 25 µg/ml.
Dichas soluciones se valoran por espectrofotometría UV/Visible mediante un
espectrofotómetro Beckman DU-7 a una longitud de 237,5 nm. De cada concentración
se realizan tres determinaciones utilizándose, en todos lo casos, metanol como blanco.
Todas las muestras se protegen de la luz durante su prepazación debido a la
fotosensibilidad del nifedipino.

2.- Espectrofotometría UV/Visible convencional de disoluciones en tampón
fosfato pH=6,0/propilen icol (70/30: v/v).

Paza validaz el método analítico se preparan sotuciones patrón de nifedipino en
tampón fosfato pH=6,0/propilenglicol (70/30; v/v) con una concentración de 1 mg/ml.
Posteriormente, se hacen diluciones con el mismo solvente hasta alcanzaz un intervalo
de concentraciones comprendido entre 1 y 25 µg/m1. Dichas soluciones se valoran por
espectrofotometría UV/Visible mediante un espectrofotómetro Beckman DU-7 a una
longitud de 237,5 nm. De cada concentración se realizan tres determinaciones
utilizándose, en todos los casos, tampón fosfato pH=6,0/propilenglicol (70/30; v/v)
como blanco. Todas las muestras se protegen de la luz durante su prepazación debido a
la fotosensibilidad del nifedipino.

3.- Espectrofotometría UV/Visible de primera derivada.

Se prepazan soluciones patrón de nifedipino en metanol con una concentración
de 1 mg/ml. Posteriormente, se hacen diluciones con el mismo solvente hasta alcanzar
un intervalo de concentraciones comprendido entre 5 y 30 µg/ml. Dichas soluciones se
valoran por espectrofotometría UV^sible de primera derivada mediante un
espectrofotómetro Beckman DU-7 a una longitud de 387 nm y con una. amplitud de
banda de 16 nm (^^,). De cada concentración se realizan tres determinaciones
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utilizándose, en. to.dos los. casos, metanol. ĉomo bl^nĉo. ^odas las;muestras se..protegen
de la luz duranté su preparación debido a la fotosensibilidad del nifedipino. .

4.- Cromato,grafia lí^uida de alta resolución ^H.P.L.C.).

Para validar el método crómatográfico se preparan soluciones pátrón- con una
concentración de 1 mg/ml. Posteriormerite, se hacen diluciones con el mismo solvente
hasta alcanzar un intervalo de concentraciones entre 1 y 25 µg/ml. Dicha ŝ soluciones se
valoran mediante el método isocrático, descrito ^en el análisis cualitativo. De cada
concentración se realizan tres determinaciones. Todas las muestras se protégen de la luz
durante su preparación debido a la fotosensibilidad del nifedipino.

Se realiza un análisis de regresión por mínimos cuadrados de los datos obtenidos
al valorar las soluciones patrón, ajustándolos a un modelo de regresión lineal:- ^

- Resultados y comentarios:

Las figuras 8, 9, 10 y 11 muestran las rectas de calibrado obtenidas con los
diferentes métodos. .

zgura ecta c r r m to o.

Figura 9. Recta de calibrado del método 2.
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Ftgrtra 10. Recta de calibrado del método 3.

50

tabla 3.

10 15 ZO 25 30
Conce^tración (µg mC')

. ecta e c i r o m to o.

Los datos del análisis de regresión por mínimos cuadrados se muestran en la

Método Ecuución r^

1 Abs^,0593 •Cono-0,0013 0,9990

Z Ab^0,0565•Conc+0,0195 0,9960

3 Abs=30,94x10'S•Conc-15,33x10'S 0,9988

4 Ab^80237,43•Conc+33817,02 0,9980
Tabla 3. Parámetros de la recta de regres^ón.

Estos resultados nos indican que la linealidad es buena, ya que el coeficiente de
determinación en todos los casos es superior a 0,99. .
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Los valores obtenidos para los parámetros analizados en los ensayos de
linealidad y proporcionalidad, se encuentran recogidos en las tablas 4 y 5.

Paránu^ro Método 1 Metodo Z Metodo 3 Mdodo 4 Yalor
a tado

Factor de respuesta 0,058 0,0578 2,9710^ 84110,87

Coeficiente de variación 3,392 4,432 3,015 4,326 < 5%

Yarianza de b 1,8910'^ 2,8610^ 5,8310"9 5168138

Yarianza del error experimental 01 10^2 8,8410"2 9,2510^ 5,24109
total

,

Desviación estándar de b 4,3510^ 1,6910'Z 7,6410"' 2273,35

Desviación estándar relativa de b 0,735 30,041 24,687 2,83

Límite superior de confranza 0,065 0,105 5,3210^ 86877,90

Límite inferior de confianza 0,058 0,006 8,6310"s 73596,96

Test estadístico de b(p=0,01) 136,1 3,328 4,051 35,29 >2,921

Tabla 4. Parámetros estadlsticos del análisis de regresión de la pendiente.

Paráneetro Método 1 Método 2 Método 3
•

Método 4 i^alor
a ado

Yalor de a -0,0013 0,0195 1,5310^ 33817,02

Yarianza de a -1,4510"' 2,1910"2 7,3710"' 3,9510g

Desviación estándarde a 3,81• 10"3 0,147 8,5910^ 19876,51

Desviación estándar relativa de a -2,93 758,34 -560,15 58,78 ,

Límite superior de confianza 5,3^ 10"3 0,278 1,3^ 10'3 68521,40

Límite inferior de confianza -7,9510"3 -0,238 -1,6510"3 -887,36

Test estadístico de b(p=0,1) 0,341 0,132 0,178 1,501 <1,746

Tabla S. Parámetros estadlsticos del análisis de regresión de la ordenada en el origen.
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Pardun^tro CoRC^izfración. Melodo 1 ^ Metodo 2 Metodo 3 Metodo 4 Yariable

80 % 1,857 2,216 1,873 3,941
Repetibilidad
(+,̂b G j^) 100 % 0,228 0,311 1;534 1,813

Í20 % 0,212 0,150 1,234 2,731

.^ 80 % . 3,695 2,323 1,632 1,634 .
Reproducibilidad
^.^ G y) ^ 100 % 1,039 0,929 2,093 2,190 Tiempo

1 ZO % 0,762 :0,454 1,425 2,844 ^

Exactitud ?'est t (p=0, OS) 0;901 ^ 1,242 1,143 0,781
t^=4,303

^Pe^.^^^ Cnmple Cumple Cumple Cumple
Tabla á Resultados de repetibilidad reproducibilidad e^ractitud y especrfrcidad de !os métodos
analfticos validados

Pararmetro M^a^lo 1 Método 2 Método 3 Mĉtodo 4

Límite de cuanti cación ( ml 0,50 0,60 0,50 1,00

Limite de detección ( ml) 0,10 0,10 0,10 0.40
Tabla ^ Umites detección y cuantificación de los métodos validados

Los cuatro métodos son lineales ya que los valores se encuentran dentro de los
límites especificados. Todos los métodos presentan valores experimentales del test de
Student mayores a. los tabulados (2,921; p^,01; n-2=16), lo que indica que la
probabilidad de que b. sea distinto de cero es elevada, superior al 99%. Además, los
cuatro métodos validados cumplen la condición de proporĉionalidad ya que los límites
de confianza del ^téimino independiente, en todo ŝ lóŝ casos, inĉluyen al cero y los
valores experimentales del test de Studént son inferiores a los tabulados (1,746; p^.1;
n-2=16). Esto indica que hay una probabilidad menor del 90% de que sea distinto de
cero. Por lo tanto, en todos los casos la recta se encuentra cerca del origen de
coordenadas ya que. la probabilidad de que sea distinto cero no es elevada.

Según los parámetros resumidos en la tabla 6, podemos concluir que todos los
métados validados, son reproducibles, repetibles, exactos y específicos para el análisis
de nifedipino. ^

4.3: Características t^sicas y fsico-químicas del principio activo

4.3.1.- Punto de fusión

La determinación del purno de fusión se realiza mediante dos tipos de técnicas:
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- Gradiente de temneratura:

Se utiliza una unidad de determinación del punto de fusión BiĴCHI B-540 que
permite calcular este parámetro de acuerdo con las metodologías de la farmacopea. Se
deposita una cierta cantidad de nifedipino en el interior de unos capilares de vidrio, que
se introducen en el horno de la unidad BLTCHI, previamente calentado hasta una
temperatura inferior a la del punto de fusión (setpoint). A continuación, a través de un
cristal, se observa la muestra y se anota la temperatura a la que funde a medida que la
temperatura aumenta según el gradiente que se ha establecido.

Las condiciones de análisis fueron:

oint -Set 100°Cp ^

Gradiente 10°C^

Mau oint ^ 180°Cp
Cuadro ^ Condiciones experimentales del método de gradiente de
temperatura

- Calorimetría diferencial de barrido:

La metodología y las condiciones del ensayo para esta técnica se encuentran
recogidas en el apartado 4.1.1.

- Resultados y comentarios:

En la tabla 8 se recogen los resultados de los estudios realizados para determinar
el punto de fusión.

172,6°C±0,36
DSC

173,6°Cf0,45
Tabla 8 Punto de fuszón (°C) del nifedipino (materia prima) mediante dos técnicas

Estos datos coinciden con los obtenidos en la bibliografia (Syed Laik Ali, 1989),
que aportan un valor de punto de fusión entre 171 y 175°C.

4. 3. 2. - Higroscopicidad

Este estudio tiene como finalidad conocer el comportamiento higroscópico del
nifedipino cuando se somete a ambientes de diferentes humedades relativas (H.R).

- Méto o:

Cradiente de tem enotura

Para obtener las diferentes humedades relativas, riecesarias para este estudio, se
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preparan soluciones saturadas de diferentes sales (excepto para la obtención de la
humedad relativa del 16 % en donde se prepara una solución acuosa de HZSOa) que se
introducen en desecadores ^herméticamente cerrados y a temperatura ambiente: En el
cuadro 4 se resumen las solucianes empleadas así como las humedades relativas
obtenidas. ^ . ^ .

Soluciones Húntedad relativa % a 20°C

CuSO4.5H2O ^ 97

NaC103.6H2O 75 ^

Ca(N03yi.4H2O 50

CaClz 35

Solución acuosa H2SO4 al 61% 16
! Soluclones empleadas para la obtención de las diferentes H.R.

En cada desecador se colocan muestras de principio activo en placas petri
abiertas. Cada cierto tiempo se toman muestras por triplicado y se. valora .su contenido
en agua, mediante la técnica de Karl-Fischer, hasta qué se alcanza la humedad de
equilibrio. El equipo utilizado en estas valoraciones es un Metrohm 658 Processor y b65
Dossimat. ^

Una vez que la muestra sometida al ambiente con mayor valor de . humedad
relativa (97 %) alcanza la humedad de equilibrio, se introduce progresivamenté en las
demás condiciones ambientales (75, 50, 35 y_ 16 %) para evaluar el. fenómeno de
desorción de agua del prinĉipio activó. ' ^ ,

Las determinaciones de las nuevas humedades de equilibrio también se realizan
por triplicado, mediante el procedimiento e^licado anteriormente, no pasando las
muestras de un desecador a ótro hasta que dichas humedades són alcanzadas. ,

- Resultados v comentarios:

En la determinación deí contenido en humedad del nifedipino, al inicio del
ensayo, se obtiene un valor de 0,11% ± 0,02. Como se puede ver en la tabla 9, en
ninguno de los ambientes de H.R., durante los procesos de absorción y desorción de :
humedad estudiados, se encuentran valores significativamente diferentes al inicial.
Conviene destacar que, incluso a la humedad relativa más alta (97 %), la humedad de
equilibrió captada por la muestra es de 0,45 ± Ó,03. Se concluye que no . hay captación ,
de agua por parte de este principio activo.

Por lo tanto, el nifedipino es un sólido insoluble ya que presenta un
comportamiento inerte frente a la humedad. ,
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Humedad Relativa
^/^

Humedad de equilibrio en
proceso de absorción

% n 3

Humedad de equilibrio en
pro^ceso de desorción

% n 3

16 ^ 0,39± 0,01 0,38± 0,01

3S 0,42± 0,01 0,41± 0,01

SO 0,43± 0,03 0,42± 0,02

75 0,44± 0,02 0,43± 0,02

97 0,45± 0,03 0,45± 0,03
áhla 9. Humedades de equilibrio del rŭfedipino en procesos de adsorción y desorción.

La figura 12 presenta las curvas de humedad de equilibrio del nifedipino en los
procesos de absorción y desorción de humedad.

^ 0,6
^
^ 0,5

^ 0_4

W 0'3 ^

^ 0,2

^ 0,1
^
x o

0 20 40 60
Hamedad Relativa (%)

^
loo

^ Curva de Absorción -+- Curva de Desorción

^gura . urvas sorci n y sorci n e ume a e ni e'pino.

Como se puede observar en la figura 12, el principio activo presenta valores de
humedad de equilibrio ligeramente superiores en el proceso de desorción que los
hallados en el proceso de absorción, dando lugar a un leve fenómeno de histéresis. Esto
nos indica que el nifedipino pierde la poca humedad que capta con menos facilidad que
la que adquiere durante el proceso de absorción aunque, en función de los resultados
obtenidos, las diferencias no son significativas.

4. 3. 3. - Coeĵrciente de reparto (P) octanol/agua del nifedipino

Este estudio tiene.como finalidad conocer el comportamiento hidrófilo, lipófilo 0
anfifilico del principio activo al ponerlo en contacto con una mezcla de dos medios
líquidos inmiscibles, acuoso (tampón fosfato USP 23 pH=7,0) y orgánico (octanol),
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mediante la determinación de las cantidades de principio activo disuelto en ca.da fase.

' Este ^ dato experimental es de gran relevancia en la presente memoria,
fundamentalmente para formular el nifedipino en sistemas dispersos constituidos, por
una faŝe ácuósa y ótrá oleósa y decidir en cual de ^ellas va incórporado. .

- Método:

Para la determinación del coeficiente de, reparto del principio activo se sigue el
método propuesto por Schmalut^i y cols. (1997). Para ello se parte de una mezcla de
volúmenes iguales de octanol y tampón fosfato USP 23 pH=7,0 que se somete a
agitación en vórtex hasta alcanzar el equilibrio (saturación de ambas fases).
Posteriormente, se añade a la mezcla una cantidad conocida de principio activo (25 mg)
y se somete todo el sistema a agitación en vórtex durante . 5 minutos a. 2000
r.p.m.Finalmente, se centrifuga la mezcla a 8000 g durante 5 minutos, transcurridos los
cuales se deternŭna la cantidad de nifedipino presente en cada una de las fases por
espectrofotometría UV/Vis a una ^,=237 nm, utilizando como blanco metanol. Las
determinaciones se llevan a cabo por triplicado. ,

El coeficiente de reparto ŝe calculá ulilizándó'la eĉuación dé Nern^t:

K=ao,B/aa4

donde ao$ y a^ son las concentraciones de nifedipino en la fase orgánica y en la
fase acuosa, respectivamente.

- Resultados y comentarios:

Lá tabla 10 muestra las çoncentraciones de nifedipino. en. cada una de Ias fases,
así como las cantidades totales de fármaco presente en las mismas y el coeficiente de
reparto (K) octanollagua.

^ . . Odanot T '^ os ato H: 7 4
Conceniraciones de nifedipino

(6,21±0,9^ 103 65±019 11
(pS^l)

, ,

Cantidades totales disueltas . 155,25±1,23 3^0,49±1;25 •10'
(m /ml ^ .

Coeficiente de reparto (K^ 315,72±1,76
Tobla ID. Concentraciones totales y cantidades disueltas de ntjedipino en octano! y agua 1^t de
nifedipino.

En funcibn de los resultados obtenidos se puede confirmar que el principio
activo es una molécula con marcado carácter lipófilo ya que su coeficiente de reparto
octanoUagua presenta un valor muy elevado, hecho que indica su tendencia a disolverse
en medios de acusado carácter lipófilo. Este valor de K^ es muy similar a los
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encontrados para otras moléculas consideradas de carácter marcadamente lipófilo (Lien
y Gao, 1995). , ^

4.3.4.- Determinación del pH de maxima estabilidad del nifedipino en solución acuosa

Este estudio tiene como finalidad conocer la estabilidad del principio activo
frente a las variaciones de pH y determinar el pH o el intervalo de pH en el que el
principio activo presenta mayor estabilidad. El conocimiento de este parámetro es de
gran importancia ya que algunas de laŝ formulaciones desarrolladas presentan un elevado
porcentaje de agua. ^

- Método:

Para la determinación del pH de máxima estabilidad se preparan soluciones del
principio activo en medios acuosos con diferentes valores de pH y posteriormente se
evalúa el contenido de nifedipino de dichas soluciones por HPLC a distintos tiempos.
La duración total del ensayo es de 72 horas, el número de muestras analizadas para cada
valor de pH, a cada tiempo, es de 3(n=3) y la temperatura durante todo el estudio se
mantiene a 25°C.

El cuadro 5 muestra las soluciones empleadas en el estudio y los valores de pH
de cada una de ellas, a los que se somete el principio activo.

Soluciones Valores de pH

T lió l /HCl Samp n g coco (a árensen) 1 y 3

T fó f USP 23amp n os ato 5 y 7

Tam ón licocola/NaOH (Sárensen) 9 11p g , y 13

Cuadro5 Soluciones empleadas para la determinación del pH de máxima estabilidad de! nifedtpino.

- Resultados y comentarios:

La tabla 11 muestra los datos de estabilidad obtenidos a cada tiempo en
el estudio realizado a distintos valores de pH. Como se puede observar, la estabilidad
del nifedipino en solución acuosa es ligeramente inferior a pH ácidos y notablemente
inferior a pH alcalinos extremos (pH=13). EI intervalo de pH de máxima estabilidad del
principio activo, durante todo el tiempo del estudio (72 horas), es el comprendido entre
7,0 y 11,0 aproacimadamente, con un valor medio én contenido de nifedipino del
94,3±3,4 al final de dicho estudio, y siendo el valor de pH de má^ŭma estabilidad el
correspondiente a 9,0 con un contenido de principio activo del 97,1%. Como hemos
comentado anteriormente, el valor pH donde la estabilidad es significativamente menor,
es el correspondiente a 13 con un contenido de principio de 59,2%.

Si consideramos los resultados obtenidos hasta las 24 y 48 horas, el intervalo de^
máxima estabilidad se amplia hasta 5,0, con valores medios en el contenido en
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nifedipino de 97,4+2;2 y 94,4t3,7,: respectivamente. Sin embargo, al máximo valor dé '
pH (pH=13,0), el principio activo se mantiene estable en solución durante lás primérás
ocho horas de nuestro estudio, obteniéndose contenidos de nifedipino correspondientes
a177,8% transcurridas 24 horas de ensaya ^ ^ •

T'reinpo ^ Valores de H de tas soluc^oaes

(h^) . l,l 3,3 S;2 ^ 6,9 ^ 8,9 11,0 13,Ó

0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

100,1 100,0 100,3 99,9 100,0 100,1 100,2
1 ^

t0,92 f0,42 t0 9 f0,31 ±0,90 ±0,55 ±0,86

99,96. 100,0 99,9 100,2 100,2 99,9 99,9
8

^
^^

±0,75 ±0,37 t0,75 i-4,29 ±0,17 ^ t0,21 f0,32

88,9 . 89,5 .94,4 98,4 ^ 99,3 96,7 ^^ 77,8
24 . •

^ ±O 10 ^ ±0,12 • i-0,56 ±0,45 f0 56 i0,47 • ±0 8

85,2 86,1 91,8 97,7 98,4 95,3 68,84
30 ^

^ •f0,48 f0,56 f0,62 t0,52 ±0,51 f0,20• i0 58 .

85,0 86,0 90,2 96,8 98,1 92,3 62,9
48

±0,,19 f0,12 ^ ±0,21. ±0,51 f0 13' ±0,58 ^ ±0 62

84,9 85,3 . .
.

86,9.• 95,3 97,1 . ^ 90,6 59,2
72

f0,58 ^0 47 f0,19 t0,38 ±0,28 i0,19 t0 22
Tabla IL Porcentaje de niféŭipino de las' muestras valoradas en !a determinación del pH de mázima
estabilidad

4.3.5.- Solubilidad del nifedipino en soduciones acuosas de disíintos pH

Este estudio tiene como finalidad determinar la influeñcia dél ^pH en la
solubilidad del nifedipino, mediante la determinación del coeficiente de solubilidad a
cada pH. _ . . • ^ ^

, M' o . ..

, La solubilidad del nifedipino se'determina en las soluciones acuo ŝas de distintos
pH, prepáradas a partir de los tampones que están iecogidos en el cuadró 5. Para ello, se
adiciona un exceso de, principio activo a 10 ml de solución acuosa cori distintos pH, en
viales de vidrio cerrados y protegidos de la luz. Estas soluciones^ se some^ten a agitación
con vórtex a 2000 r.p.m durante 15 minutos y después se introducen en un bañó dé •
agitación Techne SB-16 con una velocidad.constante^de 20 r.p.m. y a^uná tempérátura
de 25±0,4°C. EI tiempo requerido por las muestras para alcanzar el punto de saturación
se evalúa mediante el análisis por HPLC, del contenido en nifedipino de alícuótas
tomadas de las muestras (n=3) cada 2 horas. ^ ^
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La duración del ensayo no supera las 8 horas con el fin de evitar de la
degradación de las muestras, como queda reflejado en el apartado 4.3.4.

El equilibrio se alcanza cuando eI contenido de una misma muestra, determinado
en dos intervalos de tiempo consecutivos, no varia en mas de un 3%, siendo dicho valor
el coeficiente de solubilidad del principio activo en las soluciones acuosas con distintos
pH (Rajagopalan y cols., 1988). Las soluciones empleadas .pára la realización de este
ensayo son las mismas que las utilizadas en el apartado 4.3.4.

- Resultados y comentarios:

La tabla 12 muestra los coeficientes de solubilidad del nifedipino a 25°C en
solución acuosa a distintos pH. Como se puede observar, la solubilidad del nifedipino
en solución acuosa es muy pequeña aunque se encuentra ligeramente influenciada por el
pH de la solución. . • .

A pH ácidos, el nifedipino aumenta su solubilidad a^medida que aumenta el
valores de pH de 1 a 3. Sin embargo, a pH=S el principio activo presenta el menor valor
de solubilidad en solución acuosa (0,8 µg/ml).

Valores de H de las soluciones '

1,0 3,1 S,0 7,0 9;1 11,0 12,9

Solubilidad

(µg/ml)

5,6

±2,2.10"2

14,4

±4,1.10"Z

0,8

±6,1.10"3

12,9

±8,1.10"^

29,2

+^,7.10"2

31,4

±1,2.10"1

18,5

f7,6.10'z
Tabla IZ. Solubilidad del niĵedipino en soluciones acuosas de distintos pH.

A valores de pH alcalinos, se aumenta ligeramente la solubilidad a medida que
aumenta el pH. Este incremento se observa en el intervalo de pH ^ comprendido entre 7 y
10, siendo a pH=10 donde se obtuvo el mayor valor de solubilidad para el principio
activo (31,4 µg/ml). A pH=13 la solubilidad de nifedipino disminuye hasta una
concentración de 18,5 µg/ml. .

Si se comparan los intervalos de pH ácidos (1,0-3,1) y básicos (9,1-11,0) en los
que se observa una mayor solubilidad del principio activo, se puede concluir que aunque
la solubilidad del mismo en solución acuosa es muy pequeña, son los pH básicos los
que ejercen un mayor efecto en la solubilidad del nifedipino.

4.3.6.- Estudios y determinación de coeficientes de solubilidad del nifedipino en
solventes y sistemas de solventes .

Estos estudios tienen como finalidad evaluar la solubilidad del nifedipino en
distintos solventes y sistemas de solventes, mediante la determinación de los
coeficientes de solubilidad del principio activo. Asimismo, se estudia la influencia de la
adición de determinados tensioactivos (polisorbato 80 y polioxietilen 10-oleileter) como
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exaltadores de la solubilidad del nifedipino, tanto en medio acuoso (tampón fosfato USP
23 pH=7,4) como oleoso (miristato de isopropilo).

- é o:

La solubilidad del nifedipino se determina en los solventes y. sistemas de
solventes que. apazecen reflejadós en la tabla 13. Paza ello, se adiciona un exceso de
principio activo a 10 ml del disolvente en viales de vidrio cerrados y protegidos de la
luz. Estos viales se introducen en un baño de agitación Techne SB-16 con una velocidad
constante de 20 r.p.m. y a una temperatura de 25±0,4°C. .^ ^

El tiempo requerido por las muestras para alcanzar el punto de saturación varia
de unas muestras a otras y se evalúa mediante el ^ análisis por HPLC del contenido en .
nifedipino de alícuotas tomadas de las muestras (n=3) cada 24 horas. El equilibrio se
alcanza cuando el cornenido de una misma muestra, determinado en dos irnervalos de ^
tiempo consecutivos, no varió en mas de un 3%, siendo dicho valor el coeficiente de
solubilidad del principio activo en los distintos solventes y sistemas de solventes.

Por otra pazte, las concentraciones .normalizadas en solución acuosa del
polisorbato 80 (Tween® 80) y polioxietilen 10-oleileter (Bri® 96) se obtienen dividiendo
las diferentes concentraciones. de los tensioactivos, empleados por la concentración
crítica micelar (CMC) de cada uno de los tensioactivos, de tal forma que, la
concentración normalizada del es por definición la CMC (Maurin y cols.,1996). La
CMC del polisorbato 80 (Tween® 80) y polioxietilen 10-oleileter (Bri® 96) obtenidas a
partir de los datos del proveedor (Fluka Chemika), resultan ser de 0,0013% y 0,0075%,
respectivamente. Una vez preparadas las soluciones acuosas con las concentraciones
normalizadas de cada uno de los tensioactivos, se toman 10 ml cada solución que se
llevan a viales de vidrio y se adiciona un exceso de principio activo.

Posteriormente, las muestras son tratadas según los comentado anteriormente
para la detenminación del coeficiente de solubilidad en los sistemas de solventes
preparadós.

- Resultados y comentariós:

Como puede observazse en la tabla 13, el nifedipino presenta un comportamiento
lipófilo, ^ presentando mayor tendencia por los disolventes oleosos (miristato de
isopropilo; octanol) que por las soluciones acuosas ( ŝoluciones tampón) confirmándose
de este modo los resultados y conĉlusiones obtenidas en los apartados 4.3.3 y 4.3.5.

La presencia de cosolventes como el plietilenglicol 400 y el propilenglicol
incrementan significativamente la solubilidad del nifedipino, tarito en medio acuoso
(tampón fosfato) como oleoso (miristato de isopropilo). Este aumento de la solubilidad
se produce de manera más significaxiva en medio oleoso que acuoso con ambos
cosolventes; siendo el polietilenglicol 40Ó el que presenta mayor capacidad
solubilizadora en amboŝ medios. Por lo tanto, debido a su gran capacidad
solub'ilizadora, la utilización de ambos cosolventes en la formulación del prin ĉipio
activo podria resultaz interesante.
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Los tensioactivos en medio acuoso presentan la capacidad de formar micelas. En
las micelas de los tensioactivos no iónicos, la polaridad aumenta desde el centro hacia la
capa de polioxietileno, proporcionando diferentes zonas para solubilizar el principio
activo (Arnason y Elworthy, 1980).

Sistemas de solventes Proporción

v/v

Solubilidad (mghn^

N,N Dimetilacetamida - 175,60f0,17
IPM/DMA (4:1) 24,30±0,14
Miristato de isopropilo (IPM) - 1,91f3,1•10"2 ^
Polietilenglico1400 (PEG 400) - 62 21f0 23
Propilenglicol (PG) - 8,07±0,13
IPM:Brij® 96 . . (1:1) • 25,65f0,18
IPM:Brij® 96 (2:1) 22,46±0,17
IPM:Brij® 96 (3:1) 20,04±0,12
IPM:Brij®96 (4:1) 14,48f0,19
IPM:PG (1:1) 8,48±0,12
IPM:PG (2:1) 8,07±0,10
IPM:PG (3:1) 6,03^,9• 10"Z
IPM:PG (4:1) 5,46^,9• 10'2
IPM:PEG 400 (1:1) 47,30±0,23
IPM:PEG 400 (2:1) 46,22t0,32
1PM:PEG 400 (3:1) 39,94±0,11
IPM:PEG 400 (4:1) 35,88±0,27
Tampón fosfato:PEG 400 (1:1) 1,52f9,4• 10"3
Tampónfosfato:PEG400 (2:1) . . 0,35±1,8-10"2
Tampón fosfato: PEG 400 (3:1) 0,19+^,4• 10"3
Tampón fosfato: PEG 400 (4:1) 0,16±1,2• 10"Z
Tampón fosfato:PG (1:1) 0,98f1,3•10"Z
Tampón fosfato:PG (2:1) 0,23t9,5•10'3
Tampón fosfato:PG (3:1) 0,11±7,5•10"3
Tampón fosfato:PG (4:1) (5,9f0,7) • 10"2
Brij® 96:PEG 400 (1:1) 47,03f0,11
Brij® 96:PEG 400 (2:1) 29,36^0,08
Brij® 96:PEG 400 (3:1) 18,04^0,02
Brij® 96:PEG 400 (4:1) 14,78±0,10
Brij® 96:PG (1:1) 22,63±0,11
Brij® 96:PG (2:1) 21,95f0,05
Brij® 96:PG (3:1) 17,61±0,06
Brij® 96:PG (4:1) 17,18±0,09
Tween® 80:PEG 400 (1:1) 58,99i0,44
Tween® 80:PEG 400 (2:1) 41,74±0,43
Tween® 80:PEG 400 (3:1) 24,24±0,31
Tween® 80:PEG 400 (4:1) 23,62i0,22

: Coeficientes de solubilidad del nifedipino en distintos solventes.
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• Las micelas presentan la capacidad^ de retirar las moléculas^ lipófilas; como es el
caso del nifedipino, del, medio acuoso reduciendo. la energía ^ libre del sistema. ^ En las ^
micelas, ^ las moléculas poco: polares se incorporan en la parte central del tensiocativo
donde se localizan las cadenas de hidrocarburos. . ^^^ ^^ ^^

I.a solubilización de moléculas, utilizando sistemas acuosos de tensioactivos
sobre la ĉóriĉentráci'ón ĉrítica micelar (CMC); ofrece la posibilidad de poder formular
fármacos poco solubles en agua, Para explicar este fenómeno se preparan soluciones
acuósas con conĉentraciones iguales y superiores a la CMC. ^

La figura 13 muestra el incremento en la solubilidad del .nifedipino en solución
acuosa a medida qué aumenta la concentración normalizada de los. .tensioactivos no- ^
iónicos empleadoŝ (concentración de los tensioactivos no iónicos dividida por su CMC).

tgura . u i' a e ni e pino en ncti n e a concentracion
normalizada de Brij® 96 y Tween® 80.

De los dóŝ tensioactivos, el Brij^ 96 presenta mayor capacidad de solúbilizáción
del nifedipino, alcanzando un valor máximo de 68,05±0,84 µg/ml. I;a cápacidad
solubilizadora del Tween® 80 es menor qúe la del Brij® 96, alcanzando un ^valor
máximo de 8,11±0,84 µg/ml. ^

Como .se ha comentado anteriormenté, este aumento de la solubilidad sé debe a
que los tensioactivos son ca.paces de formaz micelas a concentraciones por encima de su
CMC. En solventes no polazes como el miristato de isopropilo, los tensioactivos forman
micelas invertidas donde la parte con carácter hidrófiló de las moléculas de tensioactivo
se localiza en el centro de la micela con las cadenas hidrocarbonadas orientadas hacia el
solvente no polaz. Las interacciones dipolo-dipolo o, en algunas ocasiones, los. puentes
de hidrogeno mantienen unidos los grupos hidrófilos de las moléculas de los
tensioactivos en el centro de la micela. Esto explica el incremento en la solubilidad del
nifedipino en miristato de isopropilo a medida que se aumenta la concentración de Brij®
96 y Tween® 80. Este efecto es mucho mayor paza el Brij® 96, donde en una^proporción
1:1 con el miristato de isopropilo se consigue solubilizar la cantidad máxima . de^
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nifedipino en este componente oleoso (25,65±0,18 mg/ml). Debido al carácter lipófilo
del nifedipino la capacidad solubilizadora de ambos tensioactivos es mucho mayor en
medio oleoso (miristato de isopropilo) que en medio acuoso.

Es interesante destacar los altos valores de solubilidad que presenta el nifedipino
en sistemas constituidos por tensioactivos no-iónicos y cosolventes. Los sistemas
formados por Brij® 96 y PEG permiten solubilizar mayor cantidad de nifedipino que los
constituidos por Brij® 9b:PG y Tween® 80:PEG 400. En todos los sistemas evaluados el
incremento de la solubilidad del principio activo es mayór a medida que aumenta la
proporción del cosolvente. Finalmente, de todos los solventes y sistemas de solventes
empleados, la N,N dimetilacetamida (DMA) permite solubilizar mayor cantidad de
nifedipino. El sistema constituido por IPM^DMA(4:1) permite incrementar trece veces
la solubilidad del nifedipino en el medio oleoso (miristato de isopropilo).

4.4: Estudios de estabilidad del nifedipino

Estos estudios de estabilidad tienen como finalidad la determinación de las
condiciones óptimas de conservación del principio activo materia prima en base a su
estabilidad frente a las distintas condiciones de luz y temperatura.

La baja higroscopicidad del fármaco, observada a partir de la evaluación de su
comportamiento higroscópico, y su baja histéresis, evaluada por medio de ciclos de
absorción-desorción de humedad (apartado 4.3.2.), indican escasa influencia de la
humedad en la estabilidad del nifedipino, decidiéndose por ello no evaluar la estabilidad
del principio activo en distintas condiciones de humedad relativa.

4.4.1.- Estabilidad a la temperatura

Los datos obtenidos en los estudios de DSC (apartado 4.1.1) indican una elevada
estabilidad térmica del nifedipino, al no aparecer ningún fenómeno de alteración hasta
los 200°C, que se selecciona como temperatura máxima en los estudios de DSC. Sin
embargo, dichos estudios no aportaron resultados concluyentes respecto a la estabilidad
del principio activo frente a exposiciones prolongadas a temperaturas inferiores, motivo
por el cual se decide llevar a cabo estudios de estabilidad del fármaco en distintas
condiciones de temperatura.

- Método:

Se disponen muestras ^ de nifedipino, en estado sólido, en viales cerrados y
protegidos de la luz, que se someten durante seis meses a las siguientes temperaturas:

- Temperatura ^ 4°C (nevera).
- Temperatura 25°C.
- Temperatura 40°C.
- Temperatura 50°C.
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. Se toman.muestras al^ inicio y a:los 1-,^2, 3.'y 6 meses, sobre las^que se evalúan los
siguientes. pazámetros: • . . ^ , ' ^ ^ . . . ^ • .

1.- Estabilidad _químiĉa:
^ . . ^.' ^ :^. . .. . . ^ . , . . .
Se preparan. soluciones en metanol de-las: muestras tomadas^ a..los distintos •

tiempos ^con una concentra.ción ,de. 10. µg/ml; que se .filtran por 0,45 µm y valoran.
respecto a su contenido en . nifedipino, por , triplicado. (n=3}, mediante HPLC. El ,
conténido en principio activo .de las ^uestras debe, estaz comprendido: entre:.90,110%
para que se consideren, estables.. , , . ^ ^ . . . . • • , .

2.- Estabilidad fisica:----------------------------- ..

Se evalúan los cambios de color de las muest^as, tomadas a los distintos tiempos,
comparandolas con la muestra estudiada al comienzo del ensayo. Las muestras del principio
activo se consideran estables si presentan el color amarillo caract^s ŭoo.del nifedipino. .;.,

- Resultados kcomentarios:

1.- Estabilidad.químiĉa:

La tabla 14 recoge. los resultados obtenidos en el análisis,..cuantitativo del
nifedipino.de las muestras sometidas al estudio.de estabilidad. ,.. , .. ,.

; 1ŝempo Condiciones de estabilidad .^... ,

meses T"--̂49C• ' T`^25^C T^-^=411^C^^ T^-S0^

0 99,56±1,70 100,14±0,70 99,47t0,75 101,29±1,92

1 100,78±0,21 98,97±0,31 10Ó,12±0,12 99,44±0,69

. . 2 99,74±0,18•. 98,59±0,10 .101,70±0,17 . 99,81±0,29

^ ^ ^3 102;12±0,10 ^99,64±0,24 99,52f0,58 102,71±0,37

6 97,61±0,27. 98,28±0;49 - ^99;32±0;41 99;60±0,56.:
Tabla 14. Porcentaje de.rrifedipino de.las muestras sometidas a! estudio de estabilidad en funció» de la ^
temperatura. • . . . . . • •

Como puede observarse, no existe ningún tipo de degradación química ĉuando el
nifedipino se protege de la luz y se somete a temperaturas comprendidas entre 4°C y
50°C durante los seis meses que dura el ensayo, Cuando se realiza un análisis estadístico
multifáctqrial, comparaádo los .resultádos obteiiidos. para, los distintos. tiempos y
temperat^irás; ŝé observa que no ^existeñ diférencias significativas en los resultados a las
diferentes temperaturas. , .

2.- Estabilidad fisica:-----------------------------

g,as observaciones efectuadas sobre el color de las inuestrás, tomadas a
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diferentes tiempos en el intervalo de. temperaturas comprendido entre 4 y 50°C, indican
que no se produce degradación fisica en dichas muestras ya qué presentari al final del
estudió el color amárillo característico del nifedipino (materia prima} no degradadó. '

Estos resultados están en concordancia ĉon los obtenidos en él ^éstudio ^ de
estabilidad química de las muestras, y ponen de manifiesto la estabilidad térniica del
principio activo cuando se almacena en el rango de temperaturas estudiado (4-50°C),
durante un periodo de seis meses.

4. 4.2. - Estabilidad a la luz

, La sensibilidad a la luz de las 1,4-dihidropiridinas es bastante conocida, sieádo
el nisoldipino y nifedipino los más inestables. El nifedipino sufre fenómenos de oxidación
fotoquímica cuando se expone a la luz. Dependiendo de la fuente de iiradiación, el
nifedipino puede dar lugar, principalmente, a dos productos de degiadación (Figura 14).

^o
c - ocr^

c r^

1
H
(A)

^ (C )

tgura . enva os ongrna os por a o o-ozr acr n e nt e ptno por exposrcr n a a uz a y
luz ultravioleta. A. nifedipinó, B. deizvádo de rritrofenilpiridina, C. derivado de nitrosofenilpiridina

El principal producto de degradación del nifedipino (matéria prima} es él derivado
nitrosofenilpiridina que se forma principalmente por la irradiación de la luz del día, pero
también, se ha observádo que es él principal próducto de de^radación del nifedipino por .
acción de la luz ultra.violeta (Marciniec y co1s.,1992; Marciniec y Ryĉhcik, 1994).

El^otro producto procedente de la descomposición del nifedipino es el derivado
de nitrofenilpiridina que ^ sé ĉonsidera como utia impureza de origen sintético del
nifedipino. Este compuesto puede formarse en algunas ocasiones por acción de la luz
UV, dependiendo del tiempo de exposición del principio activo a ^esta fuente de
irradiación (Marciniec y Rychcik, 1994). ,

En los estudios réalizados para determinaT el efecto qué ejercen los distintos
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tipos de luz en la estabilidad del nifedipino en soluciones de solventes orgánicos
(metanol, etanol y tolueno), no se ha detectado como producto de degradación el nitro
derivado. Este comportamiento también se ha observado en la fotodegradación de
comprimidos de nifedipino. En ambos ca.sos, el proceso de degradación no se limita a la
reacción de dehidrogenación en las 1,4 dihidropiridinas, sino que además se produce
una reacción de reducción del grupo nitro y una pérdida de agua que da lugar a la
formación del nitroso derivado como el principal producto de degradación.

En nuestro estudio, se evalúa la estabilidad a la luz del principio activo sólido
bajo la irradiación de luz UV a longitudes de onda de 355 y 254 nm durante 14 días. Se
sigue el protocolo descrito por Moeller (1993) según las directrices de la Comunidad
Europea. La estabilidad del nifedipino (materia prima) a la luz del día se evalúa durante
24 horas. También, se estudia el efecto que ejerce la luz del día sobre soluciones
acuosas del principio activo a distintos pH. Este estudio se lleva cabo ya que los ensayos
de cesión in vitro a través de membrana artificial y biológica que se realizan en esta
memoria son en medio acuoso (pH=7,4) y la luz del día constituye el factor más
determinante en la degradación del principio activo. Además, en la bibliografia no se
han encontrado estúdios de este tipo.

4. 4. 2.1. - Estabilidad del nifedipino (materia prima) a la luz

En este estudio de estabilidad se emplea como técnica analítica cuantitativa la
espectrofotometría WNisible de primera derivada y dos métodos analíticos cualitativos,
como la cromatografia en capa fina y la espectroscopía de absorción infrarroja.

- Método:

Se disponen muestras de nifedipino en placas petri que se someten durante
ca.torce días a radiación iJV, a dos longitudes de onda (^,=355 y^,=254 nm), y durante
24 horas a la acción de la luz del día.

Se toman muestras al inicio y a los l, 2, 3 y 14 días para las muestras sometidas
a la radiación IJV y a la 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 24 horas paras las muestras sometidas a la
acción de la luz. En todos los casos se evalúan los siguiemes parámetros:

1.- Estabilidad_químiça:

Se preparan soluciones metanólicas de muestras, tomadas a los distintos
tiempos, con una concentración de 20 µg/ml que se filtran por 0,45 µm y valoran
respecto a su contenido en nifedipino, por triplicado (n=3), mediante espectrofotometría
WNisible de primera daivada (lI}3s^). Para que las muestras se consideren estables, el
contenido de principio activo debe estar comprendido entre 90-100%.

2.- Estabiiidad fisica:-•---------------------------

Se evalúan los cambios de color de las muestras, tomadas a los distintos tiempos,
comparándolas con la muestra estudiada al comienzo del ensayo. Las muestras de
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principio activo se consideran estables siempre que presenten un color amarillo
cazacterístico.

Las técnicas empleadas en este estudio son las siguientes:

A.- Cromatografia en capa firux

- Método:

El método es el descrito en el análisis del principio activo y se utilizan los
eluyentes ya mencionados en el apartado 4.1.7.

Para la elección del método cromatográfico en capa fina, empleado con el fin de
sepazar e identificar los productos de degradación, se procede a la total degradación del
nifedipino mediante la utilización de radiación UV a^,=254 nm y bajo la acción de la
luz del día. Se selecciona la longitud de onda de 254 nm debido por su mayor efecto
degradativo sobre el nifedipino (materia prima) (Marciniec y Rychcik, 1994). En las dos
condiciones de estudio, las muestras se analizan cada 7 días, por triplicado, hasta
comprobar que el nifedipino se degrada completamente. Una vez que el nifedipino
(matera prima) se encuentra totalmente degradado por la acción de la radiación UV
(^,=254 nm), se continua la irradiación UV (^,=254 nm) del principio activo durante 6
meses.

Se selecciona aquel método que permite separar de manera clara el mayor
número de productos de degradación.

- Resultados y comentarios:

El nifedipino adquiere un color amarilló pazduzco con la exposición a la luz del
día y a la luz UV, lo que nos indica que se produce una alteración del mismo.

De todos los métodos propuestos en el apartado 4.1.7. y que se emplean para la
sepazación e identificación de los productos de degradación del principio activo,
únicamente el método cuya fase móvil está constítuida por tolueno-metanol (9:1) es
capaz de cumplir dicho propósito. La figura 15 muestra la cromatografia realizada en la
fase móvil tolueno-metanol (9:1) (s =5,40). El punto A conesponde al nifedipino sin
degradar y presenta una gran mancha morada a un valor de Rf de 0,38.

Los puntos B y C corresponden al nifedipino totalmente degradado (inyectado
inmediatamente una vez alcanzado el 100% de degradación) por la irradiación UV
(^,=254 nm) y la luz del día, réspectivamente. En ambos casos aparecen manchas
similares en lo referente al color (morado), intensidad y valores de Rf (0,75) y se
originan colas intensas. En ambas condiciones de degradación aparecen manchas de
color blanco que indican como se va desplazando el producto de degradación originado
a lo lazgo de la placa hasta alcanzar su valor de Rf definitivo.

El punto D corresponde al nifedipino sometido a la acción de la UV (^,=254 nm)
durante 6 meses, previa total degradación por la radiación de la misma fuente. Como se
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puede observar, aparecen tres manchas de color morado, de similar intensidad, diferente
tamaño y con valores de Rf de 0,75, 0,61 y 0,46.

Figura IS. Cromatografia en capa ftna del nijedipino (materia prima) utilizando como fa.ce móvil
(tolueno-metanol (9.1). A:. Nifedipino patrón; B: derivado de »itrosofenilpiridina obtenido por acción de

la /uz W a una ^,=254 nm una vez degradado completamente; C: derivado de nitrosojenilpiridina
obtenido por acción de la !uz del dta una vez degradado completamente; D: productos de degradación
obtenidos al someter la muestra de nife^pino, degradada totalmente por la acción de la radiación W a
una .i=254 nm, durante 6 meses.

De los resultados obtenidos y de acuerdo con la bibliografia consultada, se puede
deducir que las manchas con valor de Rf de 0,75 conesponden al derivado
nitrosofenilpiridina, que aparece como principal compuesto de degradación del
nifedipino tanto por la irradiación de la luz W como por la acción de la luz del día.
Además, este método permite separar otros dos productos de degradación con valores
de Rf de 0,61 y 0,46, cocrespondiendo, probablemente, el primero de ellos al derivado
de nitrofenilpiridina que se forma únicamente por irradiación de la luz UV cuando se
expone a esta fuente durante periodos prolongados de tiempo. Estos resultados están en
concordancia con los obtenidos por otros autores en estudios de estabilidad del
nifedipino (Marciniec y cols, 1992; Marciniec y Riychcik, 1994 ).

Por otro lado, las cromatografias realizadas con fase móvil acetato-ciclohexano
(6: l), benceno-metanol (3:1), benceno-metanol (6:1) y acetato-ciclohexano (6:1)
permiten separar una única mancha con distinto valor de Rf al del nifedipino patrón al
depositar soluciones problemas anteriormente preparadas. Mientras que, las cromatografias
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realizadas con fase móvil metanol-amoniaco (10:0,5), metanol-tolueno-amoniaco
(50:50:1,5) y cloroformo-metanol (9.1) no logran separar ninguna mancha cotrespondiente
a los productos de degradación al inyectar las soluciones problemas B, C y D.

B.- Espectroscopía de absorción infrarroja

- étodo:

El método • es el descrito en el apartado 4.1.3 para el análisis cualitativo del
principio activo. Con esta técnica se pretende identificar los productos de degradación
que se originan después de la total descomposición del nifedipino, además, de permitir
detectar los efectos degradativos que se originan sobre el principio activo por acción de
la luz del día. Las muestras de nifedipino totalmente degradado por acción de la
radiación UV y la luz del día se obtienen siguiendo el mismo procedimiento empleado
en el apartado A(cromatograf'ia en capa fina). •

- Resultados y comentarios:

Como se puede observar en la figura 16, los espectros infrarrojo del nifedipino
totalmente degradado por acción de la radiación UV y la luz del día muestran
diferencias substanciales con respecto al nifedipino materia prima. •

%11
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^gura lá Fspectros de absorción fnfrarrojo de A) nifedipino materia prima; B) nifecápino totalmente
degradado por acción de la luz del día; C) nifedipino totalmente degradado por acción de la luz W. ^
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Dentro del intervalo de frecuencias comprendido entre 3400 cm' y 1100 cm"1,
donde se realiza. la asignación de los grupos funcionales que ĉonstituyen el nifedipino,
se observan importantes modificaciones en ambos espectros (nifedipino degradadó por
luz del dia y por radiaciones IJ^. Estas modificaciones incluyen la desaparición de
bandas características del nifedipino a 3340 cml; 3110 cm 1 ; 1660 cm 1,1530 cm 1; 1440
cm 1, 1360 cm 1 , 1200 cm', 1110 cm 1 y la aparición de nuevas bandas a 1730 cm',
1560 cm Icorrespondientes al nuevo producto procedente de la fotodescomposición.

Las. modificaciones que se originan, debido al proceso de degradación del
nifedipino, a 3340 cni', 3110 cm 1 y 1530 cm 1 indican que se produce una reacción de
dehidrogenación del anillo de dihidropiridina en posiciones 1 y 4 y la reducción del
grupo nitro, respectivamente, dando lugar a la formación del ^nitroso derivado como
prinĉipal producto de degradación: ^

Dwante esta reacción se produce una pérdida de agua que no se ^encuentra
reflejada en los espectros de absorción infrarrojo a pesar de la lipofilia del principio
activo. Esto puede ser debido a que la cantidad de agua formada es muy baja para que se
pueda detectat o al fenómeno de evaporación que se produce durante la medida de las
muestras.

Los espectros de absorción infrarrojo obtenidos por la total fotodegradaĉión del
nifedipino, por acción de la dos fuentes de luz empleadas en este estudio, corresponden
en ambos casos al derivado de nitrosofenilpiridina. Esta conclusión ha sido confirmada
al comparar dichos espectros con el espectro patrón del derivado de nitrosofenilpiridina
empleado en los estudios de estabilidad realizados por Marciniec y Rychcick (1994).

,

C.- Espectrofotometria UU/Ilisble de primera derivada

- Mét :

. Esta técnica constituye un método.novedoso, desarrollado por nuestro grupo de
invéstigación (Castro y cols. 2001), que permite la cuantificación de nuestro principio
activo de manera rápida y sencilla en presencia de los productos de degradación
originados por acción de las radiaciones W y la luz del día. El método analítico, el
equipo y las condíciones empleadas son las mismas que se han descrito para el análisis
del principio activo (apartado 4.1.5. ).

Como se ha demostrado anteriormente mediante las técnicas de cromatografia en
capa fina y espectroscopia de absorción infi-arroja, el principal produdo de degradación
para todas las fuentes de irradiación ensayadas es el nitrofenilderivado.

Para determinar la interferencia del producto de degradacibn en el análisis
cuantitativo del nifedipino . por espectrofotometría convencional UV/Visible y
comprobar la capacidad del método de espectrofotometría IJV/Visble de primera
derivada ('D3g^) de cuantificar nuestro principio activo en presencia del producto de
desĉomposición; se prepáran múestra ŝ^ . totalmeñte y' parciálmenté degradadas de
nifedipino. Para ello, se coloca el principio activo en placas petri, bajo la acción de la
radiación W(254 nm). Se selecciona la longitud de onda de 254 nm como fuente de
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irradiación, ya que se emplea en otros estudios de estabilidad del nifedipino debido a su
mayor efecto degradativo (Marciniec y Rychcik, 1994).

Las muestras se analizan diariamente, por triplicado, mediante el método de
HPLC hasta obtener porcentajes de descomposición de120 y 35% y posteriormente cada
7 días, por triplicado, hasta comprobaz que el nifedipino se ha degradado completamente
(100% degradado). Una vez conseguidos los porcentajes de degradación deseados se
almacenan las muestras en viales herméticamente cerrados y protegidos de la luz en
nevera hasta su análisis.

En cada caso, para el análisis de dichas muestras se pesan 25 mg de nifedipino
con el porcentaje de degradación correspondiente y se transfieren a un matraz de 25 ml.
Se disuelven con metanol y se enrasan a volumen con el mismo solvente, alcanzando
una concentración de 1 mg/ml. Posteriormente, se toma 1 ml de dicha solución, se lleva
a un matraz de 50 ml y se enrasa a volumen con metanol para alcanzar una
concentración teórica correspondiente a 20 µglml de nifedipino sin degradar.

- Resultados y comentarios:

Como puede observarse en los espectros convencionales UVNisible (Figura 17)
existe interferencia del principio activo y el producto de degradación originado por la
acción de la radiación de la luz UV y la luz del día.

Ftgura 17. Espectro comencional W/visrble: (-) Solución metanólica de nifedipino sin degradar (20

^g/ml); F---) solución metanólica de nifediprno degradado en un 20%; (-) solución metanólica del
producto de degradación (derivado de rritrosofenilpiri^na).

Este producto de degradación, como se ha confirmado por TLC y espectroscopía
de absorción infrarroja, es el derivado de nitrosofenilpiridina. Esta interacción se
produce en la región comprendida entre 200-440 nm lo que imposibilita el análisis de
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nifedipino a cualquier longitud de onda. Esto puede comprobarse por el hecho de que el
espectro de nifedipino parcialmente degadado (20%) es muy similar al del nifedipino
sin degradar debido a que los productos de degadación absorben en el intervalo de
longitu^d de onda mencionado anteriormente.

Por el contrario, la espectrofotometría W/Visible de primera derivada ('D3^)
(Figura 18) si que nos permite cuantificar el nifedipino (materia prima), a una longitud
de onda de 387 nm, en presencia de su principal producto de degadación. En esta
figura, se puede ver que no existe interferencia del derivado de nitrosofenilpiridina a la
longitud de onda a la que se realiza el análisis, ya que sélo se produce interferencia en el
intervalo de longitud de onda comprendido entre 200 y 340 nm. Con este método, al
contrario de lo que ocurre con la espectrofotometría convencional W/Visible, se puede
cuantificar el nifedipino parcialmente degadado (20%) a 387 nm, debido se produce
una disminución significativa de la absorbancia a esta longitud de onda en comparación
con el espectro de nifedipino sin degradar (ZO µg/ml).

0.01 ,

W

-0.01 ^
200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

Fignra Id. Espectro de primera derivada: (-) Solución metanólica de nifedipino sin degradar (20
,ug/ml); F-) solución metanólica de nifedipino degradado en un 20%; O solución metanólica del
produck^ de degradoción (derivado de nitrosojenilpiricána).

Para ensayar la recuperación de nifedipino (materia prima) mediante la técnica
de espectrofotometría de primera derivada en presencia de sus productos de
degradación, se analizan muestras con un 20 y un 30% de degadación y los resultados
obtenidos se comparan con los de la técnica de HPLC (apartado 4.1. 6. ).

Los resultados detenminados por ambos métodos se encuentran recogidos en la
siguiente tabla 15.
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Ni edi ino recu ado edia±Desviación Estbndar
Nifedipino degradado (%)

D3g, HPLC

99,85±0,62 99,92±0,40^

80,06±0,51 79,96±0,4320

65,12-^0,22 65,07±0,24
35

Tabla 1 S. Cuantificación de nifedipino con distintos porcentajes de degradación por D^ y HPLC.

Como se puede apreciar existen diferencias significativas en los resultados
obtenidos por ambas técnicas. Los valores de recuperación de nifedipino parcialmente
degradado determinados por 1D3s^ y HPLC, están en concordancia con los valores de
nifedipino sin degradar cuantificados por estas técnicas.

- Resultados y comentarios:

1.- Estabilidad_químiĉa:

La tabla 16 recoge los resultados obtenidos en el análisis cuantitativo de
nifedipino presente en las muestras sometidas a radiaciones UV a las dos longitudes de
onda seleccionadas durante el estudio de estabilidad.

Condiciones de estabilidad
^empo (días)

Luz UV ^.=254 nm Luz UV ^. 35S nm

^ 101,63±1,32 101,63±1,32

101,05±0,98 102,67±2,101

2 97,31±1,75 101,06±1,81

95,22±0,76 100,93±1,113

38,23±0,31 79,63±1,84
14

Tabla 16^ Porcentaje de nifedipino presente en las muestras sometidas al estuclio de estabilidad a la

radiación W a disiintas longitudes onda

Los resultados obtenidos indican que no se produce degradación química
durante el primer día y los tres primeros días del estudio de estabilidad, cuando el
nifedipino se somete a las radiaciones UV a la ^,=254 nm y^.=355 nm, respectivamente.

Así, se puede concluir, que en estas condiciones de estudio, el nifedipino es
mucho más sensible al efecto degradativo producido por la radiación UV a la ^,=254

nm. A partir del segundo día, el nifedipino sometido a la radiación UV a la ^.=254 nm, a
pesar de encontrarse dentro de los límites estipulados (90-100%), se degrada
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apro^madamente .ua 5% ,con respecto al valor inicial, mientras que no existe
degradación quimica a la ^,=355 nm. A1 final del estudio el nifedipino se degrada casi el
doble a la ^.=254 nm qúe a la ^,=355 nm.

Los resultados de la estabilidad del nifedipino en estado sólido a la acción de la
luz del día se encuentran recogidos en la tabla 17.

Tie o ^ otas Porcenta e de ni edi ino sin de adar
0 99,93±1,23
1 98,94±1,71
2 89,19±1,11
3 83,69±0,51
4 ^ 50,74±1,42
S 47,52^0,23
6 43,12_+0,65
7 37,00±0,45
8 33,66±1,10
24 2.93t0,84

Tab[a 17. Porcentaje de nifecbpino preseRte en las muestras sometidas al estudio de
estabilidad bajo la acción de la luz del dla. .

Como se puede observar, el nifedipino es muy sensible a.la degradación
producida por la luz del día. En la segunda hora de estudio el principio activo se
degrada apro^madamente.ún 11%, no encuentrándose dentro de los limites establecidos
(90-100%). El efecto degradativo se produce de forma más acentuada entre las 4 y las 5
horas de ensayo, alcanzándóse en este intervalo de tiempo apro^madamente un 33% de
degradación. Al finalizar el estudio prácticamente todo el nifedipino se degrada,
quedando únicamente un 2,93% de nifedipino sin degradar.

Fara corroborar de forrna cualitativa la existencia de degradación del nifedipino
(materia prima) durante el estudio de estabilidad realizado con las tres fuentes de
irradiación empleadas, se utilizan los métodos de cromatografia en capa fina y
espectroscopía de absorción infrarroja.

La figura 19 muestra la cromatografia en capa fina de las muestras bajo
radiación W a dos longitudes. Como se puede observar, e^ste degradación del
nifedipino cuando se somete a la radiación UV a una ^, de 254 nm partir del segundo
día, formándose el derivado de nitrosofenilpiridina. Sin embargo, a la ^.=355 nm solo se
aprecia degradación del principio activo en las muestras correspondientes a 14 días de
estudio, formándose también el mismo producto de degradación que a la ^,=254 nm.

La intensidad del color de las manchas correspondientes al. producto de
degradación aumenta a medida que se incrementaba el porcentaje de degradación
mientras que, la intensidad de las manchas correspondientes al nifedipino disminuye
cuando el porcentaje de degradación es elevado. También, se ha observado una
disminución del tamaño de la mancha correspondiente al nifedipino y una aumento del
tamaño. de la mancha que corresponde al derivado de nitrosofenilpiridina cuando el
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proceso de degradación se intensifica. Ambos fenómenos se observan clazamente a
1os14 días de estudio en las muestras sometidas a la acción de la radiación UV a la

^,=254.

Rf

^ =---̂ ''
^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^

A B C D E G H I

^.=254 nm ^.=355 nm

Figwra 19. Cromatograjia en capa fina del nijedipino materia prima durante el estudio de estabilidad a

la radiación W a la ^,=254 nm y^,=355 nm. A: Nijedipino patrón; B: derivado de nitrosojenilpiridina;

C: después de 1 día de irrac6ación W a la ^.=254 nm; D: después de 2 días de irradiación W a la

^,=254 nm; E: después de 3 dfas de irradiación W a la ^,=254 nm; F.^ después de 14 dfas de irrac^ación

W a la ^,=254 nm; G: después de 1 aEfa de irradiación W a la ^,=355 nm; H: después de 2 dfas de

irradiación W a la ^,=355 nm; I: después de 3 dfas de irradiación W a la .i,=355 nm; !: después de 14

días de irradiación W a la ^,=355 nm.

La figura 20 muestra la cromatografia en capa fina de las muestras sometidas al
estudio de estabilidad bajo la acción de la luz del día. A la primera hora de ensayo, a
pesar de existir degradación química determinada por espectrofotometría de primera
derivada, la formación del derivado de nitrosofenilpiridina no se detecta por
cromatografia en capa fina. Paza los demás tiempos, se puede observaz la formación de
este principal producto de degadación.

Las manchas ori^inadas como consecuencia del proceso degradativo son de
color más intenso a partir de las 4 horas debido a una mayor degradación del nifedipino.
También, se ha observado a partir de las cuatro horas de estudio un aumento del tamaño
de las muestras conrespondientes al producto de degradación y una disminución del
tamaño y la intensidad del color de las manchas pertenecientes al nifedipino.
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Figkra 20. Cromatografia en capa fina del nifedipino materia prima durante el estudio de estabilidad
jrente a la luz del dla durante 24 horas.

Las figuras 21, 22 y 23 muestran los espectros de absorción infrarrojo más
representativos del nifedipino bajo la acción de la radiación UV a dos longitudes de
onda (^,=254 nm y^,=355 nm) y la luz del día.

En la figura 21 se observa que a 1730 cm 1 aparece una nueva banda
característica de la degradación del nifedipino a los 2 días de exposición a la luz W
(^.=254 nm), haciéndose ca.da vez más visible a medida que aumentan los días de
exposición a esta longitud de onda. Sin embargo, en la figura 22 la banda de absorción
a 1730 cm' característica de fenómenos de degradación aparece de manera apreciable a
partir del día 14 de exposición a la radiación UV a^,=355 nm. Cuando el principio
activo es irradiado con cualquiera de las dos longitudes de onda se aprecia un
incremento de la banda de absorción a 1730 cm', a la vez que desaparece la banda de
absorción a 1660 cm ' .

Los resultados obtenidos están en concordancia con los de 1D3s^ y cromatografia
en capa fina indicando que la degradación es mayor a^,=254 nm en las condiciones de
estudio empleadas.
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Figura 21. Espectros de absorción infrarrojo del nifecúpino expuesto a la ^.=254 nm durante A) 2 dfas;
B) 3 dtas; C) 14 dfas.

Figurá 22. Espectros de absorción infrarrojo del nijedipino expuesto a la 2,=355 nm duranteA) 2 dfas;
B) 3 dfas y C) 14 dfas.
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Figura 23. Espectros de absorción infrarrojo del ñifedipino expuesto a la luz del cáa durante A) I hora;
B) 2 itoras; C) 4 horas,y.D) 24 horas

Como se puede observar en la figura 23, á la primera hora de exposición a la luz
del día. no . aparece la^ .banda ^ de ^ absorción característica ^ de fotodegradáción del '
nifedipino a 1560 cm 1. A las 4 horas de eŝtudio la banda a 1560 cm 1 se aprecia ^ con
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bastante claridad, indicando la existencia de un incremento en la degadación del
nifedipino. A las 24 horas de estudio esta banda se intensifica de manera considerable.
Como ocurre en los estudios de degradación del nifedipino con luz UV, a medida qŭe se
degada el nifedipino por acción de la luz del día se hace más visible la banda a 1730
cm' y va desapareciendo la banda a 1660 cm'.

Los resultados obtenidos están en concordancia con los reportados mediante Ias
técnicas de'D3s^ y cromatogafia en ca.pa fina.

2. ^Esta^ilidad_^siça:

Las observaciones efectuadas, a distintos tiempos, sobre el color de las muestras
estudiadas, sometidas a las distintas fuentes de irradiación en los estudios de estabilidad
realizados, indican que se produce degradación fisica en dichas muestras.

