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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié el comportamiento ex vivo de una formulacion de enalapril maleato para su
administracién por via transdérmica, utilizando piel de oreja de cerdo. Los experimentos se realizaron en celdas
de difusion vertical tipo Franz. El principio activo fue formulado en una dispersion de carbopol. A partir de las
cantidades acumuladas de enalapril en el compartimento receptor, se evalué el flujo y el coeficiente de
permeabilidad. Con el fin de optimizar la penetracion del principio activo, se investigo el efecto de L-mentol
como potenciador de la permeabildiad. Se determind que este compuesto contribuye favorablemente a la
penetracion de enalapril a través de la piel y que los parametros de permeabilidad, flujo y coeficiente de
permeabilidad, alcanzan sus maximos valores cuando L-mentol esta presente en un 3,82% en la formulacion
enalapril/carbopol.

ABSTRACT

In the present work it was studied the ex vivo behaviour of enalapril maleate formulation by transdermal
administration route, using pig ear skin. Experiments were performed in Franz type vertical diffusion cells and
the active principle was formulated in carbopol dispersion. The enalapril cumulative quantities in the receptor
compartment allowed evaluation of flux and permeation coefficient. The L-menthol effect as permeation
enhancer was investigated to optimize drug permeation. It was found that this compound contributes favourably
to enalapril penetration through skin. The permeation parameters, flux and permeation coefficient, reached their
maximum values when L-menthol concentration in enalapril/carbopol formulation was 3.82%.
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INTRODUCCION

Es ampliamente conocida la importancia de la terapia a largo plazo de la hipertension arterial con agentes
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), tanto por su efectividad como por su buena
compatibilidad. Entre ellos, captopril es una sustancia muy hidréfila, activa en forma inalterada y cuya
biodisponiblidad por via oral asciende aproximadamente al 70 %. Agentes inhibidores de ACE mas recientes,
como enalapril, son profarmacos lipdfilos de la forma activa. La biodisponibilidad oral de estos esta situada sin
embargo en un valor siempre mas bajo que el del captopril. Asimismo, las sustancias con pequefia
biodisponibilidad son muy dependientes de la respectiva capacidad de metabolizacién de los pacientes y los
niveles en plasma resultantes experimentan una variacion muy alta, conduciendo a evoluciones del efecto
imposibles de calcular. Para evitar estos inconvenientes es deseable administrar el farmaco por via transdérmica
y de esta manera lograr un aporte sistémico reproducible y confiable.

Enalapril es uno de los farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension arterial, producida por cambios
hemodinamicos a niveles macro y microvasculares. Actia mediante la reduccion de los niveles plasmaticos y
tisulares de angiotensina II, lo que conduce a la vasodilatacion arteriovenosa y a la disminucion de los niveles
plasmaticos de noradrenalina y vasopresina (Galiana y Gil, 1997).

La via transdérmica constituye una alternativa practica y segura para aquellos medicamentos de administracion
con cortos intervalos entre dosis o inconvenientes para la administracién oral como baja biodisponibilidad, vida
media corta o que producen irritabilidad gastrica. Debido a que un alto porcentaje de la poblacién de edad
avanzada sufre de hipertensidn y estos pacientes cominmente padecen ademas irritabilidad gastrointestinal, se
propone disminuir el malestar provocado por el suministro de medicamentos por via oral mediante la utilizacién
de la via transdérmica.

La absorcion percutanea esta relacionada con la transferencia del principio activo desde la superficie de la piel a
través del estrato corneo (SC) bajo la influencia de un gradiente de concentracién, y su posterior difusion a
través de todas las capas de la piel hasta alcanzar la microcirculacion.

Los perfiles de permeacion pueden ser afectados por la alteracion de la propiedad de barrera de la piel. En la
literatura se sugieren mecanismos que justifican esta modificacion: reduccion de la resistencia de la piel por
disrupcion de las regiones lipidicas del empaquetamiento compacto del estrato corneo; incremento de la
particion piel / vehiculo del farmaco o incremento del transporte de solvente dentro o a través de la piel
(Pathan y Setty, 2009; Thong et al., 2007; Benson, 2005). El SC constituye el principal obstaculo a vencer para
mejorar la penetracién transepitelial de los farmacos (Barry, 2004a; Barry, 2004b), por lo que se hace necesario
el uso de potenciadores, sustancias que permiten optimizar los sistemas de administracion transdérmica
(Williams y Barry, 2004).

El ordenamiento molecular de los lipidos intercelulares en el estrato corneo da lugar a estructuras lamelares con
un empaquetamiento especifico. Estudios de difraccion de Rayos X de modelos /n vitro que simulan lamelas
lipidicas, permitieron elucidar las interacciones entre promotores de la permeacion y los lipidos de la piel,
determinando la existencia de un aumento de la distancia entre las capas de la estructura lamelar y una
disminucion del empaquetamiento ortorrdmbico de las cadenas hidrocarbonadas.