En las muestras sometidas a la acción de las radiaciones UV y la luz del día, la
degadación fisica se produce desde el primer día y en la primera hora del estudio,
respectivamente. Se observa la aparición de un color amarillo parduzco que se va
acentuando a medida que finalizan los ensayos.

4. 4. 2. 2. - F,stabilidad de soluciones acuosas de nifedipino de distintospH a la luz de día

Este estudio tiene como finalidad conocer la influencia del pH de soluciones
acuosas de nifedipino sobre su estabilidad, en presencia de un factor crítico como es la
luz del día.

- Me'todo:

Se emplean las mismas soluciones tampón y el mismo procedimiento para la
preparación de las soluciones acuosas de nifedipino que el descrito en el apartado 4.3.4.

Una vez que se preparan las soluciones, se exponen a la luz del día durante un
periodo de 72 horas. Se evalúa el contenido de nifedipino de dichas soluciones por
espectrofotometría de.primera derivada a distintos tiempos. ^

EI ñúmero de 'muestras analizadas por cada valor de pH a cada tiempo es de 3
(n=3) y la temperatura durante todo el ensayo es de 25°C.. ^

- Resultados y comentarios:

En la tabla 18 se recogen los resultados de estabilidad a la luz del día del
nifedipino en solución acuosa a distintos pH obtenidos a diferentes tiempos. Como
puede observarse en la tabla 18, el nifedipino en solución acuosa es más inestable bajo
la acción de la luz del día a pH ácidos extremos (pH=1,1) y a pH alcalinos extremos
(pH=13,0), que a cualquier otro valor de pH estudiado. Sin embargo, en solución acuosa
a pH= 13 el nifedipino se degada en mayor magnitud, obteniéndose porcentajes de
nifedipino a las 72 horas del 19,56%. , ^ ^
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T'ienr,po ^^ ^ Yalores de^ •ÍI de las.solúc^ones ..

ihorresj . . l,l ' 3,3 ^ . .^ S,Z ^ ^ 6,9 8,9 ^ 11,0 " ^ 13,0 " ^:

0^ 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 .. : 100,0

86,16 89,07 93,97 95,79 96,66 93,61 81,53
1 . , ,.

^ t0,15 f1,29 " ±1;04 ±0,31 ±1,51. ±0,37 ±O,SS

71,45 ?6,72 78,OS 81,44 82,28 77,27 . SS,37
8 . ^ ^ .

f0 7S ±1,07 i0,74 ±0,29 t0 47 ^0,75 f0,63

: 56,03 .
•

,. 5.6,12- . 57,83 SS;70 ^ SS,83 52,17 32,31
:Zq ^^ . . ..

^ fl 12 "t0 S8 ±0 77 ±0 4S .. ±1 16 ±0,97 iU 81

33,74 42,24 43,66 46,49 47,49 46,49 29,48
30 . , . . , ^

^i0 S6 ^ ^±0 S6 ±O,S 1 ^ f0,77 t0 S8 , . , f0,93 ±0,36

^ . 33,02 ^ . 38,69.: 42,95 .44;37 45,64 ^ 41;52 ^ '27;35 ^
48 ^ .

±0,97 i^0,31 ±0,44 ^0,86^ i0,11 ±0,60 ±O,S9

23,10 30,89 39,40 41,24 42,46 38,69 19,56
7Z

^
^

^
. •

' t1,48 ^ ±0;96 ±0,89 f1,23 ±0,29 ±0,24 t0,42
Tabla 1^ Porcentaje de nifediprno de las muestras valoradas en la determinución de la estabilidad de
soluciones acuosas de iástrntos pH ,por ácción de'!ct luz del dla. ^' ' ,^

.. ' ^ ^ . ^ ^ ^ ^ . •

A pesar de existir degradación, el intervalo de pH donde el nifedipino presenta
mayor estabilidad es el comprendido entre 6,9 y 8,9. En este intervalo de pH, el valor
medio de porcentaje de nifedipino es de 41,85%. El pH de máxirna estabilidad es de 8,9
con un contenido de principio activo de 42;4ó%. ^^ ^^ ^,

Si consideramos los resultados obtenidos hasta las 24 horas, eí intervalo de
máxima estabilidad de pH'se^amplía hasta 5,0, ^con un ĉontenidó medio en nifedipinó de
57,83±0,77, A.las 24 horas; a pH=13;0, el conteiiido de riifedipino (32,31%) sigue
siendo significativamente mucho menár que én el restó de loŝ`pH estudiadós. Lós pÍí de
máxima inestabilidad y los intervalos de máxima estabilidad del nifedipino en
soluciones acuosas sometida ŝ a la acción ^de ^la lúz del día ^ ŝon muy;.similares a los
determinados en los estudios de estabilidád en solúcióñ a distintos pH en ausencia de
luz.

De lo resultados obtenidos se puede concluir que el pH de las soluciones influye
considerablemente en la estabilidád de lás solucioneŝ acuosas dír nifedipinó, como ya se ,
comentó en el apartado ^4.3.4, °siendo'tódiivía 'mucho más' determinante eñ este áspe ĉto .
cuando ,las soluciones están sometidas a un' f•^ctor ĉrítícó cotiló es la luz del día. ^.

Así, a pH de máxima ^ inestabilidad que para ambós dstudiós (en présenĉia y
ausenĉia de-la luz^del día) es de pH=13';0 él ^ontenido én nifedipinó eŝ tres.veces menor
cuando esta solución está sometida a la ŭradiación de ta luz del día.
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4.5.- Tamaño y forma del nifedipino

- Métodos:

E1 tamaño de las partículas de nifedipino se determina mediante el recuento de
200 partículas, en base a trabajos realizados con anterioridad por este equipo de
investigación (Moreno, 1999), en un microscopio electrónico Reichert. El valor del
diámetro volumen / superficie (d^^s) se calcula a partir de la siguiente expresión:

_ ^ ni • d,^
d, ; ., - - ,

^^ ni ^ d;`

donde n; es el número de partículas de nifedipino medidas y d; el diámetro de
dichas partículas medido en el microscopio óptico. Así mismo, se determina la

superficie específica (S^) del principio activo mediantede la expresión:

6

p ^ d,. ^ .^

donde p es la densidad real del sólido pulverulento, calculada mediante un
picnómetro de Helio Micrometrics Multivolume Pycnometer 1305, a pariir de los datos
de volumen obtenidos de las muestras. Para ello, se pesan alrededor de 0,5 g de
sustancia a analizar, que se introducen en el equipo y valoran por triplicado. La forma
del principio activo se observa directamente mediante un microscopio electrónico de
barrido (SEM) JSM 6400, perteneciente al C.A.I. de la Universidad Complutense

situado en la Facultad de Ciencias Químicas.

- Resultados y comentarios:

El tamaño de partícula del nifedipino, expresado como d,.^,., es de 23,63 }^m, su
densidad real (p) de 1,31±8,8•10-4 g•cm-3 y su superficie específica (Se) de 193,83

, ,
cm`•g .

La forma del nifedipino se observa en la figura 24.

Figura 24. Fotografia SEM de! nifedipino a 500 aumento.r.
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Como puede comprobarse, el nifedipino es una sustancia cristalina, que presenta
mayoritariamente formas aciculares que coexisten con algunos cristales que presentan
grandes diferencias entre sí en cuanto a su tamaño y forma no definida. Este dato está en
concordancia con los resultados obtenidos mediante difracción de rayos X.
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V.- MICROEMULSIONES MÚLTIPLES O/A/O DE NIFEDIPINO.

En este capítulo se describe el desarrollo galénico, la caracterización y los
distintos estudios realizados sobre microemulsiones múltiples óleo-acuo-oleosas (o/a/o)
de nifedipino, destinadas a la administración transdérmica de dicho fúmaco. EI trabajo
expuesto en este capítulo se considera la parte más relevante de la presente memoria, ya
que supone la creación de una formulación completamente nueva, jamás descrita en la
bibliografia. Esta formulación podría mejorar muchos de los aspectos negativos de las
formas farmacéuticas convencionales de nifedipino como son el efecto de primer paso a
nivel hepático, dificultad para mantener niveles plasmáticos constantes, aparición de
efectos adversos e incumplimiento posológico.

Aunque se trata de formulaciones novedosas; el desarrollo galénico de las
mismas está basado en el de las emulsiones múltiples, descritas ampliamente en la
bibliografia (Mishra y Pandit, 1990; Ferreira y cols., 1994a; Sela y cols, 1994; Ferreira y
cols., 1995). Es de esperar que las microemulsiones múltiples presenten las mismas
características que las emulsiones múltiples en cuanto al tipo de gotículas que las
constituyen (Figura 25), capacidad para incorporar moléculas lipófilas o hidrófilas,
según el tipo de microemulsión múltiple, y aplicaciones en el campo farmacéutico, de la
cosmética o de la agricultura. Además, al igual que ocurre con las microernulsiones
simples (o/a y a/o) se pretende que esta formulación se caracterice por presentar un
tamaño de gotícula muy pequeño y una gran estabilidad, en comparación con las
emulsiones. La .inestabilidad de las emulsiones constituye uno de los mayores
inconvenientes en este tipo de formulaciones, como se puede comprobar en los trabajos
realizados por diferentes autores, dando lugar a una cesión rápida y no controlada de la
molécula incorporada (Forster y cols, 1992; Yamaguchi y cols, 1995). ^

F"igura 25. Posible representación esquemática de las gotículas de una microemulsión múltiple
o/a/o tomando como referencia la de una emulsión múltiple o/a/o.

Por último, en el desarrollo galénico de las microemulsiones múltiples se intenta
que posean dos de las características principales que presentan muchas microemulsiones:
1) capacidad de solubilizar grandes cantidades de fármaco y 2) presentar buenas
propiedades como vehículos para la absorción transdérmica de nuestro principio activo. .

Además, las microemulsiones múltiples o/a/o penmiten incorporar el nifedipino
en la fase interna y externa del sistema debido a las cáracteríŝticas lipófilas de nuestro
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principio activo. La: .presencia - de . nifedipino eti la :fasé ' e^Ytéráa ^dé la m'icróemulsión
múltiple podría producir una disminución del tiempo de latencia, que aparece durante
los primeros tiempos de ensayo; ĉuando se emplean . algunás^ microemulsiones (ó/a y
o/a) u otros tipos de formas farmacéuticas de administracióñ transdérmica. ^^

El .desanollo galénico de microemulsiones múltiples^ o/a/o se realiza •siguiendo
un proceso de dos etapas, del mismo: .modo que se: formulan do ŝ microemuíŝioneŝ ' p^or
separado: . l8) .formación de una microemulsión primaria o/a que presenta ^caracteristiicas ^
adecuadas en^ .cuanto a estabilidad ,y tamaño ^de gotícula y 2a) ^utilizacióri dé la priméra •
microemŭlsión áomo fase acuosa en una simplé. microemulsión a/ó. ^^:^ - ^

5.1. Microemulsiones primarias a/a de .nifedipino ^. ^^ ^

., El primer ^paso . en . la obtención de la microemulsión .priinaria de nifedipino ^^
consiste en el desarrollo galénico de sistemas> basados en miristato de isopropilo ^(Tl'1V^, `^
agua y en,la utilizaĉión de dos tensioactivos no=iónicos: como son: el Tween® ^80 y el ^
Brij® :96., .. . : ^ . . - .. •• . .

. ^ . .

^ En^ este apartado ^el objetivo .principal es la obtención de microem^lsionéŝ o%a
con,el mayor porcentaje de fase' interna para• inĉorporar la^ mayor cantidad ^posiblé de
nifedipino. La ĉoncentración - de princi,pio activo que' se ^pretendé incorpoTar' en^ lá ^"
microemulsión primaria debe ser aquella que, pemŭtá él ^ désárrollo gáléniéó ` dé
microemulsiones múltiples con una dosis adecuada de nifedipirió (40 '^mg)' 'para ^u ^
administración transdérmica. (McDaid y Deas^; ^ 1996). Una' vez • sélecĉiónadoŝ ' loŝ
sistemas adecuados pará'nuéstro propósito se procedé a su cáráctérizáción: ^' ^^

5.1.1:= Determi»ación del volumen molecular del miristato de isopropilo

. EI IPM ó 1-metiletil tetradecanoato, es un ííquido claro, incoloro y:
prácticamente inodoró; ^ ĉompuestó por ésteres de 3-propanol y ácidos grasos saturados
de elévado peso moleculaz, principalmenté ^cida mirístico. Presenta un peso moleculaz .
de 270,51, su fórmula empírica corresponde^a.CIyH^02 y su formula estructural apazece ^
reflejáda en la figura 26. _. ^ " ^^

Figr^rd 2( Fórmula estructura^eP

D`ésde él pixnto de vi^ta de ŝiis própiedades ^fisiĉo-qúímicas, el" IPM .és^ úri
compuéstd mi^iblé c;on ^cetoiia, cloróformó, etanol, acetató dé etiló, grasa^, alcóhólé ŝ
grasos, aceites de síntesis, hidrocarburos líquidos, tolueno y ceras, siendo prácti ĉamente
insoíublé en ^1'iceriria; 'propilenĝlicol y aĝua. Sú purifo de ebulliĉión .és , de unáŝ ,14a°C, a
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una presión de 2 mmHg, y el de congelación a unos 3°C, siendo su viscosidad dinámica
a 25°C de 5-7 centipoises.

El IPM presenta numerosas aplicaciones dentro del campo de la tecnología
farmackutica como emoliente, vehículo oleoso, exaltador de la permeabilidad y
solvente, apareciendo por ello en numerosos preparados farmacéuticos tópicos y en
formulaciones cosméticas, siendo su gran estabilidad y resistencia frente a la oxidación,
hidrólisis y fenómenos de enranciamiento, así como su prácticamente nula toxicidad
subcutánea e irritabilidad (Handbook, 1994). Estas propiedades le convierten en una
candidato idóneo para ser utilizado en formas farmacéuticas de administración
transdérmica, y por lo que se ha seleccionado ĉomo componente de nuestra formulación.

La determinación de su volumen molecular es de gran importancia para poder
predecir de manera cualitativa la cantidad de miristato de isopropilo que se puede
incorporar en las microemulsiones o/a constituidas que emplean como tensioactivos no
iónicos el Brij® 96 y Tween® 80. También, el volumen molecular del aceite empleado
influye considerablemente en la temperatura de inversión de fases (PIT) de las
microemulsiones o/a, como se verá posteriormente.

- Método:

El volumen molecular del miristato de isopropilo se calcula teóricamente
sumando las contribuciones en el volumen de cada unos de los grupos que lo
constituyen. Estos valores son obtenidos a partir de los calculados por Malcolmson y
cols. (1998) para la determinación del volumen molecular de un gran número de aceites,
entre los que se encuentran aceites con un grupo éster como el que presenta el IPM. Los
volúmenes de cada uno de los grupos empleados son los siguientes:

Gru funcional Votumen Á
CH3 55

-CHZ- 44
-CH- . 17
COO- 14

Tabla 19. Yolúmenes de los grupos funcionales del miristato IPM.

- Resultados v comentarios:

El miristato de isopropilo presenta un volumen molecular de 530 A. Este valor
es similar al obtenido para el tributirín (520 A) por Malcolmson y cols. (1998). Estos
autores consideran que este aceite presenta un volumen molecular con un valor
intermedio con relación a aquellos que tienen volumen molecular grande como el
Miglio1812 (925 ^i) y el oleato de etilo (600 t^) y los que presentan volumen molecular
pequeño como el'heptano (235 ^) y etil caprilato (340 ^).

Por lo tanto, basándonos en los datos de volumen molecular reportados en la
bibliografia para otros aceites, podemos considerar que el miristato isopropilo es un
aceite con volumen molecular medio. Este resultado indica que el miristato de
isopropilo, al igual que los aceites con pequeño volumen molecular, penetra en las
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cadenas hidrófobas del tensioactivo (Brij® 96 o Tween® 80)^ localizado en la interfaz de ^
Ia microemulsión, en mayor grado que aquellos aceites con mayor volumen molecular ^
(Migliol 812 y oleato de etilo), favoreciendo la formación de microemulsiones o/a
(Malcolmson y. cols., 1998). : ^ . . . ^ . . . . . - . - ^ ^ ^^ ^

5.1.2.Determinaciórr de la polaridad relativa del miristato de isopr.opilo ^ ^.^

Se lleva .a cabo .para conocer la polaridad .del aceite empleado en el desarrollo' ^
galénico de las microemulsiones..Este.dato es de gran importancia ya que nos permité
evaluar el posible efecto que. puede tener dicha polaridad en el grado de ^incorporación
del aceite en las microemulsiones o/a constituidas por tensioactivos no-iónicos (Brij® 96
y Tween® 80) y en la solubilidad del principio ^activo.. ^ . .' .,

- Mét o:

^ Utilizando e1 método de Kahlwiet y.cols: .(1983) se estima la polaridad relativa
del IPM. Este método se basa en determinar la partición.de una serie de cotensiocativos
de diferente polaridad er^tre el IPM y el agua a 25°C.

Los cotensioactivos empleados son los que se citan a continuación en orden de
menor a mayor polaridad: butanol < etilenglicol monobutil éter < dietilenglicol
monobutil éter < trietilenglicol monobutil éter. Estos ĉotensioactivos se adicionan (25 ^
%) a volúmenes iguales de IPM y agua y se someten a a$itación en vórtex durante 5
minutos. a 2ó00 r.p.m. hasta alcanzar:el equilibrio (saturación.en ambas fases). Una vez
que.se alcanza el equilibrio se mide el^.volumen relativo de las.distintas fases. ^

• Resultados y comentarios:

Para poder comparar la pólaridad del IPM con las dé ótrós aceites determinadas
en el estudio realizado por Malcomsom y cols. (1998), se emplea la misma designación
que utilizaron para describir lós distintos comporta.mientos ob ŝervados. La designación
empleada es la siguiente: 1) sistemas en los que la fase inferior (acuosa) es mayor que la
fase superior (oleosa), por lo tanto el cotensioactivo reside principalmente en la fase
oleosa, se designan como A, 2) sistémaŝ en los que`la fracción dé volumen de la fase
superior es mayor que el de la fase inferior, por lo tanto _el cotensioactivo reside
principalmente en la fase oleosa, se designan como B, 3) ŝistemás cón i^uál fracción de
volumen de la fase oleosa y acuosa se designan como C y 4) sistemas en los que
aparecen tres tipos de fases en los. que el cotensioactivo reside principalmente en la
mitad de la fase oleosa y acuósa. ^

El énsayó realizado poT Malcómsom y ĉolŝ. (1998) clasifica los distinfos aicéite ŝ
en funcióñ de su pólaridad según , las siguierrtes cónsidéra ĉioi^és: 1) para un mismo
cotensioactivo, a medida que aumentá la poláridad de un a ĉeite se incrementa la
partición del cotensioactivo empleado en dicho aceite y 2) para un mismo aceite a
medida que aumenta lá polaridad del ĉoterisióáctivo támbién ló hace su .partición ^: hacia
la fase acuosa: Así, para el IPM se observan lóŝ siguienteŝ ĉompórtamientos (Tabla 20),
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Cotensia^acrivos

F^^ Butanol Etilenglicol
monobutil éter

Dietilenglicol
monobutil éter

Trietilenglicol
rnonobutil éter

IPM (ml)

A a(ml)

15

10

14

11

12

13

10

15

Com ortomiento B B A A
Tabla Z0. Determinación de la polaridad del IPM en función de la partición de cotensioactivos de
distinta polaridad hacia lafase oleosa o!a acuosa

De los resultados obtenidos en la tabla 20 podemos deducir que el IPM es un
aceite que presenta cierta polaridad, como indica el hecho de que el butanol y el etilenglicol
monobutil éter particionan hacia este aceite.

Si comparamos la polaridad que se estima para el IPM con las determinadas por
Malcomson y cols. (1998) para un gran número de aceites, clasificados de mayor a
menor polaridad, podemos decir que el IPM presenta una polaridad intermedia: butirato
de etilo > ca.prilato de etilo > tributirín > etiloleato ^ IPM >1-hepteno > Migliol 812 >
heptano > hexadeceno > aceite de soja.

5.1.3. Microemulsiones primarias o/a constituidas por IPM, Tween®80 y agua

5.1. 3.1. - Componentes de las microemulsiones primarias o/a ^

A- Fase Oleosa:

Constituye la fase interna de nuestros sistemas dispersos, y como componente se
selecciona el miristato de isopropilo (IPNn, descrito de forma detallada en el apartado
5.1.1 de esta memoria.

B - Fase Acuosa:

Constituye la fase externa de. las microemulsiones primarias, y se utiliza agua
bidestilada desionizada ultrapura, obtenida mediante un equipo de filtración Millipore
Milli-Q Plus. De este modo evitamos la ausencia de posibles iones catalizadores de
reacciones de degradación no deseables para la estabilidad del sistema disperso.

C - Tensioactivo:

Debido a la toxicidad de la mayoría de los tensioactivos y cotensioactivos
empleados en la formulación de preparados tópicos, se selecciona el Tweeñ 80,
tensioactivo no iónico, como único componente en la formulación con capacidad
surfactante, debido a su baja irritabilídad, alta estabilidad química y a su frecuente
utilización en distintas formas farmacéuticas. ^ ^

El Tween`^ 80, también denominado Polioxietilen 20 sorbitán mono-oleato ó
polisorbato 80, es un tensioactivo no iónico derivado del polioxietilen-sorbitán
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monoéster. Presenta un peso molecular de 1310, su fórmula empírica corresponde a
C6aH^zaO26 y su fórmula estructural apareĉe reflejada en la figura 27.

CHz

^
HCO(CzH40^vH

^
H(OC^)XOCH

Hc

^ HCO(CzHaOh,H^ ^

^HzO(Cz^IaO)ZOCR

'F' ►̂ttra 27. F'órmula estructural del 1iv¢en80

El polisorbato 80, a 25°C; es ^un líquido oleaginoso^ amarilYento con olor
característico, soluble en agua y etanol e insoluble en aceites vegetales y minerales. ^

Si consideramos las demás propiedades fisicas el Tween® 80 presenta un valor
de pH, en solución ácuosa al 5% plv, ^ comprendido entre 6,0 y 8,0, `su viscosidad
dinámica es de 425 mPa•s y su peso específico (25°C) de 1,08, siendo sus índices de
acidez y saponificación de 2,0 y 45-55, respectivamenté. ' Por último, él Tween® 80
presenta un valor de HLB de 15,0 por lo que es muy utilizado como tensioactivo para la
obtención de sistemas dispersos de fase externa. acuosa (o/a). ^

Es.una sustancia estable a los^electrolitos y la acción de ácidos y bases^débiles,
sufriendo un fenómeno de saponificación gradual pór la aĉción de los ácidos y las bases
fuertes. Debe conservarse en contenedores cerrados, protegidos de la luz; en lugarés
frescos y secos.

Desde el pumo de vista de su seguridad, el Tween® 80 se considera como un
material no tóxico y no irritante, lo que perrrŭte su ádministración en humanos hasta un
total de 25 mglkg/díá: Este hecho, hace que^ seá ampliamente utilizado^ en la^ industria
farmacéutica^con la categoría funcional de emulsificante, tensioactivo^no iónico; ágente '
solubilizante y^agente humeetante en númerosas ,formas farmacéúticas, : inclúyendó a
aquellas destinadas a la administración transdérmica, tal y como se recoge en la guía de
excipientes de la FDA y en distintas farmacopeas. ^

5. I. 3.2. - Diseño de microemulsiones primarias o/a ,.

Para determinar .la .^ composición de las microemulsiones, se construyó el
diagrama de fases con Ios componentes de la formulación^ .y se delimitó el área de
formación correspondiente a estos sistemas. Los diagramas de fases ternarios se
representan por medio . de triángulos ; equiláteros en cuyos vértices se . sitúan los
componentes del sistema expresados como porcentaje (°fo). en peso. ^
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La figura 28 muestra un diagama de fases ternario para un sistema constituido
por fase acuosa, fase oleosa y tensioactivo.

Figura 2^ Representación de diagrama de fases ternario (pseudo-ternario).

Como se puede observar, los vértices del diagama representan el 100% en peso
de cada uno de los componentes del sistema. Para aquellas microemulsiones que
presentan en su composición un cotensioactivo, dicho componente se sitúa en el vértice
superior del triángulo, en una proporción fija (normalmente p/p) con respecto al
tensioactivo, dando lugar a los llamados diagramas de fases pseudo-ternarios, también
representados en la figura 28.

- Mé odo:

Para la construcción de los diagamas de fases, se sigue el método desarrollado
por Aboofaceli y cols., (1993).^ Según este método, se pesan cantidades apropiadas de
Tweeñ 80 e IPM que se mezclan y agitan hasta obtener una. dispersión clara y
homogénea.

Posteriormente, las muestras anteriores se valoran volumétricamente a 25°C con
la fase acuosa del sistema, agitándose las mezclas resultantes el tiempo suficiente hasta
alcanzar el equilibrio.

Finalmente, los sistemas obtenidos se analizan visualmente y a través de prismas
de Nicols (cristales polarizados) paza evaluaz su comportamiento frente a la luz
polarizada. Aquellos sistemas ópticamente transparentes, isotrópicos y homogéneos se
consideran microemulsiones y su composición se marca dentro del diagama de fases
para delimitar así el área de formación de microemulsiones con la misma composición
cualitativa. La estabilidad de las microemulsiones constituidas se evalúa durante un
mes.

Además, se realizan los siguientes ensayos cualitativos para determinaz el signo



Parte Experimental Microemulsiones Múltiples oi/a/o de Nifedipino l61

La figura 28 muestra un diagrama de fases ternario para un sistema constituido
por fase acuosa, fase oleosa y tensioactivo.

Figura 2^ Representación de dragrama de fases ternario (pseudo-terrrario).

Como se puede observar, los vértices del diagrama representan el 100% en peso
de cada uno de los componentes del sistema. Para aquellas microemulsiones que
presentan en su composición un cotensioactivo, dicho componente se sitúa en el vértice
superior del triángulo, en una proporción fija (normalmente p/p) con respecto al
tensioactivo, dando lugar a los ilamados diagramas de fases pseudo-ternarios, también
representados en la figura 28.

- Método:

Para la construcción de los diagramas de fases, se sigue el método desarrollado
por Aboofaceli y cols., (1993). Según este método, se pesan cantidades apropiadas de
Tweeñ 80 e IPM que se mezclan y agitan hasta obtener una dispersión clara y
homogénea.

Posteriormente, las muestras anteriores se valoran volumétricamente a 25°C con
la fase acuosa del sistema, agitándose las mezclas resultantes el tiempo suficiente hasta
alcanzar el equilibrio.

Finalmente, los sistemas obtenidos se analizan visualmente y a través de prismas
de Nicols (cristales polarizados) para evaluar su comportamiento frente a la luz
polarizada. Aquellos sistemas ópticamente transparentes, isotrópicos y homogéneos se
consideran microemulsiones y su composición se marca dentro del diagrama de fases
para delimitar así el área de formación de microemulsiones con la misma composición
cualitativa. La estabilidad de las microemulsiones constituidas se evalúa durante un
mes.

Además, se realizan los siguientes ensayos cualitativos para determinar el signo
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Todas las microemulsiones representadas en el diagrama de fases son estables
durante al menos un mes. Los ensayos de dilución y solubilización deI colorante
demuestran que las microemulsiones desarrolladas son de tipo acuo-oleosas (o/a).

5.1. 4. - Microemulsiones primarias o/a constituidaspor IPM/Brij® 96/agua

Debido a la poca proporción de fase irYterna que se puede incorporar en los
sistemas IPM/ Tweeñ 80/agua, se plantea la posibilidad de cambiaz de tensioactivo.
Para este propósito se utiliza como tensioactivo Brij® 96 ya que se trata, al igual que el
Tweeñ 80, de un tensioactivo no iónico y por lo tanto presenta baja iiritabilidad y alta
estabilidad química. Además, el Brij® 96 es ca.paz de formar grandes áreas de
microemulsiones sin la ayuda de cotensioactivos y las microemulsiones formadas
pueden ser diluidas infinitamente (Ho y cols., 1996).

5.1. 4.1. - Componentes de !a microemulsión primaria o/a

A- Fase Oleosa:

Constituye la fase interna de nuestros sistemas dispersos, y como componente se
selecciona el miristato de isopropilo (IP1V^, descrito de forma detallada en el apartado
5.1.1 de esta memoria.

B - Fase Acuosa:

Constituye la fase externa de las microemulsiones primarias, y se utiliza agua
bidestilada desionizada ultrapura, obtenida mediante un equipo de filtración Millipore
Milli-Q Plus. De este modo, evitamos la ausencia de posibles iones catalizadores de
reacciones de degradación no deseables para la estabilidad del sistema disperso.

C - Tensioactivo:

El Brij® 96, también denominado polietilenglicol monoleil éter, poloxil 10 oleil
éter ó deca.etoxi oleil éter, es un tensioactivo no iótico derivado de los éteres de
polioxietilen. Presenta un peso moleculaz de 709, su fórmula empírica corresponde a
C18H35(OCHZCHZ)IOOH.

El Brij® 9b, a 25°C, es un semisólido de color amarillo con olor característico,
soluble en agua y etanol e insoluble en propilenglicol, aceites vegetales y minerales. Si
se consideran las demás propiedades fisicas, el Brij® 96 presenta un valor de viscosidad
dinámica de 100 mPa•s y un peso específico (25°C) de 0,9, presentando un valor
máximo de acidez de 0,89. El Brij® 96 presenta un valor de HLB de 12,4 por lo que es
muy utilizado como tensioactivo para formulaz sistemas dispersos de fase externa
acuosa (o/a).

Es una sustancia estable en condiciones extremas básicas y ácidas. Puede sufrir
autoxidación durante el proceso de almacenamiento dando lugaz a la formación de
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peróxidos y•aumentando su acidez: .Debe conservarse en recipientes herméticamente
cerrados^y en lugares fríos y secos. ^ • . ^

Desde el punto de vista de su seguridad, el Brij® 96 se considera como un
material no tóxico y no irritante. La toxicidad aguda por vía oral en rata (LD50) es de
2.700 mg. Se utiliza con la categoría funcional de emulsificante, tensioactivo no iónico,
agente solubilizante y agente humectante en numerosas formas farmacéuticas,
incluyendo a las destinadas a la administración transdérmica, tal y,como se recoge en
distintas farmacopeas. ^

5.1.4.2.-.Diseño de microemulsiones primarias o/a

Para determinar la composición de las microemulsiones, se construyen . los •
diagramas de fases tennarios con los componentes de la formulación y se delimita el
área correspondiente a estos sistemas.

- Método:

Para la construcción de los diagramas de fases, se sigue el método desarrollado
por Aboofaceli y cols.,.(1993).• El procedimiento de este método.se ha descrito en el
apartado 5.1.3.2. • . • ^ ^

Los sistemas obtenidos se analizan visualmente y a través de prismas de Nicols
(cristales polarizados) para evahzar su comportamíento frente a la luz ,polariza.da.
Aquellos sistemas ópticamente transparentes, isotrópicos y homogéneo ŝ se consideran
como microemulsiones y su composición. se marca dentro del diagrama de fases para
delimitar así el, área, de formación .de microemulsiones con^ la misma composición
cualitativa. La, estabilidad de .las microemulsiones ,constituidas se estudia, durante. un .
mes. . ^ .

Se realizan los siguientes ensayos cualitativos para determinar el. signo de la
microemulsión, al igual que se hizo en el apartado 5.1.3.2: 1) ensayo de dilución y 2)
ensayo de solubilidad de un colorante en la fase continua. .

- Resultados y comentarios: .

El diagrama de fase ternario y el área de formación de las microemulsioners
constituidas .por IPM/Brij® 96/agua aparecen representado en la figura 30. En el
diagrama de fases se delimitan en el diagrama distintas regiones correspondientes a
áreas de formación de distintos sistemas en función del porcentaje de sus componentes.
Así, se puede observar una región delimitada en azul correspondiente a un, área de
formación de sistemas de tipo gel (G) de gran ^viscosidad, una región delimitada en
color verde correspondiente a un área de formáĉión de emulsiones (E) procedentes de
sistemas tipo microemulsión enturbiados con él paso del tiempo (24 horas), uiia región
delimitada en color púrpura correspondiente a un área de coexistencia de faseŝ
separadas y emulsión (FS), y finalmente una región delimitada en rojo correspondiente
a un área de. formación de microemulsiones (li^), objeto de nuestro estudio.
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igura . iagrama ternario ases y areas e ormaci n e sistemas co»stitui s por

IP^1/Brij ° 96/agua.

EI empleo del tensioactivo no iónico Brij 96, para el desarrollo de
microemulsiones o/a, permite incorporar hasta un 12,5% (p/p) de fase interna (IPM)
para un contenido en tensioactivo del 15-25% (p/p). La mínima cantidad incorporada de
IPM para que se consideren como microemulsiones es de12,5% para una proporcíón de
tensioactivo de 10%. Los sistemas cuyos contenidos en fase interna son menores del
2,5% no se consideran microemulsiones y se denominan soluciones micelares.

Todas las microemulsiones representadas en el diagrama de fases son estables
durante al menos un mes. Los ensayos de dilución y solubilización del colorante
demuestran que las microemulsiones son de tipo óleo-acuosa (o/a).

A la vista de los resultados obtenidos y al compararlos con los de las
microemulsiones constituidas por IPM/ Tweeñ 80/agua, se puede concluir que el Brij®
96 origina una mayor área de formación de microemulsiones y permite incorporar 2,5
veces más de fase interna (IPM) empleando porcentajes de tensioactivos mucho
menores. Por todo esto, se selecciona el Brij® 96 como tensioactivo no iónico para el
desarrollo galénico de las microemulsiones primarias o/a.

5.1.4.3.- Determinación de la temperatura de irtversión de fases en microemulsiones
primarias o/a

La temperatura de inversión de fases (PIT) se puede definir como la temperatura
a la cual una emulsión o microemulsión de tipo óleo-acuosa (o/a) cambia a una
emulsión o microemulsión tipo acuo-oleosa (a/o) o viceversa. El PIT en este tipo de
sistemas está íntimamente relacionado con el punto de turbidez o"cloud point" de los
tensioactivos. Una característica de soluciones acuosas de tensioactivos no-iónicos es la
capacidad de enturbiamiento que presentan cuando se calientan a una determinada
temperatura. La temperatura a la que ocurre este fenómeno (PIT o punto de turbidez del
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tensioáctivó) depend^ de ^la concentración y generalmente aumenta a medida que se
incrementa la concentración del tensioactivo no-iónico. '

El fenómeno de inversión de fases se encuentra limitado únicamente a los
sistemas dispersos anteriormente mencionados constituidos por tensioactivos derivados
del polietilenglicol tipo éter, como es el caso del Brij® 96. La solubilidad de estos
tensioactivos depende de la formación de puentes de hidrógeno entre el agua y los
átomos de o^geno de un grupo éter. Cuando estos puentes se rompen o se
desestabilizan por acción del calor la solubilidad del teñsioactivo disminuye. Por lo
tanto, el PIT representa la temperatura a la cual este fenómeno ocurre. La determinación
de este. parámetro es de gran importancia para establecer la manera en la que el aceite se
incorpóra en la microemulsión. '

- M' odo: .

El punto de turbidez (CP) y la temperatura de inversión de fases. (PIT) de las
solucióñes micélarés (Brij® ' 96/aĝuá) y miĉroemulŝiones ^ (IPM/Brij®^ 96/agua.),
respectivamente, se determinan calentando los sistemas a un intervalo de témperatura de
1°C/min y anotando la temperatura en la cual se produce turbidez en las soluciones
micelareŝ y en las microemulsiones. Para determinados sistemas se observa una fase de
transición en la cual se forma un gel transparente ante ŝ de alcanzar el PIT. Sin embargo,
muchas veces es dificil determinar esta fase ^de transición por lo que se decide anotar la
temperatura en la que se prodúce el punto ^ turbidez en estós sistemaŝ. Los resultádos
finales obtenidos son la media ^ de ^tres determinaciones, para cada sistema, de la
temperatura a la ^cual se próduce turbidez. ^

= Resultados y comentarios:

De los resultados obtenidos en este estudio (tabla 21) se puede observ^ar qué para
las distintas concentraciones de tensioactivos empleados se produce una disminución
progresiva del PIT en las microemulsiones, a médida que aumenta la concentración de
IPM hasta un contenido en aceite del 3%. Para un 5% de fase interna, el PIT de las
microemulsiones.aumenta de nuevo. ^ ^ ^

Concentración PIT a ' ere^ttes ^s de Bri'®^96
^^^(°^) IS 20 ^ ^ 25 30

Micelas 62,1±0,14 65,6±0,21 67,1±0,32 66,9±0,17

I 43,3±0,08 47,0±0,19 50,2±0,11 49,6±0,13

2 37,7±0,07 38,0±0,00 38,Si^0,21 ^ 37,7i^U,21

3 36,9±0,07 34,9t0,14 33,7±0,07 31,9f0,14 ,

S 39 3±0 07. 38,Zf0,14 37,5±0,07 . 37,1±0,14
Tabla 21. Punto de turbidez y temperatura de irrversión de fases de soluciones micelares (Brij® 96 /agua) y

microemulsiones o/a (IPM/Brij® 96/agua) conteniendo distinfos porcentajes (p/p) de IPMy Brij® 96.
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Estos resultados están en concordancia con los obtenidos en la literatura para
otros tipos de aceites con parecido volumen molecular (Malcolsom y cols., 1998).
Basándonos en estos, podemos decir que la disminución del PIT en los sistemas
dispersos estudiados se debe a que el IPM, cuyo volumen molecular es de 530 A,
penetra en la interfaz de la monocapa de tensioactivo formando estructuras asimétricas
que son las responsables de la disminución del PIT.

Para facilitar la interpretación de los resultados es importante destacar que el
Brij® 96, en ausencia de aceites, tiene la capacidad de formar principalmente micelas
asimétricas más que micelas esféricas. Por lo tanto, cualquier aceite que sea capaz de
penetraz en la interfaz de la monocapa de tensioactivo es capaz de favorecer la
formación de agregados asimétricos produciendo una disminución del PIT por debajo
del de la micela (Malcolsom y cols., 1998). Así pues, podemos decir que esta
afirmación es verdadera a las concentraciones de tensioactivo empleadas en nuestro
estudio, ya que para el intervalo de concentraciones de IPM entre 1 al 3% disminuye el
PIT a medida que aumentamos su concentración, lo que es indicativo de su penetración
en la interfaz de la monocapa de tensioactivo. La penetración del IPM en la interfaz
origina un fenómeno de dilución de la concentración de las cadenas de polioxietilen que
se podría traducir en una disminución de la cantidad de nifedipino incorporado.

Sin embazgo, con un 5% de IPM se produce un aumento del PIT en los sistemas
objeto de estudio. La explicación a este fenómeno podría deberse a una disminución en
la incorporación del aceite en la monocapa de tensioactivo dando lugar a la formación
de más gotículas esféricas de fase interna y por lo tanto de un núcleo central de IPM.
Este núcleo central constituye .una zona paza la solubilización del principio activo. Por
lo tanto, la cantidad de nifedipino incorporado en la microemulsión será menor a
medida que aumenta el grado de penetración del aceite en la monocapa del tensioactivo.

5.1.4.4.- Solubilización de nifedipino en soluciones micelares Br^® 96/agua y
microemulsiones IPM/Br^® 96/agua

Este estudio se realiza para demostrar la capacidad de las microemulsiones o/a
constituidas por IPM/ Brij® 96/agua de solubilizar e incorporar mayores cantidades de
nifedipino que las soluciones micelares de igual composición (solución acuosa de
tensioactivo sin aceite). Así pues, si el aceite es capaz de solubilizar al principio activo y
formar un núcleo de carácter lipófilo en el interior de las microgotas, en donde el
tensioactivo se sitúa en la interfaz con sus cadenas hidrófobas ^localizadas hacia el
interior, se podría esperaz un aumento en la cantidad de nifedipino solubilizado en el
interior de la microemulsión.

Por lo tanto, la cantidad incorporada de principio activo en las microemulsiones
será mucho ma.yor que en las soluciones micelares debido a la formación de una. zona
adicional paza la solubilización del fármaco.

- Método:

Para realizar este estudio se preparan microemulsiones o/a constituidas por 5%
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de IPM y 17,5, 22,5 y 27,5% de Brij® 96, formando parte del área de microemulsiones
anteriormente determinada. I;as soluciones micelares están constituidas por soluciones
acuosas con idéntica concentración de Brij® 96 que las microemulsiones: 17,5, 22,5 y
27,5%. La cantidad incorporada de nifedipino en estos sistemas se determina mediante
la adicción de una cantidad conocida de nifedipino (50 mg) a las distintas soluciones
micelares y microemulsiones preparadas por triplicado. Todas las muestras estudiadas
se mantienen como soluciones transparentes en equilibrio con un exceso de fármaco
durante todo el ensayo. ^

Además, se determina la solubilidad del .nifedipino en agua bidestilada
desionizada ultrapura, IPM, 1-octadeceno y en soluciones acuosas de
dimetoxitetraetilenglicol (DMTG) a distintos porcentajes (20-100%). . ^

. Todas las muestras se protegen de la luz y se introducen en un baño de agitación .
Techne SB-16 con una. velocidad constante de 20 r.p.m. y a una temgeratura de
25t0,4°C. Después. de ocho días, se separa el exceso de fármaco de todas las muestras
mediante filtración a través de filtros. de acetato de celulosa para solvemes acuosos y de
filtros hidrófobos de di-fluoruro de polivinilideno, para solventes no acuosos, siendo el
tamaño de poro para ambos filtros de 0,22 µm. Todas las preparaciones se valoran
respecto a su contenido en nifedipino, por triplicado (n=3), por HPLC después de
diluirlas apropiadamente con metanol: ^ ^ ^

- ResulxadosXcomentarios:

Las cantidades incorporadas (%, p/v) de nifedipino en las soluciones micelares y
en las microemulsiones se muestran en la tabla 22.

%(p/v) de nifedipino inco^porndo #D.E a distintas %(p/p) Brij® 96
Aceite en micrn^emulswrtes

17,5% ^ 22,5% 27,5%

Micelas 0,201±0,007 0,243±0,013 0,323±0,015
IpM 0,231t0,011 0,301t0,016. 0,383±O,OI8

Tabla 22 Incorporación de nifedipino en soluc^ones micelares y microemulsiones con un S% (p/p) de
IPM a 25°^C.

Como se puede observar la cantidad de nifedipino ineorporada en las
microemulsiones es mayor.que en las soluciones micelares y en ambos casos..incrementa
a mediada que aumenta el porcentaje de Brij® 96. A1 realizar un AATOVA,, para la^
misma concentración de tensioactivo (P<0,05), existen diferencias significativas ;entre la
cantidad de nifedipino solubilizada en la microemulsión y la solución micelar.

Para explicar estos resultados, hay que considerar las zonas potenciales de
solubilización del principio activo en los sistemas constituidos por Brij® 96. La cantidad
disuelta de nifedipino en la fase externa acuosa de los sistema.s será muy baja debido a
su escasa solubilidad en este medio. Por lo tanto, la casi totalidad del fumaco se
encuentra incorporado dentro de la micela o en las gotículas que constituyen la fase
interna de la microemulsión.: Es importante destacar que, tanto en la micela como en las
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gotículas de la fase interna de la microemulsión existen regiones con diferente
polaridad.

^ Las micelas no iónicas originadas por el Brij® 96 están constituidas por un
núcleo hidrocarbonado que se encuentra rodeado de un manto de cadenas de
polioxietilen. En la zona más próxima al núcleo, el manto está constituido solamente
por óxido de polioxieteileno puro, mientras que a medida que aumenta la distancia
desde el núcleo, las cadenas de polioxietilen están más hidratadas (Elworthy y Patel,
1982).

Además de lo comentado anterionmente para las micelas, en las microemulsiones
hay que tener en cuenta la presencia del IPM. Debido a que el 1PM presenta volumen
molecular intermedio (apartado 5.1.1) puede penetrar parcialmente en las cadenas
hidrogenadas del tensioactivo y por lo tanto el núcleo central de la microemulsión o/a
está constituido exclusivamente por la cantidad de aceite que no haya penetrado. Así, la
cantidad de nifedipino que se podría solubilizar en el núcleo central de la
microemulsión es menor de lo que cabría ésperar si el II'M presentara un volumen
molecular mayor que le impidiera penetrar en las cadenas hidrogenadas del tensioactivo.
Alrededor del núcleo de IPM se sitúan los grupos hidrocarbonados lipófilos de la
molécula de tensioactivo y finalmente un manto constituido por las cadenas de óxido de
etileno cuya hidratación aumenta a medida que se incrementa su distancia desde núcleo.

Para poder ver los posibles lugares de solubilización del nifedipino en las
diferentes regiones con distinta polaridad existentes en las soluciones micelares y en la
gotículas de la fase interna de las microemulsiones, se utilizan dos compuestos como
modelos: 1) el 1 octadeceno se emplea como modelo para representar la región lipófila
(9-octadeceno) que constituye el núcleo central de la micela y la región hidrocarbonada
que se encuentra rodeando al IPM en las gotículas que constituyen la fase interna de la
microemulsión, 2) las soluciones acuosas de DMTG, a distintas concentraciones, sirven
como modelo para predecir la solubilidad del nifedipino en la capa hidratada de
polioxietileno presente en las soluciones micelares y en las gotículas de la fase interna
de las microemulsiones. El DMTG en estado puro se emplea para representar el estado
deshidratado de las cadenas de polioxietileno localizadas en la zona más próxima al
núcleo hidrocarbonado (Patel y cols., 1981), mientras que las soluciones acuosas de
DMTG, a distintas concentraciones, sirven como modelo para representar el aumento de
hidratación existente, a medida que disminuye la concentración de DMTG, en las
cadenas de polioxietileno según se incrementa la distancia desde el núcleo.

Como puede observarse en la figura 31 la solubilidad del nifedipino aumenta
significativamente a medida que lo hace el porcentaje de DMTG. Estos resultados, junto
con los datos de solubilidad de1 nifedipino en 1-octadeceno (1,51•10"2 f 8,7•10"3 (%
p/p)), indican que el nifedipino se va a incorporar principalmente en las cadenas de
polioxietileno deshidratado del Brij® 96, que se encuentran localizadas en la zona más
próxima al núcleo de la micela (región hidrocarbonada) y de la microemulsión (fase
dispersa IPM/región hidrocarbonada). La incorporación del principio activo es menor en
la región hidrocarbonada del tensioactivo, en el núcleo de la micela y a medida que se
incrementa la hidratación de las cadenas de polioxietileno.
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En la microemulsión e^ste otro lugar de solubilización del nifedipino, atendiendo
la lipofilia del principio activo (log P^-2,50) y a su solubilidad en IPM (0,19± 0,03, %
p/v), que es el núcleo de IPM de la microemulsión o/a. Con el porcentaje de IPM
incorporado para realizaz este estudio (5%) se origina un núcleo lipófilo al disminuir la
penetración de. IPM en la monocapa del ^ tensioactivo, como se puede deducir del
aumento del PIT para este porcentaje de aceite, dando lugar a la formación de más
gotíĉulas esféricas de fase interna. Por lo tanto, las microemulsiones constituidas por
II'M/Brij® 96/agua incrementan significativamente la solubilización de nifedipino con
respecto a las soluciones micelares con equivalente concentración de tensioactivo por .
dos motivos: 1) formación de un lugaz potencial paza la solubilización del nifedipino
(núcleo hidrofóbico) y 2) aumento de la concentración de las cadenas de polio^etilen
(principal foco de solubilización del nifedipino) como consecuencia de la disminución
en la penetración del IPM en la monocapa de tensioactivo.

5.1.4.5.- Incorporación de nifedipino a la microemulsión IPM/Brij® 96/agua

- Método:

Paza la. incorporación del principio activo se selecciona, dentro del diagrama de .
fases, la microemulsión c,on un contenido de un 10% de IPM y del 25% en Brij® 96, al
ser este ,sistema el que presenta la ma.yor proporción de fase dispersa con el mínimo
requerimiento de tensioactivo necesario para su formación: -

Paza determinaz la máxima cantidad .de nifedipino incorporado al sistema.
disperso, se adicionan a tas mezclas II'M/Brij® 96 cantidades crecientes de principio ^
activo correspondientes a las concentraciones teóricas de 0,2; 0,4; 0;6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4.
mg•ml"1. Una vez dispersado el nifedipino en las mezclas mencionadas, se adiciona la
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fase acuosa, manteniéndose el sistema en agitación hasta la formación de la
microemulsión. A continuación, se filtran las microemulsiones obtenidas a través de
filtros de celulosa de 0,45 µm de tamaño de poro paza eliminaz el nifedipino en
suspensión y por lo tanto no incorporado al sistema.

La cuantificación del principio activo presente en los distintos sistemas se realiza
por HPLC, previa disolución de las microemulsiones obtenidas en metanol hasta
obtener una concentración tebrica de nifedipino de 20 µg•ml''. El número de muestras
estudiadas por concentración es de tres (n=21). Los análisis de cada muestra se realizan
por triplicado.

- Resultados y comentarios:

La figura 32 muestra los resultados obtenidos en los estudios realizados sobre la
incorporación de nifedipino a la microemulsión o/a.

Figura 32. Cantidad de nifedipino incorporado a la microemulsión IPM/Brij 96/agua;
10: 25: 65 (p/p/p).

Como se puede observaz, la máxima cantidad de nifedipino que se pudo
incorporar al sistema disperso seleccionado es de 0,96± 0,02 mg•ml"1.

5.1. S.- Microemulsiones primarias constituidas por IPM, Brij® 96, sorbito170% y agua

Con el propósito de intentar favorecer la incorporación de un mayor porcentaje
de fase interna (15%) en las microemulsiones o/a constituidas por IPM/Brij® 96/agua y,
además incrementaz la cantidad de nifedipino incorporada en los mismos, se plantea la
posibilidad de introducir un cotensioactivo. Sin embargo, es necesario la utilización de
cotensioactivos que sean farmacéuticamente aceptables y permitan la formación de ^
microemulsiones biocompatibles que puedan ser administradas a través de la piel. Por
ello, la siguiente aproximación para la optimización del desarrollo de las microemulsiones
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o/a de nifedipino consiste en el desarrollo de sistemas dispersós- constituidos por IP1V1,
Brij® 96, sórbito170% no cristalizable y agua. .

5.1. 5.1. - Componentes de las microemulsiones primarias o/a

A- Fase Oleosa:

Constituye la fase interna de nuestros ŝistemas dispersos, y como componente se
selecciona el miristato de isopropilo (IP1V1), descrito de forma detallada en el apartado
5.1.1. de esta memoria.

B - Fase Acuosa:

Constituye la fase externa. de las ^ microemulsiones primarias, se utiliza agua
bidestilada desionizada ultrapura, obtenida mediante un equipo de. filtración Millipore
Milli-Q Plus. De este modo, se evita la ausencia de posibles iones. catalizadores de
reacciories de degradación no deseables para la estabilidad del sistema disperso.

C - Tensioactivo:

Como tensioactivo se seleccióna el Brij 96 por su capacidad de originar una
gran área de formación de microemulsiones (apartado 5.1.4.2). Se encuentra descrito
ampliamente en el apartado 5.1.4.1. . .

D - Cotensioactivo:

El cotensioactivo empleado para favorecer la incorporáción de fase interna y; por
lo tanto, de nifedipino es una solución acuosa a170% de sorbitol no ĉristalizable.

El sorbitol al 70% no cristalizable es una solución acuosa de almidón
hidrogenado y parcialmente hidrolizado. Se ^trata de ún líquidó viscoso claro, incoloro e
inodoro. Si consideramos -las^^demás propiedades fisicas, la solución^.acuosa ^al 70% de
sorbitol presenta un valor dé viscosidad dinámica de 110 mPa•s y una densidad (2S°C)
de 1,293 g•cm3, presentando un valor de índice de refracción de 1,458.

Las soluciones de sorbitol, son resistentes a.la fermentación de numerosos
microorganismos, sin embargo, se recomienda la incorporación de un conservante. La
adición de polietilenglicoles líquidos a la solución de sorbitol, previa agitación vigorosa,
da lugar a un gel soluble en agua, de aspecto similar a la cera, con un punto de fusión de
35-40°C. Las soluciones de sorbitol pueden reaccionar con óxido de hierro hasta
decolorarlo. Se pueden almacenar en recipientes de plástico, cristal, aluminio o acero
inoxidable.

Desde el punto de vista de su seguridad, el sorbitol se considera no tóxico y no
carcinogénico, se emplea en numerosas formas farmacéuticas. Se utiliza comó vehículo
en formulaciones azucaradas y como éstabilizante de fármacos, vitaminas y
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suspensiones antiácidas. También, se utiliza para prevenir la cristalización de

formulaciones acuosas.

EI sorbitol se ha empleado en el desarrollo de microemulsiones o/a, como
cotensioactivo, por tratarse de una molécula de pequeño tamaño y bajo peso molecular,
lo que le permite incorporarse en la interfaz aceite/agua (Ktistis, 1990). Se encuentra
recogido en la farmacopea americana (USP).

5.1. S. 2- Diseño de microemulsiones primarias o/a

Para determinar la composición de las microemulsiones, se construyen los
diagramas de fases pseudo-ternarios con los componentes de la formulación y se
delimitan las áreas de formación correspondientes a estos sistemas dispersos

- Método:

Para la construcción de los diagramas se valoran volumétricamente, con la fase
externa y a 25° C, mezclas de IPM, Brij® 96 y sorbito170% no cristalizable.

El tensioactivo y cotensioactivo se encuentran en proporciones definidas dentro
del intervalo comprendido entre 1,33/1 y 2,66/1 (p/p), con el fin de poder representar las
regiones de formación de microemulsiones como áreas en el interior de un triángulo
equilátero, en lugar de regiones volumétricas en el interior de un tetraedro, como
corresponderia a sistemas de cuatro componentes.

Así, en el vértice superior del triángulo se sitúan el tensioactivo y el
cotensioactivo indicándose entre paréntesis la proporción correspondiente de ambos
para cada diagrama de fases. Los sistemas que presentan transparencia e isotropía
óptica, al ser observados a través de prismas de Nicols, se consideran como
microemulsiones, pudiéndose delimitar las regiones de los distintos diagramas
correspoñdientes a las áreas de formación de dichos sistemas dispersos.

Se realizan los siguientes ensayos de tipo cualitativo para determinar el signo de
la microemulsión, al igual que se hizo en el apartado 5.1.3.2: 1) ensayo de dilución y 2)
ensayo de solubilidad de un colorante en la fase continua.

- Resultados y comentarios:

Los diagramas de fases pseudo-ternarios y las áreas de formación de
microemulsiones constituidas por II'M/ Brij® 96/ sorbitol 70% no cristalizable /agua
aparecen representados en las figuras 33 a 37.

La primera conclusión a tener en cuenta, según los resultados obtenidos, es que la
presencia de una solución acuosa no cristalizable al 70% en la formulación permite
incorporar una mayor cantidad de fase interna^ a los sistemas dispersos. La explicación
de este fenómeno reside en la acción cotensioactiva de este compuesto, que facilita la
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curvatura de la película interfacial mediante una reducción de la tensión interfacial del
sistema disperso.

En segundo lugaz se observa que la proporción tensioactivo/cotensioactivo 2:1
ejerce el mayor efecto sobre el tamaño del área de formación de las microemulsiones.
Sin embargo, dicha proporción no muestra una influencia significativa en la zona del
diagrama donde se forman dichas áreas.

Como se puede observaz, se produce un incremento del área de formación de
microemulsiones a medida que aumenta la proporción de tensioactivo/cotensioactivo
hasta 2:1; mientras que, se produce una disminución en la área de formación de las
microemulsiones a medida que aumenta la proporción de tensioactivo/cotensioactivo
por encima de esta relación.

Los ensayos de dilución y solubilización del colorante indican que son
microemulsiones ola.

Sin embazgo, el desarrollo galénico de las microemulsiones constituidas por
IPM/Brij® 96/sorbitol 70%/agua con distintos porcentajes tensioactivoslcotensioactivos
presenta como principal inconveniente su estabilidad, ya que se mantienen únicamente
estables durante menos de un mes.

La inestabilidad de estos sistemas dispersos se puede deber a la naturaleza acuosa
del cotensioactivo que: 1) diluye la concentración de tensioactivo disminuyendo su
capacidad como tal y 2) tiende a localizazse en la región entre la fase acuosa y la
interfaz, una vez que el sistema se estabiliza con el tiempo, disminuyendo la flexibilidad
de la interfaz.

cgura . iagrama e ases pseu o-ternario y area e ormacion e microemu szones

para sistemas IPM/Brrj® 96/ sorbito! 70'^ no cristalizable /agua con una proporción
tensioactivo%otensioactivo de 1,33:1 (p/p).
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egura . iagrama e ases pseu o-ternario y rea e ormacion mieroemu siones
para sistemas IPM/Brijm 96/ sorbitol 70% no cristalizable/agua con una proporción
tensioactivo%otensioactivo de 1,66:1 (p/p).

igura . iaArama e ases pseu o-terrrario y area e ormacion e microemu siones
para sistemas IPM/Brij® 96/ sorbitol 70% no crista/izable/agua con una proporción
tensioaetivo%otensioaclivo de 2: I (p/p).
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^ura iagrama e ases pseu o-ternario y a e ormaci n e micra^emu slones
para sistemas IPM/Brij® 96/ sorbitol 709ó no cristalizable/agua con una proporción
tensioactivo%otensioactivo de 2.33:1 (p/p).

BRIJ 96/Sorbitol 70% (2,66:1)
0,0 X 1,0

F'^ura 37. Diagrama de jasés pséudo-térnario y ea ormaci n e microemu siones
para sistemas IPMBrij® 96/sorbitol 70'^ no cristalizable/agua con una proporción
tensioactivo%otensioactivo de 2,66:1 (p/p).
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5.1.6.- Microemulsiones primarias constituidas por IPM, Brij® 96, polietilengdicol 400
Y aS^ .

El siguiente intento, para la elección de un cotensioactivo que permita incorporar
mayor cantidad de fase inten^a que en los sistemas constituidos por IPM/ Brij® 96/agua,
con el fin de solubilizar la mayor cantidad de nifedipino y que además, sea capaz de
formar sistemas que sean estables con el tiempo, es la incorporación de polietilenglicol
400 (PEG 400).

5.1.6.1- Cornponentes de la microemulsión primaria o/a

A Fase Oleosa:

Constituye la fase interna de nuestros sistemas díspersos, y como componente se
selecciona el miristato de isopropilo (IPM), descrito de forma detallada en el apartado
5.1.1. de esta memoria. ^

B - Fase Acuosa:

Constituye la fase externa de las microemulsiones primarias, y se utiliza agua
bidestilada desionizada ultrapura, obtenida mediante un equipo de filtración Millipore
Milli-Q Plus.. De este modo se evita la ausencia de posibles iones catalizadores de
reacciones de degradación no deseables para la estabilidad del sistema disperso.

C - Tensioactivo:

Como tensioactivo se selecciona el Brij® 96 por su capacidad de originar una
gran área de formación de microemulsiones (apartado 5.1.4.2). Se ha descrito
ampliamente en el apartado 5.1.4.1.

D - Cotensioactivo:

El cotensioactivo empleado para favorecer la formación de los sistemas
dispersos y la incorporación de nifedipino es el polietilenglico1400 (PEG 400). EI PEG
400 es descrito por la USP como un compuesto constituido por la adición de polímeros
de óxido de etileno y agua. Se trata de un líquido transparente, viscoso e incoloro.
Presenta un olor débil característico y un sabor amargo. Su peso molecular medio es de
380-420, y la fórmula empírica es OHCHZ(CHZOCH2)mCH2OH donde el valor de m es
igual a 8,7. Su fórmula estructural es la siguiente: ^

'-{CHr-^}-^CH2^ -fii-OH

H H

igrrra rmu a estructura e .
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Desde el .punto de vista de sus propiedades fisico-químicas, se trata 'de una
sustancia soluble en agua y miscible en todas las proporciones con otros
polietielenglicoles. Es soluble en acetona, alcohol, benceno, glicerina y glicoles. Son
poco solubles .en hidrocarburos alifaticos y éter e^insolubles en grasas, ^aceites sintéticos
y minerales. La ^temperatura de congelación está comprendida entre 4 y 8°C y el punto
de inflamación es de 238°C. Los .valores de viscosidad y densidad a 20°C son 90,0
centistokes y 1,127 g•ml"1, respectivamente. ^ ,.^

Con respecto a su estabiíidad y almacenamiento podemos decir que, el PEG 400
es estable en contacto con el medio ambiente y también en solución, aunque sea
higroscópico. No es un medio favorable para el crecimiento microbiano y no se
enrancia. EI PEG 400 y sus soluciones acuosas se pueden esterilizar por filtración,
autoclave o irradiación gama. Se debe almacenar en contenedores bien cerrádos de
acero inoxidable, aluminio o cristal. Este compuesto se debe conservar en Iugares fríos
y ausentes de humedad. . . . ^ . ^

El PEG 400 presenta numerosas aplicaciones farmacéuticas. Se emplea^ en una
gran variedad de formulaciones farmacéuticas destinadas a la administración parenteral,
tópica, oftálmica, oral y rectal. EI PEG 400 es una sustancia no irritante para la piel y no
se absorbe a través de ella. Es fácil de eliminar del lugar de aplicación debido a su
solubilidad en agua.. Las soluciones acuosas de PEG 400 se púeden empleaz pará ájústaz
la viscosidad y proporcionar consistencia... También, se utilizan como solventes para
incrementar la.solubilidad de ^ármacos poco solubles en agua^y como cosolvernéŝ en la
formulación de emulsiones y microemulsiones, localizados en la interfaz de íos mismos.

5.1. 6.2.- Diseño de microemulsiones primarias o/a

Para determinaz .la composición de . las .microemulsiones se construyen lo ŝ
diagramas de fases pseudo-ternarios con los componentes de. la formulación y se ^
delimita el área correspondiente a estos sistemas.

Método:

Para la .construcción de los diagramas. se valorán; volúmétricamente con la °fase
externa y a ZS°. C, mezĉlas de IPM, Brij® 96 y PEG 400. Estos doŝ últimos componentes '
se encuentran en proporcione ŝ ^ definidas; dentro del intervalo comprendido entre 1:1
hasta 4:1 (Brij 96lPEG 400, p/p): Así, en el vértice superior del triángulo ŝe sitúan él
tensioactivo y.. el cotensioactivo,^ ' indicándose eñtre paréntesis la propbrción
correspondiente de ambos paza cada diagrama de fases. ^ ^

Aquellos sistemas que presentan transparencia e isotropía óptica, al observar su
comportamiento mediánte luz polarizada a través de prismáŝ de Nicols, se consideran
como microemulsiones. De esta manera, se pudo delimitar las regiones^de los distintos
diagramas correspondientes a lás áreas de formación de dichos sistemas dispersos.

Se realizan los siguientes ensayos.de tipo cualitativo,para,;determinaz el tipo de la
microemulsión, al igual que sé hizó en el apartado ^.1.3:2: ^
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1) ensayo de dilución
2) ensayo de solubilidad de un colorante en la fase continua.

- Resultados y comentarios:

Los diagramas de fases pseudo-ternario y las áreas de formación de las
microemulsiones constituidas por IPMBrij® 96/PEG 400/agua se representan en las
figuras 39 a 42.

tgura . iagrama ases pseu o-ternario y area e ormacion microemu siones
para sistemas IPM/Brij® 96/PEG 400/ agua con una proporción Brij® 96/ PEG 400 de

/: / (P/P)•

tgura . 'agrama ases pseu o-ternario y area on^taci n microemu siones
para sistemas IPM/Brij® 9á/PEG 400/ agua con una proporción Brij® 96/ PEG 400 de
l: I (P/P)•
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rgrtra . iagrama e ases pseu o-ternario y area e ormacion e microemu srones
para sistemas IPM/Brij® 96/PEG 400/ agua con una proporción Brij® 96/ PEG 400 de 3:1

(P/P)^

igura . ^agrama e ases pseu o-ternario y area e ormacion e microemu siones
para sistemas IPM/Brij® 96/PEG 400/ agua con una proporción Brij® 96/ PEG 400 de 4:1
<P/p).

Los resultados obtenidos muestran la gran influencia ejercida por las distintas
proporciones Brij® 96/PEG 400 sobre el tamaño del área de formación de las
microemulsiones y la cantidad de fase interna que se puede incorporar al sistema
disperso. Así, el diagrama correspondiente a sistemas dispersos con una proporción
Brij® 96/PEG 400 de 3:1 (p/p) presenta la mayor área de formación de microemulsiones,
pudiéndose incorporar hasta un 20% en peso de fase interna con un porcentaje
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tensioactivo/cotensioactivo del 35%. Sin embargo, en los diagramas constituidos por
microemulsiones con una proporción Brij® 96/PEG 400 de 1:1 y 2:1 (p/p) se logran
incorporar los mayores contenidos en fase interna, concretamente un 25% en peso, con
un porcentaje tensioactivo/cotensioactivo del 35% en peso. Para las diferentes
proporciones Brij® 96/PEG 400 estudiadas, la mínima cantidad de IPM es de un 2,5%
en peso con un porcentaje tensioactivo/cotensioactivo del 10% en peso.

Todas las microemulsiones formadas son estables a 25°C durante el mes a las
que se someten a observación para comprobaz la estabilidad de las mismas. Los ensayos
de dilución y solubilización del colorante acuoso (nazanja de metilo) en la fase acuosa
indican que las microemulsiones formadas son de tipo o/a.

Entre las proporciones estudiadas, la proporción Brij® 96/PEG 400 3:1 (p/p)
resulta de gran interés desde el punto de vista farmacéutico y galénico. Esta proporción
permite incorporar el mayor porcentaje de fase interna en una microemulsión o/a (15%),
localizada en el interior del área de formación de microemulsiones, con el mínimo
contenido requerido de tensioactivos (30%). La elección de un porcentaje de fase
interna para constituir una microemulsión que no se encuentre en los límites del área de
formación de la microemulsión es de vital importancia, ya que la posterior
incorporación del nifedipino desestabilizaría completamente el sistema disperso.

A partir de estos resultados podemos concluir que, la incorporación de PEG 400
como cotensioactivo, sólo permite incorporar un 2,5% más de fase interna que las
microemulsiones constituidas por IPM/ Brij® 96/ agua. La posible explicación a este
hecho podría ser debido a que la. longitud del cotensioactivo empleado no es capaz de
reducir la energía interfacial libre y la tensión interfacial (a valores próximos a cero) al
incorporarse en la interfaz del sistema. Por lo tanto, no se puede conseguir, mediante el
empleo de este cotensioactivo, ajustaz a valores óptimos la curvatura interfacial y la
elasticidad a las cuales se minimizan el estrés de la curvatura interfacial y las fuerzas de
interacción de la interfaz.

5.1.6.3.- Determinación de la temperatura de imersión de fases en microemulsiones
primarias o/a.

- Método:

Con el fin de conocer si el IPM es capaz de penetrar en la interfaz Brij® 96/PEG
400 (3:1, p/p) de los sistemas dispersos desarrollados en este apartado, se determina su
temperatura de inversión de fases (PIT) comparándola con la temperatura a la cual se
produce el punto de turbidez (CP) de las soluciones micelares (Brij® 96/PEG 400/agua).
La determinación de ambos pazámetros se realiza de manera similar a la descrita en el
apartado 5.1.4.3. Los resultados finales obtenidos son la media de tres determinaciones
de la temperatura de turbidez observada para cada sistema.

- Resultados y comentarios:

La tabla 23 muestra las temperaturas de inversión de fases y el punto de turbidez
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de las microemulsiones o/a y micelas en función del porcentaje de IPM y Brij® 96/PEG
400.

IPM(%)
PIT (`t^ a diferentes porcentaj^s de Brij® 96/PEG 400 3/I (p/p)

IS 20 25 . 30

Micelas 59,0±0,11 62,2±0,19 65,4±0,33 68,3±0,25

1 38,9±0,14 40,Of0,16 41,7±0,26 42,3t0,12
2 34,2±0,11 34,4±O,OS 32,5±0,19 31,6±0,17
3 29,7±0,04 32,9t0,16 31,9±0,14 30;3±0,14
S 35,8±0,10 37,7±0,14 36 3±0,07 35,1±0,08

Tabla 23. Punto de turbidez y temperatura de inversión de fases de soluciones micelares (Brij®
96/PEG 400 /agua) y microemulsiones o/a (IPM/ Brij® 96/PEG 400 /agua) conterriendo distintos
porcentajes (p/p) de IPMy Brij® 9/PEG.400. .•

A1 igual que ocurre con las microemulsiones constituidas por IPM/Brij® 96/agua
(apartado 5.1.4.3), se produce una disminución del PIT en todas las microemulsiones
estudiadas con distintos porcentajes de tensioactivo/cotensioactivo a medida que se
aumenta el contenido en fase. interna desde el 1-3%. Después, se produce un aumento
del PIT al incrementar el contenido en fase interna hasta el S%.

La incorporación de un S% de fase interna da lugar a un áumento del PIT para
los sistemas dispersos estudiados con distintos porc;entajes Brij® 96/ PEG 400 con una
relación 3:1(p/p). Se deduce que se produce una disminución en la incorporación del
aceite en la . monocapa tensioactivo/cotensioactivo dando lugar a la formación de más
gotículas esféricas de fase interna y por lo tanto de un núcleo central de IPM, el cual
constituirá una zona de solubilización de nuestro principio activo.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos para las microemulsiones
IPNUBrij® 96/agua se observa que estas últimas presentan mayores valores de PIT tanto
para la mayoría de las soluciones micelares como para las microemulsiones a todoa los
porcentajes de. Brij® 96 y Brij® 96/PEG 400 estudiados. Este fenómeno indica que la
incorporación de PEG 400 facilita la incorporacíón del IPM en la interfaz
tensioactivo/cotensioactivo y la formación de agregados.

5.1.6.4.- Solubilización de nrfedipino en soluciones micelares Brij® 96/PEG 400/agua y
microemulsiones IPM/Brij° 96/PEG 400/agua

Este estudio se realiza para demostrar la capacidad de las microemulsiones o7a,
constituidas con IPM/ Brij® 96/PEG 400/agua, de solubilizar e incorporár mayor
cantidad de nifedipino que una solución micelar de igual composición (solución acuosa
de tensioactivo sin aceite). Así, si el aceite empleado es capaz de solubilizar el
nifedipino en cantidad suficiente y además formar un núcIeo lipófilo en el interior de la
microgotas, en cuya interfaz se localiza el tensioactivo y el cotensioactivo, se puede
esperar un aumento en la solubilización del fármaco en el interior de la microemulsión.
La incorporación de nifedipino en las microemulsiones será mucho máyor que en las
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soluciones micelazes debido a la formación de una zona adicional para la solubilización
del nifedipino.

- Método:

Paza realizar este estudio se prepazan microemulsiones o/a constituidas por un
5% de IPM y un 15, 20 y 25% de Brij® 96/PEG 400, que forman parte del área de
formación de la microemulsiones anteriormente determinadas. Las soluciones micelares
están constituidas por soluciones acuosas de tensioactivo/cotensioactivo al 15, 20 y

25%. La cantidad de nifedipino incorporado se determina por triplicado mediante la
adicción de una cantidad conocida de nifedipino (50 mg) a las distintas soluciones
micelares y microemulsiones preparadas. Todas las muestras se mantienen como
soluciones transpazentes en equilibrio con un exceso de fármaco durante todo el ensayo.

Las muestras se protegen de la luz y se introducen en un baño de agitación
Techne SB-16 con una velocidad constante de 20 r.p.m y a una temperatura de
25±0,4°C. Después de ocho días, se sepaza el exceso de fármaco de todas las muestras
mediante filtración a través de filtros de acetato de celulosa, siendo su tamaño de poro
de 0,22 µm. Todas las prepazaciones se valoran, por triplicado (n=3), con respe ĉto a su
contenido en nifedipino por HPLC después de diluirlas apropiadamente con metanol.

- Resultados ,y comentarios:

Las cantidades incorporadas (%, p/v) de nifedipino en las soluciones micelares y
en las microemulsiones se muestran en la tabla 24.

Aceite
%(p/v) de ni,fedipino incorporado -t-D.E a distintos %(p/p) Bry^ 96/PEG

400 en microemulsiones

IS% 20% 25%

Micelas 0,334f0,009 0,358±0,015 0,391±0,019

IpM 0,383±0,011 0,410±0,017 0,463±0,018

Tabla 24. Incorporación de nifedipino en soluciones micelares (Brij^` 96/PEG 400/agua) y
microemulsiones (IPM/Brij® 96/PEG 400/agua) con un S% p/p de IPMa 25^

La cantidad incorporada de nifedipino en las microemulsiones es mayor que en
las soluciones micelares y en ambos casos aumenta a mediada que lo hace el porcentaje
de Brij® 96/PEG 400. Al realizar un ANOVA se observa que, para la misma
concentración de tensioactivo/cotensioactivo (P<0,05), existen diferencias significativas
en las cantidades solubilizadas de nifedipino entre las microemulsiones y las soluciones
micelares. De acuerdo con el modelo aplicado (Patel y cols., 1981) en el apartado
5.1.4.4. para explicar las regiones de incorporación de nifedipino, el principal lugar de
solubilización del nifedipino en los sistemas constituidos por Brij® 96 son las cadenas
de polioxietileno deshidratadas del tensioactivo. Estas cadenas se encuentran localizadas
en la zona más próxima al núcleo de la micela (región hidrocazbonada) y de la
microemulsión (fase dispersa IPM/región hidrocarbonada). No obstame, la
incorporación del PEG 400 como cotensioactivo, localizado en la interfaz aceite/agua,
favorece la solubilización de nifedipino en esta región.
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En la microemulsión existe otro lugar de solubilización del nifedipino, teniendo
en cuenta la lipofilia del principio activo (log P^= 2,50) y su solubilidad en IPM (0,19t
0,03, % p/v), que es el núcleo de la fase dispersa de la microemulsión o/a. Con el
porcentaje de IPM incorporado (5%) se origina un núcleo lipófilo al disminuir la
penetración de IPM en la monocapa del tensioactivo, como se puede deducir del
aumento del PIT ^.para este porcentaje de aceite (apartado 5.1. 6.3.), dando lugar a la
formación de más gotículas esféricas de fase imerna. Esto e^cplica que las microemulsiones
constituidas por IPM/Brij® 96/agua incrementan significativamente la solubilización de
nifedipino con respeeto a..las soluciones micelares con concentración equiválente dé
tensioactivo/cotensioactivo, por dos motivos: 1) origina un lugar potencial para la
solubilización del nifedipino (núcleo hidrofóbico) y 2) aumenta la concentración de las
cadenas de polio^etilen del tensioactivo (foco de solubilización del nifedipino) como
consecuencia de la , disminución ^ en la penetracióri del IPM en la ^ interfaz
tensioactivo/cotensioactivo.

5.1, 6. S. - Incorporación de nifedipino en^,la microemulsión prima7ia o/a

- Método:

Para la incorporación del principio activo se selecciona, dentro del área de
formación en el diagrama de fases, la microemulsión con un contenido. en IPM d.el 10%,
en peso y un contenido total Brij® 96/PEG 400 del 30% en peso con una relación 3:1, ya
que este sistema presenta la mayor proporción de fase dispersa con el mínimo
requerimiento de tensioactivo%otensioactivo necesario para su formación:

^ Para determiriar. la máxima cantidad de nifedipino incorporado al sistema
disperso, se adicionan a las mezclas IPMI Brij® 96/PEG 400 cantidades crecientes de
principio activo correspondientes a unas concentraciones teóricas de 0,5; 1; 1,5; 2,0;
2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 mg•ml-1. Una vez que el nifedipino se dispersa en las mezclas
mencionadas se adiciona la fase acuosa; manteniendo el sistema en agitación hasta la
formación de la microemulsión. A continuación, se filtrari ^ las microemulsiones
obtenidas a través de filtros de celulosa de 0,45 µm de tamaño de poro para eliminár el
nifedipino en suspensión y por lo tanto no incorporado a1 sistema. La cuantificación deI
principio activo presente en los distintos sistemas se realiza por HPLC, previa
dísolución de laŝ microemulsiones obtenídas^ en metanol h^sta obteneí una
concentración teórica de riifedipino en ŝoluĉión de 20 µg•ml'1: El númeío dé muestras
estudiadas por concentración és de tres (n = 21), y lo ŝ análisis dé cada muestra se
realizan pór triplicado. ^

- Resultados^y comentarios: ' ^

La figura 43 muestía los resultados realizadós eñ los estudios obtenido ŝ sobre la
incorpoíación dé nifedipino a la micíoemulsíón:

^ Como se puede observar, la máxima cantidad de nifedipinó que se puede
incorpoíar al sistemá` disperso "séleccioñádó es de 4,12 ± U,14 mg•ml'1. Los sistemas
constituidos por IPM/Brij® 96/PEG 400/agua permiten incorporar 4;3 veces más
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nifedpino que las microemulsiónes^IPM/Brij^ 96/agua:

F"tgura 43. Cantidad dé nifedipino incórporádo a a microemulsión IPMBrij 96/PLĜ
400/agua; 10/30/6D (p/p/p). ' '

5.1. 7.- Microemulsiones primarias constituidas por IPM/Brij® 96/propilenglicol/agua

Como consecuencia de los inconvenientés que presénta^ la 'utilización del PEG
400 como cotensioactivo, debido a que la longitud de su cadena dificulta la
incoiporación de mayores porcentaje ŝ de faŝe interna, se piensa en utilizar un
cotensioactivo de ^cadena^ más córta. ^El cotens'ioact'iv^ ŝelecciónado' debe ^ ŝer
biocompatible para qtie se puedá administrar pór vía ti^an ŝdérmícá y además; favorécér
la obtención^ de micróemulsiones estables a lo largo dél tiempó. Por' ésté' motivó, la
siguiente aproximación para la óptiinización del desarrollo de mi ĉroemúlsiones o/a ^de
nifedípino^ cónsiste en la óbténción de sistemas ^dispersos cón fase ^interna oleosá y^
propilenglicol como coténsióaĉtivo; darido lugar a microemulsionéŝ conŝtituidas por '
IPM/ Brij® 96/propilenglicoUaĝua. ' " ^ ^ ' ' ' ' ' ', ' '

5.1. 7.1-'Cómponeretes de las microemulsioneŝprimarias ó%a

A- Fase Qleosa:

Constituye la fase interna de nuestros sistemas di ŝpersóŝ, y como coiripoñente se
selecciona el miristato de isopropilo (IPM), descrito de forma detallada en el apartado
5.1:1. de esta memoria. ' ' ' ^ ^ ' ' ' ' ^

B - Fase Acuosa:

Constituye la fase externa de las microemulsiones primarias, se utiliza agua
bidestilada desionizada ultrapura, obtenida mediante un equipo de filtración Millipore
Milli-Q' Plus. De 'éste^ módo, evitamos 'la ausencia de posibles iones catalizadóres de
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reacciones de degadación no deseables para la e ŝtabilidad de los sistemas. dispersos
desarrollados en este apartado.

C - Tensioactivo:

Como tensioactivo se selecciona el Brij® 96 por su capacidad de originar una
gan área de formación de microemulsiones (apartado 5.1.4.2). Se ha descrito
ampliamente en el apartado 5.1.4.1.

D - Cotensioactivo:

EI propilenglicol (PG) es el cotensioactivo empleado con el fin de favorecer la
formación de los sistemas dispersos y la incorporación de un mayor porcentaje de Il'M.
Es un poli-hidroxi-alcohol claro, incoloro, viscoso, prácticamente inodoro, con un sabor
entre dulce y agio que recuerda a la de la glicerina. Presenta un peso molecular de
76,09, ^ su fórmula empírica es C3H802 y su fórmula estructural se muestra en la
siguiente figura: . ^ .

H H H

^ ^ ^
H - C^ - ^ i --()H

IH OH H

Figura 44. Fórmula estructural del propilenglicol.

Desde el punto de vista de sus propiedades fisico-químicas, se trata de una
sustancia líquida soluble en éter ( 1/6, v/v), miscible con agua, etanol (95%), acetona,
glicerina y cloroformo e insoluble en aceites. minerales ligeros y de síntesis. Presenta
temperaturas de fusión de -59°C y ebullición de188°C. Los valores de viscosidad y
densidad a 20°C. son de 58,1 mPa y 1,038 g•ml"1, respectivamente. Con respecto a su .
estabilidad y almacenamiento, el propilenglicol es estable a bajas temperaturas en
contenedores bien cerrados pero se descompone a temperaturas altas y expuesto al aire .
dando lugar a productos de oacidación. Así mismo, es higroscópico y se debe almacenar
en envases al vacío, protegido de la luz y en lugares secos y frescos. El propilenglicol
presenta numerosas aplicaciones farmacéuticas como solvente, cosolvente, estabilizante,
humectante y conservante de formulaciones para administración tópica. En cobayas, por
vía subcutánea, la Dosis Leta150 (DLso) es de 18,5-19,9 g/Kg.

5.1. 7.2.- Dise^io de microemulsiones primarias o/a,

Para determinar la composición de las microemulsiones, se construyen los
diagamas de fases pseudo-ternarios con los componentes de la formulación y se
delimita el área correspondiente a estos sistemas.

- Método:

Para la construcción de los diagamas se valoran, volumétricamente con la fase
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externa y a 25° C, mezclas de IPM, Brij® 96 y propilenglicol, encontrándose estos dos
últimos componentes en proporciones definidas dentro del intervalo comprendido entre
1:1 hasta 4:1 (p/p). Así, en el vértice superior del triánĝulo se sitúan el tensioactivo y el
cotensioactivo, indicándose entre paréntesis la proporción correspondiente de ambos
para cada diagrama de fases.

Aquellos sistemas que presentan transparencia e isotropía óptica, al observar su
comportamiento mediante luz polarizada a través de prismas de Nicols, se consideran
como microemulsiones, pudiéndose delimitar las regiones de los distintos diagramas de
fases correspondientes a las áreas de formación de los sistemas dispersos estudiados.

Se realizan los siguientes ensayos de tipo cualitativo para determinar el signo de
la microemulsión, al igual que se hizo en el apartado 5.1.3.2: 1) ensayo de dilución y 2)
ensayo de solubilidad de un colorante (naranja de metilo) en la fase continua.

- Resultados y comentarios:

Los diagramas de fases pseudo-ternarios y las áreas de form^ación de las
microemulsiones constituidas por IPM/Brij® 96/propilenglicoUagua se representan en
las figuras 45-48.

igura . iagrama e ases pseu o-ternario y area e ormacion e m^croemu siones

para sisteinas IPM/Brij® 96/propilenglicoUagua con una proporción Brij® 96/
propilenglicol de I: I (p/p).
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tgura ^agrama e ases pseu o-ternario y area ormacion e microemu siones
para sistemas IPM/Brij® 96/propilenglicoUagua con una proporción Brij® 96/
propilenglicol de 2:1 (p/p).

tgura . iagrama ases pseu o-ternario y area ormacion microemu siones
para ristemas IPMBrij® 96/propilenglicollagua con una proporción Brij® 9á/
propilenglicol de 3: I (p/p).
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igura 'agrama e ases pseu o-ternario y area ormacion microemu siones
para sistemas IPM/Brij® 96/propilenglico/lagua con una proporción Brij® 963propilerrglicol
de 4:1 (P^P)•

Los resultados obtenidos muestran la gran influencia ejercida por las distintas
proporciones Brij 96/propilenglicol sobre el tamaño del área de formación de las
micrcemulsiones y la cantidad de fase interna que se puede incorporaz en el sistema
disperso. Así, los diagramas correspondientes a sistemas con proporciones Brij®
96/propilenglicol 1:1 y 2.1 (p/p) presentan las mayores áreas de formación de
microemulsiones.

No obstante, el área de formación de las microemulsiones obtenida con la
proporción Brij® 96/propilenglicol 1:1 se desplaza hacia regiones con mayor contenido
en tensioactivo/cotensioactivo. En esta relación, el mayor contenido de fase interna
incorporado (15%) requiere porcentajes de tensioactivo/cotensioactivo muy elevados
(50-70%), lo que les convierte en sistemas dispersos no adecuados para la administración
transdérmica debido al riesgo de irritación de estos compuestos. El máximo porcentaje
de tensioactivo/cotensioactivo aceptable (30%) para la administración transdérmica de
microemulsiones permite incorporaz un 5% de fase interna.

Por otro lado, la proporción Brij® 96/propilenglicol 2: l(p/p) permite incorporar
el mayor cosrteerrido en fase intema (20%^ oon un cartelrido de tensioactivo/cotensioactivo
adecuado (30%) para que este sistema disperso se pueda administrar a través de la piel.
Para las proporciones Brij® 96/propilenglicol 3:1 y 4:1, las áreas de formación de
microemulsiones son menores que para las proporciones mencionadas anteriormente,
disminuyendo a medida que aumenta la proporción de Brij® 96/propilenglicol. Además,
la cantidad de fase interna incorporada es menor, siendo de un 15% y un 7,5% con un
contenido en tensioactivo/cotensioactivo del 30% para la proporción Brij® 96/
propilenglicol 3:1 y 4:1, respectivamente. En función de los resultados obtenidos, se
concluye que el propilenglicol contribuye de manera muy importante y eficaz a la
incorporación de fase oleosa a las microemulsiones objeto de estudio y a la formación
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de las mismas. La presencia de porcentajes elevados de cotensioactivo permite la
obtención de microemulsiones en una región más amplia en el diagrama de fases, al
mismo tiempo que favorecen la incorporación de IPM con un requerimiento de
tensioactivo/cotensioactivo mucho menor que en los sistemas que se han estudiado
hasta el momento. La explicación a este hecho puede deberse a que el propilenglicol es
un cotensioactivo de cadena corta, favoreciéndose su incorporación en la interfaz del
sistema disperso. De esta manera, reduce la energía libre y la tensión interfacial dando
lugaz a las curvaturas requeridas para la formación de microemulsiones con un
contenido mayor de fase interna. Todas las microemulsiones formadas son estables a
25°C durante el mes a las que se someten a observación para comprobar la estabilidad
de las mismas. Los ensayos de dilución de la fase e^rterna con agua y solubilización del
colorante acuoso (nazanja de metilo) en la fase acuosa indican que las microemulsiones
formadas son de tipo o/a.

S. l. 7.3.- Determinación de la temperatura de inversión de fases en microemulsiones o/a

Con el fin de conocer si el IPM es capaz de penetraz en la interfaz Brij®
96/propilenglicol (2:1, p/p) de los sistemas dispersos desarrollados en este apartado, se
determina su temperatura de inversión de fases (PIT) y se compara con la temperatura a
la que se produce el punto de turbidez (CP) de las soluciones micelares (Brij®
96/propilenglicoU agua). La determinación de ambos parámetros se realiza de forma
similar a la descrita en el apartado 5.1.4.3. Los resultados finales obtenidos son la media
de tres determinaciones de la temperatura de turbidez observada paza cada sistema.

- Resultados y comentarios:

A1 igual que ocurre en las microemulsiones constituidas por IPM/Brij® 96/agua y
IPM7Brij® 96/PEG 400/agua se produce una disminución del PIT en todas las
micrcemulsiones estudiadas, con distintos porcentajes de tensioactivo%otensioactivo, a
medida que se aumenta el contenido en fase interna, desde el 1-3%, para luego producirse
un aumento del PIT al incrementar el contenido en fase interna hasta e15% (Tabla 25).

Concentración PIT ° a di erentes rcenta es de Bri'® 9á/PG 3/1
de IPM (^I 1 S 20 25 30

Micelas 64,3±0,17 68,1±0,31 74,6±0,27 80,4±0,22

1 49,5±0,28 56,1±0,07 64,6±0,42 74,7±0,2?

2 42,7±0,35 44,2±0,25 46,8±0,07 51,3±0,34

3 42,0±0,07 41,8±0,09 43,5±0,49 44,3±0,14

S 45,6±0,09 44,9±0,09 46,7±0,49 48,1±0,14
Tabla 25. Punto de turbidez y temperatura de inversión de jases de soluciones micelares (Brij®

96/propilenglico! /agua) y microemulsiones o/a (IPM/ Brij® 9á/propilenglicoUagua) conteniendo
distintos porcentajes (p/p) de IPMy Brij® 96.
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.Como ya se ha explicado detalladamente en el apartado 5.1.4.3, el volumen,
moleculaz del IPM (530 ^) es el responsable de la disminución del PTT en los sistemas
dispersos estudiados, debido a que es capaz de penetraz en la^ interfaz de la monocapa de
tensioactivo y favorecer la forrnación de agregados asimétricos produciendo un
disminución del PIT por ^ debajo del de la micela (Malcolsom y cols., 1998). Este
fenómeno se manifiesta de forma más intensa con un 3% de fase interna, favoreciendo
de forma más acusada la formación de agregados, como ^se puede observar por los
valores de PIT más bajos obtenidos en este estudio. Además, la penetración del IPM en
la interfaz tensioactivo/cotensioactivo origina un fenómeno de dilución de la
concentración de las cadenas de polioxietilen que se traduce en una disminución de la
cantidad de nifedipino incorporado. ^ ,

La incorporación de un 5% de fase interna produce un aumento de los valores
del PIT paza los sistemas dispersos estudiados con distintos porcentajes Brij® 96/PG a
una relación 3/1 (p/p). De este hecho se puede deducir que el aceite deja de penetraz en
la monocapa de tensioactivo, . lo que daría lugaz a la formación de más gotículas
esféricas de fase interna y por lo tanto de un núcleo central de IPM el cual constituirá
una zona de solubilización del principio activo.

Si se comparan los resultados obtenidos en la tabla 25 para los sistemas Brij®
96/propilenglicol con los de los sistemas ^constituidos por Brij® 96 y Brij® 96 /PEG
400, se observa claramente que en estos dos últimos casos los valore ŝ de PIT son
mucho menores tanto paza las soluciones micelazes como para las microemulsiones, a
todos los porcentajes estudiados: Por lo tanto, la .incorporación de propilenglicol a
dichos sistemas disminuye la formación ^ de ^ agregados. En el caso de las
microemulsiones este efecto podría deberse a que la incorporación del propilenglicol en
la interfaz del sistema, disminuye la tensión interfacial y de este modo incrementa la
flexibilidad interfacial para favorecer la formación de las microemulsiones, dificultando
la penetración del aceite en la monocapa de tensioactivo (Ho y cols, 1996).

5.1.7.4.- Solubilización de nifedipino en soluciones micelares Brij° 96/propilenglicol/agua
y microemulsiones IPtLI/Brij° 96/propilenglicol/agua

Este estudio se lleva a cabo paza demostraz la capacidad de las microemulsiones
o/a, constituidas con IPM/ Brij® ^96/propilenglicoUagua, de solubilizaz e incorporar et
nifedipino en mayor cantidad que en una solución micelár ^de igual composición
(solución acuosa de tensioactivo sin aceite). Así pues, si el aceite empleado es capaz de
solubilizar el fármaco en cantidad suficiente y formar un núcleo lipófilo en el interior de
la microgotas en cuya interfaz se localizaría el tensioactivo y el cotensioactivo, se
podría esperar un aumento en la solubilización del fármaco en el interior de la
microemulsión. La cantidad de nifedipino incoiporado en la microemulsión o/a debería
ser mayor que en^la solución.micelar debido a la formación de una zona adicional para
la solubilización del fármaco. ^

- Método:

Para realizar dicho estudio se preparan microemulsiones o/a, constituidas por un
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5% de IPM y un 20, 25 y 30% de Brij® 96/propilenglicol, que forman parte del área de
formación de las microemulsiones anteriormente determinadas. Las soluciones
micelares están constituidas por soluciones acuosas del tensioactivo/cotensioactivo al
20, 25 y 30%. El nivel de incorporación del nifedipino se determina mediante la
adicción de una cantidad conocida de nifedipino (50 mg) a las distintas soluciones
micelares y microemulsiones preparadas por triplicado. Durante todo el ensayo todas las
muestras estudiadas se mantienen como soluciones transparentes en equilibrio con un
exceso de fármaco.

Todas las muestras se protegen de la luz y se introducen en un baño de agitación
Techne SB-16, con una velocidad constante de 20 r.p.m. y a una temperatura de 25 ±
0,4°C. Después de ocho días, el exceso de fármaco se separa de todas las muestras
mediante filtración, empleando filtros de acetato de celulosa con un tamaño de poro de
0,22 µm.

Todas las preparaciones se valoran, por triplicado (n=3), con respecto a su
contenido en nifedipino por HPLC después de diluirlas apropiadamente con metanol.

- Resultados y comentarios:

• Las cantidades incorporadas (%, p/v) de nifedipino en las soluciones micelares y
en las microemulsiones se muestran en la tabla 26.

Aceite
^%(p/v) de nifedipino incorporado ^D.E a distintos %(p/p) Bry^

9b/P^G en microemulsiones
20% 25% 30%

Micelas 0,252±0,010 0,332±0,.011 0,383±0,012

IpM 0,299±0,009 0,381±0,014 0,450±0,017
Tabla 26^ Incorporación de nifedipino en soluciones micelares (Brij® 96/propilenglicoUagua) y
microemulsiones (IPM/Brij® 96/propilenglicol/agua) con un S 9o p/p de IPMa 25qC

La cantidad incorporada de nifedipino en las microemulsiones es mayor que en
las soluciones micelares, y en ambos casos se incrementa a mediada que aumenta el
porcentaje de Brij® 96/PG. Al realizar un ANOVA se observa que, para la misma
concentración de tensioactivo/cotensioactivo (P<0,05), existen diferencias significativas
en las cantidades solubilizadas de nifedipino en las microemulsiones comparadas con
las soluciones micelares.

De acuerdo con el modelo aplicado (Patel y cols., 1981) en el apartado 5.1.4.4,
para explicar las principales regiones de incorporación de nuestro principio activo, se
sabe que el principal lugar de solubilización del nifedipino en los sistemas constituidos
por Brij® 96 son las cadenas de polioxietileno deshidratado del tensioactivo. Estas
cadenas se encuentran localiza.das en la zona más próxima al núcleo de la micela (región
hidrocarbonada) y de la microemulsión (fase dispersa IPM/región hidrocarbonada). No
obstante, la incorporación de propilenglicol como cotensioactivo, localizado en la
interfaz aceite/agua, incrementará notablemente la solubilidad del nifedipino en esta
región.
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En la microemulsión existe otro lugar de solubilización del nifedipino, teniendo
en cuenta la lipofilia del principio activo. (log Poa=2,50) y su solubilidad en IP1VI^ (0,19 ±
0,03 % p/v), que es el núcleo de la fase dispersa de la microemulsión o/a. Con el
porcentaje de IPM (5%) incorporado en la microemulsión para realizar este estudio se
origina un núcleo lipófilo, disminuyendo la penetración de IPM en la monocapa del
tensioactivo, como se puede deducir del aumento del PIT para este porcentaje de aceite
(apartado 5.1.6.3.), dando lugar a la formación de más gotículas de fase interna
esféricas: Esto e^licaría que las microemulsiones constituidas por IPM/Brij®
96/propilenglicoVagua iricrementen significativamente la solubilización de nifedipino
con respecto a las soluciones micelares ^, con concentración equivalente de
tensioactivo/cotensioactivo por dos motivos: 1) origina un lugar potenciá.l para la
solubilización del nifedipino (núcleo lipófilo) 2) aumenta la concentración de las
cadenas de polio^úetilen del tensioactivo (foco de solubilizáción del nifedipino) como
consecuencia de la disminución en la penetración del IPM én la monocapa del
tensioactivo.

5.1. 7. S. Incorporación de nifedipirro en la microemulsión primaria o/a

- Método:

Para la incorporación del principio activo se selecciona, dentro del diagrama de
fases, la microemulsión ĉon un contenido en fase interna .(IPM) del 15% y 30% de Brij®
96/propilenglicol, al ser este sistema el que presenta la mayor proporción de fase
dispersa con el, mínimo requerimiento de tensioactivolcotensioactivo necesario para su
formación.

Para determinar la má^ma cantidad de nifedipino incorporado al sistema
disperŝo, se adicionan a las mezclas IPMI Brij® 96/propilenglicol cantidades crecientes
de principió activo correspondientes^ a concerrtraciones teóricas de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0;
6,0; 7,0; 8;0 mg•ml"1. Una vez dispersado el nifedipino en las^ mezclas mencionadas, se
adiciona lá fase acuosa, manteniéndose el sistema en agitación hasta la formación de la
microemulŝión. A continuación, se filtran las microemulsiónes obtenidas a través de
filtros de celulosa de Ó,45 µm dé tamaño de poro para eliminar el nifedipino en
suspensión y, por lo tanto; no incorporado al sistema. .

La cuantificación del principio activo presenté en los distintos sistemas se realiza
por HPLC, previa disolución , de las microemulsiones obtenidas en . metanol hasta
obtener una concéntraĉión téóriĉa de nifedipino de 20 µg•ml"' . El número de muestras
estudiadas para ĉada concentración es de tres (n=21) y los análisis de: cada muestra se
realiza.n por triplica.do. . .

- Resultadosy comentarios:

La figura 49 muestra los resultados obtenido ŝ en los estudios realizados sobre la
incorporación de nifedipino a la microemulsión o/a., Como se puede observar, el sistema
constituido por II'M/ Brij® 96/propilengliĉoUagua logra incorporar uria cantidad
máa^ima de nifedipinó`de S;bl ± O;T9 rriĝ^ml"1: Por ló tantó,^cori esté sistemá disperso se
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logra incorporar 5,84 y 1,36 veces más de nifedipino que con los sistemas constituidos
por IPM/ Brij® 96/agua; 10/25I65 (p/p/p) y IPM/ Brij® 96/PEG 400/agua; 15/30/60
(p/p/p), respectivamente.

..
^
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Cantidad nifedipino añadido (mglml)

Figura 49. Cantidad de nifedipino incorporado a la microemulsión IPM/Brij
96/propilenglicol/agua; 1S/30/SS(p/p/p).

5.1.8.- Reología de las microemulsiones IPM/Br^° 96/propilenglicoUagua

5.1.8.1. - Irrf luencia de la relación Brij° 96/propilenglicol sobre el comportamiento
reológico de las microemulsiones o/a

En esta sección se evalúa el efecto producido por la relación Brij®
96/propilenglicol sobre la reología y la viscosidad de las microemulsiones. La
viscosidad y el comportamiento reológico son dos características fisicas de gran
importancia en los sistemas fluidos desde el punto de vista farmacotécnico, ya qué van a
condicionar en gran medida la manejabilidad y la vía de administración. Además, la
viscosidad permite evaluar la estabilidad de los sistemas dispersos. Ambos parámetros
se pueden determinar a partir de las representaciones gráficas de la fuerza de cizalla
ejercida sobre el sistema en función del intervalo de cizalla sobre el cual se ejerce dicha
fuerza. La figura 50 muestra los perfiles correspondientes a los comportamientos
reológicos más habituales de los sistemás fluidos.

F'cgura So. Perfiles reológicos más característicos de los sistemas jluidos
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Los fluidos que presentan .una proporcionalidad^ directa entre la fuerza de ciza.lla
y el intervalo de cizalla, en cualquier punto de^ dicho intervalo, reciben el nombre de
newtonianos y su representación gráfica corresponde a una recta (Figura ^SO:b) cuya
pendiente es el valor de.viscosidad de ese sistema, expresado por la siguiente ecuación:

,q^,Y i

Las representaciones (a) y(c) de la figura 50 muestrán el comportamiento
reológico de los fluidos que no presentan propórcionalidad directa entre los parámetros
mencionados, recibiendo por ello la denominación de no newtonianos.

Dentro de los fluidos no newtonianos, los dos comportamientos más habituales
son. el pseudoplástico (representado en la figura SO.a) y el dilatante (representado en la
figura SO.c). Aunque a priori, existen muy pocos fluidos que se puedan considerar
como verdaderamente newtonianos, si que hay numerosos sistemas y líquidos de bajo
peso molecular que se pueden catalogar como tales, y entre ellos se pueden encontrar
presumiblemente las microemulsiones.

- Método:

En la presente memoria todas las medidas se realizan con un viscosímetro de
disco rotatorio Brookfield modelo HB, dotado de un sistema informático de
procesamiento ^de datos Rheocalc V 1.1.^ Las medidas se efectúari a uná'témperátura de.
25°C, y el discó empleado eŝ el CP-41, adecuado para liquidos con viscosidades
menores a 975 cps, siendo el número de determinaciones por muestra de 3(n=3).

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones con el mismo contenido de fase
interna (5%^en peso), tensioactivos totales (30% en peso) y fase. externa (65% en peso),
variando únicamente la relación Brij® 96/propilenglicol en el intervalo comprendido
entre 2:1 y 4:1; p/p: ^ Se realizán 3 determiriaĉioriés "por múestra para un total de 3
muestras (n=9):

El comportamiento reológico de las microemulsiones se estudió en ciclos de
"subida y bajada" con velocidades de giro de disco comprendidas entre 0 y 25 r.p.m. Si
los perfiles corresponden a fluidos newtonianos, el valor de la viscosidad se detérmina a
partir de la pendiente de la recta, obtenida al representar gráficamente la fuerza de
cizalla/intervalo de cizalla. Sin embargo, en el caso de que se traten de flúidos no
newtonianos, el valor de viscosidad se obtiene a partir del valor calculado. por el
viscosímetro a la máxima velocidad de giro del disco (25 r.p.m.).

- Resultados X comentarioŝ : ^ ^ ^

La figura 51 muéstra el comportamiento reológico de las microemulsiones
estudiadas a partir de la representación gráfica de la fuerza de cizalla realizada sobre el
sistema en función del intervalo de cizalla sobre el que se ejerce. Como se puede
observar, a excepción de los sistemas que presentan en su composición una proporción
tensioactivolcotensioactivo 2:1, las demás microemulsiones demuestran tener un
comportamiento newtoniano, con valores de coeficientes de determinación próximos a
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la unidad. Debido a las propiedades mencionadas, los valores de viscosidad se obtienen
a partir de las pendientes de las rectas del intervalo de cizalla/fuerza para todos los
sistemas dispersos a excepción del no newtoniano, donde el valor de dicho parámetro se
calcula por el viscosímetro a la máxima velocidad de giro de disco (25 r.p.m.).

0

Brij 96/pr^opilenglioo12:1-♦ ^=0,951
Brij 96/propilengJiool 3:1^ tz^,996
Brij 96/propilengiiool 4:1-^ ^=0,996

10 20 30 40

Intervalo de Cizalla (seg-1)

50

-sz- Brij 96/PG 2:1 --a- Brij 96/PG 3:1 --F- Brij 96/PG 4:1

60

Figura Sl. Comportamiento reológico de las microemulsiones en Junción de la proporción Brij
96/propilenglicol (p/p).

La figura 52 refleja las variaciones en la viscosidad de las microemulsiones
IPM/ Brij® 96/propilenglicoVagua, producidas por las distintas proporciones Brij®
96/propilenglicol estudiadas.

0 1 2 3 4 5

Relación Brij 96/Prop^englicol (p/p)
_ ----- - -- -- - -
Figura Sl. Influencia de la proporción Brij 96/proprlenglicol (p/p) sobre !a
viscos^dad de las microemulsiones

Los resultados obtenidos permiten afirmar que la viscosidad de las
microemulsiones estudiadas aumenta a medida que lo hace la proporción Brij®
96/propilenglicol, siendo este aumento más significativo al pasar de la relación 2:l a
3:1.



Parte ExperimentaL M'icroemulsiones Múltipleŝ a^a/o de Nif 'edi^pino 197 ^

5.1.8.2.- Irfluencia del contenido total Brij® 96/propilenglicol sobre el comportamiento
reológico de las microemulsiones o/a ^ ^ '

^ En ^éŝté i;parfadó sé evalúá ^él efeĉto ^ próducido por la variación del contenido ^
total en tensioactivo/cotensioactivo sobre la reología y la viscosidad de los sistemas
dispersos objeto de nuestro estudio. `

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones con el mismo contenido en fase
interna (15% en peso) y una proporción variable de tensioactivo%otensioactivo y, por
tanto de fase acuosa, dentro del intervalo comprendido entre el 25 y el 40% en peso,
con una. relación Brij® 96/propilenglicol de 2:1 (p/p). Las medidas se efectúan con el
mismo equipo y las mismas condiciones empleadas en la sección anterior. Se realizan
tres determinaciones por muestra para un total de 4 muestras (n=12).

: - Resultados y comentarios: ^ :

^ La figura 53 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones o/a
estudiadas a partir de la répresentación gráfica fuerza de cizalla/intervalo de cizalla.

tgura . omportamtento reo gico as microemu stones en nci n su
contenido total en tensioactivo%otensioactivo (Brij® 96 y propilenglicol). ^. -

' Las microemuláiones estudiadas presentan ĉoefiĉientes de determinación muy
próximos a la unidad (^ 0,99), por lo que todos los sistemas se consideraron como
fluidos newtonianos y él valor de viscosidad se determina a partir de la pendiente de la .
recta intervalo/fuerza de cizalla.

La figura 54 representa las variaciones de la viscosidad de las microemulsiones
o/a en función de su contenido en fase interna.

Los resultados obtenidos permiten confu-mar que ta viscosidad de las
microemulsiones estudiadas es un parámetro dependiente del contenido total en Brij®
96 y propilenglicol presente en las mismas, aumentando con los incrementos de las
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proporciones en peso de dichos tensioactivos. Este aumento es más significativo al
pasar del 30% al 35% del contenido total, en peso, de tensioactivo/cotensioactivo.

25% Brij® 96/PC^► r2=0,986
----- 30% Brij® 96/PC^^ rz--0,988

35% Brij® 96/PC^^ r2=0,997

20 30 40

Intervalo de Cizalla ( seg-Z)

--^-- 25% Brij 96/PG
^ 35% Br^^ 96/PG

50

-^--- 30% Brij 96/PG
-x- 40% Brt^ 96/PG

60

igura . n uerrcta contem o tota tensroactrvo cotens^oachvo so re a vtscosr as

microemulsiones.

5.1.8.3.- Influencia del contenido en fase interna sobre el comportamiento reológico de
las microemulsiones o/a

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación del contenido en
fase oleosa (IPM) sobre la reología y la viscosidad de los sistemas dispersos objeto de
estudio.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre las microemulsiones que presentan el mismo
contenido en Brij® 96/propilenglicol (30%) con una relación fija (2:1, p/p) y una
proporción variable de fase oleosa dentro del intervalo comprendido entre el 5 y el 15%
en peso. Las medidas se efectúan con el mismo aparato y en las mismas condiciones
empleadas en los apartados anteriores.

Se realizan 3 determinaciones por muestra para un total de 3 muestras (n=9).

- Resultados y comentarios:

La figura 55 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones
estudiadas a partir de la representación gráfica fuerza de cizalla/intervalo de cizalla.

40% Brij® 96/PCt--^ rZ=0,990
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Como se puede comprobar, todos los sistemas estudiados muestran un
comportamiento newtoniano, ya que presentan valores de coeficiente de determinación
muy próximos a la unidad (^ 0,99). El valor de viscosidad de los sistemas se determina
a partir de la pendiente de la recta intervalo/fuerza de cizalla.

0 10

-^-- 5% Fase intema -^ 10% Fase intema -^- IS% fase intema

20 30 40

Intervalo de Cizalla (seg-1)

50 60

cgura . omportamiento reo ogico as microemu siones en unci n e su conteni o en ase interna
(IPM).

La figura 56 representa las variaciones en la viscosidad de las microemulsiones en
función de su contenido en fase interna.

igura n uencia a ase rnterna so re a viscosi e as microemu siones
o/a.

Los resultados obtenidos muestran que la viscosidad de las microemulsiones
estudiadas está influenciada por la proporción de la fase oleosa presente en las mismas,
aumentando el valor dicho parámetro al incrementar su contenido en dicho
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componente. . Este aumento de la viscosidad es más significativo al pasar de un 10 a un
15% en peso de fase interna.

5.1.9.- Estudio del tamaño de gotícuda de la fase interna de las microemulsiones IPM/
Br^® 96/propilenglicol/agua ^

5.1.9.1.- Influencia de la relación Brij® 96/propilenglicol sobre el tamaño de gotícula
de la fase dispersa

El estudio se realiza con el objetivo de evaluar las variaciones en el radio
hidrodinámico de las gotículas constituyentes de la fase interna de las microemulsiones
o/a, en función de las distintas relaciones, en peso, de tensioactivo/cotensioactivo
presentes en las mismas.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones con el mismo contenido en fase
interna (5% en peso), tensioactivo/cotensioactivo total (30% en peso} y fase externa
(65% en peso), variándose únicamente la relación Brij® 96/propilenglicol dentro del
intervalo comprendido entre 2:1 y 4:1 (p/p}.

La determinación de los radios hidrodinámicos (Rb) de las gotículas
constituyentes de las microemulsiones se realiza por espectrofotometría de correlación
fotónica, también denominada PCS o"ligth scattering".

Esta técnica opera en función del choque e^stente entre las partículas o
macromoléculas en disolución con las moléculas de disolvente, dando lugar a un
movimiento constante al azar, llamado Browniano. Por efecto Doppler de intensidades,
este movimiento produce un ensanchamiento de la frecuencia de la luz difundida
respecto a la incidente. Este ensanchamiento también se puede interpretar como
variaciones en la intensidad de luz difundida provocadas por el movimiento colectivo de
las moléculas que causa fluctuaciones temporales de la constante dieléctrica. Por lo
tanto, la espectrofotometría de correlación fotónica estudia las propias fluctuaciones én
la intensidad de luz difundida, obteniéndose la función de autocoirelación de
intensidades G^2^(t).

La función de autocorrelación de intensidades está relacionada con la función de
autocorrelación del campo eléctrico, G^'^(t) a través de la relación de Siegert:

Gc2^(t) - ^Id^Z +IGm(t^2 (1)

Si normalizamos la ecuación 1 obtenemos la función de autocorrelación de
intensidades normalizada, g^2^(t):

g^2' (t) = 1 + ^3Ig^'' ( t)IZ (2)
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En disoluciones diluidas, como es el caso de las microemuísiones (Cazabat y
cols., 1980), la función de autocorrelación g^'^(t) se obriene partiendo de la ecuación de
difusión que cumple la varíación de densidad de particulas:

d= Sc(r, t') = DV ZcSc(r, t')
dt'

(3)

La transformada de Fourier de la ecuación anterior, que indica un decaimiento
exponencial de laŝ fluctuaciones de densidad con el tiempo, es la siguiente:

a = ^(q, t^) _ -Dqz^(4^ t^)
dt' (4)

A partir de la corréspondiente transformada de Fourier se obtiene la función de
autocorrelación:

g,l^}(t) =
C.rr = e-DS3r

(5)

De la función de autocorreíación g^'^(t) se obtiene ía siguiente igualdad:

i'=D• (6)

donde:

- q es el vector onda:

4ITno
=

^8^
sen -q (^)

- La veíocidad de decaimiento (1^ es ía inversa del tiempo de.relajación (ti).

- D es el coeficiente de difusión traslacional y está relacionado, a través de la
ecuación de Stokes-Einstein, con la constante de Boltzmán, ía temperatura, y e1 factor
de fríccíón f, que en el caso más simple de partículas esférícas está relacioñado con la
viscosidad, ri y el radio hídrodinámico, Rb:

D = ^ f, ; f(esfera) = 6IIriR,, (8)

El equípo que se lia empleado para realizar las medidas consiste básícamente en
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una fuente de radiación, un baño termostático en donde se encuentra la muestra y un
fotomultiplicador que recoge la radiación dispersada y la envía a un conelador.

La fuente de radiación es un láser de Ar+ de la casa Coherent, modelo Innova
30Q que proporciona. luz polarizada verticalmente en modo TE1VI^a. La luz antes de
llegar a la muestra se hace pasar por una lente que enfoca el haz en el centro de la
misma, después una apertura filtra el haz, aumentando su pureza (perfil gausiano).

La muestra se sitúa dentro de una célula de cuarzo que es un cilindro con una
sola base, en la superficie cilíndrica las dos partes diametralmente opuestas por las que
entra y sale el haz están pulidas. Esta célula se llena con agua desionizada, que tiene dos
misiones: por un lado, mantiene constante la temperatura de la muestra y por otro lado,
debido a que los índices de refracción del agua y del cuarzo son pazecidos, reduce en
gran medida las reflexiones. Para evitar que el baño tenga paztículas de polvo en
suspensión que interfieran en las medidas, se utiliza una bomba peristáltica que hace
pasaz el agua por un prefiltro de celulosa tipo "A/E glass" y después por un filtro de
nylon con 0,2 µm de poro, ambos de la casa Gelman Sciences. La temperatura del baño
se mide con una resistencia de platino PT100.

El fotomultiplicador (Malvern) está montado sobre un brazo giratorio Malvern
modelo PCS7. Antes de comenzar la medida, es necesario alineaz el multiplicador paza
recoger únicamente la radiación que proviene del volumen, muy pequeño, de la muestra
que es iluminado por el haz del láser. El fotomultiplicador transforma cáda electrón que
recibe en un chorro de 106 electrones a su salida un convertidor, analógico-digital, que
es también discriminador y amplificador, que elimina los pulsos de baja intensidad y
transforma los demás en pulsos lógicos TTL. Estos son los que recibe el correlador
Malvern, Serie 7032 Multi-8 que cuenta con 256 canales. Por último, un ordenador en el
que esta instalado el soñware PCS de Malvern controla el motor del fotomulfiplicador,
así como el correlador y procesa pazcialmente la información que le llega de este
último.

Para poder realizar las medidas de las muestras se emplean unas células con un
diámetro de 1 cm, y un volumen aproximado de 3 ml. El cuerpo de la célula es un
cilindro sin base formado por una sola pieza de cuarzo pulido, al que se ha añadido una
base y una cabeza con rosca paza permitir el cierre de la célula mediante un tapón de
teflon. De esta manera las disoluciones pueden permanecer durante un tiempo sin perder
disolvente y se pueden realizaz varias medidas con la misma muestra.

En la preparación de las muestras es fundamental evitar la presencia de polvo. Antes de
utilizar las células es necesario limpiazlas en corriente de acetona, paza ello se emplea
un destilador de acetona que posee una columna con un soporte paza colocaz las células.
Los tapones de teflon se limpian con acetona filtrada, paza lo cual se emplean filtros de
nylon con 0,22 µm de poro de Gelman Sciences. Una vez terminado este proceso las
células se tapan y pasan a una cabina de flujo laminar que crea una atmósfera libre de
polvo y allí se mantienen durante el tiempo de prepazación de las muestras. Todos los
componentes que constituyen la microemulsión son previamente filtrados a través de
filtros de nylon (Millipore}, para los componentes hidrófilos, y de PVDF (Millipore),
para los componentes lipófilos, con un tamaño de poro de 0,22 µm.
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Las microemulsiones se preparan en una cabina de flujo laminar y se filtran a
través de un filtro de nyíon 0,22 µm (Millipore) a medida que se llenan las células hasta
un volumen aproxímado de 1 ml. Una vez llenadas las células se tapan herméticamente
con un tapón de teflon y se dejaron reposar las prepazaciones durante 7 días antes de
realizar las medidas. Se realizan 3 determinaciones por muestra para un total de 3
muestras.

Las condícíones experimentales empleadas, durante el proceso de medida de las
muestras, en la técnica espectroscópica de correl^ción fotónica. se .muestran en el
siguiente cuadro: ^

®
Potencia del láse ^ ► 0, I 10 watios

►Iangitud de onda (^.) 514,5 nm

ertura del fotomulti licado ►Tamaño de a 200 Wnpp

er r ►T m t 25 °Cpe a u a

►F r d iódilát 4.ac o ce

►l iE d 0 1a emposca e t , µs

°Ánguío de medida (9)- ► 90

Cuadro 6► Condiciones experimentales de los análisis realizados mediante PCS.

El índice de refracción (no) para todas las muestras ensayadas corresponde al del
componente en mayor proporción presente de ías mismas (agua), con un valor igual a la
unidad. Los valores de viscosidad empleados en cada una de las microemulsiones
analizadas corresponden a ios determinados en eí apartado 5.1.8.1. Ambos parámetros
son imprescindibles para la determinación del radio . hidrodinámico de las
microemulsiones. .

Finalmente, las funcíones de correlación experimentales obtenidas para cada
muestra se analizan con el programa REPES, realizando el ajuste de íos datos
experimentaíes con una probabilidad de 0,1.

I,os valores de veíocidad de decaimiento (I') obtenídos con este programa al
anaíizar las muestras permite por sustitución en la ecuación (6) determinar el valor del
coeficiénte de difusión transacional (D), previa determinación del vector onda (q)
(ecuación 7). Por sustitución de D en la .ecuación (8) obtendremos el valor deí radio
hidrodinámíco. ^

- Resultados y comentarios:

En la figura 57 se observa. las variaciones en el radio hidrodinámico de la
gotícuías de las microemulsiones primarias o/a en función de la relación Brij®
96/propilenglicol.

La relación tensíoactivolcotensioactívo ejerce. cierta in#luencia en el tamaño de
gotícula, observándose un aumento progresivo en este parámetro a medida que se
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aumenta la cantidad de Brij® 96 frente a la proporción de propilenglicol en estos
sistemas.

Estos resultados demuestran la eficacia del propilenglicol como cotensioactivo
disminuyendo la tensión interfacial aceite y agua, favoreciendo la reducción del tamaño
de gotícula de las microemulsiones estudiadas y el área de formación de las
microemulsiones.

80 ^

60 -^

20 ;

0

0 1 2 3 4 5
Relación Brij 96/PG (p/p)

Ftgura 57. Influencra de la rélación Brij 96/propilenglicol sobre el•tamaño
de gotícula de las microemulsiones o/a.

5.1.9.2.- Irfluencia del contenido total Brij® 96/propilenglicol sobre el tamaño de
gotícula de la fase dispersa

En esta sección se evalúa el efecto producido por la vaziación del contenido total
en tensioactivo/cotensioactivo sobre el radio hidrodinásnico de las gotículas qué
constituyen la fase dispersa de las microemulsiones estudiadas.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones con el mismo contenido en fase
interna (15% en peso) y una proporción variable en tensioactivo/cotensioactivo dentro
del intervalo comprendido entre el 25 y el 40% en peso, con una relación fija Brij®
9b/propilenglicol correspondiente 2:1 (p/p). Las medidas se realizan con la misma
técnica y las mismas condiciones empleadas en el apaztado anterior. Se ensayan 3
determinaciones por muestra paza un total de 4 muestras.

- Resultados ,y comentarios:

La ftgura 58 representa las vaziaciones en el radio hidrodinámico de las
gotículas de las microemulsiones en función de su contenido total en
tensioactivo/cotensioactivo.Como se puede observar, el tamaño de gotícula de las
microemulsiones primarias o/a se ve influenciado por el contenido total de
tensioactivo/cotensioactivo presente en las mismas, disminuyendo el tamaño de
gotícula a medida que se incrementa el contenido total de Brij® 96/propilenglicol.
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E
.̂.

igura n uencia conteni o tot en tensioacbvo cotensioactivo
sobre el tamaño de gottcula de tas microemulsiones o/a.

5.1.9.3.- Irtfluencia del contenido en fase interna sobre el tamaño de gotícula de la
. microemulsión o/a

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación del contenido en
fase interna (IPM) sobre el radio hidrodinámico de las gotículas constituyentes de los
sistemas dispersos objeto de estudio.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones que presentan el mismo
contenido en tensioactivos (30% en peso) con una relación fija (2:1, p/p) y una
proporción variable de fase oleosa dentro del intervalo comprendido entre e15 y el 15%
en peso. Las medidas se efectúan con la misma técnica y las mismas condiciones
empleadas en los apartados anteriores. El número de determinaciones por muestra es de
3 para un total de 3 muestras.

- Resultados y comentarios:

La figura 59 representa las variaciones en el radio hidrodinámico de las goticulas
de las microemulsiones primarias o/a en función de su contenido en fase intenna.

0

gotfculu de las microemulsiones o/a.
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El tamañó de ĝótícúla se encuéntra influenciado por el contenido en fase
interna presente en las microemulsiones, . incrementándose este parámetro a medida
que aumenta el contenido de IPM.

5^Z 1Vfiavemalsiones mWfipks da/o ^oon^dridas por miaoe^nullsión p^vnaria da, Bri^j^ 96 y
IPM ^

Una vez ^seleccionada la microemulsión primaria o/a constituida por IPM/Brij®
96/propilenglicóUagua 15:30:55 (p/pIp) en función de la cantidad incorporada de fase
interna y de , nifedipino , solubilizado, se . proĉede al desarrollo . galénico y
caracterización de las microemulsiones múltiples en las que se ' útiliza la
microemulsión primaria o/a comó fase interna; Brij® 96 como tensioactivo,
propileglicol y PEG 400 como cotensioactivos y IPM como fase externa..

S. 2.1. - Componentes de las microemulsiones múltiples o/a/o

A- Microemulsióñ primari^o/aZ(IPM/ Brij® 96%propilenglicoUa^ua): , .

Constituye la fase interna de las microemulsioñes múltiples ^o/a/o, y está
constituida por 15% de IPM, 30% de Brij® 96/propilenglicol (2:1; p/p) y 55% de agua.
Su desarrollo galénico y caracterización se describen en el apartado 5.1. 7.

B- Fase Oleosa: . . . . . . , . ,

Constituyé la.fase externa dé nuestrqs.sistemaŝ dispersos, y como componente se
selecciona ^el miristató de isopropiló (IP1V1), descrito de fonma detallada en el apartado
5.1.1. dé esta memoria. ^

C - Tensioactivo:

. Como tensioactivo se . selecciona el Brij® 96 por su capacidad de originar una
gran área de formación. de microemulsiones (apartado S 1. 4.2). Se describe.ampliamente .,
en el apartado 5.1.4.1. .. . .. . . . . . . . . . .. . , . . .

S. 2. 2. - Diseño de microemulsiones múltiples o/a/o

Para determinar la composición de las microemulsiones múltiples o/a/o, se
construyen los diagramas de fases ternarios cori lós componentes de la formulación y se
delimita el área correspondiente a estos sistemas.

- Mét o:

Para la córistrúcCióri dé^ló ŝ ^diágramaŝ dé fa^éŝ^sé sigiié úii métódó qué consta de
dos etápas (Feneira y cols., 1994a). En la primera etapa se desarrolla la microemulsión
primaria o/a (apartado 5.1.7.) y en la segunda etapa se valora volumétricamente a 25°C
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la microemulsión primaria o/a (IPM/Brij® 96/propilenglicoUagua (IS/30/55; p/p/p)) con
una mezcla constituida por IPM y Brij® 96, agitándose las mezclas resultantes el tiempo
suficiente para alcanzar e) equilibrio.

Aquellos sistemas que presentan transparencia e isotropía óptica, al observar su
comportamiento mediante la luz polarizada a través de prismas de Nicols, se consideran
como microemulsiones, pudiéndose delimitar las regiones de los distintos diagramas
correspondientes a las áreas de formación de dichos sistemas dispersos. Se realizan
ensayos de tipo cualitativo para determinar el signo de la microemulsión múltiple:

1) El ensayo de dilución consiste en observar la microemulsión múltiple a
medida que se diluye con la fase externa (IPM) para ver si se producen fenómenos de
separación de fases. Si el IPM se dispersa fácilmente en la fase continua la
microemulsión múltiple será de fase externa oleosa.

2) El ensayo de solubilidad de un colorante en la fase continua se basa en la
adición de Sudán III (colorante liposoluble) a la fase externa de la microemulsión
múltiple o/a/o. La tinción de la fase externa, después de la adición de este colorante
liposoluble, indica que se tratan de múltiples microemulsiones con fase externa oleosa.

- Resultados y comentarios:

La figura 60 muestra el diagrama ternario de fases y el área de formación de
microemulsiones múltiples constituidas por microemulsión primaria (o/a)/ Brij®
96/IPM.

^ ,o
o,o

M Icroemalsióa

primaria e/a

0,2 0,4 0,6 0,8
IPM

tgura . iagrama ases ternario y area ormacion e microemu siones mu tip es
o/a/o constituidas por microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/IPM.

Como muestra la figura 60 se origina una gran área de formación de
microemulsiones múltiples o/a/o empleando únicamente Brij®96 como tensioactivo. La
máxima cantidad incorporada de fase interna (microemulsión primaria o/a) es de un
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25% con un 50% de tensioactivo. No obstante, la máxima cantidad de fase interna
incorporada al sistema con una.. cantidad de tensioactivo adecuada para la
admínistración transdérmica (30%) es de un 15%. La mínima cantidad incorporada de
fase interna a la microemulsión múltiple o/a/o para ser considerada como tal es de un
2,5% para un 15% de tensioactivo. ,

Todas las microemulsiones formadas son estables a 25°C durante el mes que se
observan para comprobar su estabilidad. Los ensayos de dilución y solubilización del
colorante indican que son microemulsiones_múltiples de fase externa oleosa.

5.3.- Microemulsiones múltiples o/a/o.constituidas por microemulsión primaria o/a,
Brij^ 96, PEG 400 y IPM

El principal objetivo del desarrollo galénico de microemulsiones múltiples o/a/o
es la incorporación de un cotensioactivo, como .el PEG 400, con el fin de facilitar la
incorporación de mayores cantidades de fase interna y por.lo tanto de principio activo.
Como cotensioactivo se selecciona. el PEG 400 por su biocompatibilidad permitiendo, a
las concentraciones requeridas para. formar la forma farmacéutica, la administración
transdérmica de la misma. Además, este cotensioactivo jurrto con el Brij® 96 es capaz
de formar sistemas dispersos de fase externa oleosa. .

5.3.1- Componentes de las miĉroemulsiones múltiples o/a/o

A- Microemulsión primaria (Q/a) (IPM/ Brij® 96/PEG 400/agûa):

Constituye la fase interna de , las microemulsiones múltiples o/a/o, y está
constituida por 15% de Il'1V1, 30% de Brij® 96/propilenglicol (2:1; p/p) y 55% de agua.
Su desarrollo galénico y caracterización se han descrito en el apartado 5.1. 7.

B- Fase Oleosa:

Constituye Ia fase e^erna de nuestros sistemas dispersos, y como componenté se
selecciona el miristato de isopropilo (Il'1Vl), descrito de forma detallada en el apartado
5.1.1. de esta memoria. .

C - Tensioactivo:

Como tensioactivo se selecciona el Brij® 96 por su capacidad de originar una
gran área de formación de microemulsiones (apartado 5.1.4.2). Se describe ampliamente
en el apartado 5.1.4.1.

D - Cotensioactivo:

El cotensioactivo empleado para favorecer la formación de los sistemas
dispersos y la incorpóráción de nifedipino es , el PEG 400. Este cotensioactivo se
describe ampliamente en el apartado 5.1.6.1.
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S. 3. 2. - Diseño de las microemulsiones múltiples o/a/o

Paza determinaz la composición de las microemulsiones múltiples, se construyen
los diagramas de fases pseudo-ternarios con los componentes de la formulación y se
delimita el área correspondiente a estos sistemas dispersos.

- Método:

Para la construcción de los diagramas de fases se sigue un método que consta de
dos etapas (Ferreira y cols., 1994a). En la primera etapa se desarrolla la microemulsión
primaria o/a (apartado 5.1.7.), y en la segunda etapa se valora volumétricamente a 25°C
la microemulsión primaria o/a (IPMBrij® 96/propilenglicoVagua (15/30/55; p/p/p)) con
una mezcla constituida por IPM, Brij® 96 y PEG 400, encontrándose estos dos últimos
en proporciones definidas dentro del.intervalo comprendido entre 1:1 y 4:1 (p/p). En el
vértice superior del triángulo equilátero se sitúa el tensioactivo y el cotensioactivo,
indicándose entre paréntesis la proporción correspondiente de ambos para cada
diagrama de fases desarrollado.

Aquellos sistemas que presentan transparencia e isotropía óptica, al observar su
comportamiento mediante la luz polarizada a través de prismas de Nicols, se consideran
microemulsiones. De esta manera, se pueden delimitar las regiones de los distintos
diagramas correspondientes a las áreas de formación de las microemulsiones múltiples
o/a/o.

Se realizan ensayos de tipo cualitativo para determinaz el signo de la
microemulsión múltiple, al igual que se hizo en el apartado 5.2.2.: 1) ensayo de
dilución de la fase extema con IPM y Z) ensayo de solubilidad de un colorante de
carácter lipófilo (Sudán III) en la fase continua.

- Resultados y comentarios:

Los diagramas de fases pseudo-ternarios y las áreas de formación de las
microemulsiones múltiples constituidas por microemulsión primaria (o/a)/ Brij®
96/PEG 400/IPM apazecen representados en las figuras 61 a 64.

Los resultados obtenidos en los distintos diagramas pseudo-ternarios muestran
la gran influencia que ejercen las distintas proporciones Brij® 96/PEG 400 sobre el
tamaño del área de formación de las microemulsiones múltiples y la cantidad de fase
interna (microemulsión primaria o/a) incorporada al sistema disperso.

A medida que aumentan las proporciones Brij® 96/PEG 400 desde 1:1 hasta 3:1
se incrementa significativamente el área de formación de microemulsiones múltiples,
paza disminuir posteriormente con la proporción tensioactivo/cotensioactivo 4:1.

La máxima cantidad de fase interna (microemulsión primaria o/a) que se
incorpora en las mianemulsiones rraáhiples oon unos nequa ŭnientos adeaaados de
tensioactivo/cotensioactivo paza la administración transdérmica es del 25% paza los
sistemas dispersos con una proporción Brij® 96/PEG 400 de 1:1, 2:1 y 3:1.
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Sin embargo, de todos los sistemas dispersos mencionados anteríormente se
seleccionan aquellos constituidos por microemulsión primaria (o/a)/ Brij® 96/PEG
400/IPM con una proporción tensioactivo/cotensioactivo de 3:1, debido a que el área
de formación de microemulsiones múltiples o/a!o originado es mayor que la del resto
de las proporciones.

Este hecho es de gran importancia a la hora de incorporar el principio activo a
las microemulsiones múltiples, ya que se deben seleccionar aquellos sistemas
dispersos localizados en el interior, no en los límites, del área de formación de los
mismos con el fin de evitar problemas de estabilidad que normalmente suelen
producirse. Además, cuanto más grande es el área de formación de las
microemulsiones múltiples o/a/o, mejor se podrá caracterizar las microemulsiones
múltiples en función de una serie de parámetros como el contenido en fase interna,
proporción tensioactivo/cotensioactivo y contenido total Brij® 96/PEG 400.

Por último, debemos destacar que la utilización de PEG 400 como
cotensioactivo permite incorporar a la microemulsiones múltiples, constituidas por
microemulsión primaria (o/a)/ Brij® 96/PEG 400lIPM, un 10% más de fase interna
que aquellas microemulsiones múltiples desarrolladas sin cotensioactivo (apartado
S. 2.1. 2).

Los ensayos de dilución y solubilización de un colorante soluble en la fase
externa confirman que las microemulsiones múltiples son de fase externa oleosa.

Figura 61. Diagramas de jases pseudo-ternario y área de jormación de microemulsiones
múltiples o/a/o para sistemas constituidos por microemulsiórt primaria (o/a)Brij® 9á/PEG
400/IPM con una proporción Brij® 96/PEG 400 de 1: I(p/p).
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tgttra . iagrama e ases pseu o-ternarto y area e ormacion mtcroemu siones
múltiples para sistemas constituidos por microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG
400/IPMcon una proporción Brij® 96/PEG 400 de 2:1 (p/p).

tgura . iagrama e ases pseu o-ternario y area e ormacion micrcemu siones
múltiples para sistemas constituidos por microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PF,G
400/IPM con una proporción Brij® 96/PEG 400 de 3:1 (p/p).
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igura . 'agrama e ases pseu o-ternario y area e ormacion e mrcroemu srones
múltiples para sistemas constituidos por microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG
400/IPMcon una proporción Brij® 96/PEG 400 de 4:1 (p/p).

5.3.3.- Reología de las microemulsiones múltiples o/a/o

5.3.3.1.- Injluencia de la relación Brij® 96/PEG 400 sobre el comportamiento
reológico de las microemulsiones múltiples o/a/o

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación de la relación
Brij®/PEG 400 sobre la reología y la viscosidad de los sistemas dispersos objeto de
estudio.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones múltiples o/a/o con el mismo
contenido en fase interna (micrcemulsión primaria o/a) (15% en peso), fase externa
(60% en peso) y tensioactivo/cotensioactivo total (25% en peso), variándose
únicamente la relación Brij 96/PEG 400 entre 2:1 y 4:1.

Las medidas se realizan con un viscosímetro de disco rotatorio Brool^ield
modelo HB, dotado de un sistema informático de procesamiento de datos Rheocalc
V 1.1. El comportamiento reológico de las microemulsiones se evalúa mediante ciclos
de "subida y bajada" con velocidades de giro de disco comprendidas entre 0 y 25 r.p.m.
Se realizan 3 determinaciones por muestra para un total de 3 muestras (n=9).

- Resultados ,y comentarios:

La figura 65 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones
múltiples o/a/o estudiadas a partir de la representación gráfica de la fuerza de cizalla
realizada sobre el sistema, en función del intervalo de cizalla sobre el que se ejerce.
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Los sistemas dispersos estudiados presentan coeficientes de determinación muy
próximos a la unidad (^ 0,99), por lo que todos los sistemas estudiados se consideran
como fluidos newtonianos. Por lo tanto, los valores de viscosidad se obtienen a partir
de las pendientes de las rectas intervalo de cizalla/fuerza de cizalla para todos los
sistemas dispersos.

A medida que aumenta la relación tensioactivo/cotensioactivo disminuye el
coeficiente de determinación, aunque no muy significativamente, pudiéndose
interpretar como una tendencia hacia comportamientos no newtonianos.

En la figura 66 se aprecian las variaciones en la viscosidad de las
microemulsiones múltiples constituidas por microemulsión primaria (o/a)/ Brij®
96/PEG 400/IPM producidas por las distintas proporciones Brij® 96/PEG 400
estudiadas.
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Figwra 6á Injluencia de la propor^ón Brij 9á/PEG 400 sobre la viscosidad
de las microemulsiones múltiples o/a/o.
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Los resultados obtenidos permiten afirmar que la viscosidad de las
microemulsiones múltiples es un parámetro dependiente de la proporción Brij® 96/PEG
400, aumentando a medida que lo hace la relación tensioactivo/cotensioactivo (p/p).

5.3.3.2. Inf7uencia ded contenido total en Br^° 96/PEG 400 sobre el comportamiento
reológico de las microemulsiones múltiples o/a/o

En este apartado se evalúa el efecto producido por la variación del contenido
total en tensioactivos sobre la reología y la viscosidad de los sistemas dispersos objeto
de estudio.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones múltiples o/a/o con el mismo
contenido en fase interna (10% en peso) y una proporción variable de
tensioactivo/cotensioactivo y, por tanto de fase acuosa, dentro del intervalo entre el
20- 50% en peso, con una relación Brij® 96/PEG 400 de 3:1 (p/p).

Las medidas se efectúan con el mismo equipo y las mismas condiciones
empleadas en la sección anterior. Se realizan tres determinaciones por muestra para
un total de 4 muestras (n=12).

- Resultados y comentarios:

La figura 67 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones
múltiples o/a/o estudiadas a partir de la representación gráfica fuerza de
cizalla/intervalo de cizalla.

ZO% Brij® 963PEG 400---►T2=0,978
30%Brij 96/PEG 400--►rZ--0,987
40%Brij 96/PEG400--^►tz=0,996
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igura . omportamrento reo ogrco e as mrcroemu ones mu hp es o o en uncron e su
contenido total en tensioactivo%tensioactivo.
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Todas las microemulsiones múltiples o/a/o, excepto los sistemas que presentan
un contenido en tensioactivo%otensioactivo de120%, demuestran tener un comportamiento
newtoniano con valores de coeficiente de determinación próximos a la unidad. Los
sistemas dispersos estudiados presentan un comportamiento newtoniano más definido a
medida que aumenta el contenido total tensioactivo/cotensioactivo. Debido a las
propiedades mencionadas, los valores de viscosidad se obtienen a partir de las
pendientes de las rectas intervalo de cizalla/fuerza de cizalla para todos los sistemas
dispersos a excepción del no newtoniano, donde el valor de dicho parámetro se calcula
por el viscosímetro a la máxima velocidad de giro del disco (25 r.p.m.).

La figura 68 representa las variaciones en la viscosidad de los sistemas dispersos
en función de su contenido total en tensioactivo%otensioactivo. Los resultados
obtenidos permiten afirmar que la viscosidad de las microemulsiones múltiples
estudiadas es un parámetro dependiente del contenido total de Brij® 96/PEG 400 de las
mismas. La viscosidad de los sistemas dispersos aumenta a medida que lo hace el
contenido total tensioactivo/cotensioactivo. A partir del 30% se aprecia un incremento
de la viscosidad proporcional al contenido total de tensioactivo/cotensioactivo.
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rs^ura b^ tnJ[uencia del contenido total en tensióáĉtivo cotensioactivo so re
la viscosidad de las microemulsiones múltiples o/a/o.

5.3.3.3.- Influencia del contenido en fase interna sobre el comportamiento reológico de
las microemulsiones múltiples o/a/o

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación del contenido en
fase interna (microemulsión primaria o/a) sobre la reología y la viscosidad de los
sistemas dispersos objeto de nuestro estudio. ^

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones que presentan el mismo
contenido en Brij® 96/PEG 400 (30%) a una relación fija (3:1, p/p) y una proporción
variable de fase interna dentro del intervalo comprendido entre el 10 y e120% en peso.
Las medidas se efectúan con el mismo equipo y las mismas condiciones empleadas en
los aparatos anteriores.
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Se realizan 3 determinaciones por muestra para un total de 3 muestras (n=9).

- Resultados ,y comentarios:

La figura 69 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones
múltiples estudiadas a partir de la representación gráfica fuerza de cizalla/intervalo de
cizalla. Todos los sistemas estudiados presentan un comportamiento claramente
newtoniano, presentando valores de coeficiente de determinación próximos a la unidad.
Para todas las microemulsiones múltiples el valor de la viscosidad se determina a partir
de la pendiente de la recta intervalo/fuerza de cizalla.

0 10 20 30 40

Intervalo de Cizalla (seg-t)

50 60

-^- 10% Fase Intema - 15% Fase Interna -f-- 20% Fase Interna

Figura 69. Comportamiento reológico de las microemulsiones múltiples en junción de su contenido en
jase interna (microemulsión o/a).

La figura 70 representa las variaciones en la viscosidad de las microemulsiones
múltiples en función de su contenido en fase interna.
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egura . n uencia conteni o en ase interna microemu sion primaria
o/a) sobre la viscosidad de las micrcemulsiones múltiples.
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La viscosidad de las microemulsiones múltiples estudiadas se encuentra
significativamente influenciada por la proporción de fase interna presente en las
mismas, incrementándose el valor de dicho parámetro proporcionalmente al aumentar
su contenido en fase dispersa.

5.3.9.- Estudio del tamaño de gotícula de la fase interna de las microemulsiones
múltiples o/a/o

5.3.4.1.- Iríjluencia de la relación Brij®96/PEG 400 sobre el tamai^zo de gotícula de
las microemulsiones múltiples o/a/o

El objetivo de este estudio es evaluar las variaciones en los radios
hidrodinámicos (Rt,) de las gotículas que constituyen la fase interna de las
microemulsiones múltiples, en función de la relación en peso del tensioactivo y
cotensioactivo presentes en las mismas.

- Méto o:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones múltiples con el mismo
contenido en fase interna (15% en peso de microemulsión primaria o/a),
tensioactivo/cotensioactivo total (25% en peso) y fase externa (65% en peso de IPM),
variándose únicamente la relación Brij® 96/PEG 400 dentro del intervalo
comprendido entre 2:1 y 4:1. La determinación de los radios hidrodinámicos de las
gotículas de la fase interna que constituyen las microemulsiones múltiples se realiza
por PCS. El equipo y las condiciones empleadas durante la medida de las muestras,
así como el tratamiento de los datos obtenidos se han explicado detalladamente en el
apartado 5.1.9.1. Se preparan las muestras por duplicado y se realizan 3
determinaciones por muestra.

- Resultados y comentarios:

La figura 71 representa las variaciones en el radio hidrodinámico (R^,) de las
gotículas de la fase interna de las microemulsiones múltiples en función de la relación
Brij® 96/PEG 400 presente én las ^mismas. ^
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Figura 71. In^luencia de la relación Brij 96/PEG 400 sobre el tamaño de
gotfcula de las microemulsiones múltiples.
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La relación Brij®96/PEG 400 ejerce cierta influencia en el tamaño de gotícula,
observántlose. una dismintución en dicho parámetro al pasar de la relación
tensioactivo/cotensioactivo ^ 2:1 a 3:1, para incrementar posteriormente el rádio
hidrodinámico con la proporción 4: l. - ^

Los resultados obtenidos demuestran la contribución eficaz del PEG 400 como
cotensioactivo en la relación Brij®96/PEG 400 3:1 para reducir deI tamaño de gotícula
de las microemulsiones múltiples estudiadas. Este hecho podria eaplicar que esta
relación tensioactivo%otensioactivo origine la mayor área de formación de
microemulsiones múltiples (apartado 5.2.2.2):

5.3.4.2.- Irtfluencia del contenido total Br1® 96/propilenglicol sobre el tamaño de
gotícula de las microemulsiones. múltiples o/a/o ^

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación del contenido tofal
tensioactivo/cotensioactivo sobre el radio hidrodinásnico de las gotículas que
constituyen la fase dispersa de las microemulsiones múltiptes estudiadas. •^

• Método:

Los ensayos se realizan^ sobre microemulsiones múltiples con el mismo
contenido. en fase interna (10%o en peso) y una porcentaje variable
tensioactivo%otensioactivo dernro del intervalo comprendido entre el 20 y^el 50% en
peso, a una relaĉión fija Brij®96lPEG 400 correspondiente a 3:1 (p/p). El equipo y las
condiciones empleadas durante la medida de las muestras; así como el tratamiemo de
los datos obtenidos se han explicado detalladamente en.el apartado 5.1.9.1: Se preparan
las muestras por duplicado y se realizan 3 determinaciories por muestra: •

- Resultados y comentarios:

La figura 72 representa las variaciones en el radio hidrodiná.mico de las
gotículas . de la fase .interiaa de las múltiples microemulsiones o/a1o, en función del
contenido total tensioactivolcotensioactivo. ^ ^

Figura ^Z. Injluencia del co»tenido total Brij^9ó/PEG 400 sobre el tamaño de
gotícula de las microemulsiones múltiples.
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El tamaño de gotícula de la fase interna de las microemulsiones múltiples o/a/o
es dependiente del contenido total Brij®96/PEG 400. Así, se observa que el radio
hidrodinámico de las gotículas que constituyen la fase dispersa de las microemulsiones
múltiples o/a/o disminuye a medida que aumenta el contenido total
tensioactivo/cotensioactivo.

5.3.4.3.- Influencia del contenido en fase interna sobre el tamaño de gotícula de las
microemulsiones múltiples o/a/o

En este apartado se evalúa el efecto producido por la variación del contenido en
fase interna (microemulsión primaria o/a) sobre el tamaño de gotícula de la fase interna
de los sistemas dispersos objeto de estudio.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones múltiples que presentan el
mismo contenido en tensioactivo/cotensioactivo (30% en peso) a una relación fija 2:1
(p/p) y una proporción variable de fase oleosa dentro del intervalo comprendido entre el
5 y e120% en peso.

El equipo y las condiciones empleadas durante la medida de las muestras, así
como el tratamiento de los datos obtenidos se han explicado detalladamente en el
apartado 5.1.9.1.

Se preparan las muestras por duplicado y se realizan 3 determinaciones por
muestra.

- Resultados y comentarios:

La figura 73 representa las variaciones en el radio hidrodinámico de las gotículas
de las microemulsiones múltiples, en función de su contenido en fase interna.
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igura . n uencia e co»teni en ase interna so re e tamaño e
gotfcula de las microemulsiones múltiples.
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F1.radio. hidrodinár^ico (Rr,) de gotícula de las^-microemulsiones' múltiples
estudiadas se incrementa a medida que ^ lo hace el porcentaje. de fase interria
(microemulsión primaria o/a) incorporado. El aumento . del valor de este parámetro se
produce de manera más acusada para los intervalos^ de fase interna^comprendidos entre
e15-10% y e120-25%. .

5.3.5.- Incorpor.ación de.nifedipino én ta microemulsión múltiple o/a/o ^ ^^

Para la incorporación del principio activo se selecciona la microemulsión
múltiple, o/a/o con mayor contenido^ en fase . interña (20%. de microemulsión primaria
(o/a) Brij®96/PG, 2:1 p/p), menor proporción de tensioactivo/cotensioactivo necesaria
para su formación, que es del 30% para una relación Brij®96/PEG 400 3:1 y un 50% dé
fase externa (IPN1). La incorporación del principio activo se realiza tanto en la fase
interna (microemulsión primaria o/a) como en la fase externa (IPM) con él ^ fin de
producir una dosis de ataque que permita disminuir el tiempo de latencia. Este
pazámetro constituye el principal factór^ limitarne durante la absorción de un fármaco
cuando se administra por vía transdérmica. . . ^ ^ ^ ^ ^ '

La concentración de nifedipino presente en 10 ml de microemulsión múltiple
o/a/o (20% microemulsión primaria (o/a)/30% Brij®96/PEG 400/50% IPM) es de 1,12
mg^ml'',. teniendo en cuenta que la^ máxima ^cantidad de ^nifedipino incorporada en la
microemulsión primariá o/a es de 5,61±0;19^mg•ml"1^ (apartádo S.1.7.5.).-Sin émbargó,
esta cantidad es insuficiente para la desatrollo de un sistema de liberación contrólada
que permita su aplicación en un área razonable (10-30 cm2) con el fin de alcanzar
niveles terapéuticos ^eficaces (Diez y col ŝ . ^ 1991 y Ruan y' cóls: 1992). ^ Según los
estudios realizados por estos autores con el nifedipino y el nitrendipino, la dosis'
adecuada para la administración transdérmica de estos principios activos durante 48
horas es de 40 mg aproximadamente. ^^ ' ^ ^ ^

5.3.5.1.- Incremento de la cantidad incorporada de ^nifedipino^ érr la fase iritérna de la
microemulsión múltiple o/a/o

Para conseguir incorporar las cantidades necesarias de nifedipino en la
microemulsión^ primaria o/a (18 mg•ml'') para el desanollo galénico de las
microemulsiones múltiples ola/o con una dosis de 40 mg/10 ml de microemulsión
múltiple o/a/o se selecciona cómó solvente la DMA. Los motivos para la utilización de
este solvente són: ^ ^ ^ ` ^ ^^

1) Los excelentes resultados obtenidos en los estudios realízados por El-Sayed y
Repta ( 1983) en los que consiguieron incrementar la solubilidad y la estabilidad de un
agente anticancerigeno, mediante la utilización de dimetilacetamida (DMA) a distintos
porcentajes (1-5%). Mediante el empleo de este solvente lograzon incorporaz este
principio activo dentro de una emiilŝión o/a, iíispotible comercialmente (IntTalipid),
destinada a la adininistración parénteial. ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ .

2} Elevada solubilidad del nifedipino en dimetilacetamida (175,60±0,17 mg•ml"1).



Parte Ezperimenta^ Microemulsiones Múltiples o/a/o de Nifedipino 221

- Método:

Para incrementar la solubilidad de nifedipino en la fase interna de las
microemulsiones o/a, constituidas por IPMBrij® 96/propilenglicoUagua ( 15/30/55;
p/p/p), se procede a la incorporación a este sistema de concentraciones de DMA
comprendidas entre el 1 y el 4%, previa sustitución de idéntico porcentaje de IPM al
incorporado de DMA. De esta manera se intenta minimizar al máximo cambios en la
formulación.

Para determinar la máxima cantidad de nifedipino incorporado al sistema
disperso, se adicionan a las distintas mezclas 1PM(14%-11%)/DMA(1-4%) cantidades
crecientes de principio activo corres^ondientes a unas concentraciones teóricas de 5,0;
10,0; 15,0; 20,0; 25,0 y 30,0 mg•ml" . Una vez dispersado el nifedipino en las mezclas
mencionadas, se adiciona Brij® 96/propilenglicol (30%) y posteriormente la fase acuosa
manteniéndose el sistema en agitación hasta la formación de la microemulsión. A
continuación, se filtran las microemulsiones o/a obtenidas a través de filtros de celulosa
de 0,45 µm de tamaño de poro para eliminar el nifedipino en suspensión y por lo tanto
no incorporado al sistema disperso.

La cuantificación del principio activo presente en los distintas microemulsiones
o/a se realiza por HPLC, previa disolución de las microemulsiones obtenidas en metanol
hasta obtener una concentración teórica de nifedipino en solución de 20 µg•ml"1. El
número de muestras estudiadas por concentración es de tres (n=18), y los análisis de
cada muestra se realiza.n por triplicado.

- Resultados y comentarios:

La tabla 27 muestra las cantidades máximas incorporadas de nifedipino en las
distintas microemulsiones IPMBrij® 96/propilenglicoUagua a las que se incorporan en
la fase interna porcentajes de DMA comprendidos entre 1-4%, previa sustitución de
idénticos porcentajes de IPM.

Cantidad de nifedipino solubilizado en la microemulsión a/a en función del %
inc orarlo de DMA en la ase interna P

IPM/DMA (%) 14/1 13/2 12/3 11/4
Nifedipino incorporado

8 89±0 38 15 09±0 59 61±0 5119 67±025 47
m ml

, , , , ,, , ,

Tabla 27. Canfidad mbxima de nifedipino solubilizado en las microemulsiones o/a (IPM//Brij®
96/propilenglicoUagua) mediante la incorporación en la fase interna de distintos porcentajes de DMA.

La incorporación de un 3% de DMA, previa sustitución del mismo porcentaje
de fase oleosa, permite solubilizar en la fase interna una concentración de nifedipino de
19,61±0,51 mg-ml"1. Por lo tanto, la microemulsión o/a con un 15% (p/p) de fase interna
constituida por IPM/DMA a una relación 4:1 es capaz de incorporar los 18 mg•ml"1
necesarios para obtener microemulsiones múltiples o/a/o (microemulsión primaria
(o/a)Brij®96/PEG 400/IPM ; 20/30/50; p/plp) con una dosis de 40 mg (36 mg en fase
interna y 4 mg en la fase externa (IPM).
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S. 3. S. 2. - Caracterización de la microemulsión primaria o/a constituida por IPM/DMA
(4:1), Br^® 96, propilenglicol y agua

S. 3. S. 2.1: Aspecto y color

- Método:

La caracterización de las propiedades organolépticas se lleva a cabo por la .
observación directa de la microemulsión recién elaborada.

.- Resultados•y cornentarios:

Las microemulsiones obtenidas presentan un áspecto homogéneo transparente,
sin partículas en suspensión_ o precipitadas, resultando ser isótropas óptica.mente al
evaluar su ^ comportamiento frente a la luz polarizada. mediante prismas .de ^Nicols.
Además, se observa: una. coloración amarillenta^ cuando el nifedipino se incorpora a la
microemulsión siendo transparente _e incolora en su ausencia.. _ .

Los ensayos de dilución con agua y solubilización con un colorante acuoso
(naranja de metilo) confirman que .la incorporación de nifedipino no modificó el signo
de la.microemulsión. . - . ^ : •

5. 3. 5. 2. 2. - Reología y viscosidad de las microemulsiones primarias o/a .(IPM/DMA .
(4:1)/Brij° 96/propilenglicol/agua) con nifedipino

A continuación se describen los estudios realizados sobre el comportamiento
reológico y viscosidad^ de las microemulsiones o/a^ cargadas eon nifedipino, cónstittYidas
por 15% fase interna (IPM/DMA a una proporción^4:1), 30% Brij® 96/ propilenglicol y
55%.agua. Los resultados obtenidos ae. comparan, con los^. obsérvados al . determinar
dichas propiedades en las microemulsiones sin nifedipino y con IPM.como fase interna:^

- Método:

La viscosidad de los distintos sistemas dispersos se determina a 25°C, mediante
el empleo del mismo equipo y las mismas condiciones utilizadas en estudios de este tipo
realizados en apartados anteriores.

- Resultados y comentariós:

La figura 74 representa las gráficas fuerza/intervalo de cizalla de las
microemulsiones primarias o/a con y sin nifedipino, ^. ..^ .

Las microemulsiones o/a cargadas con ó sin nifedipino presentan perfiles
prácticamente solapables, Los coeficientes de determináción ^ para arnbas
microemulsiones son muy parecidos y pró^mos ^ á la unidad (>0,99); indicando el
comportamiento claramente newtoniano.de las mismas: Por lo: tanto, la ^viscosidád de
los dos sistemas dispersos se determina mediante el valor de la pendiente de la recta. .
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fuerza de cizalla/intervalo de cizalla. Los valores de viscosidad obtenidos son de 1,41 ±
0,027 y 1,44±0,019 D•s•cm ^ para las microemulsiones con y sin nifedipino,
respectivamente.

Ĉ
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A la vista de los resultados se puede concluir que la incorporación de grandes
cantidades de nifedipino (18 mg•ml"') en la microemulsión primaria o/a, mediante el
empleo de la fase interna (15% en peso) constituida por IPM/DMA (4:1), no ejerce
modificaciones en el comportamiento reológico y viscosidad de la misma.

S. 3. S. 2. 3. - Tamaño de gotícula de las microemulsiones primarias o/a (IPM/DMA (4:1)/
Brij® 96/ propilenglicol/agua) con nifedipino

- Método:

La determinación de los radios hidrodinámicos de las gotículas que constituyen
la fase dispersa de las microemutsiones o/a cazgadas con nifedipino constituidas por
15% fase interna (IPM/DMA a una proporción 4:1), 30% Brij^ 96/ propilenglicol y
55% agua, se realiza por PCS. Se emplea el mismo equipo y las mismas condiciones
que se han utilizado en estudios de este tipo realizados en apartados anteriores de este
capítulo. Los resultados obtenidos se comparan con los observados al determinaz este
parámetro en las microemulsiones o/a sin nifedipino y con IPM como fase interna.

El tratamiento de los datos paza la determinación del radio hidrodinámico se ha
explicado de manera detallada en el apartado 5.1.9.1.

- Resultados y comernarios:

La figura 75 muestra la función de distribución de tiempos de relajación, para un
ángulo de 90° y una probabilidad de rechazo de 0,5, de las microemulsiones primarias
o/a cazgadas con y sin nifedipino. Las velocidades de decaimiento o inversos del tiempo
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de relajación (I' en µŝ ') se obtienen a partir de los máximos de la función de
distribución.

Las funciones de distribución de las microemulsiones o/a cargadas con nifedipino
y sin nifedipino se caracterizan por presentar dos máximos. En ambos casos los
inversos de los tiempos de relajación correspondientes a los dos máximos de la función
de distribución varían significativamente lo que indica la existencia de dos poblaciones
con radios hidrodinámicos diferentes.

Si comparamos las funciones de distribución de los sistemas dispersos con y sin
nifedipino podemos concluir que los inversos de los tiempos de relajación
correspondientes a cada máximo son diferentes, por lo que el radio hidrodinámico
medio de los sistemas dispersos con y sin nifedipino es totalmente distinto.

Para la microemulsión sin nifedipino, los radios hidrodinámicos obtenidos a partir
de los inversos del tiempo de relajación para cada máximo son de 13,6 y 33,7 nm, y la
contribución de cada máximo al total es de 76,6 y 23,4%, respectivamente. El radio
hidrodinámico medio de gotícula es de 23,4 nm.

Para la microemulsión cargadas con nifedipino los radios hidrodinámicos
obtenidos a partir del tiempo de relajación para cada máximo son de 29,7 y 72,5 nm y la
contribución de cada máximo al total es de 69,8 y 30,2% respectivamente. El radio
hidrodinámico medio de gotícula es de S l, l nm.

A la vista de los resultados podemos concluir que la incorporación de nifedipino
en la microemulsión o/a provoca un incremento en el radio hidrodinámico medio de las
gotículas de la fase interna de la microemulsión o/a.
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S. 3. S. 2. 4-Determinación : del pH en las microemulsiones primarias ó/a (IP11^1/DMA
(4:1)/Brij® 96/propidenglicol/agua) con nifedipino ^

- Método:

El pH de los sistemas dispersos se determina con un pHmetro Crison micropH
2002. El número de determinaciones por muestra es de 4(n=4). ^

- Resultados y .comentarios::',

El valor medio de pH obtenido en las determinaciones realizadas es de 5,61 f
0,08, siendo muy similar este vaIor al obtenido para la microeniulsíón siri riifedipino
(5,59+_U,04).

5. 3. S. 3. -. Inĉorporación de ^ n fedrpino ^ en la faŝe externá (lPM) de lá ^ miĉ 'róemulsión

Como se ha comentado anteriormente, la incorporación de nifedipino a la fase
externa de la mieroemulsión 'múltiple. seleccionada,^ se : reálizá ĉori el fin de redúĉir el
tiempo, de latencia obsérvado por^nuestro grupo^ de invéstiĝación eri micróemúlsibñeŝ .
simples (o/a) al realizar los ensayos de cesión in vitro a través de mémbrarias ártificiales
(Moreno y cols., 2000). -

- Méto o:

Debido a^la lipofilia de la.molécula objeto de estudió, ŝéplántea el desarrollo de
microemulsioneŝ . múltiples de fáse^ exterria oleosa' con el fin^ de poder incorporár el ^
nifedipino en la .misma y reducir el tiempo de látencia en los enŝayos de cesión. ^ Así, el
prinçipio, activo .no tiene que'difundir désde la fase' intérna oleosa a lá' externa dél
sistema disperso para que ceda a través de la membrana. ^ ^

La cantidad de nifedipino que se incorpora a la fase externa es de 0,8 m ĝ•ml'1, de
este modo la cantidad de nifedipino presente en 10 ml de microemulsión múltiple o/a/o
será de.40 mg: ^ . . . , . . .

Para la obtención de la solución de IPM con una concentración de 0,8 mg•íril'1
de principio activo, se adiciona 8 mg de nifedipino en 10 ml de IPM, agitando primero
la solución mecánicamente con vórtex durante 5 minutos y pósteriórmente sé intróduce
en baño de ultrasonidos durante 10 minutos hasta completa disoh.^ción. De esta solución
se toman 5. ml para,el desarrollo de la mi ĉroemuísión múltiple.' ^'

- Resultadosy comentarios:

La solución ,de IPM. con una . concentración ^de 0,8 mg•ml'1 ^ de nifedipino es
límpida, transparente y de .oolor amarillento. Ademá ŝ; la solución mantiene las ^mi ŝmás
caracteríŝticas.durante 48.horas no.observándose precipitación del.nifedipino. ^ ^



226 Parte Experimenta^ ^croemulsiones Múltiples a^/a/o de Nifedipino

5.3.6.- Caracterización de las microemudsiones múltiples o/aío constituidas por
microemulsión primaria (o/a)Brij®96/PEG 400/IPM (20/30/S0; p/p/p) con nifedipino
incorporado en la fase interna y externa

S. 3. 6.1. Aspecto y color

. - M êtodo: ^

La caracterización de las propiedades organolépticas se lleva a ĉabo por la
observación directa de la microemulsión recién elaborada.

- Resultados y comentarios:

Las microemulsiones obtenidas presentan un aspecto homogéneo transparente,
sin partículas en suspensión o precipitadas, resultando ser isótropas ópticamente al
evaluar su. comportamiento frente a la luz polarizada mediante prismas de Nicols.
Además, se observa una coloración amarillenta cuando el nifedipino se incorpora a la
microemulsión múltiple, siendo transparente e incolora en su ausencia.

Se con.firma mediante los ensayos de dilución con IPM y de solubilización con
un colorante liposoluble (Sudán III) que la incorporación de nifedipino no modifica el
signo de la microemulsión.

S. 3. 6. 2. - Reologírx y viscosidad de las microemulsiones »níltrples o/a/o

A continuación se describen los estudios realizados sobré el comportamiento
reológico y viscosidad de la microemulsión múltiple (microemulsión primaria
(o/a)Brij®96/PEG 400/1PM) cargada con principio activo. Los resultados obtenidos se
comparan con los observados al determinar dichas propiedades en el mísmo sistema
disperso sin nifedipino. ^ ^

- Método:

La viscosidad de los distintos sistemas se determina a 25°C con el mismo eqúipo
y las mismas condiciones empleadas en estudios similares realizados en apartados
anteriores.

- Résultados X, comentarios:

La figura 76 representa, las gráficas fuerza/intervalo de cizalla de las
microemulsiones múltiples constituidas por microemulsión primaría (ola)Brij^96/PEG
400/IPM con y sin nifedipino.

Las micaro^nulsiones múttiples oJalo (microemuisión primaria (o/a)tBrij®96/PEG
400/IPM) . en presencia y ausencia de nifedipino presentan perfiles prácticamente
solapables. Los coeficientes de determinación para ambas sistemas dispersos presentan
valores similares y próximos a la unidad (>0,99), indicando el comportamiento
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claramente newtoniano de las mismas. La viscosidad de ambos sistemas dispersos se
determina mediante el valor de la pendiente de la recta fuerza de cizalla/intervalo de

cizalla. Los valores de viscosidad son de 0,76±0,057 y 0,73±0,049 D•s•cmz para las
microemulsiones múltiples o/a/o con y sin principio activo, respectivamente.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que la incorporación de
nifedipino en la fase interna (microemulsión primaria o/a) y externa (IPM) no modifica
el comportamiento reológico ni la viscosidad del sistema disperso.

Micrcemulsión múltiple sin nifedipino-^rz=0,994
-- Microemulsión múltiple sin nifedipino-^>z=0,995

0 10 20 30 40
Intervalo de Cizalla (seg^')

-e` Microemulsión múhiple sin nifedipino

-t- Microemulsión múltiple con nifedipino

50

igura omportamiento reo ogico e as microemu siones mu tip es o a o

^microemulsión primaria (o/a)Brij®963PEG 400/IPM) con y sin nijedipino.

5.3.6.3.- Tamaño de gotícula de las microemulsiones múltiples o/a/o

- Método:

La determinación de los radios hidrodinámicos de las gotículas constituyentes
de la fase dispersa de las microemulsiones múltiples o/a/o con nifedipino se realiza
por PCS. Se utiliza el mismo equipo y las mismas condiciones empleadas para
estudios de este tipo realizados en apartados anteriores. Se preparan las muestras por
duplicado y se realizan 3 determinaciones por muestra.

- Resultados y comentarios:

La figura 77 muestra la función de distribución de tiempos de relajación de las
microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por microemulsión primaria o/aBrij®
96PEG 400/IPM cargadas con y sin nifedipino.

Las funciones de distribución se obtienen a un ángulo de 90° y una probabilidad
de rechazo de 0,5. Las velocidades de decaimiento o inversos del tiempo de relajación

(i' en µŝ1) se obtienen a partir de los máximos de la función de distribución.
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Las funciones de distribución de los tiempos de relajación para las
microemulsiones múltiples cargadas con nifedipino y sin nifedipino se caracterizan por
tener tres máximos (A, B y C). En cada función de distribución cada máximo indica la
existencia una población con radios hidrodinámicos muy diferenciados al presentar
distintos inversos del tiempo de relajación.

Si compazamos las funciones de distribución de las microemulsiones múltiples
o/a/o con y sin nifedipino se puede observar que superponen casi completamente. Sin
embargo, se observa una disminución del máximo B de la función de distribución de la
microemulsión m"ultiple con nifedipino, respecto al sistema dísperso sin nifedipino y
una disminución del máximo C de la función de distribución de la microemulsión
múltiple sin nifedipino, respecto al sistema disperso con nifedipino.

Por lo tanto, existen diferencias entre los inversos de los tiempos de relajación
de los máximos B y C de la función de distribución de la microemulsión múltiple con
nifedipino y los mismos máximos de la función de distribución de la microemulsión
múltiple con nifedipino, lo que podría dar lugar a poblaciones de radios hidrodinámicos
distintos.

-^- Microemulsión múltiple o/a/o con nifedipino

-^- Microemulsión múltiple o/a/o sin nifedipino
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constituida por microemulsión primaria o/aBrij® 96PEG 400/IPM en presencia y ausencia
de nifedipino.

Para la múltiple microemulsión sin nifedipino, los radios hidrodinámicos
obtenidos a partir de los inversos del tiempo de relajación para cada máximo son de 9,7
± 1,4 Á, 15,7 ± 2,7 nm y 167,6 ± 14,5 nm y la contribución de cada máximo al total es
del 4,5, 13,7 y 78,4%, respectivamente. El radio hidrodinámico medio de gotícula es de
61,5 ± 4,3 nm. Mientras que para la microemulsión cargadas con nifedipino, los radios
hidrodinámicos obtenidos a partir del tiempo de relajación para cada máximo son de 9,6
± 0,9 t^, 18,4 ± 3,2 nm y 154,3±12,6 nm, y la contribución de cada máximo al total del
3,93, 9,4 y 86,7%, respectivamente. El radio hidrodinámico medio de gotícula es de

^
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57,9 ± 2,7 nm. Por lo tanto, a la vista de los datos obtenidos y después de realizar un
análisis estadístico multifactorial (ANOVA) para una. P<0,05 y un intervalo de

confianza del 95%, se puede concluir que, al incorporar nifedipino en la fase interna
(microemulsión primaria) y externa (IP1V1) no se observan diferencias estadísticamente
significativas entre los radios hidrodiná.micos de las poblaciones, correspondientes a los
máximos A, B y C de las funciones de distribución, de ambos sistemas dispersos.

Tampoco, se observan diferencias significativas, al realizar el mismo análisis
estadístico, en el radio hidrodinámico medio de las microemulsiones múltiples o/a/o con
y sin nifedipino.

S. 3. 6. 4. Determinacrón del pH en las microemulsiones múltiples o/a/o

- Método:

El pH de los sistemas dispersos es detenminado con un pHmetro Crison micropH
2002. El número de determinaciones por muestra es de 4(n=4).

- Resultados x comentarios:

El valor medio de pH obtenido en las determinaciones realizadas es de 6,84 t
0,04, siendo muy similar _ este valor al obtenido para la microemulsión sin nifedipino

6,78 ± 0,02.

5.3. 7.- Estabilidad de las microemulsiones múltiples o/a/oĵrente a la temperatura y la

humedad

Los estudios de estabilidad tienen como finalidad la determinación de las
condiciones óptimas de conservación de estas microemulsiones múltiples o/a/o de
nifedipino. ^

- Método:

Se disponen muestras de microemulsiones múltiples cargadas con nifedipino en
viales cerrados de vidrio protegidos de la luz.

Las muestras son sometidas durante 6 meses a las siguientes condiciones:

- Temperatura 4°C y 60% de humedad relativa (HR).
- Temperatura 25°C.
- Temperatura 30°C y 60% humedad relativa (HR).
- Temperatura 40°C y 75% humedad relativa (HIt).

Se toman muestras a tiempo 0 y a los 1, 3 y 6 meses, sobre las que se evalúan los
siguientes parámetros.
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i.- Estabilidad.quúniça:

Se preparan soluciones metanólicas de .las muestras tomadas a los distintos
tiempos con una concentración de 10 µg/ml, que se filtran por 0,45 ^ µm y valoran
respecto a su contenido de nifedipino (n=3), por HPLC. El contenido en principio activo
debe estar comprendido entre 90-110%. ^

2.- Estabilidad fisica:-----------------------------

a) Aspecto y propíedades organolépticas de las microemulsiones múltiples
o/a/o: se evalúan los cambios en el aspecto, color y olor de las muestras tomadas a los
distintos tiempos comparándolas con la muestra estudiada al comienzo del estudio. Las
muestras se consideran estables siempre que presentan aspecto, . color y olor
característico.

b) pH: se evalúan los cambios de pH de las microemulsiones múltiples o/a/o a
cada tiempo de toma de muestra mediante el empleo de un pHmtero Crison micro pH
2002. .

c) Tamaño de gotícula de !a fase interna (>^: se determina el tamaño de las
gotículas constituyentes de la fase interna (microemulsión primaria o/a) de las muestras
tomadas a distintos tiempos mediante . PCS siguiendo la misma metodología que en
secciones anteriores. Las muestras se consideran estables siempre que el tamaño de
gotícula sea inferior a 300 nm.

d) Comportamiento reológico y viscosidad.• se evalúa la reología y determinan
los valores de viscosidad de las muestras tomadas.a los distintos tiempos utilizando para
ello el mismo equipo y las mismas condiciones que en estudios similares realizados en
secciones anteriores. Los sistemas se consideran estables siempre que presentan valores
bajos que no afectan a la integridad fisica de los mismos:

- Resultados y comentarios:

En las tablas 28 a 31 se resumen los resultados obtenidos en los estudios de
estabilidad realizados sobre las microemulsiones múltiples de nifedipino.

Los resultados obtenidos demuestran la gran estabilidad de las formulaciones
ensayadas, ya que todos los parámetros evaluados presentan valores dentro de los
límites establecidos para la formulación^ al finalizar el estudio.

Durante los estudios de -estabilidad sólo se observan anomalías leves con
respecto a los valores de pH, que se producen al tercer,y.primer.mes de estudio bajo
condiciones de 30°C/60% HR y^.40°C/75% HR, respectivamente. . .

Por lo tanto, cuanto más drásticas son las condiciones antes se observa una
disminución en el pH .de los sistemas dispersos estudiados. Este fenómeno puede ser
debido a la liberación de una. mínima cantidad de ácidos grasos libres procedente. de
algún fenómeno de descomposición de los componentes oleosos de la formulación, que
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en ningún caso influye en la integridad fisica y química de las microemulsiones
múltiples.

Parámetro analizado Tie o meses

0 I 3 6

As ecto, color y olor Conforme Conforme Conforme Conforme

Yalor de pH
6,84±0,04 6,95±0,09 6,89±0,07 6,67±0,11

Radio hidrodinámico (nm) 61,54±5,43 65,21±4,98 58,42t3,26 63 79±4.52

Reología y viscosidad

(D•s•cm Z)

Newtoniano

0,757±0.045

Newtoniano

0,797±0.025

Newtoniano

0,722t0 006

Newtoniano

0 740±0,024

Contenido en nifedipino

(^^) 99,05±0,45 101,54±0,88 101,65±0,17 99,49±1,93

Tabla 28. Resultados del estucáo de estabilidad de las microemulsiones múl6ples (IPM/Brij^`96/PG/

Brij®96/PEG 400/IPNl) a 4^y 60% ffft.

Parámetro analizado Tie o meses

0 1 3 6

As ecto, color olor Conforme Conforme Conforme Conforme

Yalor de pH
6,84±0,04 6,89±0,05 6,82±0,03 6,62±0,03

Radio hidrodinámico
61,54±5,43 68,58±6,44 59,11±4,79 53,57±5,53

(nm)

Reología y viscosidad Newtoniano Newtoniano Newtoniano ^ Newtoniano

(D•s•cm"2) 0,757±0.045 0,742±0.032 0,702±0.022 0,796±0,009
Contenido en nifedipino

^^) 99,05±0,45 100,68±0,99 103,95±0,51 101,56±1,00

Tabla 29. Resultados del estucbo de estabilidad de las microemulsiones múlliples (IPM/Brij^9ó/PG/

Brij®96/PEG 400/IPM) a 25°G
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Parámetro analiurdo ^e ^^

0 1 3 6

As ectq color olor Conforme Conforme Conforme Confonne

Yalor de pH
^ ^6,84t0,04 6,83±0,02 6,63±0,03 6,54-±-0,01

Radio hidrodinámico
^ b1,54^,43 ^ 56,95±3,31 ^ 54,19±7,24 71,47±6,88

(nm)

Reología y viscosidad Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano

(D•s•cm 2) 0 757±0.045 0,729±0.062 0,699±0,005 0,745±0,018
Coritenido en riifedipino

^^) 99,05±0,45 101,48±1,44 102,33±0,86 99,11±0,97

Tabla 30. Resultados iiel estucáo de estabilidad de las microemulsiones múltiples (IPM/Brij®96/PG/
Brij®96/PEG 400/1PM) a 30qCy 60% HR.

Parámetro analizado ^ (^^)

0 1 3 6

As ecto, color olor Conforme Conforme Caaiforme Conforme

Yalor de pH
6,84±0,04 6,67±0,03 6,57±0,01 6,37±0,03

Radio hidrodinámico
61,54±5,43 53,72±3,49 65,58±3,62 69,44±5,79

(nm)

Reología y viscosidad ,Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano

(D•s•cm z) 0,757±0.045 0,712f0.023 0,698±0.008 0,681±0,021
Contenido en nifedipino

^ ^ ^^) 99,05±0,45 99,40±1;14 97,15±0,34 97,07±1,11

Tab[a 31. Resultados del estucbo de estabilidad de las microemulsiones múl6ples (IPM/Brij®96/PG/
Brij®96/PEG 400/IP^ a 40°Cy 75% HR.

5.3 8- Estabilidad de las microemulsiones múltiples de nifedipino a los ciclos de
congelación y descongelación . .

Se trata de un estudio de estabilidad muy característico de las microemulsiones
que se realiza con el fin de evaluar la integridad itsica y química de las microemulsioñes
múltiples cargadas de nifedipino constituidas por mícroemulsión primaria (ola)/ Brij®
96/PEG 400/lPM en las condiciones de máximo estrés térmico. .

- M'etodo:

Para realizar el estudio se procede a someter al sistema disperso objeto de



Parte Experimental: Microémulsiones Múltiples o/a/o de Nifedipino 2^3

estudio a ciclos alternos, de 24 horas, de congelación (-40°C) y descongelación (40°C)
durante 7 días. Este ensayo se realiza portriplicado (n=3).

Se toman muestras inicialmente y a los 7 días sobre los que se evalúan los
siguientes parámetros:

1.- Estabilidad_guímiça:

Se preparan soluciones metanólicas de las muestras tomada ŝ a los distintos
tiempos con una concentración de 10 µg/ml, que se filtran por 0,45 µm y valoran
respecto a su contenido de nifedipino (n-3), por HPLC. El contenido en principio activo
debe estar comprendido entre el 90-110%.

2.- Estabiliçiad fi^iça:

Se evalúan los cambios en el tamaño de gotícula de la fase interna, reología y
viscosidad, aspecto (color, olor, transparencia e isotropía óptica) y pH de las
microemulsiones.múltiples de nifedipino, comparándolos con los resultados observados
en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo. ^ ^

Las microemulsiones se consideran estables siempre que presentan un'tamaño
medio de gotículas inferior a 300 nm, comportamiento reológico newtoniano y baja
viscosidad, valores de pH similares a los que presenta el sistema disperso al inicio del
estudio, color amarillo y olor característico, así como un aspecto transparente y
ópticamente isótropo. ^

- Resultados y comentarios:

Los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de las microemulsiones
múltiples sometidas a los ciclos de congelación y descongelación apareĉen reflejados en
la tabla 32.

Parámetro analizado .

Tiempo Reología y Radio
^^^ Aspecto y color Yalor de pH ^scosidad Contenido en

hidrodincímic

(D.s. cm Z)
nifedipino (%)

o (nm)

Newtoniano
0 Cumple 6,84±0,04 99,OSf0,45 62,12±8,79

0,757±0.045

^ Newtoniano
Cumple 6,77±0,03 100,74f0,32 68,96f9,91

0 678f0.016
Tabla 32. Resultados del estudio de estabilidad de las microemulsiones múltiples (IPM/ Brij®
96/PG/Agua/Brij® 96/PEG 400/IPMJ de nijedipino a los ciclos de congelación y descongelación.

Las microemulsiones se mantienen fisica. y químicamente estables hasta el final
del estudio. Se confirma de esta manera, la gran estabilidad tanto del principio como de
la formulación en situaciones extremas de estrés térmico.
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5.3 9.-. Estabilidad. de .las : microemulsiones. múltiples• de. nifedipinó •en el test de•
centrifugación •

. Este estudio se .eyalúa la integridad fisica y, química de:.las ^ microemuísiones
múltiples dé nifedipino cuando se exponen a la acción de una fuerza centrífuga. ^•^

- Método:

.. La microemulsión múltiple ĉargada de. ni^edipino ^ objeto de ^ estudio se ^ somete a
ceñtrifugación.durante 2Ó minutos a una vélocidad ^ de ,9_000 g: Este ensayo se realiza• ^
por tripliĉa.do (n=3), Se•toman,•muestras• áí comienzo y al final del: estudio'.sobre las que
se evalúan los siguientes pazámetros: . • . • . . . • . • •

l.- Estabilidad_químiça:

•. Se. • preparan soluciones ^ metanólicas dé ,.las• muestras^ • tomadaŝ a •loŝ distintos
tiempos: çon; una concentración de. 10 µg/ml,..que se frltran por ^0,45 •µm y válorañ `
respecto a su. ĉontenido .de nifedipino (n=3); por HI'LC.^•El contenido'en prinĉipió áctivo •
debe estar comprendido entre 90-110%. . . • . ^ ^ ^ . • .- • •- • ^ ^ ^

. 2.-,Estabilidad fisiça:

^ Se .evalúan los camb.ios: en• el •tamaño .de;gotícula de lá fáse;. interna, :reología •^ y^•
viscosidad, aspecto_ ^.(color, .olor,:, transparencia• e• isotropía óptica) y pH^ de 1as
microemulsiones múltiples de nifedipino, compazándolos con los resultados observados •
en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo. Las microemulsiones se consideran
estables siempre que presentan tamaño medio de gotículas•- • inferior ^ á' 3U0 nm,
comportamiento reológico newtoniano y baja viscosidad, valores de pH similares a los
que presenta;el sistema disperso, al ini ĉio del estudia, color amarillo, olor^ caracteríŝtico
y aspecto transparente, y ópticamente isótropo.. .• ^. • • . . . , . • . , ^ ^ •

- Resultados v comentarios:

Los resultados obtenidoŝ en•' éT éshidió • dé éstabilidad de las microemulsiones
múltiples sometidas al test de centrifugación apazecen reflejados en la tabla 33. ,` ••

Parametro analizado . . .

Tie►npo
ReoIogfaY . ^ Radio

Aspedo y codor i^alor de pH ..viscosid^
Contenido é^i

.
hidrodinámico. .

(^ s. cm
ra e ino /
f `hP (° )

. n^

Newtoniano
Inicio Cumple 6,84t0,04..^ . '' : 99,OSto,45 62,12t8,79

. 0,757f0,045. ^ . ,

Final •.
Cumple

^
6,86t0,05

Newtoniano ' .
98,85f0,22

. .
65,38t7,93

^ . • • 0,718f0;022 ... . • - . •
Tabla 33. Resultados del estudio al, test,de ĉereMfugación de las. múltiples microemuisiones'(IPM/ Brij`^
96/PG/AguaBrij® 96/PEG 400/IP^ de nifedipino, . ^ . _ . • • • _ . . • .. . . .



Parte Experimenta^ ^croemulsiones Múltiples o/a/o de Ní^fedipino 2^5

Las muestras analizadas resultan ser fisica y químicamente estables al test de
centrifugación, no produciéndose modificaciones significativamente importantes en los
parámetros evaluados.

5.4.- Microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por microemulsión primaria o/a,
Brij® 96, propilenglicol y IPM

Otro de los intentos realizados en el de ŝarrollo galénico de microemulsiones
múltiples o/a/o con el fin de facilitar la incorparación de mayores cantidades de fase
interna (microemulsión primaria o/a) y por lo tanto de principio activo es la
incorporación de propilenglicol como cotensioactivo. Se selecciona el propilenglicol
como componente de las microemulsiones múltiples o/aJo debido a su
biocompatibilidad y su capacidad junto con el Brij® 96 para formar sistemas dispersos ^
de fase externa oleosa.

5.4.1.- Componentes de las microemulsiones múltiples o/alo

A- Microemulŝión primaria o/a 1PM/ Brii® 96^ro^ilen lig coVagua:

Constituye la fase interna de las microemulsiones múltiples o/a/o, constituida
por 15% de IPM, 30% de Brij® 96/propilenglicol (2:1;^ p/p) y 55% de agua. Su
desarrollo galénico y caracterización se describen en el apartado 5.1.7.

B- Fase Oleosa:

Constituye la fase externa de nuestros sistemas dispersos, se, sele ĉçiona, el
miristato dé isopropilo (IPM),^deséritó de detalladameñte en el apartado 5.1.1. ^

C - Tensioactivo:

Como tensioactivo se selecciona el Brij® 96 por su ca.pacidad de originar una
gran área de formación de microemulsiones (apartado 5.1.4.2). Se describe ampliamente
en el apartado 5.1.4.I.

D - Cotensioactivo:

El cotensioactivo empleado para favorecer la formación de los sistemas
dispersos y la incorporación de nifedipino es el propilenglicol (PG). Este
cotensioactivo se describe ampliamente en el apartado 5.1.7.1.

5.4.2.- Diseño de microemulsiones múltiples o/a/o

Para determinar la composición de las microemulsiones, se construyen los
diagramas de fases pseudo-ternarios con los componentes de la formulación y se
delimita el área correspondiente a estos sistemas dispersos.
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- Método:

Para la construcción de los diagramas de fases se sigue un método que consta de
dos etapas (Ferreira y cols., 1994a). En la primera etapa se desarrolla la micrcemulsión
primaria o/a (apartado 5.1.7.) y en la segunda etapa se valora volumétricamente a 25°C
la microemulsión primaria o/a IPM/Brij® 96/PEG 400/agua (15/30/55; p/p/p) con una
mezcla constituida por IPM, Brij® 96 y propilenglicol, encontrándose estos dos últimos
en proporciones definidas dentro del intervalo comprendido entre 1:1 y 4:1 (p/p). En el
vértice superior del sistema del triángulo se sitúan el tensioactivo y el cotensioactivo
indicándose entre paréntesis la proporción de ambos correspondiente a cada diagrama
de fases. Aquellos sistemas que presentan transparencia e isotropía óptica, al observar
su comportamiento mediante la luz polarizada a través de prismas de Nicols, se
consideran como micrcemulsiones, pudiéndose delimitar las regiones de los distíntos
diagramas correspondientes a las áreas de formación de dichos.

Se realizan los siguientes ensayos de tipo cualitativo para determinar el signo de
la microemulsión múltiple, al igual que se hizo en el apartado 5.2.2.:

1) ensayo de dilución
2) ensayo de solubilidad de un colorante de carácter lipófilo (Sudán III) en la

fase continua.

- Resultados y comentarios:

Los diagramas de fases pseudo-ten^arios y las áreas de formación de las
microemulsiones múhiples (microemulsión primaria (o/a^ Brij® 96/propilenglicoUIPM)
aparecen representados en las figuras 78 a 81.

^gura iagrama e ases pseu o-ternario y ea e ormacion mrcroemu siones

múltiples para sistemas constituidos por micrcemulsión primaria (o/a)/ Brij® 9á/PG/IPM

con una proporción Brij® 96/PG de 1:1 (p/p).
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egura . iagrama e ases pseu o-ternario y area ormacion microemu siones
múltiples para sistemas constituidas por microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PG/IPM
con una proporción Brij® 96/PG de 2:1 (p/p).

tgura . iagrama e ases pseu o-ternario y area e ormacion e microemu siones
múltiples para sistemas constituidos por microemulsión primaria (o/a)/ Brij® 96/PG/IPM
con una proporción Brij® 96/PG de 3:1 (p/p).
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tgura . iagrama e ases pseu o-ternario y area ormac^on microemu siones
múltiples para sistemas constituidos por microemulsión primaria (o/a)/ Brij® 96/PG/IPM
con una proporción Brij® 96/PG de 4:1 (p/p).

La máxima cantidad de fase interna (microemulsión primaria o/a) que se puede
incorporar en los sistemas dispersos (25%), así como el mayor área de formación de
microemulsiones, con un requerimiento tensioactivo/cotensioactivo adecuado para la
administración transdérmica (25-30%), se obtienen con una relación Brij® 96/propilenglicol
de 3:1. Este hecho es de gran importancia a la hora de incorporar el principio activo a las
microemulsiones múltiples, ya que se deben seleccionar aquellos sistemas dispersos
localizados en el interior, no en los límites, del área de formación de los mismos con el
fin de evitar problemas de estabilidad. Por lo tanto, se selecciona la proporción
tensioactivo/cotensioactivo 3:1 ya que permite incorporar la mayor cantidad de fase
interna y por lo tanto de principio activo a las microemulsiones múltiples o/a/o.

Por último, debemos destacar que la utilización de propilenglicol como
cotensioactivo permite incorporaz a las microemulsiones múltiples constituidas por
microemulsión primaria (o/a)/ Brij® 96propilenglicoUIPM un 10% más de fase interna
que aquellas microemulsiones múltiples formuladas sin cotensioactivo (apartado 5.2.2.).
Los ensayos de dilución y solubilización realizados sobre las microemulsiones
múltiples confirman que dichos sistemas son de fase externa oleosa.

5.4.3.- Reología de las microemulsiones múltiples o/a/o

5.4.3.1- Influencia de la relación Brij® 96/PG sobre el comportamiento reológico de las
microemulsiones múltrples o/a/o

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación de la relación
Brij® 96/PG sobre la reología y la viscosidad de los sistemas dispersos objeto de
estudio.
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- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones múltiples o/a/o con el mismo
contenido en fase interna (microemulsión primaria o/a) ( I S% en peso), fase externa
(30% en peso) y tensioactivos totales (55% en peso), variándose únicamente la

relación Brij®/PG comprendido entre 2:1 a 4:1.

Las medidas se realizan con el mismo equipo y condiciones que se han utilizado
en los apartados anteriores para este tipo de estudios. Se realizan 3 determinaciones
por muestra para un total de 3 muestras (n=9).

- Resultadosy comentarios:

La figura 82 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones
estudiadas a partir de la represernación gráfica de la fuerza de cizalla realizada sobre el
sistema, en función del intervalo de cizalla sobre el que se ejerce.

-Brij 96/PG 2:1-►^^,993
-- -- Brij 96/PG 3:1^ rz=0,994

0

Brij® 96/PG 4:1-^ r^=0,997 _^

10 20 30 40

Inteivalo de cizalla (seĝ1)

50

-^- Bry 96/PG 2:1 ^► Bry 96JPG 3:1 -t- Brij 96JPG 4:1

60

F:gura 82. Comportamiento reológico de las microemulsiones mú/tiples en junción de la proporcrón

Brij`^ 96/PG.

Las microemulsiones múltiples estudiadas con distintas proporciones Brij®
96/propilenglicol demuestran tener un comportamiento newtoniano, con valores de
coeficiente de determinación próximos a la unidad (> 0,99). Este comportamiento está
más definido a medida que aumenta la relación tensioactivo/cotensioactivo. Debido a
este tipo de comportamiento reológico, los valores de viscosidad se obtienen a partir de
las pendientes de las rectas intervalo de cizalla/fuerza de cizalla para todos los sistemas
dispersos estudiados.

La figura 83 muestra las variaciones en la viscosidad de los sistemas estudiados
originadas por las distintas proporciones Brij® 96/propilenglicol que los constituyen.
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0

0 1 2 3 4 5

Relación Brij 96/PG (p/p)

Fcgura 83. Injluencia de la proporción Brij^ 96/PG sobre ta viscosidad de
las microemul.siones múltiples.

La viscosidad de los sistemas estudiados se incrementa considerablemente a
medida que aumenta la proporción tenŝioáctivo/cotensioaótivo; siendo este incremento
más apreciable al pasar de la proporción Brij® 96/PG 3:1 a la 4:1.

5.4.3.2. Influencia del contenido total Brij® 96/propilenglicol sobre el comportamiento
reológico de las microemulsiones múltiples o/a/o

En este apartado se evalúa el efecto producido por la variación del contenido
total tensioactivo/cotensioactivo (Brij® 96/PG) sobre la reología y la viscosidad de los
sistemas dispersos objeto de estudio.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones con el mismo contenido en fase
interna (10% en peso} y una proporción variable de tensioactivo/cotensioactivo, por lo
tanto de fase oleosa (IPM), dentro del intervalo comprendido entre el 30 y el 45% en
peso, con una relación Brij® 96/PG fija de 3:1 (p/p). Las medidas se efectúan con el
mismo equipo y las mismas condiciones que las empleadas en los apartados anteriores.
Se realizan 3 determinaciones por muestra para un total de 3 muestras (n--9).

- Resultados v comentarios:

La figura 84 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones
múltiples estudiadas a partir de la representación gráf ca de. la fuerza de cizalla,
realizada sobre el sistema, en función del intervalo de cizalla sobre el que se ejerce.

Las microemulsiones estudiadas presentan coeficientes de detenminación muy
parecidos entre sí y próximos a la unidad (>0,99). Por este motivo, todos los sistemas
dispersos se consideran newtonianos y los valores de viscosidad se obtienen a partir de
las pendientes de las rectas intervalo de cizalla/fuerza de cizalla de cada una de las
microemulsiones múltiples estudiadas.
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La figura 85 representa las variaciones en la viscosidad de los sistemas en
función del contenido tensioactivo/cotensioactivo.
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FigWra 8S. Injluencia de la proporción Brij`^ 96/PG sobre la viscosidad de las
microemulsiones múltiples.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que la viscosidad de las
microemulsiones estudiadas aumenta, aunque de manera moderada, a medida que lo
hace la concentración tensioactivo/cotensioactivo de120 al 30%, siendo este incremento
más significativo al pasar del 30 a140% de Brij® 96/PG.

5.4.3.3.- Influencia del contenido en fase interna sobre el comportamiento reológico de
las microemulsiones múltiples o/a/o

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación del contenido en
fase interna (microemulsión primaria o/a) sobre la reología y la viscosidad de los
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sistemas dispersos objeto de estudio.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones que presentan el mismo
contenido en Brij® 96/PG (30%) con una relación fija (3:1, p/p) y una proporción
variable de fase interna (microemulsión primaria o/a) dentro del intervalo comprendido
entre el 5 y el 20% en peso.

Las medidas se efectúan con el mismo equipo y las mismas condiciones
empleadas en los aparatos anteriores. Se realizan 3 determinaciones por muestra para un
total de 3 muestras (n=9).

- Resultados y comentarios:

La figura 86 muestra el comportamiento reológico de las microemulsiones
múltiples estudiadas a partir de la representación gráfica fuerza de cizalla/imervalo de
cizalla.
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F"igura 8á Comportamie»to reológico de las microemu/siones múltiples en función de su contenido en
fase interna (microemulsión primaria o/a).

A medida que aumenta el contenido en fase interna de las micrcemulsiones
múltiples, los sistemas dispersos muestran un comportamiento newtoniano más
definido. La viscosidad se determina a partir del valor de la pendiente de la recta
intervalo de cizalla/fuerza de cizalla para las microemulsiones múltiples estudiadas.
Para el sistema constituido por un 5% de fase interna se toma como valor de viscosidad
el medido por el viscosímetro a la mayor velocidad de giro del disco (25 r.p.m.).
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La figura 87 representa las variaciones en la viscosidad de las. microemulsiones
múltiples en función de su contenido en fase interna.
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Figura 87. InJluencia del contenido en fase interna (microemúisión primaria
(o/a) sobre la viscosidad de las microemulsionés múltiples

S. 4. 4. - Estudio del tamaño de gotícula de la fase interna de las microemulsiones
múltiples o/a/o ^

5.4.4.1.- Influencia de la relación Br^°96/Propilenglicol sobre el tamaño.de gotícula
de las microemulsiones múdtiples o/a/o

Este estudio se realiza con el fin de evaluar las variaciones en los.•radios
hidrodinámicos (Rt,) de las gotículas constituyentes de la fase interna de las
microemulsiones múltiples, en función de la relación en peso del tensioactivo/
cotensioactivo presente en las mismas. .

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones múltiples o/a/o con el mismo
contenido en fase interna (15% en peso de micrcemulsión primaria o/a),
tensioactivo%otensioactivo (30% en peso) y fase externa (55% ,en peso), variándose
únicamente la relación Brij®96/PG dentro del intervalo comprendido entre 2:1 y 4:1.

La determinación de los radios hidrodinámicos de las gotículas de la fase interna
que constituyen de las microemulsiones múltiples se realiza por PCS. El equipo y las
condiciones empleadas durante la medida de las muestras, así como el tratamiento de
los datos obtenidos se han explicado detalladamente en el apartado 5.1.9.1. Se preparan
las muestras por duplicado y se realizan 3 determinaciones por muestra.

- Resultados Xcomentarios:

La figura 88 representa las variaciones en el radio hidrodinámico .(Rr,) de las
gotículas de fase interna de las microemulsiones múltiples en función de la relación.
tensioactivo/cotensioactivo presente en las mismas. ^
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^gura 88 Injluencia de la relación Brij 96/PG sobre el tamaño de gotícula
de las microemulsiones múl[iples o/a/o.

La relación Brij 96/PG ejerĉe cierta influencia en el tamaño de gotícula de fase
interna de las microemulsiones múltiples, observándose una reducción considerable en el
radio hidrodinámico de las gotículas al pasaz de la relación tensioactivo%otensioactivo 2:1 a
3:1. Sin embargo, con la relación Brij®96/PG 4:1 se produce un aumento del radio
hidrodinámico. Por lo tanto, a la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que el
propilenglicol, en la proporción tensioactivo/cotensioactivo 3:1, contribuye de manera
eficaz en la reducción del tamaño de gota. Este hecho podría explicar que con esta
proporción se obtenga la mayor área de formación de microemulsiones.

5. 4. 4. 2. - Influencia del contenido total en Brij° 96/Propilenglicol sobre el tamaño de
gotícula de las microemulsiones múltiples o/a/o

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación del contenido total
tensioactivo/cotensioactivo sobre el radio hidrodinámico de las gotículas constituyentes
de la fase dispersa de las microemulsiones múltiples estudiadas.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiones múltiples con el mismo contenido
de fase interna (10% en peso), y una proporción variable tensioactivo%otensioactivo dentro
del intervalo comprendido ernre 30 y el 45% en peso con una relación fija Brij 96/PG
correspondiente a 3:1 (p/p). ^

El equipo y las condiciones empleadas en este ensayo, así como el tratamiento de
los datos obtenidos se han explicado detalladamente en el apartado 5.1.9.1. Se prepazan las
muestras por duplicado y se realizan 3 determinaciones por muestra..

- Resultados kcomentarios:

La figura 89 representa las variaciones en el radio hidrodinámico de las
gotículas de la fase interna de las miĉroemulsiones múltiples, en función del contenido
total tensioactivo/cotensioactivo.
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El radio hidrodinámico de las microemulsiones múltiples se encuentra
influenciado por el contenido total tensioactivo/cotensioactivo, produciéndose una
disminución de este parámetro a medida que aumenta el contenido Brij®96/PG. Este
efecto se produce de manera más significativa al pasar del 30 al 40% en contenido total
tensioactivo/cotensioactivo. '

5.4.4.3.- Influencia del contenido en fase interna sobre el tamaño de gotícula de las
microemulsiones múltiples o/a/o

En esta sección se evalúa el efecto producido por la variación del contenido en
fase interna (microemulsión primaria) sobre el radio hidrodinámico de las gótículas
que constituyen de la fase dispérsa de las microemulsiones múltiples estudiadas.

- Método:

Los ensayos se realizan sobre microemulsiónes múltiples que present^n el
mismo contenido tensioactivo/cotensioactivo (30% en peso) con uná relación fija (3:1,
p/p) y una proporción variable de fase interna (microemulsión primaria o/a) dent^o del
intervalo comprendido entre e15 y el 20% en peso.

Las medidas se eféctúan con' el mismo equipo y las mismas condiciones
empleadas en los apartados anteriores. Se preparan las muestras por duplicado y se
realizan 3 determinaciones pór muestra.

- Resultados y comentarios:

La figura 90 representa las variaciones en el radio hidrodinámico de las
gotículas de las microemulsiones, en función de su contenido en fase interna
(microemulsión primaria o/a). Como se puede observar, el tamaño de gotícula de las
microemulsiones múltiples estudiadas está claramente influenciado por el contenido en
fase interna (microemulsión primaria) presente en las mismas. Así, el radio
hidrodinámico de las gotículas de la fase dispersa incrementá a mediadá que lo hace el



246 Parte F.xperimenta^ Microemulsiones Múltiples ^o/a/o de Nifédipino ^

contenido en fase. interna. Este efecto se aprecia con más claridad al pasar de15 al 10%
y del 15 a120% de fase interna (microemulsión primaria o/a).

sgr^ra . n uencia conteni en ase interna so re .e tam o ;. ^
ĝotlcula de^las microemulsiones múltiples

5.4.5.- ^rr^orporación de ri^dipino en 7á microemu^lsióri múttiple o/a1o

Para la incorporación del principio activo se selecciona la microemulsión
múltiple con el mayor contenido de fase interna (20% de microemulsión primaria (o/a)
Brij®96/PG, 2:1 p/p) y ménor proporción de tensioactivo/cotensioactivo necesaria, para .
su formación (30%), con una relación Brij®96/PG con espondientes a 3:1. La
incorporación del principio activo se realiza. ,tanto en la fase interna (microemulsión
primariá o/a); así como én lá fase externa (IPM) con el. fin de producir una dosis de .
ataqué que penmita disminución del tiempo de.latencia. Este.parámetro constituye el ^
principal factór limitante durante la absorción de fármacos cuando se administra por vía
transdérmica.

La cantidad de nifedipino incorporada a 10 ml de múltiple microemulsión
o/a/o es de 1;12 mg/ml; . teniendq én ^ cueñta que la máxima , cantidad de nifedipino
incorporáda en la microemulsión primaria o/a es de 5,61±0,19 mg-ml'' (aparta.do
5.1.7.5.). Siñ embargo, esta cantidad eŝ insuficiente.para la desarrollo de un sistema
de liberación controlada que permita su aplicación en un área razonable (10-30 cm2)
con el fin de. alcanzar niveles terapéuticos eficaces (Diez y cols. 1991 y Ruan y cols.
1992). Según loŝ estudios .realizados por estos autores con el nifedipino y el
nitrendipino, la doŝis ádecuada para la administración transdérmica de estos.principios
activos durante un periodo de 48 horas es de 40 mg apro^madamente.

S. 4. 5.1. - Incremento de la cantidad incorporada de nifedipino en la fase interna de la
microemulsión múltiplé ó/a/o . ^

El procedimiento .empleadó es el mismo que el desarrollado para las ^
microemulsiones :múltiples. constituidas por. microemulsión primaria o/a/ Brij®96/PEG
400/Il'M en el.apartado 5.3.5.1 ya que ambos sistemas: dispersos presentan la misma
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composición y porcentaje de fase interna (microemulsión primaria o/a) a la que se le
incorpora la misma cantidad de principio activo (36 mg).

S. 4. S. 2. - Caracterización de la microemulsión primaria o/a constituida por IPM/DMA

(4:1), Brij® 96, propilenglicol y agua

Como se ha comentado anteriormente la fase interna de la microemulsión
múltiple descrita en este apartado es la misma que para el sistema disperso constituido
por microemulsión primaria o/a/ Brij®96/PEG 400/IPM por lo que la caracterización de
la microemulsión primaria o/a se encuentra ampliamente descrita en el apartado 5.3.5.3.

5.4.5.3.- Incorporación de nifedipino en la fase externa (IPM) de la microemulsión
múltiple

Este procedimiento se encuentra ampliamente descrito en el apartado 5.3.5.2
para las microemulsión múltiple constituidas por microemulsión primaria (o/a)/
Brij®96/PEG 400/IPM, ya que los sistemas dispersos objeto de estudio en este apartado
presentan la misma porcentaje de fase externa (50%), a la que se le incorpora la misma
concentración de principio activo (0,8 mg•ml"1). La cantidad total incorporada a la
microemulsión múltiple es de 40 mg/10 ml de microemulsión múltiple.

Una vez incorporada el principio activo en la fase interna y externa, el desarrollo
de la microemulsión múltiple se realiza conforme a lo descrito en el apartado 5.4.2.

5.4.6.-Caracteriurción de las microemulsiones múltiples constituidas por

microemulsión primaria (o/a)Brij®96/PG/IPM (20/30/S0; p/p/p)con nifedipino
incorporado en fase interna y externa

S. 4. 6.1. Aspecto y color

- Método:

La caracterización de las propiedades organolépticas se lleva a cabo por la
observación directa de la microemulsión múltiple o/a/o recién preparada.

- Resultados y comentarios:

Las microemulsiones obtenidas presentan un aspecto homogéneo transparente,
sin partículas en suspensión o precipitadas, resultando ser isótropas ópticamente al
evaluar su comportamiento frente a la luz polarizada mediante prismas de Nicols.
Además, se observa una coloración amarillenta cuando el nifedipino se incorpora a la
microemulsión siendo transparente e incolora en su ausencia.

Se confirma, mediante el ensayo de dilución con IPM y de solubilización con un
colorante liposoluble (Sudán III), que la incorporación de nifedipino no modifica el
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signo de la microemulsión.

S. 4. 6.2.- Reología y viscosidad de las microemulsiones múltiples o/a/o

A continuación se describen los estudios realizados sohre el comportamiento
reológico y viscosidad de la microemulsión múltiple (microemulsión primaria
(o/a)Brij®96/PG /IPM) cargadas con principio activo en fase externa e interna. Los
resultados obtenidos se comparan con los observados al determinar dichas propiedades
en el mismo sistema disperso sin nifedipino.

- Método:

La viscosidad de los distintos sistemas se determina a 25°C con el mismo equipo
y las mismas condiciones empleadas en este tipo de estudios, realizados en apartados
anteriores.

-Resultados ^comentarios:

La figura 91 representa las gráficas fuerza/intervalo de cizalla de las
microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por microemulsión primaria
(o/a)Brij®96/PG/IPM con y sin nifedipino.
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Como se puede observar, las microemulsiones múltiples o/a/o con y sin
nifedipino presentan perfiles práctica.mente solapables. Los coeficientes de
determinación para ambas microemulsiones son muy parecidos y próximos a la
unidad (>0,99), indicando el comportamiento claramente newtoniano de las mismas.
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Por lo tanto, la viscosidad de ambos sistemas dispersos se determina mediante
el valor de la pendiente de la recta fuerza de cizalla/intervalo de cizalla. Los valores
de viscosidad obtenidos son de 0,589 ± 0,047 y 0,582 ± 0,044 D•s•cm z para las
microemulsiones múltiples con y sin principio activo, respectivamente. A partir de los
resultados obtenidos se puede concluir que la incorporación de nifedipino en la fase
interna (microemulsión primaria) y externa (IPM) no modifica el comportamiento
reológico ni la viscosidad del sistema disperso.

5.4.6.3.- Tamaño de gotícula de las micro^emudsiones múltiples o/a/o

- Método:

La determinación de los radios hidrodinámicos de las gotículas constituyentes
de la fase dispersa de las microemulsiones múltiples con nifedipino se realiza por
PCS, utilizándose para ello el mismo equipo y las mismas condiciones empleadas para
los estudios de este tipo realizados en apartados anteriores de este capítulo.

- Resultados y comentarios:

En la figura 92 se observa la distribución de las velocidades de decaimiento 0
inversos del tiempo de relajación (I' en µŝ') obtenidos para un ángulo de 90° y una
probabilidad de rechazo de 0,5 de las microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por
microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96PG/IPM cargadas con y sin nifedipino.

Micrormulsión múltiple con nifedipino

Microemulsión múltiple sin nifedipino

C

0 1 2

lo¢ 2(usl

igura . unciones 'stri ucion e os tiempos e re ajacion para as
microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96PG
/IPM en presencia y ausencia de nifedipino.

Las funciones de distribución de los tiempos de relajación para las
microemulsiones múltiples cargadas con nifedipino y sin nifedipino se caracterizan por
tener tres máximos (A, B y C). En cada función de distribución cada máximo indica la
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existencia una población con radios hidrodinámicos muy diferenciados al presentar
distintos.inversos del tiempo de relajación. ^. '

Las funciones de distribución de los tiempos de relajación para los sistemas
dispersos cargados con y sin nifedipino son muy similares: Los máximos A y B en
ambas funciones de distribucióm paza las microemulsiones múltipíes con y sin
nifedipino se superponen completamente, presentando valores de los inversos del
tiempo de relajación muy similazes entre sí..Mientras que, el máximo C de la función de
distribueión correspondiente a la múltiple microemulsión cargada con nifedipino es
ligeramente inferior a la de la miíltiple microemulsión sin nifedipino, presentando
pequeñas diferencias en los valores de los inversos de los tiempos de relajación que se
traducen en pequeñas diferencias en los radios hidrodinámicos medios obtenidos para
ambos sistemas dispersos.

Paza la microemulsión múltiple sin nifedipino los radios hidrodinámicos
obtenidos a.partir de los inversos del tiempo de relajación para los máximos A, B y C
son de 1,6±0,4, 14,2f4,6 y 135,9±12,5 nm y la contribución de cada máximo al total es
de 4,3, 11,5 y 84,2% respectivamente. EI radio hidrodinámico medio de gotícula
presenta un valor de 50,6±7,8 nm.

Para la microemulsión múltiple cargada con nifedipino los radios
hidrodinámicos obtenidos a partir del tiempo de relajación para los máximos A, B y C
son de 1,3±0,8, 13,9±6,4 y 145,7±15,3 nm y la contribución de cada máximo al total es
de 4,8, 9,2 y 85,9% respectivamente. El radio hidrodinámico medio de gotícula
determinado para este tipo de sistemas dispersos es de 53,6±6,8 nm. . , .

Por lo tanto, a la vista de los datos obtenidos y después de realizar un análisis
estadístico multifactorial (ANOVA) paza una P<0,05 y un intervalo de confianza del
95%, se puede concluir que, al incorporar nifedipino en la fase interna (mictoemulsión
primaria) y externa (IP1Vn no se observan diferencias estadísticamente significativas
entre los radios hidrodinámicos de las poblaciones, correspondientes a los máximos A,
B y C de las funciones de distribución, de ambos sistemas dispersos. Tampoco, se
observan diferencias significativas, al realizaz el mismo análisis estadístico, en el radio
hidrodinámico medio de las microemulsiones múltiples o/a/o con y sin nifedipino.

5.4. 6.4. Determinación del pH en las microemulsiones múltiples o/a/o

- Método:

La determinación del pH de este sistema disperso se lleva a cabo con un
pHmetro Crison micropH 2O02.. El.. número de determinaciones por muestra es de 4
(n=4).

- Resultados y comentarios:

EI valor medio. de pH obtenido en las deterrninaciones realizadas es . de
5,49±0,07, siendo muy similar este valor al obtenido para la microemulsión múltiple sin
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nifedipino (5,41±0,05).

5.4. 7.- Estabilidad de las microemulsiones múltiples o/a/o frente a la temperatura y la

humedad

Estos estudios de estabilidad tienen como finalidad la determinación de las
condiciones óptimas de conservación de estas microemulsiones múltiples de nifedipino.

- Método:

Se disponen muestras de las microemulsiones múltiples cargadas con nifedipino
en viales cerrados de vidrio protegidos de la luz. Las muestras se someten durante 6
meses a las siguientes condiciones:

- Temperatura 4°C y humedad relativa (HR) del 60%.
- Temperatura 25°C.
- Temperatura 30°C y humedad relativa (HR) del 60%.

- Temperatura 40°C y humedad relativa (HR) de175%.

Se toman muestras a tiempo 0 y a los 1, 3 y 6 meses, sobre las que se evalúan los

siguientes pazámetros.

1.- Estabilidad_químiça:

Se preparan soluciones metanólicas, con una concentración de 10 µg/ml, de las
muestras tomadas a los distintos tiempos, se filtran por 0,45 µm y se valoran respecto a

su contenido de nifedipino (n=3) por HPLC. El contenido en principio activo debe estar

comprendido entre 90-110%.

2.- Estabilidad fisiça:

a) Aspecto y propiedades organolépticas de las microemulsiones múltiples

o/a/o: se evalúan los cambios en el aspecto, color y olor de las muestras tomadas a los
distintos tiempos y se comparan con la muestra estudiada al comienzo del estudio. Las
muestras se consideran estables siempre que presentan aspecto, color y olor
característico.

b) pH.• se evalúan los cambios de pH de las microemulsiones múltiples o/a/o a
cada tiempo de estudio mediante el empleo de un pHmtero Crison micro pH 2O02.

c) Tamaño de gotícula de la fase interna (>^: se determina el tamaño de las
gotículas constituyentes de la fase interna de las muestras tomadas a distintos tiempos
mediante PCS, siguiendo la misma metodología que en secciones anteriores. Las
muestras se consideran estables siempre que el tamaño de gotícula sea inferior a 300
nm.

d) Comportamiento reológico y viscosidad.• se evalúa la reología y se determinan
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los valores de viscosidad de las muestras tomadas a los distintos tiempos, siguiendo la
misma metodología que en secciones anteriores. Los sistemas dispersos se consideran
estables siempre que presenten valores bajos que no afecten a su integridad fisica.

- Resultados y comentarios:

En las tablas 34 a 37 se resumen los resultados obtenidos en los estudios de
estabilidad realizados sobre las microemulsiones múltiples de nifedipino: ^

Parámetro analiZado Ti o meses

. 0 ^ . 1 3 .. 6

As ecto, color olor Conforme Conforme Conforme Conforme

Yalor de pH ^ ^ 6,49±0,07 6,56±0,01 6,53±0,05 6,47±0,11

Radio hidrodinámico ^ ^
53,48±8,31 46,53±12,.11 48,87±9,87 61,92±17,18

(nm)

Reología y viscosidad Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano

(D^s^cm"^) 0,389±0.025 0,401±0,023 0,472±0,034 0,443±O,OS 1
Conterrido en nifedipino

^^) 96,OSi-0,79 100,53±0,29 97,13-1-0,14 97,74±1,23

Tabla.34. Resultados del estudio. de estabilidad de las microemulszones múláples o/a/o
primaria (o/a)Brij®96/PG /IP^ a 4`^C y 60% HR. ., .

microemulsión

Pwámetro a^nalizado Tiem o meses

0 1 ^ 3 6

As ecto, color olor Conforme Conforme Conforme Conforme

Yalor de pH " 6,49±0,07 6,58±0,04 6,47±0,05 6,45±0,01

Radio hidrodinámico
^ . 53,48f8,31 64,03±13,9 56,52±9,79 42,34±14,71

(nm)

Reología y viscosidad Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano

(D-s-ĉm Z) ^ 0,389±0,025 0,410±0,011 0,425±0,029 0,393±0,062
Contenido en nifedipino ^ ^ '

^^) 96,05±0,79 96,50;±0,15 97,25±1,09 .98,81±0,89

Tabla 3S. Resultados del estudio de estabilidad de las microemulsiones múltiples o/a/o (microemulsión

primaria (o/a)Brij®96/PG/IP^Ij a 25°C
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Parámetro analizado Tie o meses

0 1 3 6

As ecto, color olor Conforme Conforme Conforme Conforme

Yalor de pH 6,49±0,07 6,50±0,04 6,39±0,02 6,18±0,03

Radio htdrodinámico
53,48±8,31 40,27±17,57 47,49±12,56 58,15±10,26

(nm) '

Reología y viscosidad Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano

(D•s•cm Z) 0,389±0,025 0,511±0,047 0,489±0,032 0,417±0,028
Contenido en nifedipino

^°^) 96,OSt0,79 97,43±0,36 99,86±0,19 92,34±0,67

Tabla 36^ Resultados del estudio de estabilidad de las microemulsiones múltiples o/a/o (microemulsián

primaria (o/a)/Brij®96/PG/IP^ a 30°Cy 60%HR.

Parámetro analizado Tiem o meses

0 1 3 6

As ecto, color olor Conforme Conforme Conforme Conforme

Yalor de pH
6,49±0,07 6,33±0,03 6,24±0,04 6,02±0,02

Radio hidrodinámico
53,48±8,31 69,03±17,76 65,58±10,79 65,58±10,79

(nm)

Reología y viscosidad Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano

(D^s•cm Z) 0,389±0,025 0,498±0 062 0,343±0,051 0,451±0,051
Contenido en nifedipino

^°^) 96,05±0,79 102,06±0,74 97,99±0,15 90,68±0,82

Tabla 37. Resultados del estudio de estabilidad de las microemulsiones múltiples o/a/o (microemulsión

primaria (o/a)/Brij®96/PG /IP11^ a 40°^C y 75% HR.

Los resultados obtenidos demuestran la gran estabilidad de las formulaciones
ensayadas, ya que todos los parámetros evaluados presentan valores dentro de los
límites establecidos para la formulación al final del estudio.

Según los resultados obtenidos se observa, durante el estudio de estabilidad,
leves anomalías con respecto a los valores de pH. A las condiciones de 30°C/60% HR y
40°C/75% de HR se producen ligeras modificaciones de este parámetro en los sistemas
dispersos a partir del tercer y primer mes de estudio, respectivamente. Por lo tanto, las
alteraciones en los valores de pH se producen de manera más prematura en las
condiciones más drásticas del estudio de estabilidad. Este fenómeno podría deberse a la
liberación de una mínima cantidad de ácidos grasos libres relacionado con algún
fenómeno de descomposición de los componentes oleosos de la formulación.
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Por otro lado se aprecia, que . para las condiciones más drásticas del estudio de
estabilidad, 30°C/60% HR y^40°C/75% de HR, se produce una ligera inestabilidád
química con pérdidas del principio activo comprendidas, aproxirnadamente, entre el 4 y
5%, respectivamente. Aunque en ambos casos el ĉontenido del principio activo se
encuentra déntro de los límites establecidos. ^

5.4.^- Estabilidad de las microemulsiones múltiples o/a/o frente a lo^s. ciclos de
congelación y descongelación

Se trata de un estudio de estabilidad muy característico de las microemulsiones
que, se realiza con el fin de evaluar la integridad fisica y química , de las
microemulsiones múltiples cargadas de nifedipino, constituidas por microemulsión
primaria (o/a)/ Brij® 96/PG/IPM, en las. condiciones de máximo estrés térmico.

- Método:

Para realizar el estudio se somete al sistema disperso objeto de estudio a ciclos
alternos, de 24 horas de congelación (-40°C), y descongelación (40°C) dwante 7 días.
Este ensayo se realiza por tripli ĉado (n=3). Se toman muestras inicialmente y a los 7
días sobre las que se evalúañ los siguientes parámetros:

1.- Estabilidad_químiça:

^ Se preparan soluciones metabólicas, con una concentración de 10 µg/ml, de las
muestras tomadas a los distintos tiempos, se filtran por 0,45 µm y valoran respecto a su
contenido de nifedipino (n=3) por HPLC. El contenido en principio activo debe estar
comprendido entre 90-110%.

2.- Estabilidad fisica:-----------------------------

Se evalúan los cambios en el tamaño de gotícula de la fase interna, reología y
viscosidad, aspecto (color, olor, transparencia .e isotropía óptica) y pH de las
mícroemulsiones múltiples de nifedipino, comparándolos con los resultados observados
en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo:

Las microemulsiones múltiples o/a/o se consideran estables siempre que
presenten un tamaño medio de gotíĉulas inferior a 300 nm, comportamiento reológico
newtoniano y baja viscosidad, yalores de pH simitare ŝ a los que presenta el sistema
disperso al inicio del estudio, color amarillo; ótor característico y aspecto transparente y
ópticamente isótropo.

- Resultados ,y comentarios:

Los resultados obtenidos en el estudió dé estabilidad de las microemulsiónes
múltiplés sometidas a ciclos de congelación y desĉongelación se reflejan en la tabla 38.
Como se púede observar, no e^sten modificaciones si^iificativas en los resultados de
los parámetros evaluados al finalizar el estudio. Por lo tanto, las, microemul ŝiones
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múltiples objeto de estudio se mantienen fisica y químicamente estables al finalizar los
ciclos de congelación y descongelación, confirmándose de esta manera la gran
estabilidad tanto del principio como de la formulación en situaciones extremas de estrés

térmico.

Parámetro analizado
Tiem o Radio

(días) Aspecto, color
valor de pH vtŝcos^dad Contenido en

micohidrodi
y color (D s cm Z) nifedipino (%)

m

^ )

Newtoniano
0 Cumple 5,53±0,04 96,OS±0,79 53,48±8,31

0,376±0,051

Newtoniano
^ Cumple 5,48±0,03 97,35±0,32 61,24±11,49

0,295±0,042
Tabla 38 Resultados del estucbo al test de centn;fugación de las microemulsiones múltiples o/a/o

(microemulsión primaria (o/a)Brij® 96/PG/IPM) de rrifeckpino a los cictos de congelación y

descongelación.

5.4.9.- Estabitidad de las microemulsiones múltiples o/a/o en el test de centrifugación

Este estudio tuvo como objeto la evaluación de la integridad fisica y química de
las múltiples microemulsiones de nifedipino cuando son expuestas a la acción de una
fuerza centrífuga.

- Método:

La microemulsiones múltiples o/a/o de nifedipino objeto de estudio se someten a
centrifugación durante 20 minutos a una velocidad de 9.000 g. Este ensayo se realiza
por triplicado (n=3). Se toman muestras al comienzo y al final del estudio sobre las que
se evalúan los siguientes parámetros:

1.- Estabilidad_químiça:

Se preparan soluciones metanólicas, con una concentración de 10 µg/ml, de las
muestras tomadas a los distintos tiempos, se filtran por 0,45 µm y valoran respecto a su
contenido de nifedipino (n=3) por HPLC. El contenido en principio activo debe estar

comprendido entre 90-110%.

2.- Estabilidad fisiça:

Se evalúan los cambios en el tamaño de gotícula de la fase interna, reología y
viscosidad, aspecto (color, olor, transparencia e isotropía óptica) y pH de las
microemulsiones múltiples de nifedipino, comparándolos con los resultados observados
en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo. Las microemulsiones se consideran
estables siempre que presenten un tamaño medio de gotículas inferior a 300 nm,
comportamiento reológico newtoniano y baja viscosidad, valores de pH similares a los
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que presenta el sistema disperso al inicio del estudio, color amarilló y olor
característico, así como un aspecto transparente y ópticamente isótropo.

- Resultados , cy omentarios:

Las muestras analizadas resultan ser fisica y químicamente estables al test de
centrifugación, no produciéndose modificaciones significativamente importantes en los
parámetros evaluados, tal y como se refleja en la tabla 39:

Parámetro analizado

^empo Reología y ^jp
Aspecto y

yalor de pH ^scosidad Contenido en
"

hidrodinámico
color . ^ s cm 2) nifedipino (/o) (^

nm

Newtoniano
Inicio Cumple 5,49±0;07 96,05±0,79 53,48±8,31

0,389±0.025

Finad Cumple 5.57±0,01
Newtoniano

96,37-±^0,23 49,97±7,03
. ^. 0,306±0:031.

Tabla 39. Resultados de! estudio al test de oentrifugación de las microemulsiones múl6ples o/a/o

(microemulsión primaria (o/a)Bri^^96/PG/IP^ de nifedipino.
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VI: ESTUDIOS DE ABSORCIÓN TRANSDÉRMICA DE NIFEDIPINO

El diseño y desarrollo galénico de nuevos sistemas de liberación de fármacos
con el fin de incrementar la eficacia de los mismos constituye un tema de actualidad en
la investigación farmacéutica, como lo demuestra el gran número de trabajos publicados
sobre este tema. En la última década, muchos de los trabajos basados en el desarrollo de
sistemas de liberación controlada se han enfocado en la formulación de
microemulsiones, que se caracterizan por ser sistemas isotrópicos transparentes o
ligeramente opalescentes con estabilidad infinita.

Por otra parte, las formas convencionales de nifedipino (comprimidos y
cápsulas) existentes en el mercado para su administración por vía oral y sublingual
requieren de la administración de al menos tres dosis al día, y en el caso de las formas
de liberación sostenida de dos dosis al día, debido al intenso efecto de primer paso que
sufre el nifedipino a nivel hepático y a su corta semivida plasmática. Además, es
frecuente la aparición de distintos efectos adversos entre los que se incluyen dolor de
cabeza, rubor, vértigos y edema en el tobillo asociados a niveles plasmáticos elevados
del fármaco. El incumplimiento posológico constituye otro de los inconvenientes de las
formas farmacéuticas convencionales de nifedipino debido a la larga duración de los
tratamientos para los que se encuentran indicadas (angina de pecho, hipertensión y otros
trastornos cardiovasculares).

Todos estos factores, junto con el hecho de que el nifedipino requiere de dosis
diarias bajas (20-60 mg), hacen posible que este principio activo pueda ser un candidato
idóneo para el desarrollo de un sistema transdérmico efectivo para su administración
durante un intervalo de tiempo comprendido entre 2 y 5 días. Este tipo de formulaciones
evita el intenso efecto de primer paso que sufre el fármaco a nivel hepático, mantiene
niveles plasmáticos uniformes, reduce los efectos adversos y facilita el cumplimiento
posológico.

El objetivo principal de este apartado es estudiar la liberación in vitro del
nifedipino a partir de las microemulsiones múltiples desarrolladas y seleccionadas en el
capítulo V de la presente memoria. Además, se evalúa el efecto de la incorporación del
principio activo en la fase externa, interna o en ambas de las microemulsiones múltiples
o/a/o, y la posible influencia de la composición del vehículo sobre los perfiles de cesión
del nifedipino a través de membranas artificiales y piel abdominal de rata.

Por último, para determinar la utilidad de estos sistemas dispersos se comparan
sus perfiles de difusión con los obtenidos a partir de microemulsiones o/a y a/o.

6^1.- Estudios de cesión in vitro de nifedipino a. través de membrana artificial de
PYDF desde microemulsiones múltt'ples ai/a/o constituidas por microemulsión
primaria at/a, Brij® 96, PEG 400 y IPM

Este estudio se realiza con el fin de determinar el perfil de cesión de la
microemulsión múh-iple o/a/o seleccionada (20% microemulsión primaria, 30% Brij®
96/ PEG 400 y IP1Vn, el efecto de la incorporación del principio activo en la fase interna
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y externa de -este sistema disperso sobré la ce ŝión del ^principió áctivó a^ trxvés de^ la^
membrana. artificial, y la posible influencia en la composición del vehículo en la
difusión del fármaco desde la propia formulación. ^ Las membranas artificiales se han
utilizado en numerosos trabajos en estudios de preforrnulación de numerosos fármácos;
y sirven para .. seleccionar de manera preliminar entre las distintas formulaciones
desarrolladas. ^Además, en .ñuestro estudio se determinan .una ^ serie de parámetros
(coeficiente de permeabilidad, flujo,^ cantidad cedida, etc.) con el fin^ de explicar y
evaluar la absor.eión del nifedipino a través.de la membrana artificial. ^^

6.1.1. - Preparación de las microemulsiones

En este .apartado se desarrollan ^ distintos tipos de microemulsiones múltiples
o/a/o (mic^oemulsión primaria o/a/ Brij® 96 , PEG 400 y IPM) ^ con variaĈiones en la
cantidad.de principio^activo incorporada y composición cuantitativa de los componentes
que la constituyen: . . - ^ . : ^ ^ . ^ ^

a) Microernulsiones múhiples o/alo con^ distintas cantidades de priñcipio activo ^
incorporadas en la fase externa:. ^ . ^ ^

b) Microemulsiones múltiples o/a/o con variaciones en la relacióri Brij® 96 /PEG
400.

c)^ Microemulsiones múltiples ó/a/a cori variáciones en el cóntenidó total Brij®
:96 /PEG 400. . . ^ ^ '. ^

d) Microemulŝiones múltiples o/a/o coñ variaciones en el contenido tótal de fase
interna. . . .. .

Otro putrto importante de este estudio es el desarrollo de microemulsiones o/a y
a!o con la misma composic'ión cuantitativ^. y cualitativa ' que una múltiple
microemulsión o/a/o; con él fin de comparar loŝ perfiles de difusión y déterminar las^
diferencias existernes entre estos sistemas dispersós: ' ' ^

- Método:

El desarrollo galénico las microemulsiones múltiples o/a/o formuladas en esta
sección, . así como la incórporación del principio áctivó eñ lá fase interna y externa se
describe detalladamente en el apartado 5.3 de la presente memoria. El superíndice "*"
utilizado en la notación de todas las microemulsiones múltiples indica la presencia de
nifedipino en la fase interna, earterna ó ambas de la microemulsión múltiple o/a/o. Todas
las microemulsiones múltiples o/a/ó presentan la mismá composición cualitativa^de fáse
interna (microemulsión-primaria o/a). - ' ° ^ ^ ^

La cantidad incorporada a la microemulsión primaria o/a se mantiene siempre
constante a una concentración de 18 rng ml"', pór lo que las variaciones del cantenido
del principio .activo dentro de las microemulsiones múltiples, sin tener en cuenta la
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concentración de nifedipino presente en la fase externa, dependerá de la cantidad (en
peso) de fase interna incorporada.

a) Para examinar el efecto de la incorporación de nifedipino en la fase externa de
la múltiple microemulsión o/a/o de nifedipino seleccionada (microemulsión primariá o/a/
Brij® 96/PEG 400/IPM; 20/30/50, p/p/p a una relación fija tensioactivo%tensioactivo 3:1
(p/p)) sobre su perfil de cesión, se procede a la incorporación de las siguientes cantidades
de nifedipino en la fase externa (1P1Vn: 0, 4 y 8 mg de nifedipino que corresponden
respectivamente a las concentraciones de 0, 0,8 y 1,6 mg•ml"1. ^

La concentración de nifedipino presente en la fase interna se mantuvo constante
a 18 mg•ml"1. Como formulación control se desarrolla la misma microemulsión múltiple
con la máxima concentración de nifedipino presente en la fase externa (1,6 mg^ml"').

b) En el desarrollo galénico de microemulsiones múltiples o/a/o en las que se
modifica la relación tensioactivo/cotensioactivo no es posible mantener la proporción de
los componentes que constituyen la microemulsión múltiple seleccionada. Para llevar a
cabo este estudio, se emplean microemulsiones múltiples constituidas por un 15% en
peso de microemulsión primaria o/a, 25% en peso de Brij® 96/PEG 400 y 60% en peso
de IPM con una relación tensioactivo/contensioactivo de 2:1 a 4:1.

La concentración de nifedipino incorporada en la fase interna y externa se
mantiene constante siendo de 18 mg•ml"1 y de 0,8 mg•ml'1, respectivamente.

c) En el desarrollo galénico de microemulsiones múltiples con variación en el
contenido total Brij® 96/PEG 400 a una proporción fija 3:1 (p/p) no es posible mantener
la proporción de fase interna de la múltiple microemulsión o/a!o seleccionada. Para
llevar a cabo este estudio, se seleccionan microemulsiones múltiples constituidas por un
10% en peso de fase irrterna y una proporción variable de Brij® 96/PEG 400 comprendida
entre 20 y 50% en peso.

La concentración de nifedipino incorporada en la fase interna y externa se
mantiene constatrte siendo de 18 mg•ml"1 y de 0,8 mg•ml"1, respectivamente.

d) En el desarrollo galénico de microemulsiones múltiples o/a/o con variación en
el contenido en fase interna, se ^ mantiene constante ^ la proporción
tensioactivo%tensioactivo (30%, en peso) a la misma relación (3:1) que la microemulsión
múltiple o/a/o seleccionada. EI contenido en fase interna incorporado en los sistemas
dispersos (microemulsión primaria o/a) está comprendido entre el 5 y 20% en peso.

La concentración de nifedipino incorporada en la fase externa se mantiene
constante a 0,8 mg•ml'1. La cantidad de principio activo presente en la fase interna
depende del porcentaje de ésta incorporado en la microemulsión múltiple, siendo la
concentración de nifedipino de 18 mg•ml"1.

En el estudio comparativo de microemulsiones múltiples o/a/o y microemulsiones
o/a y a/o se seleccionan sistemas dispersos con la siguiente composición: 10% fase interna
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(microemulsión primaria; IPM o agua), 30% Brij® 96/PEG 400 y 60% de fase éxterna
(IPM o agua). ^ ^

6.1.2. Determinación de^ los coeficientes de reparto

La determinación de los coeficientes de .reparto es de vital importancia ya que
permiten, por un lado, determinar si es posible: formular el nifedipino ^en sistemas
dispersos constituidos por una fase acuosa y otra oleosa y decidir en cual de eílas ^ irá
incorporado, y por otro lado, dar una explicación a los fenómenos de difusión del
principio activo desde cada. una de las formulaciones desarrolladas ^ ^^ ^

. Método:.

Se determinan .los siguientes coeficientes de reparto:

^ a) Coeficiente de reparto^actanol/tampón fosfato (pH=7,,_4) (P^y octanol/agua
destilada (P„^,^a : para la determinación del coeficiente de reparto del principio' activo
se sigue el método propuesto por Schmalfu^i y colŝ. ( 1997}. Se parte de una mezcla de
volúmenes iguales de octanol y faŝe acuosa (tampón fosfato USP 23 pH=7,4 ó^aĝi,ia)
que se somete a agitación en vórtex hasta alcanzar el equilibrio (saturación de ambas
fases). Posteriormente, se añade a la mezcla una eantidad conocida (25 mg) de prinĉipio
activo, y se somete todo el sistema a agitación en vórtex dwante 5 minutos a^ 2000
r.p.m.

Finalmente, se procede a la separación de ambas fases mediante centrifugación
de . la . mezĉla a 8000 g dwante 5 minutos, transcurridos los cuales se determina la
cantidad de nifedipino preserne en cada una de las fases, y se calculan los coeficientes
de reparto mediante la ecuación de Nernst: ,

P^ = ao^^aaq

donde a^ y ao,^ son las concentraciones de nifedipino en la fase^ acuosa y en la
fase orgánica, respectivamente.

b) Coeficientes de re,.parto IPM/tampón fosfato pH=7 ^4 (Pr^^v . IPM/agua
P U p; los coeficientes de reparto . IPM/tampón fosfato pH=7,4^.y II'M/agua se

determinan de forma similar a la descrita en el punto a) de este apartado. .^ ^- ^

c) Coeficientes de reparto del nifedipino en IPM/ag;ua en presencia
pronilenglicol cotensioactivo de microemulsión o/a^y distintas ca.ntidades de PEG 400
en función de la relación Brii 96/PEG 400 presente en l^s microemulsiones múítinles
o/a/o objeto de estudio: se.adicionan.distintos porcentajes de PEG 400 (8,33%, 6,25% y
5% v/v) correspondientes a la relación Brij 96/PEG 400..2:1^, 3:1 y 4:1 de la
microemulsión múltiple a 17,55 ml de la fase externa de la microemulsión múltiple
(IPM), y a 3,75. ml.de la mezcla IPM, propilenglicol y agua según las proporciónes de la
microemulsión primaria o/a^(15% IPM, 30% Brij® 96/propilenglicol y 55% IPM a una
proporción fija tensioactivo%otensioactivo 2:1 (p/p)).
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Con el fin de evaluar el efecto del PEG 400 en la partición del nifedipino en las
múltiples microemulsiones o/a/o, se procede conforme a lo comentado anteriormente
pero sin la adición de PEG 400 al sistema.

Una vez preparados todos los sistemas, se adiciona un exceso de fármaco y se
someten a agitación hasta alcanzar el equilibrio entre las dos fases. Después, todos las
muestras se centrifugan a 8000 g durante 5 minutos con el fin de separar ambas fases.
Se determina la concentración de nifedipino en las mismas y se calcula el coeficiente de
reparto. En todos los casos se mantiene la composición cuantitativa y cualitativa de las
formulaciones desarrolladas en el apartado 6.1.1.

d) Coeficientes de reparto de nifedipino en IPM/ag,ua en presencia de
propilenglicol (cotensioactivo de microemulsión o/a^.y distintas cantidades de PEG 400
en función del contenido total Brij 96/PEG 400. a una relación fija 3:1, presente en las
microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio: los ensayos se realizan a partir de
microemulsiones múltiples constituidas por un 10% en peso de fase interna
(microemulsión primaria o/a), y una proporción variable de Brij^ 96/PEG 400, a una
relación fija 3:1, cómprendido entre el 20 y e150% en peso.

Se adicionan distintos porcentajes de PEG 400 (5%, 7,5%, 10% y 12,5% v/v)
correspondientes al contenido total Brij® 96/PEG 400 del 20, 30, 40 y 50% en peso
presente en la microemulsión múltiple, a distintas cantidades de fase externa del sistema
disperso (IP1Vn, comprendidas entre 20,5-17,5 ml, y a 2,5 ml de la mezcla IPM,
propilenglicol y agua según las proporciones de la microemulsión primaria (15% IPM,
30% Brij® 96/propilenglicol y 55% IPM a una proporción fija
tensioactivo/cotensioactivo 2:1 (p/p)). Se mantiene en todos los casos, la composición
cuantitativa y cualitativa de las formulaciones desarrolladas en el apartado 6.1.1. La
determinación de los coeficientes de reparto del nifedipino se realiza según lo descrito
anteriormente.

e) Coeficientes de reparto de nifedipino en IPM/agua en presencia de PEG 400
^cotensioactivo múltiple microemulsión o/a/ol. y en función de la cantidad de fase
interna incorporada a la microemulsión múltiple o/a/o: los ensayos se realizan a partir
de microemulsiones múltiples constituidas por 30% Brij® 96/PEG 400 a una relación
fija (3:1 p/p), y una proporción variable de fase interna (microemulsión primaria o/a)
dentro del intervalo comprendido entre el 5 y el 20% en peso.

Se adicionan las siguientes cantidades de fase interna (microemulsión primaria
o/a sin tensioactivo): 1,25, 2,5, 3,75 y 5 ml a 1,67 ml de PEG 400 a distintas cantidades
de fase externa de la microemulsión múltiple (IPM): 19,3, 17,5, 16,1 y 14,6 ml. Se
mantienen, en todos los casos la composición cuantitativa y cualitativa de las
formulaciones desarrolladas en el apartado 6.1.1. La determinación de los coeficientes
de reparto del nifedipino se realiza según lo descrito anteriormente. '

- Resultados y comentarios:

La tabla 40 muestra los coeficientes de reparto del principio activo en distintos
sistemas:
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Composicidn cualitativa . . Coeficientes de pm^tición (P)
^ n 3

OCtanol/[ampón fOSfato (0,2 M pH=7,4) Po^,^óar^,^= 413,78±3,81 •
OctanoUagua Po^^ 315,72±3,4b
IPMftampón fosfato (0,2 M pH=7,4) . . PIPM=- 37,38±2,06 •
^M^a^ ' . ^ PIPM/agoi 52;41t1,97
1PM/agua/propilenglicol , P^ =4;33t0,69
IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (8,33% vW) . P2:t Bri;® ^rnEGaoo =•0,99 ±0,06 .
TPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (b,2^% V/V) . P 3:1 Brq® 961PEG400 ' 2,92±0,33 .
IPM/aguafpropilenglicoVPEG 400 (5% v/v) , P 4, Bm® ^Gaoo = 4,14f0,29
IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (5% v/v) P ^ B,;^® ^G^ = 1,59 ±0,3b
IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (7,5% v/v) . P^$,^ ^G^ = 0,84t0,12
IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (10% v/v) , P^, Bm® ^Gaoo = 0,41±0,11
IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (12,5% vb) ^. P^,, Bti;^, ^G,,oo = 0,26fU,07
IPMlagua./propilenglicól:(S%v/v fase irrterna)/PEG 400 pS,^ f^;^= 0;16t0,02
IPM/agua/propilenglicol (10%v/v fase intema)/PEG 400 P,^,^f^;^,= 0,80±0,31 .
IPM/agua/Propilenglicol (15% v/v fase intema)/PEG 4Ó0 P ts^s f^ ^s= 2,17f1,02
IPM/agua/propilenglicol (20% v/v fase imema)/PEG.400 p^^;^, = 3,24±1 33 •

Tabla 40. Coeftczentes de reparto de nifedipino en los sistemas óctanol/agua, ^ctanolUtampón fosfato
pH=7,4, IPM/agua, IPM/ tampón fosfato pH=7,4 y IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (según la
relación y conterrido total tensioactivo%otensioáctivó; y la propórción de fase inter►ra de las
microemulsiones múltiples o/a/o). . . . .

El nifedipino. es una molécula que no se encuentra en estado ionizado a pH
fisiológico. La solubilidad en agua del nifedipino es de 2,4 mg•1-' y su solubilidad en
octanol es de 7,3 mg•ml'1. Los coeficientes de reparto en octanol/agua y octanoUtampón
fosfato (0,2. M pH=,7,4) determinados (Tabla 40) presentan valores de log P de 2,50 y
2,62; respectivamente. Estos valores están en concordancia con los obtenidos por otros
autores en otros trabajos.experimentales (McDaid y Deasy, 1996). . .

Existe un valor óptimo de log P para la mayoría de los compuestos que
particionan a través de membranas lipófilas. Así, se ha comprobado que compuestos con
valores bajos de log P nó atraviesan el estrato córneo, mientras que áquellos con altos
valores de log P se mantienen disueltos. en el estrato córneo...I;o ŝ valores de log P
obtenidos para el nifedipino, permiten concluir que .es. una molécula idónea para su
absorción efeçtiva a través de.la piel. Estos valores son del mismo orden que loŝ que
presentan otras moléculas como el trinitrato de glicerilo (2,05), clordiazepóxido (2,50) y
el timolol (1,91). Estos principios activos se absorben a través de la piel alcanzando la
circulación sistémica en una extensión y una magnitud adecuada para conseguir un
efecto terapéutico. _ • .

Los vaíores altos de los coeficientes de reparto de nifedipino determinadoŝ en
IPM/agua y IPM/ tampón fosfato pH=7,4, demuestran la lipofilia del nifedipino.
Además, permiten suponer que se incorpora en .la fase interna de la microemulsión
primaria o/a y que particiona posteriormente hacia la fase externa de las
microemulsiones múltiples o/a/o. .

Como se puede. observar en la tabla 40, a medida que aumenta la relación
tensioaetivo%otensioactivo y el porcentaje de fase intema incrementa la partición del
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principio activo hacia el IPM. En el primer caso, este efecto se puede explicar por la
reducción en la incorporación de PEG 400 presente en las formulaciones y en el
segundo caso, por una dilución de la concentración de PEG 400, ya que la fase interna
(microemulsión primaria o/a} presenta como componente mayoritario agua. EI PEG 400
es el responsable de facilitar la partición del principio activo hacia la fase acuosa debido
a la elevada solubilidad que presenta en este solvente. Por el contrario, al aumentar el
contenido total Brij^ 96/PEG 400 incrementa la partición de principio activo hacia la
fase acuosa, disminuyendo, por lo tanto, el coeficiente de reparto. Este efecto se debe a
un aumento del porcentaje incorporado de PEG 4U0 al incrementar el contenido total
tensioactivo/cotensíoactivo.

6.1.3.- Estudios de cesión in vitro

- Método: los estudios de absorción in vitro a través de membranas artificiales
se realizan con las microemulsiones múltiples o/a/o desarrolladas en el apartado 6.1.1.
En estos estudios se evalúa la influencia de distintos parámetros sobre la absorción de
nifedipino:

a} Influencia de la incorporación de distintas cantidades de nifedipino en la fase
externa.

b) Influencia de la relación Brij^ 96lPEG 400 de las microemulsiones múltiples
o%a%o.

c) Influencia del contenido total Brij® 961PEG 400 de las microemulsiones
múltiples o/a/o. ^ ^

d} Influencia del contenido total de fase interna de las microemulsiones
múltiples o/a/o.

- Celda de difusión: Ios estudios de cesión 'de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio, se reali^an en una celda de difusión
de Franz constituida por un compartimento donador y un compartimento receptor, con
un área total disponible para la difusión de 2,06 cma. EI volúmen total del
compartimento receptor es de 12,5 ml y el fluido ieceptor está constituido por una
mezcla tampón fosfato (U,2 M, pH=6,0}/propilenglicol (70/30; v/v) a pH 7,4, con el fin
de mantener condiciones sink (Ruan y cols, 1992; Megrab y cols, 1995}.

El compartimento receptor se agita a 300 r.p.m y se encuentra termostatizado
mediante el paso de agua a través de una doble camisa a 37°C durante todo el
experimento. EI compartimento donador se sella con parafilm para evitar posibles
fenómenos de evaporación, e imitar de esta manera las condiciones in vivo.

Para la realización del experimento se emplea una membrana artificial lipófila de
PVI3F (difluoropolivinilideno} con un tamaño de poro de 0,2 µm y 0,02 mm de espesor
(Shan-Yang, 1996). Antes de iniciar el experimento la membrana se humecta,
sumergiéndola en el medio receptor durante 1 hora, y posteriormente se elimina el
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exceso de líquido situándola entre^ dos hojas de papel secante, para facilitar el equilibrio
de todo el sistema. ^ - . ^ ^ ^ ^ . - ^ ^ ^

^ -. .Muestreo ;v valoracián del ni^ipino: Se. toman^ 0,75 ml de muestra del
compartimento receptor a la l, 2; 4, 6, 8, 24; 30 y 48 ^horas y se reemplaza c,on el mismo
volumen de fluido receptor (tampón fosfato (0,2 11^ ^pH=6,0)/propilenglicol (70/30;
v/v)). La cesión del nifedipino desde las formulaciones objeto de estudio a trayés de la
membrana attificial. se' evalúa .durante 48 horas y la concentración. del fármaco en las
muestras .tomadas a distintos tiempos se determina por espectrofotometría LJV/Visible a.
la 7^= 237,5, utilizando como blanco el medio receptor. ^^

Todo el sistema se protege de la luz durante el tiempo que dura el ensayo, así
como en la lectura de las muestras con el fin de evitaz la degrada ĉión del principio
activo. Los ensayos se realizan por cuadruplicado (n=4).

- Tratamiento de datos: los valores del flujo ^(µg/cmZ/h) en cada intervalo de
tiempo de toma de ^ muestra se calculan a. partir de la siguiente ecuación .(Mahjour y

cols., 1990): ^ ^

J_CXY,

txA
donde: ^

.. - J (µg/cm2/h) es el flujo. ,
- C(µg/ml) es la concentración del fármaco en el compartimento receptor
a cada intervalo de tiempo de toma de muestra.

.. . - Y, (ml) es el volumen del compartimento receptor. ^,
- t(h) es el intervalo de tiempo a la que se toma la muestra. .
- A(cm2) es el área de superficie de la membrana artificial disponible

^ . . paza la difusión. - , .

, En todas .las formulaciones, :el flujo . medio . en el estado estacionario. (J,,,) se
determina haciendo la media de todos los valores de.flujo calculados en cada intervalo.
de . tiempo de muestreo, a partir de la porción lineal del perfil de cesión obtenido al
representaz la cantidad de^ nifedipino .absorbida por unidad de ..superficie frente al
tiempo. . ^ ^ ^

^, EI coefiĉiente de permeabilidad (K^ al final del .estudio se calcula mediante la

siguiente ecuación (Santoyo y cols, 199.6; Gao y Singh,.1998): .

^donde:

- Kp (cm•h'') es el coeficiente de permeabilidad.
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= Jm (µg/cma/h) flujo medio en el estado estacionario.
- Cd (µg) concentración de nifedipino en el compartimento donador.

EI tiempo de latencia (t^j se determina por extrapolación al eje x de la porción
lineal de los perfiles obtenidos al representar gráficamente la cantidad de nifedipino
absorbida por unidad de superficie frente al tiempo. En el caso de las formulaciones
cuya fase externa contiene nifedipino, la determinación del tl se calcula por
extrapolación al eje x de la porción lineal obtenida en el perfil de cesión durante la
primera hora de ensayo.

- Análisis estadístico: el análisis estadístico de los resultados experimentales se
realiza mediante un análisis de varianza (ANaVA), para determinar la influencia de las
distintas microemulsiones múltiples desarrolladas sobre el porcentaje cedido de
nifedipino.

- Resultados y comentarios: La cesión de nifedipino desde las microemulsiones
múltiples o/a/o se rige principalmente por la transferencia del fármaco desde la fase
dispersa a la fase continua, y por la difusión del fármaco a través de la membrana desde
la fase continua al medio receptor (condiciones sink).

La difusión de nifedipino desde la fase interna a la externa en las microemuisiones
múltiples o/a/o se encuentra influenciada por tres mecanismos posibles:

-1) La formación "in situ" de micelas inversas en las fases oleosas que
constituyen el sistema disperso objeto de estudio. La validez de este mecanismo
depende de la naturaleza del tensioactivo que forma la micela.

Se ha demostrado que las micelas inversas se forman en la fase oleosa de
sistemas dispersos estabilizados por tensioactivos monoméricos, como es el caso del
Brij® 96 (Sela y cols., 1995). En este ca.so, el transporte de nifedipino a través de
micelas inversas sería uno de los posibles mecanismos que facilitaría la migración del
fármaco desde la fase interna oleosa a la fase externa oleosa.

-^) La presencia de los cotensioactivos (propilenglicol y PEG 46(i) que forman
parte de las microemulsiones desempeñan un papel impor[ante en la cesión del
nifedipino desde Ia microemulsión múltiple o/a/o. Estos solventes facilitan la partición
del principio activo desde las distintas fases que constituyen el sistema disperso debido
a la alta solubilidad que presenta eI nifedipino en los mismos.

- 3) La fuerza conductora que ejerce la fase externa oleosa (IPM) sobre el
nifedipino (molécula de marcado carácter lipófilo) localizado en la fase interna oleosa,
facilita la partición del principio activo desde la fase oleosa a la acuosa de la
microemulsión primaria y posteriormente, hacia la fase dispersa de la microemulsión
múltiple o/a/o. . . .

Las diferencias encontradas en las cinéticas de cesión del principio activo desde
microemulsiones múltiples o/a/o, con distinta composición cualitativa de los componentes
que permiten Ia formación de las formulaciones, se pueden atribuir a Ios coeficientes de
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reparto de nifedipino entre la.fase acuosa y.la fase oleosa. Nq es posible^, determinar el
coeficiente de reparto^ .real . del principio . aetivo entre l^s . fa.ses oleosás y la fase acuosa
de la microemulsiones múltiple debido a la alta estabilidad de estos sistemas dispersos.
Por lo tarrto, se determinan. los coeficientes de reparto del nifedipino entre la fase acuosa
y las fases oleosas en presencia de ; los cotensioactivos :que constituyen la formulación.
(propilenglicol y PEG 400): Estos coeficientes de : reparto se utilizan como una
apro^imación de la partición del principio activo, dentro: de la microemulsión múltiple.

a) Influencia de la concentración de nifedipino incorporado en la fase externa
sobre la cesión in vitro del principio activo desde rrricroemulsiones múltiples o/a/o.

La figura 93 representa la cantidad :cedida acumulada de pifedipino .eñ función
del . tiempo, desde diferentes microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por
microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG 400/IPM en proporciones 20/30/50 (p/p/p}
con una relación fija Brij® 96/PEG 400 3:1. En todas las formulaciones se mantiene
constante 'la cantidad de principio activo incorporado en la fase interna ya que el
porcentaje de esta 'es el mismo en^ las microemulsiones múltiples (20 % de fase interna
con una concentracíón de nifedipino de 1S'mg•ml"1),^mientras que varía la concentración
de nifedipino incorporado en la fase externa. :
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nifedipinó en la fase externa. ^ ^ ^ • ' ' ^ ^ ^ ^
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Se estudia la incorporación de distintas concentraciones de nifedipino en la fase
continua de las microemulsiones múltiples o/a/o con el fin de evaluar el efecto que
ejerce el aumento de dicha concentración sobre los perfiles de cesión.

La incorporación de nifedipino en la fase continua (0,8 y 1,6 mg•ml"^ de
nifedipino) de las microemulsiones múltiples o*/a/o* favorece la cesión de nifedipino a
través de la membrana artificial durante las dos primeras horas de ensayo. La cantidad
cedida de nifedipino desde los sistemas dispersos, con 0,8 y 1,6 mg•ml"1 de nifedipino
en la fase continua, es del orden de 2,5 y 3,0 veces superior, respectivamente, a la hora
de ensayo y 1,8 y 2,1 veces superior, respectivamente, a las dos horas^ de ensayo
respecto a la microemulsión múltiple o*/a/o. Este hecho se debe en el caso de las
microemulsiones múltiples o*/a/o* a la rápida difusividad del principio activo,
localizado en la fase externa, a través de la membrana hacia el compartimento receptor.
Por el contrario, en la microemulsión múltiple o*/a/o el nifedipino tiene que difundir,
durante las primeras horas de ensayo, desde la fase interna a la eacterna del sistema
disperso.

A partir de las dos horas hasta la finalización del ensayo existe un aumento de la
cesión de nifedipino desde microemulsiones múltiples o*/alo, en cuanto a velocidad y
magnitud, respecto a los sistemas o*/a/o*. A las 24 horas las cantidades cedidas
acumuladas de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o*/a/o, o*/a/o*^o,s ^ ae
,^^;^moi^) y o*/a/o* ^1,6 ^ ae nifedipinor^) son 772,5, 681,6 y 532,2 µg•cm 2,
respectivamente. Mientras que, a las 48 horas de ensayo las cantidades cedidas de
nifedipino desde las microemulsiones múltiples o*/a/o, o*/a/o*^o,s mg ae nifeaipino 3^) y
o*/a/o* ^^,6 ^ ae n;fe^ipmoi^) son 1380,7, 1274,9 y 1167,3 µg•cm ?, respectivamente.

La mayor cesión de nifedipino desde microemulsiones múltiples o*/a/o se debe
a que la fase externa se encuentra totalmente disponible para la solubilización del
nifedipino, facilitando la partición hacia la fase continua e incrementando la fuerza de
conducción del nifedipino localizado en la fase interna. Todo esto se traduce en una
mayor difusión del principio activo a través de la membrana. Lo comentado
anteriormente se puede aplicar a las microemulsiones múltiples o*/a/o*^1,6 ^ ae
n;r^;p^,o^^) y o*/a/o*^o,s ^ ae n;fea;pino^^) para explicar la mayor cesión de principio activo
desde aquellos sistemas con mayor disponibilidad de fase externa para la partición del
fármaco.

Con el fin de evaluar el efecto reservorio de las microemulsiones múltiples
desarrolladas, se estudia la cesión de nifedipino durante las 48 horas que dura el
ensayo, y se compara con la cesión de nifedipino desde una formulación control
(múltiple microemulsión o/a/o* ^1,ómgdenife^tipino/ml))^

Como se puede observar en la figura 93, en las microemulsiones múltiples
o*/a/o y o*/a/o* los perfiles de cesión de nifedipino se pueden ajustar a cinéticas de
orden cero mientras que, la cesión de nifedipino desde la formulación control se ajusta
a una cinética de orden uno.

El distinto comportamiento en la cesión desde los sistemas dispersos o*/a/o y
o*/a/o* respecto a la formulación control se debe, por un lado, a que la fase externa
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oleosa de la microemulsión múltiple ^ ayuda a la partición del nifedipino desde la fase
interna a la externa y por otro lado, al efecto reservorio del principio activo localizado
en la fase interna oleosa que permite un .gradiente. de concentración positivo hacia la .
fase externa y de aquí al compartimento receptor.

.En la tabla 42 se recogen los porcentajes de nifedipino cedidos a las 24 y 48
horas desde las distintas formulaciones: ^ ^^.

F Í ió ^ '^h^ ^^ % Dosisormu ac n
l h ^ 24h 48h

o/a/o* (Control) 11;34 ±1;16 48;08±3,71 62,66 t4,23
o*/a/o ^ " ^ 0,63 f0,09 42,20f2,98 ^ ^ 73;45 ±4,17
O*/LI^O *^0,8 mg de itifedipi^tohnl) 2,54 ±0,29 ^3'8,32 ±2,22 66,07 ±3,12
o*/a/o*^1,ómgdenifedipinolml 2,08 f0,18 24,91 ±1,93 54,64^,86
Tabla 4^ Porĉentajes de nijedipino cedidos desde las microemulstiones múltiples o/a/o a distintos
tiempos en función de la cantidad de nifeclipino incorporado en !a fase interna y externcx

Los^ mayores porcentajes de nifedipinó ^edidós, en cuantó a mágciitud; dwante
la primera hora de ensayó a través^ de la mémbrana de PVDF corréspoñden a' las
microemúlsiones múltiples con principió áctivo incorporado eri la fase eutérna: Sin
embargo, la formulación control es la que cede mayor pórcentaje de la dosis iñicial, ya
que la difusión del principió activo loĉalizado en la fase externa no se encuentra
reguladó^pór la ĉantidad de nifedipino que difuiide^desde la fase intérna á Ia externa. Al
realizar un análisis estadístico dé varianza (ANOVA) para usi intervalo de confianza dél
95% no se observan diferencias estadísticamenté signifi ĉativas entre los sistemas
dispersos o*/a/o*^o,amga°^e^av^) Y o*/a/o*^^,6n,ga^Q,fe^m^^>.

A las 24 horas, el mayor pórcéntaje: ĉédido de nifedipino corréspoñde a la'
formulacióri contTOl. ^ El^ porcentaje óedido de iiifedipino' desde las miĉroemulsioñeŝ
múltiples o*/a/o; o*/a/o*^o,s mg a^ ^^a;^moi^u) y ó*/a/o*^1;6 n;g ^ Q;r^;^;^^,;^) esta compreqdido
entre el 29,9^y el 42,2%: ^Al realizar un e ŝtudio éstadístico (ANOVA) no se observán
diferencias estádísticaménte significativaŝ entre los porcentájes ^ cedidos desde los
sistemas dispersos o*/a/ó*^ó,ŝ mgae;,ifed;pináml) y o*/a/O*^1,ómgdeAife^pmo/,nl).

A las 48 horas de ensayo, el mayor porcentaje cedido corresponde al sistema
disperso o*!a/o. El porcentaje de la dosis administrada que se cede desde las
microemulsiones múltiples ó*/a/ó, o*/a/o*^o,g ^^,,;f^md^) y o*/a/o*^1,6 a,g ae ^^md^)
esta comprendido entre e154,6 y e173;4%. 'A1 realiiaz un ANOVA paza un intervalo^de
confianza dél 95% no se aprecian diferencias estadísticámente significativas entre el
porcentaje cedido de nifedipino desde los sistemas dispersos o*/a/ó y o*/a/o*^ó,8 ^ a^
^^m^^^.

Como se púedé apreciar en los resultados obtenidos á las 24 y 48 'horas, aquellos
sistemaŝ dispersos con menor saturación^ de nifedipiño en la ^fase externa ejercen una
mayor conducción sobre el principio activo Iocalizado en la ^fasé inte^na. De esta
manera, se genera un gradiente de concentración positivo que se traduce en un
incremento del porcéntaje cedido de nifedipino ^ '
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La tabla 43 muestra los coeficientes de permeabilidad y los tiempos de latencia
de las microemulsiones múltiples o/a/o objeto.

M'uroemulsión múl • le %•IOr cm•h" tt oras
o/a/o* (Control) 10,7t0,295 0,008 ±0,001
o*/a/o 6,84±0,043 0,382 ±0,012
O*/a/O*(o,smgdenifedipino/ml) S,83f0,039 0,048 t0,003
o*/a/O*(1 ,ómgdenifedipino/ml) 3,85±0,022 0,036±0,005

Tabla 43. Coefrcientes de permeabilidad (Kl,) y tiempos de latencia (t^ de las microemulsiones
múltrples o/a/o (microemulsión primaria o/aBrij® 96/PEG 400/IPM,• 20/30/S0; p/p/p) en
función de la concentracián de nifedipino presente en lafase interna y externa.

Los coeficientes de permeabilidad se calculan en el estado estacionazio de los
perfiles de cesión de cada formulación, considerando la concentración total de fármaco
presente en las mismas. Es interesante destacar que los Kp obtenidos desde las
microemulsiones múltiples o*/a/o, O*/á/O*(o,s mg de nifedipino/ml) y o*/a/o*(1,6 mg de nifedipino/ml)
están relacionados con la fuerza de conducción que ejerce la fase externa sobre el
nifedipino localizado en la fase interna. Por lo tanto, está fuerza de conducción es
mayor en aquellas microemulsiones múltiples con menor saturación de nifedipino en la
fase continua dando lugar a un mayor Kp.

La formulación control presenta un valor más alto de Kp debido a que todo el
nifedipino localizado en la fase externa está disponible paza la absorción, y dicha cesión
no está regulada por la presencia de principio activo localizado en la fase interna.

La incorporación de nifedipino en la fase externa de las microemulsiones
múltiples disminuye considerablemente el tiempo necesario paza que el principio activo
atraviese la membrana lipófila y alcance el compartimento receptor. En este tipo de
formulaciones, el nifedipino no tiene que difundir desde la fase dispersa a la fase
continua paza que se produzca la absorción. En la formulación control, el tiempo de
latencia es muy pequeño debido a la rápida cesión del principio activo incorporado en
la fase externa que, como se ha comentado anteriormente, no se encuentra regulada por
la presencia de nifedipino en la fase interna.

La figura 94 representa los flujos de nifedipino desde las microemulsiones
múltiples. Como se puede observaz, durante la primera hora de ensayo se produce un
incremento del flujo en todas las formulaciones. Los mayores valores de flujo se
obtienen desde los sistemas dispersos o/a/o* (49,9 µg/cm2/h) y o*/a/o*(o,e ,^ de
nifedipino/ml) (25,3 µ^^In2^) .

Posteriormente, en todas las microemulsiones múltiples se produce una
disminución del flujo. En el caso de la formulación control, el flujo disminuye hasta la
finalización del ensayo (5,1 µg/cm2/h) debido a que la dosis incorporada es muy
pequeña y no se alcanza el estado estacionazio. En las microemulsiones múltiples
o*/a/o y o*/a/o*(o,s ^ de n,fea^inor^) se produce una disminución de este pazámetro hasta
las Z horas de ensayo con valores de flujo de 6,5 y 1,5 µg/cm2/h, respectivamente. En el
caso del sistema disperso o*/a/o*(1,6,^aen;fea;p;no,a,<) el flujo disminuye hasta las 6 horas
de ensayo alcanzando valores de 13,8 µg/cm2/h.
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Figura 94. Flujos de nijedip^no a través de la membrana PVDF desde las microemulsione.r múltiples

o*/a/o,o*/a/o*^o,s„^a^n;r^a^^,,,ih o*laJo*c^,b,,,^^,,;^^;^,^)Yo/a/o*enfuncióndeltiempo.

En la microemulsión múltiple o*/a/o el flujo aumenta progresivamente desde
las 4 hasta las 30 horas de ensayo (32,8 µg/cm2/h), disminuyendo ligeramente a las 48
horas hasta un valor de 28,8 µg/cm2/h.

En la microemulsión múltiple o*/a/o*^o,s mg ae nifeai^in^m^^, el flujo aumenta
progresivamente desde las 4 hasta las 30 horas de ensayo (30,6 µg/cm^/h), aunque de
manera menos acusada que en los sistemas dispersos o*/alo. A las 48 horas de ensayo,
este parámetro disminuye ligeramente hasta valores de 27,6 µg/cmz/h.

Por último, en la microemulsión múltiple o*/a/o*^,,6 mg de nifeaipino^mi> el flujo
aumenta desde las 8 hasta las 30 horas de ensayo alcanzando un valor máximo de 25,1
µg/cmZ/h. Posteriormente, el flujo disminuye ligeramente a las 48 horas de ensayo
(24,3 µg/cm2/h).

Los flujos en el estado estacionario para las microemulsiones múltiples o*/a/o,

o*/a/o*^o,8 mg de nifedipino/mlh O*Ia/O*(1,6 mg de nifedip;no^mlr y o/a/o* son de 24,6, 23,2, 16,9 y

8,5 µg/cm^/h.

b) Influencia de la relación Brij® 96/PEG 400 sobre la cesión de nifedipino
desde microemulsiones múltiples o/a/o en estudios de absorción in vitro.

La figura 95 muestra la cantidad cedida acumulada de nifedipino desde
diferentes microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por microemulsión primaria
(o/a)Brij® 96/PEG 400/IPM; 15/25/60, p/p/p) con variación en la relación Brij 96/PEG
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400 dentro del intervalo comprendido entre 2:1 y 4:1. Como formulación control se
desanolla la misma microemulsión múltiple en ausencia de cotensioactivo (PEG 400).

igura . er es e cesion in vitro e ni e^pino e e microemu srones mu tip es o 0
(microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG 400/IPM IS/25/60, p/p/p,) con 18 mg-mtl de nrjedipino en

fase interna y 0,8 mg-mt^ de nifediplno en jase ezterna en función de la relación Brij`^ 96/PFG 400.

La concentración de nifedipino preserne en la fase interna (18 mg•ml"1) y externa
(0,8 mg•ml"') se mantiene constante en todas las formulaciones. Todas las
microemulsiones múltiples presentan el mismo porcentaje de fase interna y externa, por
tanto, las cantidades de nifedipino presentes en ambas fases son las mismas.

En este ensayo se evalúa la influencia que ejerce la relación Brij® 96/PEG 400
dentro del intervalo 2:1 y 4:1 sobre la cesión de nifedipino desde microemulsiones
múltiples constituidas por 15% en peso de microemulsión primaria (fase interna), 25%
en peso de Brij® 96/PEG 400 y 60% en peso de IPM.

Como se puede observar en la figura 95, al aumentar la relación Brij® 96/PEG
400 se incrementa la cantidad de nifedipino que se absorbe a través de la membrana
artificial lipófila. Este efecto se observa desde las primeras horas de ensayo, aunque de
forma más significativa a medida que transcurre el mismo. Los perfiles de cesión del
principio activo que se obtienen desde las microemulsiones múltiples o/a/o se pueden
ajustaz a cinéticas de orden cero.
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En la tabla 44 se muestran los coeficientes de permeabilidad (Kp) de nifedipino
desde ^las microemulsiones múltiples..

Microemulŝión múl '!e ^ K•1Or c^n•h" IP "
Control (sin PEG 400) 3,51 ±0,017 1
Brij° 96/PEG 400 2:1 4,85 ±0,031 1,38

Brij® 96/PEG 400 3:1 5,61 ±0,049 1,59

Bri'° 96/PEG 400 4:1 6,21 ±0,052 1,76
Tabla 44. Coefrcientes de permeabilidad (K^ e incrementos de permeabilidad (IP) de

nifedipino desde las microemulsiones múltiples o/a/o (microemulsión primaria o/a/Brij®
96/PEG 400/IPM,• I S/25/6D; p/p/p) en función de la relación tensioactivo%tensioactivo.

^ Los valores de KP se calculan a partŭ del flujo obtenido en el estado
estacionario, teniendo en cuenta la concentración total de nifedipino presente en los
sistemas dispersos (3,2 mg•ml"1). Con el fin de normalizar los datos de permeabilidad
para cada microemulsión múltiple con respecto a la formulación control se calcula el
incremento de la permeabilidad (IP) según la siguiente ecuación (Moreno y cols., 2000):

IP = Kpari^96 i PECaoo

^pconfio^

De los datos obtenidos se puede concluir que al aumentar la relación Brij®
96/PEG 400 en las microemulsiones múltiples, incrementa la permeabilidad de nifedipino
a través de la membrana artificial lipofilica. El mayor Kp corresponde a la microemulsión
múltiple con una relación tensioactivo/cotensioactivo 4:1 que da lugar a un aumento de
la permeabilidad de í;76 veces superior respecto a la formulación control. •

Como se puede observar en la figura 96, los Kp de nifedipino obtenidos desde
las microemulsiones múltiples objeto de estudio, presentan una buena linealidad
respecto a los coeficientes de reparto calculados para cada sistema disperso en función
de la relación Brij® 96lPEG 400.

0

0,8 0,6 0,4 0,2 0 -0,2

^^'b prelación BriJ 96/PEG 4^

1gJ/Ta gal'ltmOS OS COe cientes permea i i a a trav S a

membrana artificial lipófila desde microemulsiones múltiples o/a/o con variación

en la relación Brij® 96/PEG 400 frente a los logaritmos de sus respectivos

coefrcientes de reparto.
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De esta figura se deduce que a medida que aumenta el coeficiente de reparto lo
hace la constante de permeabilidad. Por lo tanto, debido a la relación lineal existente
entre los Kp y los coeficientes de reparto, las diferencias que existen en las cantidades
cedidas de nifedipino desde las distintas microemulsiones múltiples se podrían explicar
mediante los coeficientes de reparto del principio activo entre las fases oleosas y la fase
acuosa que constituyen los sistemas estudiados.

Los valores de los coeficientes de reparto del nifedipino entre IPM y agua en
presencia de PG y PEG 400 según la relación Brij® 96/PEG 400, sugieren que el
efecto observado sobre la cesión del nifedipino desde los sistemas dispersos a través
de la membrana artificial puede deberse al PEG 400. Esta suposición está reforzada
por los resultados de solubilidad del nifedipino en PEG 400 y en sistemas constituidos
por Brij® 96/PEG 400 expuestos en el apartado 4.3.6. Así, cuanto menor es la relación
tensioactico/cotensioactivo la partición del nifedipino desde la fase oleosa a la fase
acuosa de la microemulsión primaria se ve favorecida por la presencia de una mayor
cantidad de PEG 400 en la formulación. Por este mismo motivo, se verá dificultada la
posterior partición del nifedipino desde la fase acuosa la fase externa oleosa de la
microemulsión múltiple.

No obstante, es interesante destacar que el PEG 400 desempeña un papel
fundamental en la partición del nifedipino desde la fase interna oleosa (microemulsión
primaria o/a) a la fase externa oleosa para su posterior difusión a través de la
membrana. Esto se puede corroborar por el hecho de que en todas las microemulsiones
múltiples con una variación en la relación tensioactivo/cotensioactivo, comprendida
dentro del intervalo 2:1 a 4:1, se obtienen valores de Kp mayores que la formulación
control (sin PEG 400).

En la tabla 45 se muestran los porcentajes de nifedipino cedidos a distintos
tiempos desde las microemulsiones múltiples, en función de la relación Brij® 96/PEG
400 presente en las mismas.

^croemulsión Cantidad cedida % Dosis
múltiple 1 h 24 h 48 h

Control (sin PEG 400) 2,19±0,07 16,55±1,31 30,57±2,46
Brij® 9b/PEG 400 2:1 2,90±0,08 23,28^,59 39,35±2,77
Br^° 96/PEG 400 3:1 2,95±0,10 25,49+^,74 43,78±3,01
Bri'°96/PEG 400 4:1 3,24±0,12 31,76±2,24 55,13t3,36

Tabla 45. Cantidades cedidas (% dosis) de nifedipino desde microemulsiones múltiples o/a/o a distintos
tiempos en función de la relación tensioactivo%otensioactivo.

El porcentaje cedido de la doŝiŝ de'nifedipino a la primera hora de ensayo desde
las microemulsiones múltiples o/a/o está comprendido entre el 2,2 y 3,2%. De las
microemulsiones múltiples estudiadas se observa tras realizar un análisis estadístico de
varianza (ANOVA) que no existen diferencias significativas entre los porcentajes de
nifedipino cedidos desde los sistemas dispersos con una relación Brij® 96/PEG 400 2:1
y 3:1.
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A las 24 y 48 horas de ensayo, el mayor porcentaje de nifedipino cedido
corresponde a aquellas microemulsiones múltiples con una mayor relación
tensioactivo/cotensioactivo, al igual que sucede a la hora de ensayo.

Los porcentajes cedidos de nifedipino a las 24 horas desde los distintos sistemas
dispersos están comprendidos entre el 30,6 y 55,1%. Al realizar un ANOVA no se
observan diferencias estadísticamerne significa.tivas entre las microemulsiones múltiples
con una relación Brij® 96/PG 2:1 y 3:1. A las 48 horas, los porcentajes cedidos de
nifedipino desde las microemulsiones múltiples están comprendidos entre el 14,6 y
26,3%. A1 realizar un análisis estadístico de varianza (ANOVA) no se observan
diferencias estadísticamente significativas entre los porcentajes cedidos de nifedipino
desde los sistemas dispersos con una relación Brij® 96/PG 2:1 y 3:1.

Los tiempos de latencia obtenidos en los distintos sistemas dispersos son muy
similares entre sí y están comprendidos entre 2• 10"2 y 9• 10"Z horas. La explicación de
este hecho se debe a que todas las microemulsiones múltiples presentan el mismo
porcentaje de fase externa con un contenido de principio activo de 0,8 mg•ml-'.

La figura 97 representa los flujos de nifedipino desde las microemulsiones
múltiples o/a/o con variación en la relación Brij® 96/PEG 400 dentro del intervalo 2:1 a
4:1.
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egura . ujos e rri e^pino a trav s e a mem rana es e mrcroemu siones mu tip e.r o 0

(microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG 400/IPM,• IS/25/60, p/p/p) con cantidades de nifedipino
constantes en la jase interna (/8 mg^mC') y jase externa (0,8 mg^mt') en función de la relación Brij®
96/PEG 400.

Los perfiles de flujo de las microemulsiones múltiples estudiadas se caracterizan
por un incremento inicial del flujo durante la primera hora de ensayo debido a la rápida
cesión de nifedipino localizado en la fase externa. Así, a la hora de ensayo los flujos de
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nifedipino obtenidos para las distintas formulaciones están comprendidos entre 38,6 y
52,7 µg/cm2/h. A las 2 horas de ensayo, se produce una disminución significativa de
este parámetro con valores de flujo comprendidos entre 14,4 y 24,4 µg/cm2/h para los
sistemas dispersos estudiados. Posteriormente, se produce una disminución lenta y
progresiva del flujo hasta la finalización del ensayo de cesión con valores de flujo
comprendidos entre 9,7 y 17,6 µg/cm2/h. Aquellas microemulsiones múltiples o/a/o que
presentan mayor relación Brij® 96/PEG 400 dan lugar durante todo el ensayo a valores
de flujo más altos.

Los flujos en el estado estacionario para las microemulsiones múltiples con una
relación Brij® 96/PEG 400 2:1, 3:1, 4:1 y la formulación control (sin PEG 400) son de
l 5,3, 17,1, 20,4 y 11,1 µg/cm2, respectivamente.

c) ^uertcia de! contenido total Brl® 96/PEG 400 sobre la cesión de nifedipino
desde microemulsiones múlt^les o/a/o en estudios de absorción in vitro.

La figura 98 muestra la cantidad cedida acumulada de nifedipino desde
microemuisiones múltiples o/a/o con un contenido fijo en fase interna (10%
microemulsión primaria o/a) y una proporción variable del contenido total de Brij®
96/PEG 400, y por lo tanto de fase externa oleosa, comprendido entre el 20 y el 50% en
peso con una relación fija tensioactivo/cotensioactivo 3:1 (p/p).

igara er es e cesi in vitro e ni e'pino es e microemu áones mu tip es o 0
(microemu/sión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG 400/IPM con una relación fija tensioactivo%otensioactivo
3:1) en función del contenido total Brij® 96/PEG 400.
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En todas las microemulsiones se mantiene constante la concentración de
nifedipino en la fase interna (18 mg•ml"') y externa (0,8 mg•ml"'). La cantidad de
nifedipino presente en la fase interna de todos los sistemas dispersos no varía, ya que
presenta el mismo porcentaje fase interna incorporado (10%). Por el contrario, la
cantidad de nifedipino presente en la fase externa aumenta a medida que lo hace el
porcentaje de fase externa presente en las microemulsiones múltiples. ^

El objetivo de este estudio es evalúar el efecto que ejerce el contenido total Brij®
96lPEG 400 a una relación fija 3:1 sobre la cesión de nifedipino desde las distintas
microemulsiones múltiples objeto de estudio. Como se puede aprecia en la figura 98 al
aumentar el contenido total Brij® 96/PEG 400 disminuye la cántidad de nifedipino que
se absorbe a través de la membrana artificial lipófila. Este efecto se observa desde las
primeras horas de ensayo, aunque de forma más significativa a medida que transcúrre el
mismo. Sin embargo, a las 48 horas de ensayo las mayores diferencias observadas en las
cantidades de nifedipino cedidas se producen desde la microemulsión múltiple o/a/ó con
un 50% Brij® 96/PEG 400 respecto al resto de formulaciones. Las perfiles de cesión del
principio activo que se obtienen desde las microemulsiones múltiples o/a/o se pueden
ajustar a cinéticas de orden cero. ^^

En la tabla 46 se muestran los coeficientes de permeabilidad (Kp) de nifedipino
desde las microemulsiones múltiples con variación en el contenido total Brij® 96%PEG
400 con una relación fija 3:1. Los KP se calculan a partir del flujo obtenido en el estado
estacionario, teniendo en cuenta la concentración total de nifedipino presente en cada
uno de los sistemas dispersos. '

Microemulsión mítlti le o/a/o % •10' cm•h-
20% Brij® 96/PEG 400 5,85t0,061
30% Br^® 96/PEG 400 5,67±0,042
40% Brij^ 96/PEG 400 4,88f0,034
SO% Br^® 96/PEG 400 3,40±0,018

Tabla 4á Coeficientes de permeabilidad (K^ de nifedipino desde microemulsiones
múltiples o/a/o (microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG 400/IP11^ en función del
contenido total tensioactivo%otensioactivo. '

A medida que aumenta el contenido total Brij® 96/PEG 400 disminuye el Kp de
nifedipino desde las microemulsiones múltiples. El Kp mayor corresponde a los
sistemas dispersos con un 20% tensioactivo/cotensioactivo, siendo este valor de 5,85
cm•h"'.

Los Kp del principio activo, que se obtienen desde cada una de las
microemulsiones múltiples o/a/o, son bastantes lineales respecto a los coeficientes de
reparto IPM/agua calculados según los porcentajes presentes en cada microemulsión
múltiple de fase interna, tensioactivo/cotensioactivo y fase externa (Figura 99): Debido
a la relación lineal e>dstente entre ambos parámetros, los coeficientes de repartó del
nifedipino entre las fase oleosa y acuosa en presencia de distintas cantidades de PEG
400 pueden ser utilizados como una aproximación para evaluar la partición del fárínaco
dentro de la microemulsión múltiple. De esta manera, se puede dar- una po^sible
explicación a las diferencias existentes entre las cantidades cedidas de nifedipino desde
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cada sistema disperso. A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que el
PEG 400 constituye el factor limitante en la partición del fármaco entre las fases
oleosas y la fase acuosa que constituyen la microemulsión múltiple. Los resultados de
solubilidad del nifedipino en PEG 400 y en sistemas Brij^ 96/PEG 400, expuestos en el
apartado 4.3.6.. de la presente memoria, refrendan.el papel que^ ejerce este solvente en la
microemulsión múltiple. . ^ ^ ' ^

F'igr^ra 99. Logaritmos de !os coeficientes de permeabilidad de nifedipino a
través de la membrana artifrcial lipófila desde micróeñrulsiones múltiples
o/a/o'con varicición en e! contenido total tensioactivo/Cotensioactivo frente a
los logaritmos^de sus respectivos coeficientes de reparto. ^ ^

El aumento de PEG 400, en los sistemas dispersos favorece^ la partición del
fármaco desde la fase oleosa hacia la fase acuosa de la fase interna (microemulsión^
primaria), reduciendo a su vez la presencia del principio activo en la fase extérna
oleosa. Por consiguiente, se produce una disminución en el Kp y, así mismo, de la
cantidad absorbida de fármaco a través de la membrana. ^ ^ '^. ^

En la tabla 47 se muestran los porcentajes de. nifedipino cedidos a distintos
tiempos desde las microemulsiones múltiples en función del contenido total Brij®
96/PEG 400.

Microemulsión múltiplé ^ Cantidad cedida % Dosis
o/a/o 1 h 24 h 48 h

20% Brij® 96/PEG 400 4,80±0,13 26,59±1,27 44,24±1,89
30%Brij°'96/PEG 400^ 4,39±0,19 ^ 25,41±1,21 42,21±1,72 .
40%Brij®96/PEG400 3,99t0,12 " 22,20±1,16 . 39,65±1,32
SO% Brij° 96/PEG 400 ^ 3,83t0,10 15,19±0,74 24,17±1,.11

Tabla 47. Porcentaje de nifedipino cedido desde microemulszones múláples o/a/o a distintos tiempos en
función del contenido tota! fensioaclivo%teri^ioac6vo con irna relairón fija 3:1. ^^

^ En la primera hora de^ erisayo, él porcentaje cé_dido"de nifédipino désde lás
distintas formulaciones está cómprendido entre el 3;8 y 4,8%. A1 realizar una análisis
estadístico (ANOVA) se observa qué no eacisten difeienĉias ésEádísticamente sigñificativás
entre las microemulsiones múltiples con 40 y 50% tensioactivo%otensioactivo. Aquellas
formulaciones con menor cóntenido total tensioactivóÍcoteñsioá ĉtivó y por ló tánto,
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mayor porcentaje de fase externa (IP1Vn ceden mayor porcentaje de la dosis durante la
primera hora de ensayo.

A las 24 horas de ensayo el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples con variación en el contenido total tensioactivo%otensioaótivo
está comprendido entre el 15,2 y 26,6%. El porcentaje cedido desde los sistgmas
dispersos con un contenido Brij® 96/PEG 400 comprendido entre el 20 y el 40% es
similar. Al realizar un análisis estadístico de varianza (ANOVA) se obse^rvan
diferencias estadísticamente significativas entre las microemulsiones múltiples con
20% y 40% Brij® 96/PEG 400. ^

Al finalizar el ensayo, los porcentajes cedidos de nifedipino desde los ŝiste^mas
dispersos están comprendidos entre e124,2 y e144,2%. Las diferencias existentes en los
porcentajes cedidos desde las .. microemulsiones múltiples . con un . conte^nido
tensioactivo/cotensioactivo entre 20 y el 40% son muy pequeñas. EI análisis estadístico
de varianza (ANOVA) muestra que no existen diferencias estadísticamente significativas
ecrtre las microemulsiones múltiples con un contenido total Brij® 96/PEG 400 comprendido
erttre el 20 y 40%.

El tiempo de latencia (tl) de las micrcemulsiones múltiples (Tabla 48) disminuye
en aquellos sistemas con un menor contenido en tensioactivo%otensioactivo, ya que
presentan mayor porcentaje.de fase externa y. por lo tanto; mayor cantidad de nifedipino
incorporado en la misma. La disminución de este parámetro se debe a un incremento en
el gradiente de concentración desde la fase externa. oleosa hacia el compartimento
receptor, por la presencia de una. mayor cantidad de principio activo en la fase
continua. .

^croemulsión múlti le o/a/o tl
20% Brij® 96/PEG 400 0,014±0,007
30% Brij® 96/PEG 400 O,OS 1f0,004
40% Brij® 96/PEG 400 0;063t0,005
SO% Bri '® 96/PEG 400 0 103±0,004

Tabla 48 7iempos de latencia de microemulsiones múltiples o/a/o cargadas de
nifedipino en función del contenido total tensioactivo%otensioactivo con una relación
fija 3:1.

En la figura 100 se observan los perfiles de flujo del tifedipino durante 48 horas
desde microemulsiones múltiples, con variaciones en el contenido total Brij® 96/PEG
400 con una relación fija 3:1. Es importante destacar que el flujo de nifedipino desde las
mieroemulsiones múltiples, en función del contenido total tensioactivo/cotensioactivo, se
cara.cteriza por un aumento significativo durante la ^rimera hora de ensayo, alcanzándose
valores comprendidos entre el 53,5 y 34,6 µg/cm !h. Este fenómeno se debe a la rápida
cesión del principio activo localizado en la fase externa de la microemulsión múltiple.
Aquellos sistemas dispersos con menor contenido Brij® 96/PEG 400 y, por lo tanto,
mayor contenido en fase externa presentan mayor flujo al inicio del ensayo.

Entre la una y las cuatro horas de ensayo, en todas las microemulsiones
múltiples, se produce una disminución significativa del flujo con valores comprendidos
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entre 10,1 y 13,5 µg/cm2/h, debido a una disminución en el gradiente de concentración
desde la fase externa por cesión del nifedipino.

60 -

50 -
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igrtra . ulos e m e p^no a raves a mem rana es e m^croemu s^ones mu ^p es o 0
(microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PEG 400/IPM)) cargadas de nifedipino en ĵase interna (18
mg•m!^) y jase externa (0,8 mgml^) en función del contenido total Brij 96/PEG 400.

Para los sistemas dispersos con un contenido total tensioactivo/cotensioactivo
comprendido entre e120 y 40% se observa un aumento progresivo del flujo entre las 4 y
8 horas con valores medios de 15,4, 14,5, 12,2 µg/cm2/h. Por el contrario, en las
microemulsiones múltiples con un 50% tensioactivo/cotensioactivo, el flujo disminuye
en este intervalo de tiempo presentando un valor medio de 9,3 µg/cm2/h. Este distinto
comportamiento se debe a que al aumentar el contenido totai Brij® 96/PEG 400 hasta
un 50%, se incrementa suficientemente la cantidad de PEG 400 como para dificultar la
difusión de nifedipino desde la fase acuosa a la oleosa debido a su alta solubilidad en
este cosolvente.

Desde las 8 horas hasta la finalización del ensayo se produce, en todos los
sistemas dispersos, una disminución progresiva del flujo hasta valores comprendidos
entre 5,1 y 10,4 µg/cm2/h, posiblemente, por un descenso en el gradiente de
concentración que se genera desde la fase dispersa hacia la fase continua de los
mismos. El descenso en el gradiente de concentración está propiciado por una
disminución del contenido total de nifedipino en todos los sistemas dispersos.

Por último, hay que mencionar que en todas las etapas anteriormente
mencionadas, las formulaciones con menor contenido tensioactivo/cotensioactivo
presentan valores de flujo superiores.

Los flujos en el estado estacionario para las microemulsiones múltiples con 20,
30, 40 y 50% Brij® 96/PEG 400 son 13,6, 12,8, 10,6 y 7,1 µg/cm2/h, respectivamente.
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d) Influencia del contenido total de fase interna (microemulsión primaria o/a,^
sobre la cesión de nifedipino desde microemulsiones múltiples o/a/o en estudios de
absorción in vitro.

La figura 101 muestra la cantidad cedida acumulada de nifedipino desde
microemulsiones múltiples o/a/o con variación en el contenido de fase interna
incorporada (microemulsión primaria o/a) dentro del intervalo comprendido entre 5 y
20% en peso, y con un contenido total en Brij® 96/PEG 400 del 30% en peso a una
relación fija 3:1 (p/p). En todas las formulaciones se mantiene constante la
concentración de nifedipino en la fase interna (18 mg•ml-') y externa (0,8 mg•ml-'). Sin
embargo, las cantidades incorporadas en la fase interna y externa en cada una de las
microemulsiones múltiples varían ya que también lo hace el porcentaje de fase interna y
externa presente en las mismas.

igura . er es cesion in vitro e ni e'pino es microemu siones mu tip es o 0
(microemulsión primaria( o/a)Brij® 96/PEG 400/IPM) cargadas de nifedipino en fase interna y externa
con variaciones en el contenido de fase interna y un contenido constante Brij® 96/PEG 400 de130% en
peso a una relación fija 3: I(p/p).

La variación en el contenido de fase interna de las microemulsiones múltiples
ejerce un efecto sobre la cesión de nifedipino a través de la membrana artificial de
PVDF. Durante las primeras cuatro horas de ensayo, la cesión del principio activo está
aumentada en las formulaciones con menor contenido en fase interna. Este
comportamiento se debe a que los sistemas dispersos presentan un mayor contenido de
fase externa oleosa y, por lo tanto, de nifedipino incorporado, favoreciéndose el
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gradiente de concentración desde la fase interna al compartímento receptor a través de
la membrana artificial.

Desde las 4 horas de ensayo hasta la finalización del mismo, las
microemulsiones múltiples con mayor contenido en fase interna. ceden mayor cañtidad
de nifedipino a través de la membrana artifiçial lipófila. Las diferencias en la cesión de
nifedipino desde las distintas formulaciones se hacen más significativas a medida que
transcurre el eñsayo. Este efecto se aprecia con mayor claridad en los sistemas dispersos
con un 15 y 20% de fase inferna. Los perfiles de cesión de nifedipino que se obtienen
desde las microemulsiones múltiples o/a/o se ajustan a cinéticas de orden cero. ^

Las diferencias observadas en la cesión de nifedipino desde las microernulsiones
múltiples o/a/o se podrían deber al gradiente de concentración generado entre la fase
interna y la fase externa oleosa de las mismas. Este parámetro desempeña una función
vital en la cesión de nifedipino si se tienen en cuenta las grandes diferencias existentes
en la cantidad de principio activo localizado en la fase interna, a medida que
incrementa su porcentaje en los sistemas dispersos. ^

En la tabla 49 sé mueŝtran loŝ coeficientes de permeabilidad (Kp) de' nifedipino
desde las microemulsiones múltiples con variación en el contenido de fase interna
(microemulsión primaria o/a). Los Kp se calculan a partir del flujo obtenido en el estado
estacionario, teniendo en cuenta la concentración total de nifedipino presente en cada
uno de los sistemas dispersos.

^croemulsión múlti le o/a/o K•1ll cm•h" ^
S% Fase interna . 7,06±0,065

10%o Fase. interna 6,29±0,046
I S% Fase interna 5,94±0,047 ^
20% Fase interna 5 83f0,039

Tabla 49.^ Coeftcientes de permeabilidad (K^ de las microemulsiones múltiples o/a/o
(microemulsión primaria o/aBrij® 96/PEG 400/IPA^ cargadas de nifedipino én función
del contenido de fase interna (microemulsión primaria o/a).

Los mayores coeficientes de permeabilidad corresponden a aquellos sistemas
dispersos con menor contenido ^en fase interna. Los coeficientes de pérmeabilidad de
nifedipino a través de la membrána artificial lipófila son bastantes lineales en relación a
los coeficientes de reparto IPNi/agua obtenidos en presencia de PEG 400 y
propilenglicol según la composición cuantitativa y cualitativa de las formulaciones.
Debido a la relación lineal existente entre ambos parámetros, los coefiĉientes de reparto
del nifedipino entre la fase oleosa y acuosa en presencia de distinta ŝ cantidades de
propilenglicol y cantidades constantes de PEG 400, se pueden utilizar como una
aproximación para evaluar la partición del fármaco dentró de la microemulsión
múltiple

Como se observa en la^ figura 102, a medida que áuménta el contenido en fase
interna disminuye el coeficiente de permeabilidad de nifedipino desde las distintas
microemulsiones múltiples. Esté ĉomportamiento se puede deber a dos causas: 1)
dilución de la concentración de PEG 400 presente en las formulaciones al aumentar el
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porcentaje de fase interna, cuyo componente mayoritario es agua. Por este motivo,
disminuye la partición del fármaco desde la fase interna oleosa a la fase acuosa, 2)
disminución de la partición de nifedipino desde la fase acuosa a la fase externa oleosa
en las múltiples microemulsiones o/a/o con mayor contenido de fase intema, por la
presencia de menor porcentaje de fase continua.

0 -0,5

LO^ p % fase interna

-1

Fgura I02. Logaritmos de Ió^ coe cientes permea i i e ni e ip^no a
través de la membrana artificial lipófila desde microemulsiones mú/tiples con
variaciones en el contenido de jase interna (microemulsión primaria o/a)
frente a los logaritmos de sus respectivos coefrcientes de reparto.

En los sistemas dispersos con mayores coeficientes de permeabilidad no se
obtienen las mayores cantidades cedidas de nifedipino. Sin embargo, en aquellas
microemulsiones múltiples con Kp bajos la mayor cesión del principio activo se debe a
un aumento del gradiente de concentración entre la fase interna y la fase e^erna, al
aumentar considerablemente la concentración de nifedipino mediante la incorporación
de un mayor contenido de fase dispersa.

Los porcentajes cedidos de nifedipino desde las microemulsiones múltiples con
variación en el contenido de fase interna (microemulsión primaria o/a) se muestran en
la tabla 50.

^croemulsión múltiple
^^

Can^ dad cedida
/o Dosiso

1 h 24h 48h
S% Fase interna 7,13f0,24 26,43±1,14 42,68^,27
10%Fase interna 4,12±0,08 28,42±1,22 46,21±2,45
IS% Fase interna 2,83±0,09 29,68±1,43 55,8T±2,78
20%Fase interna 2,54±0,10 35,32±1,68 62,07±3,12

Tabla S0. Porcentaje cedido de nifedipino desde microemulsiones múlfiples o/a/o a distintos tiempos, en
función del contenido en fase interna (microemulsión primaria o/a).

Durante la primera hora de ensayo, se aprecian diferencias en el porcentaje de
nifedipino cedido desde los sistemas dispersos. Las microemulsiones múltiples o/a/o
con mayor porcentaje de fase e^erna y, por lo tanto, mayor cantidad de nifedipino son
las que ceden mayor porcentaje de principio activo al comienzo del ensayo. Al realizar
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un ANOVA no se obŝervan diferencias estadísticamente significativas entre las
microemulsiones múltiples con 15 y 20% de fase interna.

A las 24 horas de ensayo el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples con variación en el contenido de fase interna está
comprendido entre 26,4 y 35,3%. El porcentaje cedido desde los sistemas dispersos con
un contenido en fase interna comprendido entre el 5 y el 15% es similar. A1 realizar un
análisis estadístico de varianza (ANOVA) no se observan diferencias estadísticamente
significativas entre las microemulsiones múltiples con un contenido total de fase
interna comprendido entre el 5 y 15%.

A las 48 horas de ensayo, el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples con variación en el contenido en fase interna está
comprendido entre el 42,7 y 62,1%. Como se puede apreciaz, los sistemas dispersos con
mayor contenido en fase dispersa son los que ceden los mayores porcentajes de
nifedipino. A1 realizar un ANOVA se observa que no e^sten diferencias estadísticamente
significativas entre las microemulsiones múltiples con 5 y 10% de fase interna.

La disminución del tiempo de latencia (t^ depende de la cantidad de nifedipino
incorporada en la fase e^erna (Tabla 51). A medida que disminuye el porcentaje de
fase interna incorporado en las microemulsiones múltiples aumenta el porcentaje de
fase externa y, por lo tanto, la cantidad de nifedipino incorporado en la misma dando
lugar a una disminución del tiempo de latencia.

^croemulsión mú ' le o/a/o tt
S% Fase interna 0,014±0,007
10% Fase interna 0,051±0,004
15% Fase interna 0,063t0,005
20% Fase interna 0,103±0,004

Tabla Sl. Tiempos de latencia de microemulsiones múltiples o/a/o de nifedipino en
función del contenido de fase interna (microemulsíón primaria o/a).

En la figura 103 se observan los perfiles de flujo del nifedipino durante 48
horas, desde microemulsiones múltiples con variación en el contenido de fase interna.
Como se puede observar en esta figura, durante la primera hora de ensayo se produce
un aumento del flujo desde cada una de Ias microemulsiones múltiples. Este efecto es
más significativo en los sistemas con menor contenido en fase interna, ya que en ellos
se encuentra favorecido el gradiente de concentración desde^ la fase externa al
compartimento receptor a1 presentar mayor cantidad de principio activo incorporado en
la fase continua. Los valores de flujo de las microemulsiones múltiples o/a/o a la hora
de ensayo se encuentran comprendidos entre 29,9 y 48,0 µg/cm2/h.

Desde la primera hasta la cuarta hora de ensayo se observa una disminución del
flujo en todos las microemulsiones múltiples con valores comprendidos entre 13,2 y
13,8 µg/cm2/h, excepto para la microemulsiones con un 20% de fase interna donde la
disminución del flujo se produce a las 2 horas de ensayo (11,5 µg/cm2/h). Las
microemulsiones múltiples con menor contenido en fase interna siguen presentando los
mayores valores de flujo.
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de nifecbpino (microemulsión primaria (o/a)Brij® 96/PEG 400/IP^ en funcrón del contenido de fase interna
(microemulsión o/a).

Es interesante destacaz el comportamiento de los perfiles de flujo observado
paza cada microemulsión múltiple a paztir de las 4 horas de ensayo. Las
microemulsiones múltiples o/a/o con un contenido en fase interna del 5 y 10%
experimentan una disminución lenta y progresiva deí flujo hasta la finalización del ensayo,
con valores de 6,3 y 9,6 µg/cm2/h, respectivamente. Este comportamiento se puede
explicar por una disminución del gradiente de concentración del principio activo
generado desde la fase interna hacia externa en estos sistemas dispersos a medida que
transcurre el ensayo.

Sin embazgo, las microemulsiones múltiples o/a/o con un contenido en fase
interna del 15% son capaces de mantener el flujo constante desde las 4 hasta las 30
horas de ensayo (20,7 µg/cm2/h), disminuyendo ligeramente a las 48 horas hasta
valores de flujo de 18,5 µg/cm2/h.

En la microemulsión múltiple con un 20°fo de fase intenna, también, se observa
una incremento progresivo del flujo desde las 2 hasta las 30 horas de ensayo, siendo
este valor de 30,6 µg/cm2/h. Posteriormente, disminuye ligeramente el flujo hasta 26,6
µg/cm2/h a las 48 horas de ensayo.

A diferencia de lo comentado con las formulaciones con menor contenido en
fase interna, este comportamiento se debe al incremento con el tiempo del gradiente de
concentración generado desde la fase interna hacia la fase externa oleosa, debido a la
cantidad elevada de principio activo presente en la fase dispersa.

Los flujos en el estado estacionario para las microemulsiones múltiples o/a/o
con un 5, 10, 15 y 20% de fase interna son de 9,8, 14,2, 18,5 y 23,2 µg/cm2lh,
respectivamente.
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6.1.4. Estudios comparativos de cesión in vitro de nifedipino desde sistemas dispersos

o/a/o, o/a y a/o constitidos por Brij® 96/PEG 400 como terzsioactivo%tensioactivo

EI objetivo de este estudio es evaluaz la absorción de nifedipino a través de la
membrana de PVDF, empleada como modeló de piel desde sistemas dispersos o/a/o,
o/a y a/o, y las ventajas que ofrecen las microemulsiones múltiples o/a/o respecto a las
microemulsiones a/o y o/a.

- Método:

Para poder hacer un estudio compazativo de los perfiles de cesión de nifedipino
obtenidos desde los sistemas dispersos o/a/o, alo y o/a, el desarrollo de todas las
formulaciones se realiza con la misma composición cuantitativa de fase interna
(microemulsión primaria o/a, IPM y agua) tensioactivo/cotensioactivo (Brij® 96/PEG
400) y fase externa (IPM y agua).

Debido a que no es posible el desarrollo galénico de microemulsiones o/a y a/o
con la misma composición cuantitativa que la microemulsión múltiple o/a/o
seleccionada (fase internaBrij® 96/PEG 400/IPM; 20/30/50; p/p/p), en este estudio
compazativo se emplean sistemas dispersos constituidos por un 10% fase interna, 30%
tensioactivo/cotensioactivo y 60% fase externa.

Así, las microemulsiones o/a están constituidas por un 10% IPM como fase
interna, 30% Brij® 96/PEG 400 (tensioactivo/cotensioactivo) y 60% agua (fase
externa). EI desarrollo de este tipo de microemulsianes se ha descrito ampliamente en
el apartado 5.1.6. La composición cuantitativa de las microemulsiones a/o corresponde
a un 10% agua, 30% Brij® 96/PEG 400 y 60% de IPM. El desarrollo de este tipo de
microemulsiones se realiza utilizando ei mismo método que el empleado paza las
microemulsiones o/a.

La concentración total de principio activo presente en la microemulsión múltiple
o/a/o y en la microemulsión o/a es de 2,55 mg•ml"1, mientras que en la microemulsión
a/o es de 1,6 mg•ml"1(máxima cantidad de principio activo capaz de solubilizarse en la
fase oleosa).

En el desarrollo de estos sistemas dispersos, el nifedipino, debido a su cazácter
lipófilo, se incorpora en la fase interna (IPM) de la microemulsión o/a y en la fase
externa (IP1V>) de la microemulsión a/o. En la microemulsión múltiple o/a/o la cantidad
de principio activo incorporado en la fase interna oleosa es de 18 mg•ml'1 y en la fase
externa oleosa de 0,8 mg•ml'i.

Las condiciones experimentales y el tratamiento de los datos se han descrito
ampliamente en el apartado 6.1.3. del presente capítulo.

- Resultados y comentarios:

En la figura 104 se comparan los perfiles de cesión del nifedipino a través de la
membrana de PVDF desde la microemulsión múltiple o/a/o, y las microemulsiones o/a
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y a/o. Como se observa, la incorporación de nifedipino en los sistemas dispersos
estudiados da lugar a diferencias en los perfiles de cesión del fármaco a través de la
membrana artificial lipófila.

Figura 104. Perfrles de cesión de nifedipino desde sistemas dispersos (10% fase interna/30% Brij
96/PEG 400/60% fase externa) o/a/o, o/a y a/o a través de la membrarra de PVDF.

Durante las primeras cuatro horas de ensayo la mayor cesión de nifedipino en
cuanto a magnitud y extensión se produce desde la microemulsión a/o. Este fenómeno
es debido a la mayor concentración de nifedipino localizado en la fase e^erna (1,6
mg•ml"') respecto a las micrcemulsiones múltiples (0,8 mg•ml"') y la microemulsión
o/a. En la microemulsión o/a, la cesión de nifedipino desde la fase e^erna es muy
rápida durante este tiempo y no está regulada por la presencia de principio activo en la
fase interna. Posteriormente, se produce un aumento progresivo de la absorción a través
de la membrana artificial hasta alcanzar una etapa de meseta desde las 30 horas de
ensayo hasta la finalización del mismo.

En la micrcemulsión o/a/o la incorporación de nifedipino en su fase externa
favorece inicialmente la cesión del principio activo durante la primera hora de ensayo.
A las 2 horas de ensayo se produce un descenso en la cantidad cedida de nifedipino ya
que la concentración de principio en la fase externa disminuye, y el nifedipino
incorporado en la fase interna tiene que difundir a la fase externa. A partir de las 4
horas hasta la finalización del ensayo se produce un aumento progresivo de la cesión de
nifedipino. A partir de las 6 horas de ensayo la mayor cesión de nifedipino, de los
sistemas dispersos estudiados, se produce desde la microemulsión múltiple o/a/o. La
fase externa oleosa (IP11^ presente en el sistema disperso o/a/o permite, inicialmente, la
cesión de nifedipino incorporado en la misma y posteriormente, su partición desde la



Parte ExperimentaL Estudios de Absorción Transdérmica de Nifedipino 289

fase interna a la fase continua. El resultado final de ambos efectos es una mayor cesión
del principio activo durante el ensayo.

En la microemulsión o/a, se produce una menor cesión de nifedipino durante las
primeras 6 horas de ensayo en comparación con los sistemas dispersos o/a/o y a/o, ya
que el principio activo tiene que difundir desde la fase dispersa a la fase continua para
se absorba posteriormente a través de la membrana. Únicamente, el nifedipino presente
en la fase continua es capaz de atravesar la membrana de PVDF. En este tipo de
microemulsiones, la absorción está inicialmente gobernada por la pequeña
concentración de nifedipino presente en la fase externa (agua). A continuación, una vez
que el nifedipino alcanza la fase externa, la absorción a través de la membrana aumenta
debido al gradiente de concentración que se produce desde la fase oleosa hacia la
acuosa.

Por lo comentado anteriormente, se puede concluir que la microemulsión
múltiple o/a/o y la microemulsión o/a ejercen un efecto reservorio debido a la
incorporación del principio activo en la fase interna, originándose, en ambos casos, un
gradiente de concentración positivo desde la fase interna a la fase externa. Debido a
este efecto reservorio los perfiles de absorción de los sistemas dispersos o/a/o y o/a se
ajustan a cinéticas de orden cero, en comparación a la cinética de orden uno observada
en la microemulsión a/o.

La tabla 52 muestra los coeficientes de permeabilidad (Kp) y los tiempos de
latencia de nifedipino desde la microemulsión múltiple o/a/o y las microemulsiones o/a
y a/o.

^croemulsión gp•1 ^
Cm•I -1

tt
L OTQS

o/a/o 6,29±0,046 0,051±0,004
o/a 4,91±0,033 0,474t0,012
^0 19,1f0,121 0,018i^0,003

Tabla 52. Coeficientes de permeabilidad (Kp) y 6empos de latencia (t^ de nifedipino desde

los sistemas dispersos o/a/o, o/a y a/o (10% fase interna, 30% Brij® 96/PEG 400 y 60%
fase externa) a través de la membrana de PVDF.

La permeabilidad máxima de nifedipino se observa con la microemulsión a/o en
la que no existe efecto reservorio que regule la cantidad de principio activo, localizado
en la fase externa, que se absorbe a través de la membrana artificial. Sin embargo, en
los sistemas dispersos con efecto reservorio que presentan igual concentración de
principio activo, la microemulsión múltiple o/a/o presenta mayor coeficiente de
permeabilidad de nifedipino que la microemulsión o/a. Este fenómeno puede explicarse
por la fuerza conductora que ejerce la fase externa oleosa (IP1Vn, presente en el sistema
disperso o/a/o, sobre la partición del principio activo localizado en la fase interna.

Los sistemas dispersos o/a/o y a/o, que permiten la incorporación de nifedipino
en la fase externa oleosa, presentan menores valores en el tiempo de latencia. Por el
contrario, la microemulsión o/a presenta un tt mayor, ya que el nifedipino tiene que
difundir durante la primera hora de ensayo desde la fase interna a la externa.
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En la tabla 53 se muestran los porcentajes cedidos de nifedipino a distintos
tiempos desde los sistemas dispersos o/a/o, o/a y a/o.

Microemulsión
Cantidad cedida

% Dosis
1 h 24h 48h

o/a/o 4,12±0,08 28,42±1,22 42,21±2,45
o/a 0,27±0,02 23,86±0,89 38,33±1,84
a/o 9,48±0,11 32,51±1,37 37,41±1,72

Tabla S3 Porcentaje cedido de nifedipino desde sistemas dispersos (10•^ fase interna/30% Brij®
96/PEG 400/60%_ jase ezterna) o/a/o, o/a y a/o a distintos tiempos.

Como se puede apreciar, durante la primera hora de ensayo el porcentaje cedido
de nifedipino desde los sistemas dispersos o/a/o y a/o con nifedipino incorporado en la
fase externa es 15,3 y 35,1 veces superior respecto a la microemulsión o/a.

A las 24 horas de ensayo, el mayor porcentaje cedido de nifedipino corresponde
a la microemulsión alo. Sin embargo, los porcentajes cedidos de nifedipino desde los
sistemas dispersos con igual concentración de principio activo (microemulsión o/a y
microemulsión múltiple o/a/o) son similares. A1 realizar un ANOVA, no se observan
diferencias estadísticamente significativas entre los sistemas dispersos o/a/o y o/a.

A las 48 horas de ensayo, el mayor porcentaje de nifedipino cedido corresponde
al sistema disperso o/alo. Los porcentajes cedidos desde los sistemas dispersos o/a/o y
o/a, con igual concentración de principio activo, son 38,3 y 42,2%, respectivamente. AI
realizar un ANOVA no se observan diferencias estadísticamente significativas entre los
sistemas dispersos o/a/o y o/a.

Los perfiles de flujo de la microemulsión múltiple o/a/o y las microemulsiones
o/a y a/o se muestran en la figura 105.

1!sgura 105. Flujos de nifedipno a través de la membrana Pi^DF desde los sistemas dispersos o/a/o, o/a
y o/a constituidos por 10% fase interna, 30•^ Brij® 96/PEG 400 y 60% IPM.
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La incorporación de nifedipino en la fase externa de la microemulsión múltiple
o/a/o y microemulsión a/o incrementa significativamente los valores de flujo durante
las primeras horas de ensayo, en comparación con la microemulsión o/a. Este aumento
del flujo se debe a la total disponibilidad del nifedipino, presente en la fase externa
oleosa de los sistemas dispersos o/a/o y a/o, para absorberse a través de la membrana.

Los perfiles de flujo de los sistemas dispersos o/a/o y a/o se caracterizan por un
incremento considerable de los valores de flujo (^ 51 µg/cm2/h) durante la primera hora
de ensayo, seguido de una disminución drástica a las 2 horas de ensayo hasta valores de
18,3 y 20,4 µg/cm2/h, respectivamente. Posterionmente, se produce una disminución
menos acusada del flujo, alcanzándose una etapa de meseta entre 6 y las 8 horas de
ensayo con valores medios de 14,9 paza la microemulsión múltiple o/a/o y de 9,8
µg/cmZ/h para la microemulsión a/o. Después, se produce una disminución progresiva
de este parámetro hasta la finalización del ensayo con valores de 9,6 y 3,6 µg/cm2/h
para los sistemas dispersos o/a/o y a/o, respectivamente.

Los valores de flujo en el estado estacionario obtenidos desde los sistemas
dispersos o/a/o y a/o son de 12,9 y 8,6 µg/cm^/h, respectivamente.

El perfil de flujo de la microemulsión o/a se caracteriza por valores rnuy
pequeños en el flujo de tifedipino durante la primera hora de ensayo (aproximadamente
3 µg/cmZ/h). Una vez que el nifedipino difunde desde la fase interna a la externa y por
lo tanto pueda absorberse a través de la membrana de PVDF, los valores de flujo
incrementan progresivamente hasta 12,5 µg/cmZ/h a las 8 horas de ensayo. Posteriormente
y hasta la finalización del ensayo, se produce una disminución constante de este pazámetro
(8,9 µg/cm2/h). EI flujo en el estado estacionario es de 9,9 µg/cmZ/h.

Los mayores valores de flujo de nifedipino obtenidos en la microemulsión
múltiple o/a/o respecto a la microemulsión o/a pueden atribuirse a: 1) la incorporación
de nifedipino en la fase externa oleosa, favoreciéndose su cesión durante las dos
primeras horas de ensayo y 2) la fuerza de conducción que ejerce la fase externa oleosa
sobre el nifedipino localizado en la fase interna. De esta manera, facilita la partición del
principio activo desde la fase interna a la fase externa.

6 2.- Estudios de cesión in vitro de nifedipino a través de membrana artificial de
PVDF desde micraemulsiones múltt'ples o/a/o constituidas por micraemulsión
primaria o/q Brij® 96, propilenglicol y IPM. ^

Este estudio se realiza con el fin de determinar el perfil de cesión de la
microemulsión múltiple o/a/o de nifedipino seleccionada (20% microemulsión primaria,
30% Brij^ 96/ PG y IP1V17, el efecto que ejerce la incorporación del principio activo en
la fase interna y externa sobre la cesión y la posible influencia de la composición del
vehículo en la difusión del fármaco desde la propia formulación.

Las membranas artificiales se utilizan en numerosos trabajos en estudios de
preformulación de numerosos fármacos, y sirven para seleccionar de manera preliminar
entre las distintas formulaciones desarrolladas. ^
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^ En este estudio, también, se determinan una serie de parámetros (coeficiente de
permeabilidad, flujo, cantidad cedida, etc.) con el fin de e^licar y evaluar la.absorción
del nifedipino a través de la membrana artificial seleccionada. . .

6.2.1.- Preparación de las microemulsiones

Se . desarrollan . distintos tipos de microemulsiones múltiples o/a/o
(microemulsión primaria oLa/ Brij® 96, ^ PG y IPNn con variaciones en la cantidad .
incorporada de principio activo y en la composición cuantitatiya de los componentes
que la constituyen: .

a} Microemulsiones múltiples o/a/o con distintas cantidades de principio activo. .
incorporadas en la fase externa. .

b) Microemulsiones múltiples o/a/o con variaciones en la relación Brij® 96 /PG.

c) Microemulsiones múltiples o/a/o con variaciones en el contenido total Brij®
96 /PG.

d) Microemulsiones múltiples ^o/alo .con variaciones en el contenido total de fase
interna. .

Otro punto importante de este estudio es_ el desarrollo de microemulsiones o/a y
a/o con la misma composición cuantitativa y cualitativa que una .microemulsión
múltiple o/a/o con el fin de comparar los perfiles de difusión y determinar las.
diferencias existentes entre estos sistemas dispersos.

- Método:

El desarrollo galénico de las microemulsiones múltiples o/a/o formuladas en esta
sección, así como la incorporación. del principio activo en la fase interna y externa se
han descrito detálladamente en el apartado 5.4 de la presente memoria. Hay que señalar
que el superíndice "*" utilizado en la notación de las microemulsiones múltiples o/a/o
indica la presencia de nifedipino en la fase interna, e^erna o ambas.

Todas las microemulsiones múltiples o/a/o presentan la misma composición .
cuaíitativa de fase interna (microemulsión primaria o/a). La cantidad incorporada a la
microemulsión primaria o/a se mantiene siempre constante, a una concentración de 18
mg ml"1. Así, las variaciones en el . contenido de principio activo . dentro de las
microemulsiones múltiples, sin tener en cuenta la concentración de nifedipino presente
en la fase externa, dependerá de la cantidad (en peso) de fase interna incorporada..

a) Para determinar el efeĉto.,de la incorporaĉión de iiifedipinó en la fase e^erna
sobre su perfil de cesión desde la microemulsión múltiple o/a/o seleccionada
(microemulsión primaria ola/ Brij® 96/PG 400/IPM; 20/30/50 (p/p/p), a una relación fija
tensioactiyo/cotensioaĉtivo 3:1 (p/p)) se incorporan las siguientes cantidades de .
nifedipino en la fase externa (Il'M): 0, 4 y 8 mg que corresponden, respectivamente, a
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las concentraciones de 0, 0,8 y 1,6 mg•ml"1. La concentración de nifedipino presente en
la fase interna se mantiene constante (18 mg•ml"'). Como formulación control se
desarrolla la misma microemulsión múltiple con la.máxima concentración de nifedipino
presente en la fase externa (1,6 mg•ml"1).

b) En el desarrollo galénico de microemulsiones múltiples o/a/o en las que se
modifica la relación tensioactivo/cotensioactivo no es posible mantener la proporción de
los componentes que constituyen la microemulsión múltiple seleccionada. Para llevar a
cabo este estudio se emplean microemulsiones múltiples constituidas por un 10% en
peso de microemulsión primaria o/a, 35% en peso de Brij® 96/PG y 65% en peso de
IPM con una relación tensioactivo/contensioactivo comprendida entre 2:1 y 4:1. Las
concentraciones de nifedipino incorporadas en la fase interna y e^rterna se mantienen
constantes, siendo de 18 mg•ml"' y de 0,8 mg•ml"' respectivamente. Como formulación
control se emplea una microemulsión múltiple con la misma composición cuantitativa y
cualitativa pero en ausencia de PG. ^

c) En el desarrollo galénico de microemulsiones múltiples con variación en el
contenido total Brij® 96/PG a una proporcióri fija 3:1 (p/p) no es posible mantener la
proporción de fase interna de la microemulsión múltiple o/a/o seleccionada. Para poder
llevar a cabo este estudio se seleccionan microemulsiones múltiples constituidas por un
10% en peso de fase interna y una proporción variable Brij® 96/PG comprendida entre
el 30 y 45% en peso. Las concentraciones de nifedipino incorporadas en la fase interna
y externa se mantienen constantes siendo de 18 mg•ml"1 y de 0,8 mg-ml"L,
respectivamente. ^

d) En el desarrollo galénico de microemulsiones múltiples con variación en el
contenido de fase interna, se mantierie constante el porcentaje Brij® 96/PG, á una
relación 3:1, que corresponde al de la microemulsión múltiple o/a/o seleccionada (30%
en peso). El contenido en fase interna incorporado en los sistemas dispersos
(microemulsión primaria o/a) está comprendido entre el 5 y 20% en peso. La cantidad
de nifedipino incorporada en la fase externa se mantiene constante a 0,8 mg•ml'1. La
cantidad de principio activo presente en la fase interna depende del porcentaje de esta
incorporado en .la microemulsión múltiple o/a/o, teniendo en cuenta que la
concentración de nifedipino se mantiene constante^a 18 mg•ml"1. '

En el estudio comparativo de microemulsiones múltiples o/a/o y
microemulsiones o/a y a/o se seleccionan sistemas dispersos con la siguiente
composición cualitativa y cuantitativa: 10% fase interna (microemulsión primariá, IPM
o agua), 35% Brij® 96/PG y 55% de fase externa (IPM o agua).

6.2.2. Determinación de los coeficientes de partición

La determinación de los coeficientes de reparto es de vital importancia ya que
permiten, por un lado, determinar si es posible formular el nifedipino en sistemas
dispersos constituidos por una fase acuosa y otra oleosa y decidir en cual de ellas irá
incorporado; por otro lado, permite dar una explicación a los fenómenos difusión del
fármaco desde cada una de las formulaciones desarrolladas
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^- Método:

Se determinan los siguientes coeficiente ŝ dé reparto del nifedipino: '

a) Coeficientes de reparto de nifedipino en octanoVtam,pón fosfato (pH=7 41
(P^ y octanoVag^a destilada (P ^ua : se han determinado en el apartado 6.1: de este
capítulo. . ^ ^ ^ . ^ • ^ ^

b) Coeficientes de reparto de nifedipino en Il'M/tampón fosfato pH=7 4 (P,p
II'M/^,ua (P,^va : se han determinado en el apartado 6.1. de este capítulo. ^ ^

c) Coeficientes de reparto de nifedipino en IPM/a a en presencia de distintas
cantidades de PG^según la relación Brij 96/PG presente en las microemulsiones
múltiples o/a/o objeto de estudio: se adicionan distintos porcentajes de PG (11,66%;
8,75% y 7% v/v), correspondientes, respectivamente, a la relación Brij 96/PG 400 2:1;
3:1 y 4:1 de la microemulsión múltiple, a 16,37 ml de la fase externa de la
microemulsión múltiple (II'1Vn y a 2,5 ml de.la mezcla IPM, propilenglicol y agua. según
las proporciones de la microemulsión primaria o/a. .^ .

.Con. el fin. de evaluar el efecto del PG en la partición del^ nifedipino en las
microemulsiones múltiples. o/a/o, ^se .procéde de la misma manera que se ha mencionado
anteriormente pero sin la adición del cotensioactivo.al sistema. ^. .^. ^

Una vez preparados todos los sistemas, se adiciona un exceso de principio.
activo. Estos sistemas se someten a agitación hasta alcanzar el equilibrio entre las dos
fases. Después todas las muestras se centrifugan a$000 g durante 5 minutos con el fin
de separar ambas fases, se determina la .concentración de nifedipino en las mismas, y se
calĉula el coeficiente de reparto. .^

Se mantienen en todos los casas la composición cuantitativa.y cualitativa de las
formulaciones desarrolladas en el apartado 6.2.1.

d) Cóeficientes de reparto de nifedinino en IPM/agua en presencia de distinta^.
cantidades de PG. seg;ún el contenido total Brij 96/PG; a una relación fija 3• l,,,presente
en las microemulsiones múltipleŝ o/a/o objeto de estudio: Ios ensayos se realizan a partir
de microemulsiones múltiples constituidas por un • 10% en peso de fase interna
(microemulsión primaria o/a) y una proporción variable Brij® 96/PG, a una relación fija .
3:1, comprendido entre.el 30.y 45% en peso. ^ , .

Se adicionan distintos porcentajes de PG (7,5%, 8,75%, 10% y 11,25% v/v),
cotrespondientes a contenidos totales Brij® 96JPEG 400 del 30, 35, 40 y 45% en peso
presentes en la microemulsión múltiple, a cantidades de fase externa del sistema
disperso (IP1Vn comprendidas entre 17,5-13,2 ml y a 2,5 ml de la mezcla IPM,
propilenglicol y agua, según las proporciones de la microemulsión primaria o/a .:

. Se mantiene en todos los casos la composición cuantitativa y cualitativa de las
formulaciones desarrolladas en el ap.artado 6.2.1. La determinación de los coeficientes.
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de reparto del nifedipino se realiza como se describe en los puntos anteriores de este
apartado.

e) Coeficientes de reparto de nifedipina en IPM/agua en presencia de PG
lcotensioactivo múltiple microemulsión o/a/o) y en función de la cantidad de fase
interna incorporada a la microemulsión múltiple o/a/o: los ensayos se realizan a partir
de microemulsiones múltiples constituidas por 30% Brij® 96/PG, a una relación fija 3:1
(p/p), y una proporción variable de fase interna (microemulsión primaria o/a) en el
intervalo comprendido entre e15 y e120% en peso.

Se adicionan Ias siguientes cantidades de fase interna (microemulsión primaria
o/a sin tensioactivo): 1,25, 2,5, 3,75 y 5 ml a 1,8 ml de PG, y a distintas cantidades de
fase externa de la microemulsión múltiple (IP1Vl7: 19,3, 17,5, 16,1 y 14,6 ml.

Se mantienen en todos los casos la composición cuantitativa y cualitativa de las
formulaciones desarrolladas en el apartado 6.2.1. La determinación de los coeficientes
de reparto del nifedipino se realiza. como se describe en los puntos anteriores de este
apartado.

- Resultados y comentarios:

La tabla 54 muestra los coeficientes de reparto del principio activo en distintos
sistemas:

Composición cualitativa Coeficientes de particián (l^
n 3

OctanoVtampón fosfato (0,2 M pH=7,4) Po^ ^^fo^,^o= 413,78f3,81
OctanoVagua Po^,,^ 315,72t3,46
IPM/tampón fosfato (0,2 M pH=7,4) PIPa, = 37,38^,06
IPM/agua PIP„^,,^ 52,41f1,97
IPM/agua/propilenglicol P^ =4,33i0,69
IPM/agua/propilenglicol (11,66% v/v) P2., B,;j® ^,^ = 1,17±1,05
IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (8,75% v/v) P 3:1 B^ ^= 1,29t0,91
IPM/agua/Propilenglicol (7% v/v) P 4:1 s^j® s^ec = 3,17f1,35
IPM/agua/propilenglicoUPEG 400 (7,5% vlv) P 30% Brij® 96./PG = 2,04±1,16
IPM/agua/propilenglicoVPEG 400 (8,75%v/v) P 3sxs^® ^mG= 1,66t0,99
IPM/aguafpropilenglicoVPEG 400 (10% v/v) P^ B,;;® ^G = 0,94t0,43
IPM/agua/propilenglicoVPEG 400 (11,25%v/v) P43%B,^,J9^= 0,79^0,16
IPM/agua /propilenglicol (5% v/v fase irrtema) Ps% f̂ 8;^,= 0,48±0,06
IPMlagua/propilenglicol (10% v/v fase intema) P,o.,,f^;^,=1,59iU,08
IPM/agua/propilenglicol (15%v/v fase intema) P,so^ f^B11^,= 2,55±0,19
IPM/aguafpropilenglicol (20% vW fase intema) P zo^^ ^^a = 8 83t0 61

Tabla 54. Coefrcientes de reparto de nifedipino en sistemas octanol/agua, octanoUtampón fosfato
pH=7,4, IPM/agua, IPM/tampón fosfato pH=7,4, IPM/agua/PG (según la relación y contenido total
tensioactivo%tensioactivo y fase interna de las microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por
microemulsión primaria (o/a)/Brij 96/PEG 400/IP^.

El nifedipino es una molécula que no se encuentra en estado ionizado a pH
fisiológico. La solubilidad del nifedipino en agua es 2,4 mg•1"' y su solubilidad en
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octanol de .7,3 mg^ml-1. Los coeficientes de .reparto determinados en octanoUagua. y
octanoÚtampón fosfato (0,2 M pH=7,4) (Tabla 40) presentan valores de log P de 2;50 y_
2,62, respectivamente. Estos valores están en concordancia con los obtenidos en otros
trabajos publicados por,otros.autores (McDaid y Deasy, 1996). ^

Existe ,un .valor de óptimo de . log P para la mayoría de ^los compuestos que
particionan a través de membranas ^ipóflas. Se ha comprobado que compuestos con valores .
bajos de log y no atraviesan el estrato. córneo, mientras que aquellos con altos valores de
Íog P se marnienen disueltos en el estrato córneo. Los valores de Íog P obtenidos para el
nifedipino permiten concluir que esta moléaxla es idónea para que se absorba de manera
efectiva a través de 1a pieÍ, ya ,que son del mismo orden que los que. presentan otras
moléculas ĉomo el trinitrato de glicerilo (2,05), clordiazepíixido ^2,50) y el timolol (1,91):
Estos principios, aĉtivos se absorben a través de la piel alcanzando la cirrulación sistémica
en una extensión y magnitud adecuada paza conseguir un efecto terapéutico.

Los altos valores, ,altos de los coe^iĉientes de reparto, cíe nifédipino,
determinados en ;1P1V1/agua y. 1PMI tampón ^osfato p13=7,4, demuestran la lipoñlia de
nuestro principio activo. Además, permiten suponer que el nifedipino se puede
incorporar perfectamente en la fase interna de la microemuisión primaria o%a y,
posteriormente, particionar ĥacia la i=ase externa de las microemulsiones múltiples o%a/o.

^omo se puede o^servar en 1a tabla Ŝ4; a medida. que aumenta la relación
tensioactivo/cotensioactivo y el porcentaje de fase interna se incremeirta la partición del
principio activo l^acia el IPM. Este efecto se puede explicaz, en el primer caso, por la
disminución en la incorporación de PG presente en, las formulaciones y en el segundo
caso, por una dilución c^e la concentración de PĜ, ya que la fase interna (microemulsión
primaria _ ola) preserrta agua como componente máyoritario. En este tipo , de
microemulsiones múltiples, el PEĈi 400 es el responsable de facilitar la partición deÍ
principio activo hacia la fase acuosa debido a su elevada solubilidad en este solvente.

Por el contrario, al incrementar el contenido total Brij® 9f/PG, aurnenta la partición
de principio activo hacia la fase acuosa, disminuyendo por lo tanto el coe^icíente de
reparto. Este efecto se debe al incremento en ei porcentaje incorporado de PG, ya^ que
aumenta el contenido total tensioactivo%cotensioactivo, que es el responsabíe como se ha
comema.do anteriormente, de facilitar Ía partición de^ nifedipino al med'io acuoso.

6.2.3.- Éstudios de cesión in vitro

- Método:

Los estudios de absorción in vitro a través de membranas artificiales se realizan
cun las microemulsiones múltiples o%aÍo desarrolladas en el apartado 6 2.1. En estos
estudios se evalúa lá influencia de distintos párámetros sobre la absorción in vitro de
nifedipino desde lós sistemas dispersos objeto de estudio:

a) Influencia cíe la incorporación de distintas cantidades.de nifedipino en lá fase
externa de ^as mícroemulsiones múltiples o/alo.
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b) Influencia de la relación Brij^ 96/PG de las microemulsiones múltiples o/a/o.

c) Influencia del contenido total Brij® 96/PG de las microemulsiones múltiples
o/a/o.

d) Influencia del contenido total de fase interna de las microemulsiones
múltiples o/a/o, ^

Los equipos y las condiciones empleadas en los estudios de cesión in vitro, con
este tipo de microemulsiones múltiples, son los mismos que los utilizados en el apartado
6.1.3 de este capítulo. EI tratamiento de los datos y el análisis estadístico de los
resultados obtenidos en los estudios de cesión in vitro se han descrito detalladamente en
el apartado 6.1.3. ^

- Resultados y comentarios:

La cesión de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o/a/o se encuentra
regulada principalmente por la transferencia del fármaco desde la fase dispersa a la fase
continua y por la difusión del principio activo a través de la membrana desde la fase
continua al medio receptor (condiciones sink).

La difusión de nifedipino desde la fase interna a la externa en las
microemulsiones múltiples o/a/o se encuentra influenciada por tres posibles
mecanismos:

-1) La formación "in situ" de micelas inversas en las fases oleosas que
constituyen el sistema disperso objeto de estudio La validez de este mecanismo
depende de la naturaleza del tensioactivo que forma la micela. Se ha demostrado que
las micelas inversas se forman en la fase oleosa de sistemas dispersos estabilizados por
tensioactivos monoméricos, como es el caso del Brij® 96 (Sela Y. y cols., 1995). En este
caso el transporte de nifedipino a través de micelas inversas sería uno de los posibles
mecanismos que facilitaría la migración del fármaco desde la fase interna oleosa a la
fase externa oleosa.

- 2) La presencia del cotensioactivo (propilenglicol) que forma parte de las
microemulsiones, desempeña un papel importante en la cesión del nifedipino desde la
microemulsión múltiple o/a/o. Este solvente facilita la partición del principio activo
desde las distintas fases que constituyen el sistema disperso debido a la elevada
solubilidad del nifedipino en propilenglicol.

- 3) La fuerza conductora que ejerce la fase e^erna oleosa (Il'11^ sobre el
nifedipino (molécula de marcado cará.cter lipófilo) localizado en la fase interna, facilitando
la partición del principio activo desde la fase oleosa a la acuosa de la microemulsión
primaria y, posteriormente, hacia la fase dispersa de la microemulsión múltiple o/a/o.

Las diferencias encontradas en las cinéticas de cesión del principio activo desde
microemulsiones múltiples o/a/o, con distinta composición cualitativa de los componentes
que constiuyen la formulación, se pueden atribuir a los coeficientes de reparto del
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nifedipino entre la fase acuosa y las fases oleosas. No es posible determinar el
coeficiente de reparto real del principio activo entre las fases oleosas y la fase acuosa
de la microemulsiones múltiple debido a la alta estabilidad de estos sistemas dispersos.
Por lo tanto, se determinan los coeficientes de reparto del nifedipino entre la fase
acuosa y las fases oleosas en presencia del cotensioactivo que constituye la formulación
(propilenglicol). Los coeficientes de reparto se utilizan como una aproximación de la
partición del principio activo dentro de la microemulsión múltiple.

a) Influencia de la concentración de nifedipino incor^rado en la f,ase externa
sobre la cesión in vitro del principio activo desde microemulsiones múltiples o/a1o.

La figura 106 representa la cantidad cedida acumulada de nifedipino, en función
del tiempo, desde diferentes microemulsiones múltiples o/a/o, constituidas por
microemulsión primaria (o/a)Brij® 95/PG/IPM en proporciones 20/30/50 (p/p/p) con
una relación fija Brij® 96lPG de 3:1.

^gura e es cesion in vitro e ni e'pino es microemu siones mu tip es o 0
(microemulsión primaria (o/a)/Brij® 96/PG/IPM,•20/30/S0, p/p/p) con 36 mg de nifecápino incorporado
en fase interna y distintas concentraciones de nifec^pino en fase externa (0, 0,8 y 1,6 mg•mC^), y una

formulación control (microemulsión primaria (o/a)Brij® 9á/PG/IPM,•20/30/S0, p/p/p) con 1,6 mg•mt^ de
nifedipino en lafase externa.

En todas las formulaciones se mantiene constante la cantidad de principio activo
incorporado en la fase interna, ya que el porcentaje de fase interna presente en las
microemulsiones múltiples es el mismo (20 % de fase interna con una concentración de
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nifedipino de 18 mg•ml"1). Sin embargo, la concentración de nifedipino incorporado en
la fase externa varia.

Se estudia la incorporación de distintas concentraciones de nifedipino en la fase
continua de la microemulsión múltiple o/alo, con el fin de evaluar el efecto que ejerce el
aumento de dicha concentración sobre los perfiles de cesión del principio activo desde
la formulación seleccionada

La incorporación de nifedipino en la fase continua (0,8 y 1,6 mg•ml"' de
nifedipino) de las microemulsiones múltiples o*/a/o* favorece la cesión de nifedipino a
través de la membrana artificial durante las dos horas primeras de ensayo. La cantidad
cedida de nifedipino desde los sistemas dispersos, con 0,8 y 1,6 mg•ml"1 de nifedipino
en la fase continua, es del orden de 2,1 y 3,2 veces superior, respectivamente, a la hora
de ensayo y de 1,6 y 1,8 veces superior, respectivamente, a las dos horas de ensayo, en
relación a la microemulsión múltiple o*/a/o. Este hecho se puede explicar en el caso de
las microemulsiones múltiples o*/a/o* por la rápida difusividad del principio activo
localizado en la fase externa hacia el compartimento receptor. Por el contrario, en la
microemulsión múltiple o*/a/o el nifedipino tiene que difundir, durante las primeras
horas de ensayo, desde la fase interna a la externa del sistema disperso.

A partir de las dos horas hasta la finalización del de ensayo existe un aumento
de la cesión de nifedipino desde microemulsiones múltiples o*/a/o en cuanto a
velocidad y magnitud respecto a los sistemas o*/a/o*. A las 24 horas las cantidades
cedidas acumuladas de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o*/a/o,
o*/a/o*^o,a m8 a^ nifea;pindm^) y o*/a/o* ^1,6 mg a^ nifed;pIDOim^) son de 524,0, 449,5 y 379,2 µg•cm Z,
respectivamente. Mientras que, a las 48 horas de ensayo las cantidades cedidas de
nifedipino desde las microemulsiones múltiples o*/a/o, o*/a/o*^o,8 mg de nifedipino/ml) y
o*/a/o* ^1,6 mg a^ n;fea;p;no^„il) son de 1163,1, 1089,3 y 947,6 µg•cm z, respectivamente. La
mayor cesión de nifedipino desde microemulsiones múltiples o*/a/o se debe a que la
fase externa se encuentra totalmente disponible para la solubilización del nifedipino,
facilitando su partición hacia la fase continua, al incrementar la fuerza de conducción
sobre el principio activo localizado en la fase interna. Todo esto se traduce en una
mayor difusión del principio activo a través de la membrana. Lo comentado
anteriormente se puede aplicar a las microemulsiones múltiples o*/a/o*^1,6 mg ae nifedipino/ml)
y o*/a/o*^o,s mg a^ nif^aipinorm^) para explicar la mayor cesión de principio activo desde
aquellos sistemas con mayor disponibilidad de fase externa para la partición del
nifedipino. ,

Con el fin de evaluar el efecto reservorio de las microemulsiones múltiples
desarrolladas, se estudia la cesión de nifedipino desde estas formulaciones durante las
48 horas que dura el ensayo y se compara con la cesión de nifédipino desde una
formulación control (múltiple microemulsión o/a/o* ^1,6 mg ae nifeaip;na,mt))• Como se puede
observar en la figura anterior, en las microemulsiones múltiples o*/a/o y o*/a/o* se
obtienen perfiles de cesión del principio activo que se pueden ajustar a cinéticas de
orden cero mientras que, la cesión de nifedipino desde la formulación control se ajusta
a una cinética de orden uno. El distinto comportamiento en la cesión desde los sistemas
dispersos o*/a/o y o*/a/o* respecto a la formulación control se debe, por un lado, a que
la fase externa oleosa de la microemulsión múltiple ayuda a la partición del nifedipino
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desde la.fase.interna a.la extema y.por otro lado, al efecto reservorio del principió activo
localizado en la fase interna oteosa; que permite un gradiente de concentracióñ positivo
hacia la fase externa y de aquí al compartimento receptor.

. En la tabla 55 . se recogen loŝ^ porcentajes de nifedipino cedidos a las 24 y 4S
horas desde 1^s distintas formulaciones: ^ ^ .

__-
F l ió

- ----- ___ _. --- _ -- --- _ _ _ _ -
- _ _ _ C^tidad ceílida % Dosisormu ac n

. ^ 1 h 24h ^ ^ 48h
o/a1o* `(Control) ^ ^0,4^±0;51 . • 48,40±2,04 6^,93±3,Ó6 ^
o*/a%^ ^ ^ ^ ' Ó,52±Ó^'11 ' ^ 29,99±1,62 63,55±2,97
o*/CL/O *^p 8 mg de nifedípino/m!) 1,15 ±0,16 ^6^29±1 ^ 34 ._ 5 9,44^,31
o*/a/o*^^,ómĝ denífediptreó%»ilJ . 0,99 ±0,14 17,75±0,97 44,37±1,91 ^

Tdblti SS. Porcentájes de nifedr'ptñ© ceclidos désde microemulsiónes múltiples o/a/o a distintos tiempos. . . . , ,
^n fun^ióñ de la édrttitlad de nifédipino inéórpóradá en Icifase interrtá y ezterna.

^41 comienao dél énsayo; l^ mayór cé ŝióri de nifedipino a^travéŝ de la mémbrana
de PVDF corréspóndé á, la ŝ microemulsioñes múlt'iples cón nifedipinó in^rpórádo én la
fase e^erna. Sin emba'rgó; lá formulaĉióñ cóñtról' es la que cédé máyór pórcéntáje dé la ^^
dosis inicial, ya que la difusión del. principio activo localizado. en la fase. e^rterna no se
encuéntiá reguladá por la éántidad de nifedipino que ^difuñde désde lá fáse irnerna a la
extér^a: t41 reálizár ún análisis e_^tádís^icí^ de var^ánza (^11^T9VA) del pór^entajé éédido^ .
de nifedipirio désde lóŝ sistemas dispersos o*/a/o, ^ó*/a/ó*^o;s ^ ae n^r^d►p^^/^> y o*/a%ó*^^,6
mg de mfedipino(ml^ sé observán diférencias éstadíŝtiéamenté significativas a la liora de
ensayo éntre las microemulsióñes múltiples ó*/aJo y o*/aJo*^o,8 mgdenifedipmo/mi). : , .

Ĉomo se puede observar, ^a las` 24' y 48^ horas dé en^ayo el mayor porcentaje
cedido de la dósis administrada sigue correspondiendo a lá formulación contról. De las. _ .
microemulŝiónes^ múltipleŝ coii principib:ácrivo inéorpisradó én la. fase interna es el .
sistema dispersó o*/a/ó el qúé cede mayór pórcentáje dé nifedipinó_ Por Io tanto, se .
puéde coñélúir qué á médida qtié dismiiiuyé Íá çáñtidád dé ñifédipiñó iri ĉórpórádá éri.lá„ ,
fáse extérná, aúmentá lá fuérza de córiduccióri que di ĉha fa^é^ ejércé ŝobré el, pñncipio. .
activó lóĉát'izado en' la fáŝé interna. Dé ésta mañera, se favórece ^lá parEición dél
nifédipino hácia la fasé éxtériiá dandó lugár a un mayor pór^entaje de nifédipino cedido.

. : . . .
A^ láŝ ^ 24 hoias dé éñsayó él porcéñtájé ĉédido^ de ñifédipino desde las

microemulsiones múltiples o*/a/o, o*/a/o*^o,8 mg de niredipinoiml) y O*/^O*(1,6 mg ae ^ea^p^,oimij
esta comprendido entre el 17,8 y el 30%. Al realizar un ANOVA, no se observan
diferen`cias eŝtadíŝticaiñénté ^ignifiĉativáŝ entre lós porcéñtajes cedidós d^sdé, los
sistemaŝ ^dispersós ó*7alo y o^`/a!ó*^osmgae,,;fed;p^o/^). ^ . . .

A lás 48 hóras de enŝáyo, el ', pórceiitáje cedidó de nifedipino desde las., . ..
micróemúlsiones múltiples o*/álo, ó*/a/o*^o,8 ^ii ĝ dé riifédipIIió/ml) y O*/ai0*^1,6 ;^ d^ ^^^oi^)
está cóm^rendido entre el 44;4 y e163;6 %: No sé.aprecián diferencias ^stadísticaménte
signif ca.tivás al réalizar úñ' ANOVt^ éntré lós. pórcéntaJ'és eécíidos; ^ desde laŝ
microémúlŝioñés múlfipléŝ ó*/a/ó'y o*/a/o*^o,smsden^re^p;^o/my. ^



Parte Experiméntab Estudios de Absorción^ Transdérmica de Nifedipino 301 ,

La tabla 56 muestra los coeñcientes de permeabilidad y los tiempos de latencia
de las microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio. ^

M•uroemulsión múlti le g^10' c»t•h' ' 1L oras
o/a1o* (Conirod) 12,37±0,113 ^ 0,022 ±0,002
o*/a/o 5,09±0,033 0,591 ±0,009
O*/[3'^O*^0,8mgdenifedipino/ml) 4,41f0;027 0,093 ±0,002
o*/a1o*^1 ,ómgdenifedipinofml) 3,38-±^,029 0,067 ±0,002

Tarbla S6 Coefrcientes de permeabilidad (K^I y tiempos de latencia (t1) de las
microemulsiones múltiples o/a/o (microemulsión primaria o/aBrijm 96/PG/IPM;
20/30/S0; p/p/p) en función de la concentración de nifedipino presente en la fase interna y

' externa

Los coeficientes de permeabilidad se calculan a partir del flujo obtenido en el
estado estacionario considerando la concentración total de fármaco presente en los
sistemas dispersos.

Es interesante destacar que los Kp obtenidos desde las microemulsiones
múltiples o*/a/o, o*/a/o*^o,s mg ae n^fe^p^noimi) y o*/a/o*^1,6 ,b,g ae n;fea;p^o,m^) están relacionados
con la fuerza de conducción que ejerce la fase externa sobre ei nifedipino localizado en
la fase interna. Por lo tanto, está . fuerza de. conducción es mayor. ..en aquellas
microemulsiones múltiples con menor saturación de nifedipino en la fase continua
dando lugar a un mayor Kp.

La formulación ci^ntrol presenta el mayor Kp debido a que todo el nifedipino
localizado én la fase externa está disponible para la absorĉión y dicha cesión no está
regulada por la presenciá de principio áótivo Iocalizado en la fase interna.

La incorporación de nifedipino en la fase externa de las microemulsiones
múltiples disminuye considerablemeñte el tiempo necesario paza que el principio activo
atraviese la membrana lipófila y alcance el compartimento receptor. En este típo de
formulaciones, el nifedipino no tiene que difundir desde la fase dispersa a la fase
continua para que se produzca la absorción. Eri la formulación control, el tiempo de
latencia es muy pequeño debidó a la rápida cesión del principio activo incorporado en la
fase externa que, como se ha comentado anteriormente, no se en ĉuentra regulada por la
presencia de nifedipino en la fase interna.

La figura 107 representa los flujos de nifedipino desde las microemulsiones.
múltiples objeto de estudio. Como se puede observar, en todas las formúlacioneŝ se
alcanza el flujo máximo entre las 0,5 y 1 hora de ensayo. Los máximos valores de este
parámetro se obtienen desde los sistemas dispersos o/a/o* (44,1 µg/cm^/h) y o*/a/o*^o,s

2
mgdenifedipino/ml) (25,5 µg/cm !h). Posteriormente, en todas las microemulsiones rriúltiples
se produce uná disminución del flujo: En el caso de la formulación control, el flújo
disminuye hasta la finalización del ensayo debido a que la dosis incorporada es muy
pequeña y no se alcanza el estadó estácionarió. En' lás microemul ŝiones múltiples
o*/a/o y o*/a/o*^o,a mg aen;fea^p^norm^) se produce una disminución de este parámetro a las 2
horas de ensayo con valores de 6,0 y 9,4 µg/cm2/h, respectivamente. Eri él sistema
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disperso o*/a/o*^^,6 m^ de n;fed;p;no^mi) el flujo disminuye hasta las 4 horas con un valor de
9,3 µg/cm2/h.

igura . ujos e ni e^pino a traves e a mem rana es e as microemu siones mu tip es
o*/a/o, o*/a/o*^o,g,,,^de,,;f^^^, o*/a/o*p,6,,,^^e1,;f^;po,,,^,,,» y o/a/o* enĵuneión del tiempo.

En la microemulsión múltiple o*/a/o, el flujo aumenta progresivamente desde
las 4 hasta las 30 horas de ensayo (24,9 µg/cm2/h), para mantenerse, posteriormente,
constante hasta la finalización del mismo. Sin embargo, en la microemulsión múltiple

O*Iá/O*^O,R mg de n;feaipino/mi> el flujo incrementa desde las 4 a las 48 horas de ensayo
alcanzando valores de flujo de 22,7 µg/cm2/h. Por último, en la microemulsión múltiple

o*/a/o*^,,6 mg de nifedipinolml), el flujo aumenta progresivamente desde las 6 hasta las 48
horas de ensayo alcanzando un valor máximo de 19,7 µg/cm2/h.

Los flujos en el estado estacionario para las microemulsiones múltiples o*/a/o,
O*/a/O*^O,R mg de nifedipino/ml}, o*/a/O*^1,6 mg de nifedipino/ml), y O/ai0* son de 18 ,3, 16,3, 14,9 y
9,9 µg/cm2/h, respectivamente.

b) !n[luencia cte la relación Brij® 96/PG sobre la cesión in vilro de nifedipino
desde microemul.riones múltiples o/a/o.

L,a figura 108 muestra la cantidad cedida acumulada de nifedipino desde
diferentes microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por microemulsión primaria
(o/a)Brij® 96/PG /IPM; 10/35/55, p/p/p) con variación en la relación Brij 96/PG en el
intervalo comprendido entre 2:1 y 4:1. Como formulación control se desarrolla la misma
microemulsión múltiple en ausencia de cotensioactivo (PG).

En todas las formulaciones se mantiene constante la concentración de nifedipino
presente en la fase interna (18 mg•ml-') y externa (0,8 mg•ml^'). Todas las
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formulaciones presentan el mismo porcentaje de fase interna y externa por lo que las
cantidades de nífedipino son las mismas.

tgura . er es cesion in vitro e ni e^pino es e microemu siones mu tip es o aio

(microemulsión primaria (o/a)/Brij^ 9á/PG/IPM ]0/35/SS, p/p/p,) con 18 mg^mt' de nifedipino en fase

interna y 0,8 mg•mC^ de nifedipino en fase externa en funciím de la relación Brij® 96/PG.

En este ensayo se evalúa la influencia que ejerce la relación Brij® 96/PG sobre la
cesión de nifedipino desde las microemulsiones múltiples constituidas por un l0% en

peso de microemulsión primaria (fase interna), 35% en peso de Brij® 96/PG y 55% en
peso de IPM. Como se puede observar, al aumentar la relación Brij® 96/PG se
incrementa la cantidad de nifedipino que se absorbe a través de la membrana artificial
lipófila. Este efecto se observa desde las primeras horas de ensayo, aunque de forma
más significativa a medida que transcurre el mismo. Los perfiles de cesión del principio
activo que se obtienen desde las microemulsiones múltiples o/a/o se ajustan a cinétícas
de orden cero.

En la tabla 57 se muestran los coeficientes de permeabilidad (Kp) de nifedipino
desde las microemulsiones múltiples. Los Kp se calculan a partir del flujo obtenido en el
estado estacionario teniendo en cuenta la concentración total de nifedipino presente en
los sistemas dispersos (2,24 mg•ml"^). Con el fin de normalizar los datos de
permeabilidad para cada microemulsión múltiple con respecto a la formulación control,
se calcula el incremento la permeabilidad (IP) según la siguiente ecuación (Moreno y
cols, 2000):
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IP = Kpari^^iPc

^pconrror

Microemulsión múlti le K•10' cm•h^ IP
Control (sin PG) 3,41 ±0,024 1
Brij° 96/PEG 400 2:1 3,96 ±0,032 1,16
Brij° 96/PEG 400 3:1 4,30 ±0,029 1,28
Bri'° 96/PEG 400 4:1 5,15 ±0,042 1,51

Tab[a 57. Coefrcientes de permeabilidad (K^ e incrementos de permeabilidad (IP) de
nifedipino desde las microemulsiones múl6ples o/a/o (microemulsión primaria o/aBrij®
96/PG/IPM,• 1 D/35/SS; p/p/p) en función de 1a relación tensioactivo%otensioactivo.

De los datos obtenidos se puede concluir que al aumentar la relación Brij®
96/PG en las microemulsiones múltiples, incrementa la permeabilidad de nifedipino a
través de la membrana artificial lipófila. El valor de Kp más alto corresponde a la
microemulsión múltiple con una relación tensioactivo/cotensioactivo 4:1, dando lugar a
un incremento de la permeabilidad de 1,5 veces superior respecto a la formulación
control.

Los Kp de nifedipino obtenidos, desde las microemulsiones múltiples objeto de
estudio, presentan una buena linealidad respecto a los coeficientes de reparto calculados
para cada sistema disperso en función de la relación Brij® 96/PG (Figura 109}.
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igura . garrtmos e os coe cientes e permea i ^ a traves e a
membrana artificial lipófila desde microemulsiones múltiples o/a/o con
variación en !a relación Brij® 96/PG frente a los logaritmos de sus
respectivos coeficientes de reparto.

De esta figura se deduce que a medida que aumenta el coeficiente de reparto lo
hace la constante de permeabilidad. Por lo tanto, debido a la relación lineal existente
entre los Kp y los coeficientes de reparto, las diferencias que existen en las cantidades
cedidas de nifedipino desde las distintas microemulsiones múltiples se pueden explicar
mediante los coeficientes de reparto del principio activo entre la fase oleosa y la fase
acuosa que constituyen los sistemas estudiados.
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Los valores de los coeficientes de reparto del nifedipino entre 1PM y agua, en
presencia dé PG según la relaĉión Brij® 96/PG, sugieren que el efecto observado sobre
la cesión del nifedipino desde los sistemas dispersos, a través de la membrana artificial,
puede deberse al PG. Esta suposición está reforzada por los resultados de solubilidad
del nifedipino en PG y en sistemas constituidos por Brij® 96/PG expuestos en el
apartado 4.3.6.

Así, al disminuir la relación tensioactivo/cotensioactivo se favorece la partición
del nifedipino desde la fase oleosa a la fase acuosa de la microemulsión primaria,
debido a la presencia de una mayor cantidad de PG en la formulación. Por este mismo
motivo, la posterior partición del nifedipino desde la fase acuosa hacia la fase externa
oleosa de la microemulsión se verá dificultada.

No obstante, es interesante destacar que el PG desempeña un papel fundamental
en la partición del nifedipino desde la fase interna oleosa (microemulsión primaria o/a)
a la fase externa oleosa para su posterior difusión a través de la membrana. Esto se
puede corroborar por el hecho de que en todos las microemulsiones múltiples con una
variación en la relación tensioactivo/cotensioactivo, comprendida dentro del intervalo
2:1 a 4:1, se obtienen valores de Kp mayores que el de la formulación control (sin PG).

En la tabla 58 se muestran los porcentajes de nifedipino cedidos, a distintos
tiempos, desde las microemulsiones múltiples en función de la relación Brij® 96/PG.

C^^^ cedida % Dosis
Microemulsión múltiple

I h 24h 48h
Control (sin PEG 400) 2,65 ±0,16 14,41±0,71 21,02±0,98
Brij® 96/PEG 400 2:1 2,93 ±0,19 17,29±0,79 33,19t1,06
Brij® 96/PEG 400 3:1 2,96 ±0,27 20,01±0,81 34,55±1,78
Brij® 96/PEG 400 4:1. 2,86 ±0,18 21,24±1,23 37,52±1,53

Tabla 58. Porcentaje de nifedipino cedido desde microemulsiones múltiples o/a/o a cástintos tiempos
en función de la relación tensioactivo%otensioactivo.

El porcentaje cedido de la dosis inicial de nifedipino, a la primera hora de
ensayo, desde las microemulsiones múltiples o/a/o está comprendido entre el 2,7 y
3,0%. A1 realizar un estudio estadístico de varianza (ANOVA) no se observan
diferenciaŝ eŝtadísticamente significativas entre los porcentajes cedidos de nifedipino
desde la formulación control y el resto de microemulsiones múltiples.

A las 24 y 48 horas de ensayo el mayor porcentaje de nifedipino cedido
corresponde a aquellas microemulsiones múltiples con mayor relación
tensioactivo/cotensioactivo, como ocurre a la hora de ensayo.

Los porcentajes cedidos de nifedipino a las 24 horas, desde los distintoŝ sistemas
dispersos, están comprendidos entre 14,4 y 21,2%. Al realizar un ANOVA no se
observan diferencias estadíŝticamente significativa entre los porcentajes cedidos de
nifedipino desde los sistemas dispérsos con una relación Brij® 96/PG 2:1 y 3.1.
Tampoco se observan diferencias estadísticamente significativas entre los sistemas
dispersos con una relación Brij® 96/PG 3:1 y 4:1. A las 48 horas, los porcentajes
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cedidos de nifedipino están comprendidos entre el 21,0 y 37,5%. A1 realizar un análisis
estadístico de varianza (ANOVA) no se observan diferencias estadísticamente
significativas entre los sistemas dispersos con una relación Brij® 96/PG 2:1 y 3:1 y entre
los sistemas dispersos con una relación Brij® 96/PG 3:1 y 4:1.

Los tiempos de latencia obtenidos para los distintos sistemas son muy similares
entre sí y están comprendidos entre 1• 10"2 y 5• 10"z horas. Esto se debe a que todas las
microemulsiones múltiples presentan el mismo porcentaje de fase externa con un
contenido de principio activo de 0,8 mg•ml"1.

La figura 110 representa los flujos de nifedipino desde las microemulsiones
múltiples o/a1o con variación en la relación Brij® 96/PG.

igura .^ ujos e ni e 'pino a traves a mem rana es e microemu siones mu tip es o 0
(microemulsión primaria (o/a)/Brij`^ 96/PG/IPM 10/35/S5, p/p/p) con cantidades de nifecápino
constantes en la fase interna (18 mg-mtf) y exterrra (0,8 mg-mt^) en función de la relación Brij®
96/PG.

Los perfiles de flujo desde las microemulsiones múltiples o/a/o objeto de
estudio son muy parecidos entre sí. Estos perfiles se caracterizan por un incremento
inicial del flujo, debido a la rápida cesión de nifedipino localizado en la fase externa.
Así, a la hora de ensayo los valores de flujo obtenidos desde los distintos sistemas
dispersos están comprendidos entre 30,5 y 34,5 µg/cm2/h. A continuación, se produce
una disminución significativa de este parámetro hasta las 4 horas de ensayo con
valores comprendidos entre 7,4 y 12 µg/cm2lh.

Posteriormente, se produce un aumento del flujo hasta las 6 horas para la
formulación control (9,1 µg/cm2/h) y hasta las 8 horas para los sistemas dispersos con
una relación tensioactivo/cotensioactivo de 2:1, 3:1 y 4:1, obteniéndose valores de 10,2,
11,4 y 12,9 µg/cm2/h, respectivamente. Finalmente, en todas las microemulsiones
múltiples se produce un descenso del flujo, pasando por una etapa de meseta desde las
24 a las 30 horas, hasta la finalización del ensayo con valores flujo de 4,9, 7,4, 7,7 y 8,4



Parte Ezperimenta^ Estudios de Absorción Transdérmica de Nifedipino .i07

µg/cm2/h para la formulación control y las microemulsiones múltiples con una relación
tensioactivo/cotensioactivo de 2:1, 3:1 y 4:1, respectivamente.

Los flujos en el estado estacionario para las microemulsiones múltiples con una
relación Brij® 96/PEG 400 2:1, 3:1, 4:1 y la formulación control (sin PEG 400) son de
8,7, 9,7, 11,4 y 7,5 µg/cm2/h, respectivamente.

c) Influencia de! contenido total Brl^ 96/PG sobre la cesión in vitro de
nifedipino desde microemulsiones múltiples o/a/o.

La figura 111 muestra la cantidad cedida acumulada de nifedipino desde
microemulsiones múltiples o/a/o con un contenido fijo en fase interna (10%
microemulsión primaria o/a) y una proporción variable del contenido total de Brij®
96/PG, y por lo tanto de fase externa oleosa, comprendido entre el 30 y el 45% en peso
con una relación fija tensioactivo/cotensioactivo 3:1 (p/p).
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igura . e es cesion in vitro e ni e^pino es microemu siones mu tip es o 0
(microemulsión primaria (o/a)/Brij® 963PG/IPM) con concentraciones de nijedipino en Ia fase interna de
18 mg^mt ^ y en la fase externa de 0,8 mg^mt^ e»función del contenido total Brij°' 96/PG.

En todas las microemulsiones múltiples se mantienen constantes la
concentraciones de nifedipino en la fase interna ( 18 mg•ml"') y externa (0,8 mg•ml-'). La
cantidad de nifedipino presente en la fase interna de todos los sistemas dispersos no
varía debido a que presentan el mismo porcentaje de fase interna incorporado ( l0%).
Por el contrario, la cantidad de nifedipino presente en la fase e^erna aumenta a medida
que lo hace su porcentaje en las microemulsiones múltiples.
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El objetivo de este estudio es evaluar el efecto que ejerce el contenido total Brij®
96/PG sobre la cesión de nifedipino desde las distintas microemulsiones múltiples
objeto de estudio. Como se puede apreciar en la figura I l l, al aumentar el contenido
total Brij® 96/PG disminuye la cantidad de nifedipino que se cede a través de la
membrana artificial lipófila. Los perfiles de cesión de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples con un 30 y 35% de contenido total
tensioactivo/cotensioactivo presentan pocas diferencias, al igual que ocurre entre las
microemulsiones múltiples con un 40 y 45% de contenido total
tensioactivo/cotensioactivo. La disminución en la cesión de nifedipino al aumentar el
contenido total Brij® 96/PG se observa desde las primeras horas de ensayo, aunque de
forma más significativa a medida que transcurre el mismo. Los perfiles de cesión del
principio activo que se obtienen desde las microemulsiones múltiples o/a/o se ajustan a
una cinética de orden cero.

En la tabla 59 se muestran los coeficientes de permeabilidad (Kp) de nifedipino
desde las microemulsiones múltiples con variación en el contenido total Brij® 96/PG.
Los Kp se ca.lculan a partir del flujo obtenido en el estado estacionario, teniendo en
cuenta la concentración total de nifedipino presente en cada uno de los sistemas
dispersos.

^croemulsión múlti le o/a/o K•10' cm•h'
30% Brij® 96/PG 4,67±0,032
3S% Brij® 96/PG 4,30±0,029
40% Br^® 96/PG 3,77±0,017
45% Bri'® 96/PG 3,53±0,016

Tabla 59. Coeficientes de permeabilidad (K^ de nifedipino desde microemulsiones
múltiples o/a/o (microemutsión primaria (o/a)/Brij® 96/PG/IP^ en función del contenido
total tensioactivo%otensioactivo.

Como se observa en la tabla 59, a medida que aumenta el contenido total Brij®
96/PG disminuyen los Kp de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o/a/o. El
mayor Kp corresponde a los sistemas dispersos con un 30% tensioactivo/cotensioactivo,
siendo este valor de 4,7 cm•h-l.

Los Kp del principio activo obtenidos desde cada microemulsión múltiple o/a/o
son bastantes lineales respecto a los coeficientes de reparto IPM/agua, calculados según
los porcentajes en fase interna, tensioactivo/cotensioactivo y fase externa presentes en
cada microemulsión múltiple (Figura 112). Debido a la relación lineal existente entre
ambos parámetros, los coeficientes de reparto del nifedipino entre la fase oleosa y
acuosa en presencia de distintas cantidades de PG pueden ser utilizados como una
aproximación para evaluar la partición del fármaco dentro de la microemulsión
múltiple. De esta manera, se puede explicar las díferencias existentes en las cantidades
cedidas de nifedipino desde cada sistema disperso. A la vista de los resultados
obtenidos se puede considerar que el PG constituye un factor limitante en Ia partición
del fármaco entre las fases oleosas y la fase acuosa que constituyen la microemulsión
múltiple o/a/o. Los resultados de solubilidad del nifedipino en PG y en sistemas Brij
96/PG expuestos en el apartado 4.3.6. de la presente memoria refrendan el papel que
ejerce este solvente en la microemulsión múltiple.
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F'rgura 112. Logaritmos de los coefrcientes de permeabilidad a través de la
membrana artificial lipófila desde microemulsiones múltiples o/a/o con
variación en el contenido total tensioactivo%tensioactivo frente a los
logaritmos de sus respectivos coeficientes de reparto.

Así, el aumento de PG en los sistemas dispersos favorece la partición del
fármaco desde fase oleosa a la acuosa de la fase interna (microemulsión primaria o/a).
La posterior partición del nifedipino hacia la fase dispersa (II'1V1) de la microemulsión
múltiple se encuentra reducida, al aumentar la cantidad de PG y disminuir el porcentaje
de fase externa oleosa. Por consiguiente, se produce una disminución en el Kp y, así
mismo, de la cantidad absorbida de principio activo a través de la membrana.

En la tabla 60 se muestran los porcentajes de nifedipino cedidos a distintos tiempos
desde las microemulsiones múltiples en función del contenido total Brij® 96/PG.

Microemulsión múltiple Cantidad cedida % Dosis
otala 1 h 24 h 48 h

30% Brij° 96/PG 3,09±0,24 21,22±0,92 37,06±1,61
35%Br^®96/PG 2,96±0,27 20,01±0,81 34,55±1,78
44%Brij®96lPG 2,49±0,18 16,88±0,39 27,58±1,14
45% Brij° 96/PG 2,19f0, I7 16,65±0,67 24,69±1,07

Tabla 60. Porcentaje de ni, fedipino cedido desde microemulsiones múlh'ples o/a/o a distintos tiempos en
junción del contenido total Brij® 96/PG.

EI porcentaje de nifedipino cedido desde las distintas formulaciones, durante la
primera hora de ensayo, está comprendido entre el 2,2 y 3,1%. A1 realizar un análisis
estadístico (ANOVA) se observa que existen diferencias estadísticamente significativas
entre las microemulsiones múltiples con un 30 y 45% tensioactivo/cotensioactivo y
entre las microemulsiones múltiples con un contenido total Brij® 96/PG del 35 y 45%.
Aquellas formulaciones con menor contenido total tensioactivo/cotensioactivo y por lo
tanto mayor contenido en fase externa (IPl1^, ceden mayores porcentajes de nifedipino
durante la primera hora de ensayo.

A las 24 horas de ensayo, el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples con variación en el contenido total Brij® 96/PG está
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comprendido entre el 16,7 y 21,2%. Existen pocas diferencias en el porcentaje cedido
desde los sistemas dispersos con un contenido Brij® 96/PG comprendido eñtre el 30 y
45%. A1 realizar un análisis estadístico de varianza (ANOVA) no se ohservan
diferencias estadísticamente signifcativas entre las microemulsiones múltiples con un
30% y 35% de contenido total Brij® 96/PG y entre los sistemas dispersos con un
contenido total tensioactivo/cotensioactivo de140 y 45%.

A1 finalizar el ensayo los porcentajes cedidos de nifedipin0 desde los sistemas
dispersos están comprendidos entre el 18,1 y el 12,3%. El análisis estadístico de
varianza (ANOVA) muestra que existen diferencias estadísticamente significativas
entre las microemulsiones múltiples con un 30 y 35% Brij® 96/PG y entre las
microemulsiones múltiples con un 40 y 45% Brij® 96lPG.

El tiempo de latencia (tl) de las microemulsiones múltiples (Tabla 60)
disminuye en aquellos sistemas con un contenido menor en tensioactivo/cotensioactivo,
ya que presentan el mayor porcentaje de fase externa y por lo tanto la mayor cantidad
de nifedipino incorporado. La disminución de este parámetro se debe a un incremento
en el gradiente de concentración desde la fase externa oleosa hacia el compartimento
receptor, por la presencia de una mayor cantidad de principio activo en dicha fase.

Microemulsión múlti le o/a/o tt
30% Brij® 96/PG 0,014±0,007
35% Br^® 96/PG 0,051±0,004
40% Brij° 96/PG 0,063±0,005
45% Bri ^® 96/PG 0,103±0,004

Tabla 60. Tiempos de latencia de microemulsiones múltiples o/a/o cargadas de
nifedipino en función del contenido total tensioactivo%tensioactivo.

En la figura 113 se observa los perfiles de flujo del nifedipino desde
microemulsiones múltiples con variaciones en el contenido total Brij^ 96/PG durante
48 horas. Es importante destacar, que el flujo de nifedipino desde las microemulsiones
múltiples, en función del contenido total tensioactivo/cotensioactivo, se caracteriza por
un aumento significativo durante la primera hora de ensayo, alcanzándose valores
comprendidos entre el 18,9 y 32,8 µg/cm2/h. Este fenómeno se debe a la rápida cesión
del principio activo localizado en la fase externa de la microemulsión múltiple. Al
inicio del ensayo son los sistemas dispersos con menor contenido Brij® 96/PG y, por lo
tanto mayor contenido en fase externa, los que presentan valores de flujo elevados.

Posteriormente, en todas las microemulsiones múltiples se produce una
disminución significativa del flujo, desde la una hasta las cuatro horas de ensayo, con
valores comprendidos entre 7,7 y 9,9 pg/cm2/h. Esto se debe a una disminución del
gradiente concentración, que se origina desde la fase externa hacia el compartimento
receptor, por la cesión del nifedipino.

Desde las 4 hasta las 6 horas de ensayo se observa un ligero aumento del flujo
con valores comprendidos entre 8,7 y 11,9 ç^g/cm2/h. Entre las 6 y 8 horas se aprecia en
todos los sistemas dispersos una etapa de meseta en la que el flujo se mantiene
constante con valores medios de 11,7, 11,4, 9,6 y 8,7 pg{cm2/h para las microemulsiones
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múltiples con un 30, 35, 40 y 45% Brij® 96/PG, respectivamente se observa una. Este
fenómeno se produce al mantenerse el gradiente de concentración constante, por
difusión del principio activo desde la fase interna a la fase e^erna oleosa de los
sistemas dispersos. A partir de las 8 horas hasta la finalización del ensayo, en todas las
microemulsiones múltiples se produce una disminución progresiva y suave del flujo
hasta valores comprendidos entre 5,3 y 8,4 µg/cm2/h, debido a un descenso en el
gradiente de concentración que se origina desde la fase dispersa a la continua. EI
descenso en el gradiente de concentsación está propiciado por una disminución del
contenido total de nifedipino en todos los sistemas dispersos.

En todas las etapas anteriormente mencionadas, las formulaciones con menor
contenido en tensioactivo/cotensioactivo son las que presentan mayores valores de
flujo. Los flujos en el estado estacionario para las microemulsiones múltiples con un
30, 35, 40 y 45% en contenido total Brij® 96/PG son de 10,5, 9,5, 8,2 y 7,4 µg/cm2/h,
respectivamente.
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d) htfluencia del contenido total de fase interna (microemulsión primaria o:%a1
sobre la cesión irz vitro de n^edi^^irro desde microemulsiones múltiples o/a,^ó.

La figura 114 muestra la cantidad cedida acumulada de nifedipino desde
microemulsiones múltiples o/aJo con variación en el contenido de fase interna
(microemulsión primaria o/a) en el intervalo comprendido entre el 5 y 20% en peso y un
contenido totai en Brij 96lPG del 30% en peso a una relación fija 3:1 (p/p).
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En todas las formulaciones se mantiene constante la concentración de nifedipino

en la fase interna (18 mg•ml^') y externa (0,8 mg•ml''). Sin embargo, las cantidades
incorporadas en la fase interna y externa en cada una de las microemulsiones múltiples

varía, ya que también lo hace el porcentaje de fase interna y externa presente en las

mismas.
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Como se observa, la variación en el contenido de fase interna en las
microemulsiones múltiples influye en la cesión de nifedipino a través de la membrana
artificial de PVDF. Durante las primeras 2 horas de ensayo, la cesión del principio
activo aumenta en las formulaciones con menor contenido en fase interna. La
explicación de este comportamiento reside en que estos sistemas dispersos presentan
mayor contenido de fase externa oleosa y por lo tanto de nifedipino incorporado en las
misma, favoreciéndose el gradiente de concentración desde la fase externa al
compartimento receptor a través de la membrana.

Desde las 4 horas de ensayo hasta la finalización del mismo, las
microemulsiones múltiples con mayor contenido en fase interna ceden mayor cantidad
de nifedipino a través de la membrana artificial lipófila. Las diferencias en la cesión de
nifedipino desde las distintas formulaciones se hacen más significativas a medida que
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transcune el ensayo. Este efecto se aprecia con mayor claridad en los sistemas dispersos

con un 20% de fase interna.

Por lo tanto, las diferencias observadas en la cesión de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples o/a/o pueden ser debidas al gradiente de concentración
generado entre la fase interna y la fase externa oleosa. El gradiente de concentración
desempeña una función vital en la cesión de nifedipino si se consideran las diferencias
significativas en la cantidad de principio activo localizado en la fase interna a medida
que aumenta su porcentaje en los sistemas dispersos. Las perfiles de cesión del
principio activo que se obtienen desde las microemulsiones múltiples o/a/o se ajustan a
una cinética de orden cero.

En la tabla 61 se muestran los coeficientes de permeabilidad (KP) de nifedipino
desde las microemulsiones múltiples con variación en el contenido de fase interna
(microemulsión primaria o/a).

Microemulsión múlti le o/a/o K•10- cm•h-

5°lo Fase inierna 6,23±0,051
10%Fase interna 4,93±0,039
IS%Fase interna 4,41±0,027
20% Fase interna 3,89±O,O19

Tabla 6I. Coeficientes de permeabilidad (K^ de las microemulsiones múltiples o/a/o

(n:icroema^lsión primaria (o/a)/Brij® 96/PG/IPM) cargada.r de nifedipino en función del

contenido de fase interna (microemulsión primaria o/a).

Los KP se calculan a partir del flujo obtenido en el estado estacionario en
función de la concentración total de nifedipino presente en cada uno de los sistemas
dispersos. Los mayores coeficientes de permeabilidad corresponden a aquellos sistemas
dispersos con menor contenido en fase interna y por lo tanto, mayor contenido en fase

continua.

Los coeficientes de permeabilidad de nifedipino a través de la membrana
artificial lipófila son bastantes lineales en relación a los coeficientes de reparto de
nifedipino, obtenidos en sistemas IPM/agua en presencia de propilenglicol según los
porcentajes IPM, tensioactivo/cotensioactivo y agua presente en las formulaciones
(Figura 115). De esta manera, los coeficientes de reparto del nifedipino entre la fase
oleosa y la fase acuosa en presencia de distintas cantidades de propilenglicol pueden ser
utilizados como una aproximación para evaluar la partición del fármaco dentro de la
microemulsión múltiple. A medida que aumenta el contenido en fase interna disminuye

el coeficiente de permeabilidad de nifedipino desde las distintas microemulsiones
múltiples

Este comportamiento puede ser debido a dos causas: 1) dilución de la
concentración de PG presente en las formulaciones al aumentar el porcentaje de fase
interna, cuyo componente mayoritario es agua, disminuyendo, por tanto, la partición
del fármaco desde la fase interna oleosa a la fase acuosa de la microemulsión o/a, 2)
disminución de la partición de nifedipino desde la fase acuosa a la fase externa oleosa
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en las microemulsiones múltiples o/a/o con mayor contenido de fase interna por la
presencia de menor porcentaje de fase continua.

a
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Figura 115. Logaritmos de los coeficientes de permeabilidad de nifedipino a
través de la membrana artifrcial lipófrla desde microemulsiones múltiples con
variaciones en el contenido de fase interna (microemulsión primaria o/a) frente
a los logaritmos de sus respectivos coeftcientes de reparto.

En los sistemas dispersos estudiados no existe una relación directa entre las
cantidades cedidas y los Kp obtenidos. Por lo tanto; la mayor cesión de principio activo
desde sistemas dispersos con coeficientes de permeabilidad bajos se debe a un
incremento en el gradiente de concentración entre la fase interna y Ia fase externa, al
aumentar considerablemente la concentración de fármaco mediante la incorporación de
un mayor contenido en fase dispersa.

Los porcentajes cedidos de nifedipino a distintos tiempos desde las
microemulsiones múltiples con variación en el contenido de fase interna
(microemulsión primaria o/a) se muestran en la tabla 62.

^croemulsión múltiple Cantidad cedida % Dosis
^^0 1 h 24 h 48 h

S% Fase interna 5,32±0,33 23,61±0,92 39,45±1,79
1 D% Fase interna 3,09±0,27 24,23±0,91 42,18±2,11
15% Fase interna 2,00±0,18 25,76±1,12 47,26±2,07
20%Fase interna 1,15±0,16 26,29±1,34 59,44±1,98

Tabla 62. Porcentaje cedido de nifedipino desde microemulsiones múlliples o/a/o a distintos tiempos en
función del contenido en fase interna (microemulsión primaria o/a).

Durante la primera hora de ensayo son las microemulsiones múltiples o/a/o con
mayor porcentaje de fase externa las que ceden un mayor porcentaje de principio
activo. Los porcentajes cedidos de nifedipino desde cada uno de los sistemas dispersos
están comprendidos entre 1,2 y 5,3%. Al realizar un AlVOVA se observan diferencias
estadísticamente significativas entre los porcentajes cedidos desde las microemulsiones
múltiples objeto de estudio.
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A las 24 horas de ensayo el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples, con variación en eí contenido de fase interna, está
comprendido entre el 23,6 y 26,3%. El porcentaje cedido desde los distintos sistemas
dispersos es muy similar entre sí. A1 realízar un análisis estadístico de varianza
(ANOVA) se observan diferencias estadísticamente significativas entre los porcentajes
cedidos desde las microemulsiones múltiples con un 5 y 20% de fase interna.

A las 48 horas de ensayo, el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples, con variación en el contenido en fase interna, está
comprendido entre el 39,5 y 59,4%. Como se puede apreciar, los sistemas dispersos con
mayor contenido en fase dispersa ceden los mayores porcentajes de nifedipino. Al
realizar un ANOVA no se observan que existen diferencias estadísticamente
significativas entre las microemulsiones múltiples con un 5 y un 10% de fase interna y

las microemulsiones múltiples con un 10 y 15% de fase interna.

El tiempo de latencia (t^ depende de la cantidad de nifedipino incorporada en la
fase externa (Tabla 63). Así, a medida que disminuye el porcentaje de fase interna
incorporado en las microemulsiones múltiples, aumenta el porcentaje de fase externa y
por lo tanto la cantidad de nifedipino incorporado en la misma dando lugar a una
disminución del tiempo de latencia.

Microemulsión múlti le o/a/o tt
5% Fase interna 0,018±0,011

IO% Fase interna 0,015±0,011
IS% Fase interna 0,005±0,002
20% Fase interna 0,093±0,002

Tabla ó3. Tiempos de latencia de microemulsiones múltiples o/a/o de nifedipino en

función de! contenido de fase interna (microemulsión primaria o/a).

En la figura 116 se observan los perfiles de flujo del nifedipino desde
microemulsiones múltiples con variación en el contenido en fase interna durante 48

horas. Como se puede observar, los perfiles de flujo del nifedipino obtenidos en
función del tiempo, obtenidos desde cada una de las microemulsiones múltiples o/a/o,
se caracterizan por un incremento de este parámetro durante la primera hora de ensayo.
Este efecto es más significativo en los sistemas con menor contenido en fase interna, ya
que en ellos se encuentra favorecido el gradiente de concentración debido a una mayor
presencia de principio activo en la fase externa. Los valores de flujo de las
microemulsiones múltiples o/a/o se encuentran comprendidos entre 22,2 y 35,9

µg/cm2/h.

A partir de la hora hasta las 4 horas de ensayo se observa una disminución del
flujo en todos las microemulsiones múltiples con valores comprendidos entre 7,6 y 13,9

µg/cm2/h. Las microemulsiones múltiples con menor contenido en fase interna
presentan a las 4 horas de ensayo los menores valores de flujo.

Es interesante destacar el comportamiento de los perfiles de flujo a partir de las
4 horas de ensayo. Todas las microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio
experimentan un aumento del flujo hasta las 6 horas de ensayo con valores
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comprendidos entre 10,8 y 14,8 µg/em2/h, siendo los sistemas dispersos con mayor
contenido en fase interna los que presentan los valores más altos.. A partir de las 6
horas, los flujos de nifedipino se mantienen prácticamente constantes hasta las 8 horas
de ensayo.

T

20 30
Tiempo (horas)

40 50

^ 5% Fase interna -^-10% Fase inema
-^-15% Fase intema -^- 20% Fase interna

t,^ura .^ ujos e ni e ipino n trm^es e a mem rana c es e microemu siones nru tip es o'a o

de nifedipino (microemuLsión primaria (o/n)iBrij`^ 9F,^PG/IP.bi) en funcicin del contenido de fnse internn
(nricroemulsión o; á).

En las microemulsiones múltiples o/a/o con un 5 y] 0% de fase interna, desde
las 6 hasta las 48 horas de ensayo, se produce una disminución progresiva del flujo con
valores de 5,5 y 8,7 µg/cmZ/h, respectivamente.

Sin embargo, en las microemulsiones múltiples con un 15% de fase interna se
observa una aumento del flujo hasta alcanzar un valor de 16,5 µg/cm2/h a las 30 horas
de ensayo. A continuación se produce una disminución del flujo con un valor de 14,9
µg/cmZ/h a las 48 horas de ensayo. En las microemulsiones múltiples con un 20% de
fase interna se observa un comportamiento similar, incrementando el flujo
progresivamente hasta la finalización del ensayo (22,7 µg/cm2/h).

Los flujos en el estado estacionario de las microemulsiones múltiples con un 5,
10, 15 y 20% de fase interna son 9,1, 10,6, 13,5 y 16,3 µg/cmZ/h, respectivamente.

6. 2. ^1. - Estt^dios comp^arativos de cesió^r in nitro de trifedipino desde sistemas dispersos
o á%, oia y a%o constitidos por Br^`^ 96; PG como terrsioactiv^%otensioactivo .

EI objetivo de este estudio es evaluar la absorción de nifedipino a través de la
membrana de PVDF, empleada como modelo de piel, desde sistemas dispersos o/a/o,
o/a y a/o y las ventajas que ofrecen las microemulsiones múltiples o/a/o respecto a las
microemulsiones a/o y o/a.
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- Método:

Para poder hacer un estudio comparativo de los perfiles de cesión de nifedipino
obtenidos desde los sistemas dispersos o/a/o, a/o y o/a, se deben desarrollar
formulaciones con la misma composición cuantitativa de fase interna (microemulsión
primaria o/a, IPM y agua) tensioactivo/cotensioactivo (Brij® 96/PG) y fase externa
(IPM y agua). La composición cualitativa de los sistemas dispersos tampoco varía.

Debido a que no es posible el desarrollo galénico de microemulsiones o/a y alo
con la misma composición cuantitativa que la microemulsión múltiple o1aJo
seleccionada (fase interna/Brij® 96/PEG 400/Il'M; 20/30/50; p/p/p), se emplean sistemas
dispersos constituidos por un 10% fase interna, 35% tensioactivo/cotensioactivo y 55%
fase externa.

Las microemulsiones o/a están constituidas por un 10% IPM (fase interna), 35%
Brij® 96/PG (tensioactivo/cotensioactivo) y 55% agua (fase externa). El desarrollo de
este tipo de microemulsiones se ha descrito ampliamente en el apartado 5.1.6.

Las microemulsiones a/o están constituidas por un 10% agua, 35% Brij® 96/PG
y 55% de IPM. El desarrollo de este tipo de microemulsiones se realiza utilizando el
mismo método que el empleado para las microemulsiones o/a.

La concentración total de principio activo presente en la microemulsión múltiple
o/a/o y microemulsión o/a es 2,21 mg•ml"' mientras que, en la microemulsión a/o es 1,6
mg•ml"' (máxima cantidad de principio activo capaz de solubilizarse en la fase oleosa).

El nifedipino, debido a su carácter lipófilo, se incorpora en la fase interna (IPM)
de la microemulsión o/a y en la fase externa (IPM) de la microemulsión a/o. En la
múltiple microemulsión o/a/o la cantidad de principio activo incorporado en la fase
interna oleosa es 18 mg•ml"1 y en la fase externa oleosa 0,8 mg•ml"l.

Las condiciones experimentales y el tratamiento de los datos se han descrito
ampliamente en el apartado 6.1.3. del presente capítulo.

- Resultados y comentarios:

En la figura 117 se comparan los perfiles de cesión del nifedipino a través de la
membrana de PVDF desde la microemulsión múltiple o/a1o y las microemulsiones o/a y
a/o. Como se observa, la incorporación de nifedipino en los sistemas dispersos
estudiados da lugar a diferencias en los perfiles de cesión del fármaco a través de la
membrana artificial lipófila. Durante las primeras cuatro horas de ensayo, la mayor
cesión de nifedipino, en cuanto a magnitud y extensión, se produce desde la
microemulsión alo. Este fenómeno se debe a la mayor concentración de nifedipino
presente en la fase externa (1,6 mg•ml'1) respecto a las microemulsiones múltiples (0,8
mg•ml"') y la microemulsión o/a. La cesión de nifedipino desde la fase externa de la
microemulsión aJo es muy rápida durante las 4 horas de ensayo y no está reguladá por
la presencia de principio activo en la fase interna. Posteriormente, se produce un
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aumento progresivo de la cesión a través de la membrana artificial hasta alcanzar una
etapa de meseta a las 30 horas de ensayo.

Figura 117. Perfites c!e cesión de nijedipino desde sistemas dispersoŝ (10% fase interraa/35% Brij^
9G^PGí55% fase externa) oíaío, o,^a y ao n través de la menrbrana de PhDF.

En la microemulsión o/a/o, la incorporación de nifedipino en la fase externa
favorece, inicialmente, la cesión del principio activo durante la primera hora de ensayo.
sin embargo, a las 2 horas de ensayo se produce un descenso en la cantidad cedida de
nifedipino ya que la concentración de principio activo en la fase externa disminuye,
hasta que el nifedipino incorporado en la fase interna difunda hacia la fase externa.

A partir de las 4 horas hasta la finalización del ensayo, se produce un aumento
progresivo de la cesión de nifedipino desde (a microemulsión múltiple o/a/o. A partir de
las 6 horas de ensayo, la mayor cesión de nifedipino se produce desde la microemulsión
múltiple o/a/o. La fase externa oleosa (1PM) presente en la microemulsión múltiple
o/a/o favorece, inicialmente, la cesión de nifedipino desde la fase externa en la que se
encuentra incorporado y posteriormente, su partición desde la fase interna a la fase
continua. El resultado final es una mayor cesión de nifedipino desde las 6 hasta las 48
horas de ensayo en comparación con las microemulsiones a/o y o/a.

En la microemulsión o/a se produce una menor cesión de nifedipino durante las
primeras 4 horas de ensayo en comparación con los sistemas dispersos o/a/o y a/o. Este
comportamiento se debe a que el principio activo tiene que difundir desde la fase
dispersa a la fase continua para absorberse, posteriormente, a través de la membrana.
Únicamente, el nifedipino presente en la fase continua es capaz de atravesar la
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membrana de PVDF. En este tipo de microemulsiones, la absorción está inicialmente
gobernada por la pequeña concentración de nifedipino presente en la fase externa
(agua). A continuación, una vez que el nifedipino alcanza la fase externa, la absorción a
través de la membrana aumenta debido al gradiente de concentración que se produce
entre la fase oleosa y acuosa.

En función de lo comentado anteriormente, se puede concluir que la microemulsión
múltiple o/a/o y la microemulsión o/a ejercen un efecto reservorio debido a la
incorporación del principio activo en la fase interna, originándose en ambos casos un
gradiente de concentración positivo desde la fase interna a la fase externa. Como
consecuencia de este efecto reservorio, los perfiles de absorción de los sistemas
dispersos o/a/o y o/a se ajustan a cinéticas de orden cero, en comparación a la cinética
de orden uno observada en la microemulsión a1o.

En la tabla 64 se muestran los porcentajes cedidos de nifedipino a distintos
tiempos desde los sistemas dispersos o/a/o, o/a y alo.

Mi l ió
Cantidad cedida % Dosiscroemu s n

1 h 24h 48h
o/a/o 2,96±0,27 20,01±0,81 34,55±1,78
o/a 0,18±0,03 17,49±0,61 28,22±1,03
^0 7,19±0,36 34,88±1,89 43,78±1,17

ábla 64. Porcentaje cedído de nifedipino desde sistemas dispersos o/a/o, o/a y a/o a distintos tiempos.

Durante la primera hora de ensayo el porcentaje cedido de nifedipino desde los
sistemas dispersos o/a/o y a/o es 16,4 y 39,9 veces superior, respectivamente, respecto a
la microemulsión a/o.

A las 24 horas de ensayo el mayor porcentaje cedido de nifedipino corresponde
a la microemulsión a/o. Sin embargo, los porcentajes cedidos de nifedipino desde los
sistemas dispersos con igual concentración de principio activo (microemulsión o/a y
microemulsión múltiple o/a/o) son muy similares. Al realizar un ANOVA no se observan
diferencias estadísticamente significativas entre los sistemas dispersos o/a/o y a/o.

A las 48 horas de ensayo, el mayor porcentaje de nifedipino cedido corresponde
al sistema disperso a/o. Los porcentajes cedidos desde los sistemas dispersos o/a/o y o/a
con igual concentración de principio activo son del 34,5 y 28,2%, respectivamente. Al
realizar un ANOVA se observan diferencias estadísticamente significativas entre los
sistemas dispersos o/a/o y a/o.

Por lo tanto, el sistema disperso que cede un mayor porcentaje de nifedipino
durante todo el ensayo corresponde a la microemulsión a/o. No obstante, hay que tener
en cuenta que existen diferencias significativas en la concentración de nifedipino
presente en la microemulsión a/o (1,6 mg•ml^') con respecto a la de los sistemas
dispersos o/a/o y o/a (2,24 mg•ml^l). Además, la cesión en la microemulsión a/o se ve
favorecida por no existir un efecto reservorio ya que el principio activo se encuentra
localizado en la fase externa oleosa.
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La tabla 65 muestra los coeficientes de permeabilidad (Kp) y los tiempos de latencia
de nifedipino desde la microemulsión múltiple o/a/o y las microemulsiones o/a y a/o.

Microemulsión
^m h aras

o a'o 4,30±0,029 0,051±0,004
^^^a 3,98±0,016 0,662±0,012
^^ 17,8±0,098 0,021 ±0,002

Tabla 6S. Coeficrentes de pernreabilidad (h^} y tiempos de Iatencia (tJ de nrfedrpino desde

!os sistemas dispersos o^'a^o, o^a y aío (10% fase inierna, 30% Brij`^ 9óiPti v 55% .rase
externa) a través de la membrana de P6 DF:

La permeabilidad máxima de nifedipino se observa con la microemulsión a/o,
ya que no existe efecto reservorio que regule la cantidad cedida de principio activo. Sin
embargo, en los sistemas dispersos con efecto reservorio, con igual concentración de
principio activo, la permeabilidad de nifedipino en la microemulsión múltiple o/a/o es
mayor que en la microemulsión o/a. Este fenómeno puede explicarse por la fuerza
conductora que ejerce la fase externa oleosa, presente en el sistema disperso o/a/o,
sobre la partición del principio activo localizado en la fase interna.

Los sistemas dispersos o/a/o y a/o que permiten la incorporación de nifedipino
en la fase externa oleosa presentan tiempos de latencia inferiores. Por el contrario, en la
microemulsión o/a se obtiene un valor mayor de t, porque el nifedipino tiene que
difundir desde la fase interna a la externa durante la primera hora de ensayo (Tabla 65).

Los perfiles de flujo de la microemulsión múltiple o/a/o y las microemulsiones
o/a y a/o se muestran en la figura 118
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rgura . crjos c e ni e ipino a traves e a mem rana es e o.c sistema,c i.cper.co,c o^a'o, o n

v o/a constituidos por 10% jase interna, 35% Brij`^ 96/PG y 55% IPM.

La posibilidad de incorporar nifedipino en la fase externa de la microemulsión
múltiple o/a/o y microemulsión a/o incrementa significativamente los valores de flujo
durante la primera hora de ensayo, en comparación con la microemulsión o/a.
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Así, en los sistemas dispersos o/alo y a/o se caracterizan por un incremento
considerable del flujo con valores aproximados de 31 µg/cm2/h durante la primera hora
de ensayo. Posteriormente, se produce de una disminución drástica del flujo con valores
de 8,9 y 14,7 µg/cm2/h para la microemulsión múltiple y la microemulsión a/o,
respectivamente, a las 2 horas de ensayo.

En la microemulsión múltiple se observa un aumento del flujo desde las 2 hasta
las 6 horas de ensayo (11,2 µg/cm2/h), manteniéndose este flujo hasta las 8 horas de
ensayo. A partir de este tiempo, se produce una disminución progresiva del flujo hasta
las 48 horas de ensayo con un valor de 7,7 µg/cmZ/h.

La microemulsión a/o se caracteriza por una disminución del flujo desde las 2
hasta las 48 horas de ensayo. EI valor del flujo al final del ensayo es de 3,89 µg/cmZ/h.

Los valores de flujo en el estado estacionario obtenidos en los sistemas
dispersos o/a/o y a/o son 9,5 y 7,2 µg/cm2/h, respectivamente.

El perfil de flujo de la microemulsión o/a se caracteriza por valores muy
pequeños del flujo de nifedipino durante la primera hora de ensayo (aproximadamente
2 µg/cm2/h). Una vez que el nifedipino difunde desde la fase interna a la externa para
absorberse a través de la membrana de PVDF, los valores de flujo incrementan
progesivamente hasta las 4 horas de ensayo con valores de 11,0 µg/cmZlh. El flujo se
mantiene prácticamente constante hasta las 8 horas de ensayo. Posteriormente y hasta la
finalización del estudio de cesión se produce una ligera disminución de este parámetro
(7,3 µg/cm2/h). El flujo en el estado estacionario es 8,9 µg/cm2/h.

Se puede concluir que, los mayores valores más altos de flujo de nifedipino
obtenidos desde la microemulsión múltiple o/a/o con respecto a la microemulsión o/a
pueden atribuirse: 1) a la incorporación de nifedipino en la fase externa oleosa
favoreciendo su cesión durante las dos primeras horas de ensayo y 2) a la fuerza de
conducción que ejerce, posteriormente, la fase externa oleosa sobre nifedipino,
favoreciendo su partición desde la fase interna hacia la fase continua.

6.3.- Estudios de cesión in vitro de nifedipino a través de piel de rata desde
microemulsiones múltiples o/a/o constituidas par microemulsión primaria o/a, Brij®
96, PEG 400 y IPM

El estudio de cesión de nifedipino desde la microemulsión múltiple o/alo
seleccionada (microemulsión primaria o/a/ Brij® 96/PEG 400/IPM; 20/30/50; p/p/p, con
una relación fija Brij® 96/PEG 400 de 3:1), empleando un modelo animal nos ayuda a
predecir si la absorción de nifedipino a través de piel humana es adecuada para obtener
niveles terapéuticos en sangre.

Además, este estudio permite determinar, en función de la cantidad de nifedipino
incorporada en la fase externa, el uso potencial de la microemulsión múltiple o/a/o
como vehículo para la administración transdérmica de nifedipino
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En nuestros estudios de cesión se utiliza la rata como modelo de animal. Este
modelo es empleado en la mayoría de los estudios de cesión in vitro realizados por
distintos autores con una gran variedad de fármacos (Miyazaki y cols, 1994; Mac Daid
y cols, 1996; Vora y cols, 1998). Por otra parte, se determinan una serie de parámetros
(coeficiente de permeabilidad, flujo, cantidad cedida, etc.) con el fin de explicar y
evaluar la absorción del nifedipino a través de piel de rata.

6. 3.1. - Preparación de las microemulsiones

En este apartado se desarrollan distintas microemulsiones múltiples o/a/o
constituidas por un 20% microemulsión primaria o/a, 30% Brij® 96/PEG 400 y 50%
IPM a una relación fija Brij® 96/PEG 400 de 3: l, con variaciones en la cantidad de
principio activo incorporada en la fase externa. También, se prepara una formulación
control con la misma composición cuantitativa y cualitativa sin nifedipino incorporado
en la fase externa

- Método:

El desarrollo galénico de las microemulsiones múltiples o/a/o formuladas en esta
sección, así como la incorporación del principio activo en la fase interna y externa, se
describe detalladamente en el apartado 5.3 de la presente memoria. El superíndice "*",
utilizado en la notación de todas las microemulsiones múltiples, indica la presencia de
nifedipino en la fase interna, externa o en ambas.

Para evaluar el efecto de la incorporación de nifedipino en la fase externa (IPM)
sobre el perfil de cesión de la múltiple microemulsión o/a/o (microemulsión primaria
o/a/ Brij 96/PEG 400/IPM; 20/30/50, p/p/p a una relación fija tensioactivo%otensioactivo
3:1 (p/p)) se procede a la incorporación de las siguientes cantidades de principio activo: 0,
4 y 8 mg de nifedipino que corresponden, respectivamente, a las concentraciones de 0, 0,8
y 1,6 mg•ml"'. La concentración de nifedipino presente en la fase interna se mantiene
constante a 18 mg•ml''.

Como formulación control se desarrolla la misma microemulsión múltiple con la
máxima concentración de nifedipino presente en la fase externa (1,6 mg•ml'').

6. 3. 2. - Estudios de cesiónn in vitro

- Método:

Los estudios de absorción in vitro a través de piel de rata se realizan con las
microemulsiones múltiples o/a/o desarrolladas en el apartado 6.3.1., variando la
cantidad de nifedipino incorporada en la fase externa.

- Obtención y preparación de piel de rata: se utilizan ratas hembra de la raza
Sprauge-Dawley con un peso comprendido entre 200-300 g. Las ratas son anestesiadas
mediante una inyección intraperitoneal de fenobarbital (40 mg•k ĝ1). Se afeita La zona
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abdominal mediante la utilización de tijeras y una maquinilla eléctrica. Posteriormente,
se aplica crema depilatoria en la zona afeitada durante 5 minutos y entonces, se limpia
con la ayuda de una espátula de plástico y algodón.

Después, la piel abdominal se obtiene quirúrgicamente por incisión en un
costado del animal, separando del tejido conectivo localizado debajo de la misma con la
ayuda de un escalpelo. El animal se sacrifica inmediatamente con una inyección de
fenobarbital. La grasa adherida a la piel se elimina cuidadosamente con unas tijeras.

La dermis de la piel se pone en contacto con solución salina (O,1M NaCI)
durante 30 minutos antes de empezar el ensayo con el fin de eliminar restos de tejidos,
sangre y enzimas. La piel se utiliza, inmediatamente, después en los ensayos de cesión
mantener su integridad.

- Cedda de di sión: los estudios de cesión de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio, se realizan en una celda de difusión
de Franz constituida por un compartimento donador y un compartimento receptor con
un área total disponible para la difusión de 2,06 cm2. EI compartimento receptor se llena
con 12,5 ml de una mezcla de tampón fosfato (0,2 M, pH=6,0)/propilenglicol (70/30;
v/v), a pH 7,4, para mantener condiciones sink (Ruan y cols, 1992; Megrab y cols,
1995}. La piel se sitúa entre el compartimento donador y receptor, unidos mediante un
dispositivo de sujeción, con el estrato córneo hacia el compartimento donador y la
dermis hacia el compartimento receptor.

El compartimento receptor se agita a 300 r.p.m y se encuentra termostatizado a
37°C durante todo el experimento mediante el paso continuo de agua a través de una
doble camisa localizada en este compartimento. EI compartimento donador se sella con
parafilm para evitar posibles fenómenos de evaporación e imitar, de esta manera, las
condiciones in vivo. Antes de iniciar el experimento todo el sistema se mantiene en
equilibrio durante 30 minutos.

- Muestreo y valoración del n^ediPino: se toman 0,75 ml de muestra del
compartimento receptor a la 1, 2, 4, 6, 8, 24, 30 y 48 horas y se reemplaza con el mismo
volumen de fluido receptor (tampón fosfato (0,2 M, pH=6,0)/propilenglicol (70/30;
v/v)). La cesión de nifedipino desde las formulaciones objeto de estudio a través de la
membrana biológica se evalúa durante 48 horas. La concentración del fármaco presente
en las muestras se determina por espectrofotometría UV/Visible a una ^,= 237,5
utilizando como blanco el medio receptor. Todo el sistema así como, las muestras
tomadas a cada intervalo de tiempo se protegen de la luz durante el tiempo que dura el
ensayo con el fin de evitar la degradación del principio activo. Los ensayos se realizan
por cuadruplicado (n=4).

- Tratamiento de datos: el tratamiento y análisis estadístico de los datos obtenidos
en los estudios de cesión in vitro se ha descrito detalladamente en el apartado 6.1.3.

EI tiempo de latencia (t^ se determina por extrapolación al eje x de la porción
lineal de los perfiles de cesión, obtenidos al representar la cantidad de nifedipino que se
absorbe por unidad de superficie frente al tiempo.
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- Resultados y comentarios:

La cesión de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o/a/o
(microemulsión primaria o/a/ Brij 96/PEG 400/Il'M; 20/30/50; p/p/p, con una relación
fija Brij® 96/PEG 400 de 3:1) se encuentra regulada principalmente por la transferencia
del fármaco desde la fase dispersa a la fase continua y por la difusión del fármaco a
través de la piel desde la fase continua al medio receptor (condiciones sink).

La difusión de nifedipino desde la fase interna a la externa en las microemulsiones
múltiples o/a/o se encuentra influenciada por tres posibles mecanismos:

-1) La formación "in situ" de micelas inversas en las fases oleosas que
constituyen el sistema disperso. La validez de este mecanismo depende de la naturaleza
del tensioactivo que forma la micela. Se ha demostrado que las micelas inversas se
forman en la fase oleosa de sistemas dispersos estabilizados por tensioactivos
monoméricos, como es el. caso del Brij® 96 (Sela Y. y cols., 1995). En este caso, el
transporte de nifedipino a través de micelas inversas sería uno de los posibles
mecanismos que facilitaría la migración del fármaco desde la fase interna oleosa a la
fase e^erna oleosa.

- 2) La presencia de cotensioactivos (propilenglicol y PEG 400) desempeñan un
papel importante en la cesión del nifedipino desde la microemulsión múltiple o/a/o.
Estos solventes facilitan la partición del principio activo desde las distintas fases que
constituyen el sistema disperso debido a la alta solubilidad dei nifedipino en los
mismos.

- 3) La fuerza conductora que ejerce la fase e^erna oleosa (IPM) sobre el
nifedipino (molécula de marcado carácter lipófilo), localizado en la fase interna oleosa,
facilita la partición del principio activo desde la fase oleosa a la acuosa de la
microemulsión primaria y posteriormente, hacia la fase dispersa de la microemulsión
múltiple o/alo.

La figura 119 representa la cantidad cedida acumulada de nifedipino en función
del tiempo a través de piel de rata desde diferentes microemulsiones múltiples o/a/o
constituidas por microemulsión primaria (o/a)lBrij® 96/PEG 400/IPM; 20/30/50 (p/p/p)
a una relación fija Bri} 96lPEG 400 de 3:1. En todas las formulaciones la cantidad de
principio activo incorporado en la fase interna se mantiene constante ya que el
porcentaje de fase interna presente en las microemulsiones múltiples es el mismo (20 %
de fase interna con una concentración de nifedipino de 18 mg•ml''), mientras que se
varía la concentración de nifedipino incorporado en la fase earterna.

Se estudia la incorporación de distintas concentraciones de nifedipino, en la fase
continua de la microemulsión múltiple o/a/o, con el fin de evaluar el efecto que ejerce el
aumento de dicha concentración sobre los perfiles de cesión del principio activo desde
la formulación seleccionada a ŭavés de piel de rata.

La incorporación de nifedipino en la fase continua (0,8 y 1,6 mg•ml-' de
nifedipino) de las microemulsiones múltiples o*/a/o* favorece la cesión de nifedipino a
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través de la membrana biológica (piel de rata) durante las cuatro primeras horas de
ensayo. Comparando con el perfil de cesión de nifedipino desde la microemulsión
múltiple o*/a/o, la cantidad cedida de nifedipino desde los sistemas dispersos con 0,8 y
1,6 mg•ml'^ de principio activo en la fase continua es del orden de 4,6 y 6,S veces
superior a la hora de ensayo, 4,1 y 5,2 veces superior a las 2 horas de ensayo y de 1,6 y
1,4 veces superior a 1as 4 horas de ensayo, respectivamente. En 1as microemulsiones
múltiples o*/a/o* este hecho se debe a la rápida difusividad del principio activo desde
la fase externa al compartimento receptor a través de la membrana. Por el contrario, en
la microemulsión múltiple o*/a/o, el nifedipino tiene que difundir, durante la primera
hora de ensayo, desde la fase interna a la externa.

^ura . er r es e ce.cion in vitro e ni e ipino es e nricroemu .riones mu tip e.c n á o
(microemulsión primaria {o^á)^73rij`^' 961PEG -100í/PM; 20,%30%50, p pip) a través cfe pie! de rata con 36
mK de nifedipino incorporado en !a fir.^e interna v distinta.c concentraciones de nifedipino en fa.ce externa

(0. 0,8 y 1,6 mg^mfr) y una farmufacitin contra! (microemulsión primarin o^áBrij`x^ 46 YF,G
-l00^7P.41•?0.^30!S0, p,^p, pJ con 1,< m^^mC^ de nifedipirro en !afase externa.

A partir de las 4 horas de ensayo hasta la finalización del mismo existe un
aumento de la cesión de nifedipino, en cuanto a velocidad y magnitud, desde
microemulsiones múltiples o*/a/o respecto a los sistemas o*/alo*. A las 24 horas, las
cantidades cedidas acumuladas de nifedipino desde las microemulsiones múltiples
O*/a/O, o*/a/0*(0,8 mg de nifedipino/ml) y o*/ñ/o* (1,6 mg de nifedipino/ml) son 6OS,9, 579,7 y 445,6

µg•cm'2, respectivamente. Mientras que, a las 48 horas de ensayo las cantidades cedidas

de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o*/a/o, O*/a^0*(o,R mg de nit^iipino,rnl) }r
o*/a/o* (^,^ mg a^ nieeaipino/n,>> son 996,5, 941,6 y 837,8 µg•cm 2, respectivamente. La mayor
cesión de nifedipino desde microemulsiones múltiples o*/a/o se debe a que la fase
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externa se encuentra totalmente disponible paza la solubilización del mismo, facilitando
su partición hacia la fase continua e incrementando la fuerza de conducción ejercida
sobre el nifedipino localizado en la fase interna. Todo esto se traduce en una mayor
difusión del principio activo a través de la membrana. Lo comentado anteriormente, se
aplica a las microemulsiones múltiples o*/a1o*(1,6 mg de nif^aipino/ml> y o*/a/o*(o,g ^ ae
n;ced^;no/ml) para explicar la mayor cesión de principio activo desde aquellos sistemas
dispersos con mayor disponibilidad de fase externa paza la partición del fármaco.

Con el fin de evaluar el efecto reservorio de las microemulsiones múltiples
desarrolladas, se estudia la cesión de nifedipino durante las 48 horas que dura el ensayo
y se compara con la cesión de nifedipino desde una formulación control (múltiple
microemulsión o/a/o* (1,6 mg ae n;rea;pino/n,q). Como se puede observar en la figura 119, en
las microemulsiones múltiples o*/a/o y o*/a/o* se obtienen perfiles de cesión del
principio activo que se ajustan a cinéticas de orden cero mientras que, la cesión de
nifedipino desde la formulación control se ajusta a una cinética de orden uno.

Esta diferencia en las cinéticas de cesión se debe, por un lado, a que la fase
externa oleosa de la microemulsión múltiple ayuda a la partición del nifedipino desde la
fase interna a la externa y por otro lado, al efecto reservorio que se origina por la
incorporación del principio activo localizado en la fase interna oleosa, dando lugar a un
gradiente de concentración positivo hacia la fase externa y posteriormente, al
compartimento receptor.

En la tabla 66 se recogen los porcentajes de nifedipino cedidos a las 24 y 48
horas desde las distintas formulaciones:

^ l ió
Cantidad cedida % Dosis

croemu s n
1 h 24h 48h

o/a/o* (Control) 1,60i0,57 25,85±1,76 37,49±1,87
o*/cz/o 0,05±0,01 34,67±2,06 53,02±2,99
o*IQ%O*(D,Smgdenifedipinolmt) 0,23±4,49 32,04±1,92 49,80+^,78
o*/a/o*^1,6 mg de nifedipino/ml) 0,27±0,11 20,86±1,61 39,22±1,95

Tabla 66. Porcentajes de nifedipino cedidos a través de piel de rata de.sde microemulsiones múltiples
o/a/o a distintos tiempos en función de la cantidad de nifedipino incorporado en la fase interna y
externa.

Los porcentajes de nifedipino que se ceden en mayor magnitud durante la
primera hora de ensayo, a través de la membrana de PVDF, corresponden a las
formulaciones con principio activo incorporado en la fase externa. Sin embargo, la
formulación control cede mayor porcentaje de la dosis inicial, ya que la difusión del
principio activo localizado en la fase externa no se encuentra regulada por la cantidad
que difunde desde la fase interna a la externa. A1 realizaz un análisis estadístico de
varianza (ANOVA) no se observan diferencias estadísticamente significativas entre los
porcentajes cedidos desde las microemulsiones múltiples o*1a/o*(o,s mg a^ nif^a;p;no/ml) y
O*/a%O*(1,6 mg de nifedipino/ml).

Como se puede observaz a las 24 y 48 horas de ensayo, el mayor porcentaje
cedido de la dosis administrada corresponde a la microemulsión múltiple o*/a/o. En
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función de los resultados obtenidos se puede decir que a medida que disminuye la
cantidad de nifedipino incorporada en la fase externa, aumenta la fuerza de conducción
ejercida sobre el principio activo localizado en la fase interna. De esta manera, se
favorece la partición del nifedipino hacia la fase externa dando lugar a una mayor
cesión de nifedipino.

A las 24 horas de ensayo, el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples objeto de estudio esta comprendido entre el 20,9 y el

34,7%. A1 realizar un ANOVA no se observan diferencias estadísticamente
significativas entre los porcentajes cedidos desde los sistemas dispersos o/a/o* y
o*/a/o*^^,6 mg de nifedipino/mq y desde los sistemas dispersos o*/a/o y o*/a/o*^os mg de

nifodipino/ml).

A las 48 horas de ensayo, el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples está comprendido entre el 37,5 y el 53,0%. No se aprecian
diferencias estadísticamente significativas al realizar un ANOVA entre los porcentajes
cedidos desde las microemulsiones múltiples o/a/o* y o*/a/o*^1,6 mgden;fed;p;,,o/mi) y desde
las microemulsiones múltiples o*/a/o y o*/a/o*^o,8mgdenifedipino/ml).

La tabla 67 muestra los coeficientes de permeabilidad y los tiempos de latencia
de las microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio.

Microemul.sión múlti le K•ZO- cm•h- t^ oras
o/a/o* (Control) 7,90±0,063 0,63 ±0,008
o*/a/o 4,87±0,049 2,41 ±0,032
O*/a/O *(0,8 mg de nife<tipino/ml) 4,71±0,052 1,08 f0,019

o*/a/o*^^,ómgdenifedipino/mlJ 3,29±0,036 0,82 ±0,010
Tabla 67. Coeficientes de permeabilidad (K^ y tiempos de latencia (t^ de las microemulsiones
mú/tiples o/a/o (microemulsión primaria o/aBrij® 96/PEG 400/IPM,' 20/30/S0; p/p/p) en función de la

concentración de nifedipino presente en la fase interna y externa.

Los coeficientes de permeabilidad (Kp) se calculan en el estado estacionario de

los perfiles de cesión de cada formulación, considerando la concentración total de
fásmaco presente en las mismas. Es interesante destacar que los Kp obtenidos desde

las microemulsiones múltiples o*/a/o, o*/a/o*^o,s mg de nifedipmo/ml) y O*Íd/O*^1,6 mg de

n;feaipino/,n^^ están relacionados con la fuerza de conducción que ejerce la fase externa

sobre el nifedipino localizado en la fase interna. Por lo tanto, está fuerza de
conducción es mayor en aquellas microemulsiones múltiples con menor saturación de
nifedipino en la fase continua, en las que se obtiene un mayor valor de Kp.

La formulación control presenta un valor de Kp superior respecto al resto de
formulaciones, debido a que todo el nifedipino localizado en la fase externa está
disponible para la cesión, la cual no está regulada por la presencia de principio activo
localizado en la fase interna.

El tiempo de latencia constituye el principal factor limitante para sistemas de
liberación transdérmicos como las microemulsiones. El 10% del tiempo de exposición
del sistema de liberación transdérmico se considera como valor límite de tiempo de
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latencia (Mc Daid y Deasy, 1996). Debido a que en los ensayos de cesión, el tiempo de
exposición de las microemulsiones múltiples desarrolladas en este apartado es de 48
horas, los tiempos de latencia obtenidos no impiden que se puedan emplear dichas
formulaciones como sistemas de liberación transdérmicos.

La incorporación de nifedipino en la fase externa de las microemulsiones
múltiples disminuye considerablemente el tiempo necesario para que el principio activo
atraviese la membrana biológica (piel de rata) y alcance el compartimento receptor. En
este tipo de formulaciones, el nifedipino no tiene que difundir desde la fase dispersa a la
fase continua para que se produzca la absorción. En la formulación control, el tiempo de
latencia es menor que en el resto de las microemulsiones múltiples debido a la rápida
cesión del principio activo incorporado en la fase externa.

La figura 120 representa los flujos de nifedipino desde las microemulsiones
múltiples objeto de estudio a través de piel de rata.

30 -

.^.

0
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Tiempo (horas)

^ o*/a/o

-^ o/a/o*(1,6 mg nifedipino/ml)

^-o*/a/o* (0,8 mg nifedipino/ml)

-}-o*/a/o*(1,6 mg nifedipino/ml)
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Durante las dos primeras horas de ensayo, los mayores valores de flujo se
obtienen desde las microemulsiones múltiples donde el nifedipino se incorpora en la
fase externa. Los valores medios de flujo, obtenidos durante este tiempo, para los
sistemas dispersos o/a/o*, O*/8%O*(1,6 mg de nifedipino/mI) y O*/^O*(0,8 mg de nitédipino/ml) SOn 7,6,

6,9 y 5,4 }^g/cm2/h, respectivamente.

A las 4 horas de ensayo, debido a la fuerza de conducción que ejerce la fase
externa sobre el principio activo incorporado en la fase interna, los mayores valores de

flujo se obtienen desde las microemulsiones múltiples o*/alo*. Los valores de flujo para

lOS SlstemaS hcsperSOS O*Ia/0*(O,R mg de nifedipino/ml), O*/a/0*(1,6 mg de nif^ipino%ml) y O/a/O* SOn
13,2, I 1,6 y 8,6 µg/cm2/h, respectivamente. Por el contrario, la microemulsión múltiple
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o*/alo presenta un valor de flujo inferior (8,2 µg/cm2/h), debido a que el nifedipino
debe difundir desde Ia fase interna a la externa.

A partir de las 4 horas de ensayo hasta la finalización del mismo, las
microemulsiones múltiples con nifedipino incorporado en la fase interna presentan
mayores valores de flujo. En concreto, aquellos sistemas dispersos con menor
saturación de principio activo en la fase externa son los que presentan un mayor valor
de este parámetro. Los perfiles de flujo de los sistemas dispersos o*/a/o, o*/a/o*(o,s mg de
nifeaiQinarml) y o*/a/o*(l,6 mg ae nifedi^;na/mq se caracterizan por un aumento progresivo del
flujo hasta las 24 horas de ensayo con valores de 25,2, 24,1 y 19,4 µg/cm^/h,
respectivamente. Posteriormente, en estos sistemas dispersos se produce una
disminución del flujo hasta las 48 horas de ensayo con valores comprendidos entre
17,4 y 20,7 µg/cm2/h.

En las microemulsiones múltiples o/a/o* se produce una disminución progresiva
del flujo desde las 4 horas hasta la finalización del ensayo (3,0 µg/cm2/h).

Los flujos obtenidos en el estado estacionario para las microemulsiones
múltiples o*/a1o, O*/a/O*(o,8 mg de nifedipino/ml), o*/^0*(1,6 mg de nifedipino/ml) y o/^0*(1,6 mg de

n;fed;Qi^o/ml) son 19,4, 18,7, 14,5 y 6,3 µg/cm2/h, respectivamente.

A partir de los flujos obtenidos en el estado estacionario, es posible calcular la
cantidad absorbida durante 24 horas a través de la membrana biológica (piel de rata)
utilizada en nuestros estudios, asumiendo un área razonable de exposición (10-30 cm2)
(Ruan y cols, 1992; McDaid y Deasy, 1996). Así para un área de difusión de 30 cm2 las
cantidades absorbidas a través de piel de rata desde las microemulsiones múltiples
O*/a/O, O*/a/O*(o,8 mg de nifedipino/ml), O*/^O*(1,6 mg de nifedipino/m1) y OIa/O*(1,6 mg de nifedipinolml)

son 13,9, 13,5, 10,4 y 4,5 mg de nifedipino, respectivamente.

De todas las microemulsiones múltiples desarrolladas, únicamente los sistemas
dispersos o*/a/o, o*/a/o*(o,s mg de nifeaipino/ml) permiten alcanzar niveles terapéuticos de
nifedipino diarios (13 mg) (Diez y cols., 1991) con un área razonable de difusión (30
cm2). La cantidad cedida de nifedipino obtenida desde estas formulaciones se debe
fundamentalmente a la fuerza de conducción que ejerce la fase externa sobre el
nifedipino incorporado en la fase interna (microemulsión primaria o/a). De esta
manera, aumenta el gradiente de concentración del nifedipino hacia la fase externa y
posteriormente a través de membrana. Este efecto es más significativo, como se ha
comentado anteriormente, cuando la fase externa (Il'1V17 presenta mayor disponibilidad
para la solubilización del principio activo, es decir cuando la cantidad de nifedipino
que se incorpora es menor. Por otra parte, el PEG 400 podría ejercer un efecto
sinérgico al favorecer la partición del nifedipino desde la fase interna a la fase acuosa
externa de la microemulsión primaria (o/a)

Es importante destacar el papel que desempeña el vehículo en la elevada
absorción de nifedipino a través de la piel de rata. Basándonos en estudios realizados
por microscopía electrónica de fractura por congelación y"double-labelling"
(Thacharodi y Panduranga Rao, 1994), las microemulsiones podrían penetrar a través
del estrato córneo y alcanzar sin ningún tipo de alteración la capa de células corneas
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(corneocitos). Una vez que la microemulsión penetra en el estrato córneo podría alterar
los caminos lipídicos y polares que constituyen la ruta intercelular (principal ruta en la
absorción transdérmica de fármacos).

El dominio lipofilo de las microemulsiones puede interaccionar con el estrato
corneo de dos maneras: 1) el nifedipino disuelto en el dominio lipófilo de la
microemulsión puede particionar directamente hacia los lípidos del estrato córneo y 2)
el domonio lipófilo del sistema disperso puede intercalarse entre los dominios
lipídicos del estrato córneo desestabilizando la estructura, en forma de bicapa, que
constituyen los lípidos neutros que forman la ruta intercelular. Ambas interacciones
incrementarían la permeabilidad del nifedipino a través de la ruta lipídica

Por otra parte, el dominio hidrófilo de la microemulsión podría producir un
incremento de la hidratación el estrato córneo. Se conoce que la hidratación de la piel
desempeña un papel importante en la absorción transdérmica de fármacos. Por lo
tanto, cuando el dominio hidrófilo interacciona con el camino polar de la ruta
intercelular provoca un incremento del volumen interlamelar de la bicapa lipídica del
estrato córneo. Este efecto resulta en una alteración de la estructura interfacial de la
bicapa lipídica. Además, debido a que alguna.s cadenas lipídicas se unen covalentemente a
las proteínas de superficie de las células córneas, la hidratación de estas proteínas
provocaría, también, una alteración de la estructura de las bicapas lipídicas.

EI hinchamiento de las proteínas intercelulares, también, altera la estructura de
la bicapa, permitiendo que el nifedipino (compuesto lipófilo) pueda absorberse más
fácilmente a través del camino lípidico (Thacharodi y Panduranga, 1994). Por último,
el IPM (fase interna y externa de la microemulsión múltiple o/a/o), debido a su efecto
promotor, puede incrementar el flujo de nifedipino a través de la piel de rata por
interacción del éster con la piel. Esta interacción acelera los cambios conformacionales de
los lípidos del estrato cónneo. (Inagi y cols, 1981; Miyazaki y cols., 1994).

6.4.- Estudios de cesión in vitro de nifedipino a través de piel de rata desde
microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por microemulsión primaria o/a, Brij®
96, propilenglicol y IPM.

El estudio de cesión de nifedipino desde la microemulsión múltiple o/a/o
seleccionada (microemulsión primaria o/a/ Brij^ 96lPG/IPM; 20/30/50; p/p/p, con una
relación fija Brij® 96/PG de 3:1), empleando un modelo de animal, nos ayuda a
predecir si la absorción de nifedipino a través de piel humana es adecuada para la
obtención de niveles terapéuticos en sangre.

Además, este estudio permite determinar, en función de la cantidad de nifedipino
incorporada en la fase externa, el uso potencial de la microemulsión múltiple o/a/o
como vehículo para la administración transdérmica de nifedipino

En nuestros estudios de cesión se utiliza la rata como modelo de animal. Este
modelo es empleado en la mayoría de los estudios de cesión in vitro realizados por
distintos autores con una gran variedad de fármacos (Miyazaki y cols, 1994; Mac Daid
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y cols, 1996; Vora y cols, 1998). Por otra parte, se determinan una serie de parámetros
(coeficiente de permeabilidad, flujo, cantidad cedida, etc.) con el fin de explicar y
evaluar la absorción del nifedipino a través de piel de rata.

6. 4.1. - Preparación de las microemulsiones

Se desarrollan distintas microemulsiones múltiples o/a/o constituidas por 20%
microemulsión primaria o/a, 30% Brij® 96/PG y 50% II'M a una relación fija Brij®
96ZPG 400 3:1, con variaciones en la cantidad de principio activo incorporada en la fase
externa. También, se prepara una formulación control con la misma composición
cuantitativa y cualitativa sin nifedipino incorporado en la fase externa.

- Método:

El desarrollo galénico de las microemulsiones múltiples o/a/o formuladas en esta
sección, así como la incorporación del principio activo en la fase interna y externa se
describen ampliamente en el apartado 5.3 de la presente memoria. El superíndice "*"
utilizado en la notación de todas las microemulsiones múltiples indica la presencia de
nifedipino en la fase interna, externa o en ambas.

Para evaluar el efecto de la incorporación de nifedipino en la fase externa (1PM)
sobre el perfil de cesión de la múltiple microemulsión o/a/o (microemulsión primaria
o/a/ Brij® 96lPG /IPM; 20/30/50, p/p/p a una relación fija Brij 96/PG 3:1 (p/p)) se
procede a]a incorporación de las siguientes cantidades de principio activo: 0, 4 y 8 mg
que corresponden, respectivamente, a las concentraciones de 0, 4,8 y 1,6 mg•ml-'. La
concentración de nifedipino presente en la fase interna se mantiene constante a 18
mg•ml"'. Como formulación control se desarrolla la misma microemulsión múltiple con la
máxima concentración de nifedipino presente en la fase externa (1,6 mg•ml'').

6. 4. 2. - Estudios de cesión in vitro

- Método:

Los estudios de absorción in vitro a través de piel de rata se realizan con las
microemulsiones múltiples o/a/o desarrolladas en el apartado 6.3.1., variando la
cantidad de nifedipino incorporada en la fase externa.

- Obtención y nreparación de^iel de rata: se utilizan ratas hembra de la raza
Sprauge-Dawley con un peso comprendido entre 200-300 g. Las ratas son anestesiadas
mediante una inyección intraperitoneal de fenobarbital (40 mg•k ĝ '). Se afeita La zona
abdominal mediante la utilización de tijeras y una maquinilla eléctrica. Posteriormente,
se aplica crema depilatoria en la zona afeitada durante 5 minutos y entonces, se limpia
con la ayuda de una espátula de plástico y algodón.

Después, la piel abdominal se obtiene quirúrgicamente por incisión en un
costado del animal, separando del tejido conectivo localizado debajo de la misma con la
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ayuda de un escalpelo. El animal se sacrifica inmediatamente con una inyección de
fenobarbital. La grasa adherida a la piel se elimina cuidadosamente con unas tijeras.

La dermis de la piel se pone en contacto con solución salina (O,1M NaCI)
durante 30 minutos antes de empezar el ensayo con el fin de eliminar restos de tejidos,
sangre y enzimas. La piel se utiliza, inmediatamente, después en los ensayos de cesión
mantener su integridad.

- Celda de d^sión: los estudios de cesión de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio, se realizan en una celda de difusión
de Franz constituida por un compartimento donador y un compartimento receptor con
un área total disponible para la difusión de 2,06 cm2. El compartimento receptor se llena
con 12,5 ml de una mezcla de tampón fosfato (0,2 M, pH=6,0)/propilenglicol (70/30;
vlv), a pH 7,4, para mantener condiciones sink (Ruan y cols, 1992; Megrab y cols,
1995). La piel se sitúa entre el compartimento donador y receptor, unidos mediante un
dispositivo de sujeción, con el estrato córneo hacia el compartimento donador y la
dermis hacia el compartimento receptor.

El compartimento receptor se agita a 300 r.p.m y se encuentra termostatizado a
37°C durante todo el experimento mediante el paso continuo de agua a través de una
doble camisa localizada en este compartimento. El compartimento donador se sella con
parafilm para evitar posibles fenómenos de evaporación e imitar, de esta manera, las
condiciones in vivo. Antes de iniciar el experimento todo el sistema se mantiene en
equilibrio durante 30 minutos.

- Muestreo y valoración del nifedinino: se toman 0,75 ml de muestra del
compartimento receptor a la l, 2, 4, 6, 8, 24, 30 y 48 horas y se reemplaza con el mísmo
volumen de fluido receptor (tampón fosfato (0,2 M, pH=6,0)/propilenglicol (70/30;
v/v)). La cesión de nifedipino desde las formulaciones objeto de estudio a través de la
membrana biológica se evalúa durante 48 horas. La concentración del fármaco presente
en las muestras se determina por espectrofotometría UV/Visible a una ^,= 237,5
utilizando como blanco el medio receptor. Todo el sistema así como, las muestras
tomadas a cada intervalo de tiempo se protegen de la luz durante el tiempo que dura el
ensayo con el fin de evitar la degradación del principio activo. Los ensayos se realizan
por cuadruplicado (n=4).

- Tratamiento de datos: el tratamiento y análisis estadístico de los datos
obtenidos en los estudios de cesión in vitro se ha descrito detalladamente en el apartado
6.1. 3.

El tiempo de latencia (t^ se determina por extrapolación al eje x de la porción
lineal de los perfiles de cesión, obtenidos al representar la cantidad de nifedipino que se
absorbe por unidad de superficie frente al tiempo.

- Resultados y comentarios:

La cesión de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o/a/o
(microemulsión primaria o/a1 Brij® 96/PG/Il'M; 20/30/50; p/p/p, con una relación fija



Parte Experimenta^ Estudios de Absorción Transdérmica de Nifedipino 333

Brij® 96lPG de 3:1) se encuentra gobernada principalmente por la transferencia del
fármaco desde la fase dispersa a la fase continua y por la difusión del fármaco a través
de la piel desde la fase continua al medio receptor (condiciones sink).

La difusión de nifedipino desde la fase interna a la externa en las
microemulsiones múltiples o/a/o se encuentra influenciada por tres posibles
mecanismos:

-1) La formación "in situ" de micelas inversas en las fases oleosas que
constituyen el sitema disperso objeto de estudio La validez de este mecanismo depende
de la naturaleza del tensioactivo que forma la micela. Se ha demostrado que las micelas
inversas se forman en la fase oleosa de sistemas dispersos estabilizados por
tensioactivos monoméricos, como es el caso del Brij® 96 (Sela Y. y cols., 1995). En este
caso, el transporte de nifedipino a través de micelas inversas sería uno de los posibles
mecanismos que facilitaría la migración del fármaco desde la fase interna oleosa a la
fase e^erna oleosa.

- 2) La presencia de cotensioactivos (propilenglicol y PEG 400) desempeñan un
papel importante en la cesión del nifedipino desde la microemulsión múltiple o/a/o.
Estos solventes facilitan la partición del principio activo desde las distintas fases que
constituyen el sistema disperso debido a la alta solubilidad que presenta el nifedipino
en los mismos.

- 3) La fuerza conductora que ejerce la fase externa oleosa (IPM) sobre el
nifedipino (molécula de marcado carácter lipófilo), localizado en la fase interna oleosa,
facilita la partición del principio activo desde la fase oleosa a la acuosa de la
microemulsión primaria y posteriormente hacia la fase dispersa de la microemulsión
múltiple o/a/o.

La figura 121 representa la cantidad cedida acumulada de nifedipino, en función
del tiempo, a través de piel de rata desde diferentes microemulsiones múltiples o/a/o
constituidas por microemulsión primaria (o/a)Brij® 96/PG/Il'M; 20/30/50 (p/p/p) a
una relación fija Brij 96lPG de 3:i. En todas las formulaciones la cantidad de
principio activo incorporado en la fase interna se mantiene constante, ya que el
porcentaje de fase interna presente en las microemulsiones múltiples es el mismo (20 %
de fase interna con una concentración de nifedipino de 18 mg•ml"1), mientras que varía
la concentración de nifedipino incorporado en la fase earterna.

Se estudia la incorporación de distintas concentraciones de nifedipino en la fase
continua de la microemulsión múltiple o/a/o, con el fin de evaluar el efecto que ejerce el
aumento de dicha concentración sobre los perfiles de cesión del principio activo desde
la formulación seleccionada a través de piel de rata.

La incorporación de nifedipino en la fase continua (0,8 y 1,6 mg•ml"i de
nifedipino) de las microemulsiones múltiples o*/alo* favorece la cesión de nifedipino a
través de la membrana biológica (piel de rata) durante las cuatro primeras horas de
ensayo. En comparación con el perfil de cesión de nifedipino desde la microemulsión
múltiple o*/a/o, la cantidad cedida de nifedipino desde los sistemas dispersos con 0,8 y
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1,6 mg•ml"' de nifedipino en la fase continua es del orden de 5,7 y 7,2 veces superior a
la hora de ensayo, 6,2 y 7,2 veces superior a las 2 horas de ensayo y de 2,2 y 2,0 veces
superior a las 4 horas de ensayo, respectivamente. Este hecho se puede explicar, en el
caso de las microemulsiones múltiples o*/a/o*, por la rápida difusividad del principio
activo a través de la membrana desde la fase externa al compartimento receptor. Por el
contrario, en la microemulsión múltiple o*/a/o el nifedipino tiene que difundir, durante
la primera hora de ensayo, desde la fase interna a la externa.

iguru . er es e cesion in vibo c e ni e ipino t es^ e microemu siones mu tipTes oja7^

(nricroentulsitin primaria (oía)íBrij® 96/P(ii7Pr^1•10^30%S0, pípíp) a través de pre! de rata con 36 nrg de
nifedipino incorporado en fase interna y distintas concentraciones de nifedipino en fase ezterna (0, 0,8 y

/,6 mg m^') y una formulación contro! (microemulsión prin:aria (nía)íl3rij`^ 96/PCi,^IP^f,•20í30;50, pip;p)
con /,6 mg^mt' de nifedipino en la fase externa.

A partir de las 4 horas de ensayo hasta la finalización del mismo existe un
aumento de la cesión de nifedipino, en cuanto a velocidad y magnitud, desde
microemulsiones múltiples o*/a/o respecto a los sistemas o*/a/o*. A(as 24 horas, las
cantidades cedidas acumuladas de nifedipino desde las microemulsiones múltiples
o*/a/o, O*Ia/O*(0,8 mg de nifedipino,'nil> y o*/a/o* ( t,6 mg de nifedipino/ml) son 377,7, 322,1 y 256,8
µg•cm-z, respectivamente. Mientras que, a las 48 horas de ensayo las cantidades eedidas
de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o*/a/o, o*/aJo*^o,s mg de nif^dipina-ml) y
o*/alo* ( ^,6 mg dt nir^dipin^,m^) son 743,2, 712,3 y 602,1 }^g•cmz , respectivamente. La mayor

cesión de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o*/a/o se debe a la total
disponibilidad de la fase externa para la solubilizar el nifedipino, facilitando la
partición hacia la fase continua e incrementando la fuerza de conducción que ejerce
sobre el principio activo localizado en la fase interna. El resultado final es una mayor
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difusión del principio activo a través de la membrana. Para explicar la mayor cesión de
principio activo desde aquellos sistemas con mayor disponibilidad de fase externa para
la partición del fármaco se puede aplicar, lo comentado anteriormente, a las
microemulsiones múltiples o*/a/o*(1 ,ómgdenifedipino/ml)y o*/a/o*(0,8mgdenifedipino/ml)

Con el fin de evaluar el efecto reservorio de las microemulsiones múltiples
desarrolladas, se estudia la cesión de nifedipino desde estas formulaciones durante 48
horas y se compara con la cesión de nifedipino desde una formulación control (múltiple

microemulsión o/a/o*(1,6mgdenifedipino/ml))•

Como se puede observar en la figura 121, en las microemulsiones múltiples
o*/a/o y o*/a/o* se obtienen perfiles de cesión del principio activo que se pueden
ajustar a cinéticas de orden cero mientras que, la cesión de nifedipino desde la
formulación control se ajusta a una cinética de orden uno.

El distinto comportamiento en la cesión de nifedipino desde los sistemas
dispersos o*/a/o y o*/a/o* respecto a la formulación control se debe, por un lado, a que
la fase externa oleosa de la microemulsión múltiple ayuda a la partición del nifedipino
desde la fase interna a la externa y por otro lado, al efecto reservorio del principio
activo localizado en la fase interna oleosa que permite un gradiente de concentración
positivo hacia la fase externa y de aquí al compartimento receptor.

En la tabla 68 se recogen los porcentajes cedidos de nifedipino a las 24 y 48
horas desde las distintas formulaciones:

Cantidad cedida % Dosis
Formu[ación

1 h 24h 48h

o/a/o* (Control) 1,89±0,61 24,74±1,81 35,69^,17
o*/a/o 0,04±0,02 21,61±1,72 41,53±2,25
o*/a/o*(o,8 mg de nifedipinoJmt) 0,28±0,46 19,69±1,59 38,92±1,92
^*/^^ *(1,6 mg de nifedipino/ml) 0,30±0,07 12,44±1,09 28,19±1,83
Tabla 68. Porcentajes de nifedipino cedidos a través de piel de rata desde microemulsiones múltiples
o/a/o a distintos tiempos en junción de la cantidad de nifedipino incorporado en la fase interna y
externa.

Los porcentajes de nifedipino que se ceden en mayor magnitud durante los
primeros instantes del ensayo, a través de la membrana de PVDF, corresponden a las
formulaciones con principio activo incorporado en la fase externa. Sin embargo, la
formulación control cede el mayor porcentaje de la dosis inicial, ya que la difusión del
principio activo, localizado en la fase externa, no se encuentra regulado por la cantidad
de nifedipino que difunde desde la fase interna a la externa. A1 realizar un análisis
estadístico de varianza (ANOVA) no se observan diferencias estadísticamente
significativas entre los porcentajes cedidos desde las microemulsiones múltiples
O*/a/O*(0,8 mg de nifedipino/ml) y O*/a/O*(1,6 mg de nifedipino/ml).

A las 24 horas de ensayo, el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples objeto de estudio esta comprendido entre el 12,4 y el
24,7%. A1 realizar una ANOVA de los porcentajes cedidos desde las microemulsiones
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múltiples o*Ja/o, o*/alo*(o ,8 mg de nifedipino/ml) y o*/á!o*(1,6 mg de nifedipino/ml) r10 Se obseiVan

diferencias estadísticamente significativas entre los sistemas dispersos o*/a/o y
O*/a/O*(0,8 mg de nifedipino/ml).

A las 48 horas de ensayo, el porcentaje cedido de nifedipino desde las
microemulsiones múltiples está comprendido entre el 37,5 y el 53,0%. A1 realizar una
ANOVA de los porcentajes cedidos desde las microemulsiones múltiples o*/a/o,

^*/^^*(os mg de nifedipino/ml) y 0*/^0*(1,6 mg de nifedipino/ml) no se observan diferencias
estadísticamente significativas entre los sistemas dispersos o*/a/o y o*/a/o*(o,8 mg de

nifedipinolml).

En función de los resultados obtenidos se puede concluir que, a medida que
transcurre el ensayo, las microemulsiones múltiples con menor cantidad de nifedipino
incorporada en la fase externa ejercen mayor fuerza de conducción sobre el principio
activo localizado en la fase interna. De esta manera, se favorece la partición del
nifedipino hacia la fase externa dando lugar a un mayor porcentaje de nifedipino
cedido.

La tabla 69 muestra los coeficientes de permeabilidad y los tiempos de latencia
de las microemulsiones múltiples o/a/o objeto de estudio.

Microemulsión múlti le K•10" cm•h" t1 oras
o/a/o* (Control) 7,79±0,089 0,57 ±0,012
o*/a/o 3,55±0,043 2,90 ±0,041
o*/a/o*(o,R mg denifedipino/ml) 3,01±0,029 1,11 ±0,021
o*/a1o*(^ ,ómgdenifeóipinoJml) 2,23±0,413 0,85 ±0,012

Tabla 69. Coeficientes de permeabilidad (K^ y tiempos de latencia (t^ de las microemulsiones
múltiples o/a/o (microemulsión primaria (o/a)Brij® 96/PG/IPM,• 20/30/S0; p/p/p) en función de la
concentración de nifedipino presente en la jase interna y externa.

Los coeficientes de permeabilidad (Kp) se calculan en el estado estacionario de
los perfiles de cesión de cada formulación, considerando la concentración total de
fá.rmaco presente en las mismas.

Es interesante destacar que los KP obtenidos desde las microemulsiones
múltiples o*/a/o, O*/a/0*(o,8mgdenifedipino/ml)y0*/^o*(1,ómgdenifedipino/ml) estáll relaCloriadoS

con la fuerza de conducción que ejerce la fase externa sobre el nifedipino localizado en
la fase interna. Por lo tanto, está fuerza de conducción es mayor en aquellas
microemulsiones múltiples con menor saturación de nifedipino en la fase continua, en
las que se obtiene un mayor valor de Kp.

La formulación control presenta un valor de Kp superior respecto al resto de
formulaciones, debido a que todo el nifedipino localizado en la fase externa está
disponible paza la cesión, la cual no está regulada por la presencia de principio activo
localizado en la fase interna.

El tiempo de latencia constituye el principal factor limitante para sistemas de
liberación transdérmicos como las microemulsiones. EI 10% del tiempo de exposición
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del sistema de liberación transdérmico se considera como valor límite de tiempo de
latencia (Mc Daid y Deasy, 1996). Debido a que el tiempo de exposición de la
microemulsiones múltiples, desarrolladas en este apartado, durante los ensayos de
cesión es de 48 horas, los tiempos de latencia obtenidos no impiden que se puedan
emplear dichas formulaciones como sistemas de liberación transdérmicos.

La incorporación de nifedipino en la fase externa de las microemulsiones
múltiples disminuye considerablemente el tiempo necesario para que el principio activo
atraviese la membrana biológica (piel de rata) y alcance el compartimento receptor. En
este tipo de formulaciones, el nifedipino no tiene que difundir desde la fase dispersa a
la fase continua para que se produzca la absorción. En la formulación control, el tiempo
de latencia es menor que en el resto de microemulsiones múltiples, debido a la rápida
cesión dei principio activo incorporado en la fase externa que no se encuentra regulada
por la presencia de nifedipino en la fase interna.

La figura 122 representa los flujos de nifedipino desde las microemulsiones
múltiples, objeto de estudio, a través de piel de rata.

Tiempo (horas)

^- o*/a/o
-+ o/a/o*(1,6 mg nifedipino/ml)

+o*/a/o* (0,8 mg nifedipino/ml)

--^-o*/a/o*(1,6 mg nifedipino/ml)

>0

^aru .^ ujos e ni e ipino a traves e pie e rata es e microemu siones mu tip es o o,
O*/^O*I 1i,8 mg de mfed^pmolml L O*/^O*( I.6 mg de nifed^pinoiml I V O^Q'Ó * en funGÓn Cfe1 tJCInpO.

Durante las dos primeras horas de ensayo, los mayores valores de flujo se
obtienen desde las microemulsiones múltiples con nifedipino incorporado en la fase
externa. Los valores medios de flujo obtenidos a este tiempo para los sistemas dispersos
O/a/O*, O*/a/O*^1,G mg de nifedipino%ml) y O*/a/O*(O,R mg dr nifedipino^ml) SOn 8,9, %,8 y 6,4

µg/cm2/h, respectivamente.

A las 4 horas de ensayo, debido a la fuerza de conducción que ejerce la fase
externa sobre el principio activo incorporado en la fase interna, los mayores valores
de flujo se obtienen desde las microemulsiones múltiples o*/a/o*. Los valores de flujo
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para los sistemas dispersos o*/a/o*(os mg de nifedipino/ml), o*/a!o*(1,( mg de nifedipino/ml) y
o/a/o* son 9,3, 9,1 y 7,6 µg/cm2/h, respectivamente. Por el contrario, la microemulsión
múltiple o*la/o presenta menor valor de flujo (4,9 µg/cmZ/h) debido a que el
nifedipino debe difundir desde la fase interna a la e^erna.

Desde las 4 horas hasta la finalización del ensayo, las microemulsiones múltiples
con nifedipino incorporado en la fase interna son las que presentan mayores valores de
flujo. En concreto, aquellos sistemas dispersos con menor saturación de principio activo
de la fase externa muestran mayor valor de este parámetro. Los perfiles de flujos de los
sistemas dispersos o*/a/o, O*/2/O*(0,8 mg de nifedipino/ml) y O*/^O*(1,6 mg de nifedipino/ml) Se
caracterizan por un aumento progresivo del flujo hasta las 30 horas de ensayo con
valores de 16,7, 15,3 y 13,1 µg/cm2/h. Posteriormente, en estos sistemas dispersos se
produce una disminución del flu}o hasta las 48 horas de ensayo con valores
comprendidos entre 12,5 y 15,8 µg/cm2/h.

En las microemulsiones múltiples o/a/o* se produce una disminución progresiva
del flujo desde las 4 horas hasta la finalización del ensayo (2,9 µg/cm2/h).

Los flujos obtenidos en el estado estacionario para las microemulsiones
múltiples o*/a/o, O*/a/O*(o,8 mg de nifedipino/ml), O*/a/O*(1,6 mg de nifedipino/ml) y O/a/O*(j,6 mg de

n;fea^ina/mi) son 12,8, 12,0, 9,8 y 6,2 µg/cm2/h, respectivamente.

A partir de los flujos obtenidos en el estado estacionario, es posible calcular la
cantidad absorbida durante 24 horas a través de la membrana biológica (piel de rata),
asumiendo un área razonable de e}cposición de10-30 cm2 (Ruan y cols, 1992; McDaid y
Deasy, 1996). Así, para un área de difusión de 30 cm2 las cantidades cedidas a través de
piel de rata desde las microemulsiones múltiples o*/alo, o*{a/o*(o,a mg de nifedipino/ml),
O*/8/O*(1,6 mg de nifedipino/ml) y O/a/O*(1,6 mg de nifedipino/ml) SOn 9,2, 8,6, 7 ,1 y 4,9 mg de

nifedipino, respectivamente.

Las microemulsiones múltiples desarrolladas no son capaces de alcanzar niveles
terapéuticos de nifedipino diarios (13 mg) con un área razonable de difusión (10-30
cm2) (Diez y cols., 1991). La mayor cesión de nifedipino desde los sistemas dispersos
o*/alo y o*/a!o*(o,s mg de nire^pin^rml^ se debe, fundamentalmente, a la fuerza de
conducción que ejerce la fase externa sobre el nifedipino incorporado en la fase interna
(microemulsión primaria o/a). De esta manera aumenta el gradiente de concentración
del nifedipino hacia la fase e^erna y posteriormente, a través de membrana. Este efecto
es más significativo cuanto mayor es la disponibilidad la fase externa (IP1V17 para
solubilizar el principio activo, es decir, menor es la cantidad de principio activo
incorporado en la misma. El PG, como el PEG 400, podría ejercer un efecto sinérgico al
favorecer la partición del nifedipino desde la fase interna a la fase acuosa e^erna de la
microemulsión primaria (o/a).

Por último, es interesante destacar la importancia que desempeña el vehículo en
la absorción de nifedipino a través de piel de rata. Como se ha comentado
detalladamente en el apartado 6.3., las microemulsiones pueden incrementar la
absorción del principio activo por interacción de sus dominios lipófilos e hidrófilos con
las regiones polares y lipídicas que constituyen la ruta intercelular (principal ruta para
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la absorción de fármacos) del estrato córneo (Thacharodi y Panduranga, 1994). Por otro
lado, debido a la capacidad que posee el IPM de acelerar los cambios conformacionales
de los lípidos de la piel es muy probable que aumente la absorción de nifedipino a
través de piel de rata (Inagi y cols, 1981; Miyazaki y cols., 1994).
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18.- Los cuatro métodos utilizados para cuantificar el nifedipino: espectroscopía UV/Vis
convencional en metanol, espectroscopía UV/Vis convencional en tampón fosfato
pH=6,0/propilenglicol (70/30; v/v), espectrofotometría UV/Vis de primera derivada y
HPLC, son lineales dentro del rango de concentración estudiado y cumplen con los
parámetros de validación.

28.- La técnica analítica de espectrofotometría UV/Vis de primera derivada, al contrario
de lo que ocurre con la espectrofotometría convencional UV/Vis, permite cuantificar el
nifedipino a una ^,=387 nm sin interferencia de su principal producto de degradación,
derivado de nitrosofenilpiridina, obtenido por acción de la luz UV y la luz del día. La
cuantificación de nifedipino con la espectrofotometría UV/Vis de primera derivada en
estudios de estabilidad a luz se realiza de manera más rápida y sencilla que con la
técnica de HPLC.

3a.- Los estudios de estabilidad realizados con nifedipino nos permiten concluir que el
nifedipino es fotosensible, pero es fisica y químicamente estable a una temperatura de
almacenamiento entre 4 y 50°C y dentro de un intervalo de pH de 7 y 11.

4a.- La incorporación de polietilenglicol 400 y propilenglicol a la microemulsión
primaria o/a constituida por IPM/Brij® 96/agua permite incorporar mayor porcentaje de
fase interna, dando lugar a la formación de diversas áreas de microemulsiones en
función de las proporciones en peso de tensioactivo%otensioactivo y del contenido total
de los mismos. Así mísmo, se observa que todos los parámetros estudiados sobre
microemulsiones constituidas por IPM/Brij®/PG 96/agua son dependientes del
contenido en fase dispersa y del tensioactivo y cotensioactivo utilizados.

Sa- El desarrollo de microemulsiones primarias o!a constituidas por IPM/Brij® 96/agua,
IPMfBri} 96lPGlagua y IPM/ Brij® 96(PEG 400 /agua incrementa la soluhilidad de
nifedipino respecto a soluciones micelares equivatentes por la incorporación del
principio activo en la fase dispersa, al constituir un núcleo hidrofóbico en la
microemulsión o/a.

6a.- De las microemulsiones primarias o/a estudiadas, se selecciona el sistema
constituido por un 15% de fase interna, un 30% de tensioactivo/cotensioactivo con una
relación Brij® 96/propilenglicol de 2:1 (p/p) como fase dispersa de la microemulsión
múltiple, por su mayor capacidad de incorparar el principio activo y así alcanzar las
concentraciones requeridas.

7^- La incorporación de polietilenglicol 400 y propilenglicol a las microemulsiones
múltiples constituidas por microemulsión primaria (o/a)/ Brij®96lIl'M permite
incorporar mayor porcentaje de fase interna dando lugar a la formación de diversas
áreas de microemulsiones múltiples, en función de las proporciones en peso de
tensioactivo/cotensioactivo y del contenido total de los mismos. Así mismo, se observa
que todos los parámetros estudiados son dependientes del contenido de fase dispersa y
del tensioactivo y cotensioactivo utilizados.
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8a- De las microemulsiones múltiples o/a/o estudiadas se seleccionan los sistemas
constituidos por microemulsión primaria (o/a)/ Brij®96/PG/II'M (20/30/50; p/p/p) y
microemulsión primaria (o!a)/ Brij® 96/PEG 400 /IPM (20/30/50; p/p/p} a una relación
f ja tensioactivo/cotensioactivo de 3:1 en ambos sistemas, por su mayor capacidad para
incorporar el principio activo.

9°- Los estudios de estabilidad realizados sobre las microemulsiones múltiples o/a/o de
nifedipino seleccionadas demuestran que:

a) Únicamente se observa una ligera inestabilidad química en los sistemas
constituidos por microemulsión primaria (o/a}/ Brij®96lPG/IPM almacenadas a 40°C y
75% de HR. Así mismo, se observa una ligera inestabilidad fisica en el tercer y primer
mes de estudio en las microemulsiones múltiples o/a/o de nifedipino seleccionadas que
se almacenan a 30°C y 60% de humedad relativa y a 40°C y 75% de humedad relativa,
respectivamente.

b) Se mantienen fisica y químicamente estables a los tests de centrifugación y a
los ciclos de congelación/descongelación a los que se someten.

10a- Los estudios de cesión de nifedipino desde las microemulsiones múltiples o/a/o a
través de la membrana artificial de PVDF demuestran que:

a) La cesión de nifedipino está influenciada por la concentración de principio
activo en la fase continua, el contenido total tensioactivo/cotensioactivo, la relación
tensioactivo/cotensioactivo y el contenido en fase dispersa.

b) En función de los distintos parámetros estudiados, los sistemas constituidos
por microemulsión primaria (o/a)/ Brij® 96/PG/IPM (20/30/50; p/p/p) y microemulsión
primaria (o!a)Bri} 96/PEG 400/IPM (20/30/50; p/p/p), a una relación fija
tensioactivo%otensioactivo de 3:1, presentan mayores valores de flujo en el estado
estacionario y ceden mayor cantidad de nifedipino.

lla- Las microemulsiones múltiples o/a/o, a diferencia de las microemulsiones o/a,
debido a la presencia de la fase continua oleosa, ejercen una fuerza de conducción sobre
el nifedipino localizado en la fase dispersa (microemulsión primaria o/a) favoreciendo
su cesión a través de la membrana. Así mismo, la presencia de esta fase externa oleosa
permite la incorporación de nifedipino dando lugar a una disminución del tiempo de
latencia.

128- Los estudios de cesión a través de piel de rata permiten concluir que el sistema
constituido por microemulsión primaria (o/a)/ Brij®96/PEG 400/IPM (20/30/50; p/p/p),
a una relación tensioactivo/cotensioactivo 3:1 logra alcanzar niveles terapéuticos de
nifedipino diarios de aproximadamente 13 mg con un área razonable de difusión de 34
cm2, pudiendo constituir una formulación adecuada para la administración transdérmica
de nifedipino a través de piel humana.
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