Los terpenos limoneno, cineol, mentol y carvona, entre otros, han sido investigados como potenciadores
guimicos comprobando que aumentan la penetracion de principios activos a través de la piel con relativamente
baja irritacion (Olivella et al., 2007; Amnuaikit et al., 2005). El descenso de la temperatura de transicion de las
endotermas de calorimetria de barrido diferencial en presencia de terpenos, indica que estos interacttian con los
lipidos del SC vy fluidifican la bicapa lipidica. Estos compuestos actlan rompiendo las uniones hidrégeno
intermoleculares fuertes de los componentes del SC, formando en su lugar débiles uniones hidrégeno terpeno-
lipidos. Estas rupturas permiten una mayor hidratacién de las cabezas polares de los lipidos y formaciéon de

AVANCES EN CIENCIAS E INGENIERTA (ISSN: 0718-8706) 42



ACL: VOL. 1(4), pp. 41-47 (2010) Lhez y otros

nuevos caminos polares. El significativo incremento en los niveles de hidratacion del SC en presencia de
terpenos ha sido corroborado ademas por estudio de FTIR (Jain et al., 2002; Narishetty y Panchagnula, 2004.;
Watanabe et al., 2009).

La piel de cerdo representa un modelo apropiado para predecir el comportamiento de un sistema de
administracién transdérmica, debido a que posee similitudes histoldgicas y estructurales con la piel humana
(Godin y Touitou, 2007; Cilurzo et al., 2007).

En el presente trabajo se realizé un estudio ex vivo de la liberacion transdérmica de una formulaciéon de enalapril
a través de piel de cerdo, determinando valores de flujo y coeficiente de permeacién. A través de estos
parametros se analizd ademas el efecto de L-mentol, con el fin de optimizar la penetracion del principio activo.

METODOLOGIA
Materiales

Maleato de enalapril, CyoHxsN,0s, PM = 376,4 g/mol (provisto por el Laboratorio de Control de Calidad de
Medicamentos, UNSL), carbopol 940 (Parafarm®), trietanolamina (Parafarm®), fosfato de potasio monoacido
anhidro (Biopack)*, fosfato de potasio diacido (Merck)*, cloruro de sodio (Biopack)*, L-mentol (Parafarm®), piel
de cerdo dermatomizada, muestreador automatico Microette (Hanson-Research), espectrofotometro UV-Vis
(Shimadzu UV-160A). *Indica que son ingredientes de buffer salino de fosfatos pH = 7,4.

Métodos

Las formulaciones se prepararon disolviendo maleato de enalapril en agua agregando carbopol 940, agente
gelificante, con agitacidon continua hasta obtener un gel cuya consistencia se ajusto con trietanolamina. Para las
experiencias con L-mentol como promotor, éste se disolvié en 0,2 mL de etanol, adicionandolo posteriormente a
la solucion maleato de enalapril/agua completando la preparacion del gel de acuerdo a lo anteriormente
descripto. La proporcién de principio activo fue de 0,148 gramos por cm® de gel, suficiente para asegurar una
liberacion constante durante el experimento. Las concentraciones p/p de L-mentol ensayadas fueron 1,20%;
2,50%; 3,25%; 3,82%; 4,03% y 5,00%.

Los estudios de permeacion se realizaron utilizando piel de oreja de cerdo blanco extraida, previa eutanasia, de
especimenes de aproximadamente 75 dias de edad. La piel fue rasurada y posteriormente dermatomizada
separando la epidermis de las demas capas. Se cortd en porciones de tamano adecuado, determinando su
espesor con un micrémetro Fischer Dualscope MPOR y se almacend a -8 °C hasta el momento de su utilizacion.

Las experiencias de permeacion se llevaron a cabo por triplicado en un muestreador automatico a 32 + 1 °C,
utilizando celdas de difusion vertical tipo Franz que constan de un compartimento donador y uno receptor. Entre
ambos compartimentos se coloca la membrana, en este caso piel de cerdo, a través de la cual debe difundir el
principio activo. La superficie activa de permeacién fue de 1,767 cm’ En el compartimento donador se
colocaron 0,246 g (0,265 cm®) de la formulacién bajo estudio en contacto con la superficie externa de la piel. El
compartimento receptor se llend con buffer salino de fosfatos para simular el medio interno, manteniendo con
agitacion constante (180 rpm). Para la cuantificacién del principio activo acumulado en éste compartimento se
extrajeron muestras a intervalos predeterminados de tiempo. 0,01 mL de estas muestras se llevaron a 2,71 mL
de volumen final y se analizaron por espectroscopia UV-Vis (A= 209,2 nm), haciendo uso de una curva de
calibracién construida previamente con soluciones de concentraciones crecientes de enalapril (hasta 8,5 x 10°
M) en buffer salino de fosfatos pH 7,4. En el rango de las concentraciones de trabajo se observa cumplimiento
de la Ley de Beer, siendo la absortividad molar del formaco ¢ = 15.841,98 L mol™* cm™.

AVANCES EN CIENCIAS E INGENIERTA (ISSN: 0718-8706) 43



ACL: VOL. 1(4), pp. 41-47 (2010) Lhez y otros

RESULTADOS Y DISCUSION

El paso de sustancias a través de la piel se produce por difusion pasiva, fendmeno que puede ser interpretado
aplicando las leyes de Fick (Levine, 2002; Yamashita y Hashida, 2003). El flujo J,, y el coeficiente de permeacion
Ky de farmacos, a través del estrato corneo en condiciones estacionarias, se puede calcular haciendo uso de las
siguientes expresiones:

=Qm/ (t. A)
Kp . AC

(1)
(2)
donde, J,, es la cantidad de masa transferida por unidad de area y por unidad de tiempo (g.cm™. s); K, es el

coeficiente de permeacién (cm.s?) y AC, gradiente de concentracién de enalapril a través de la membrana, es
aproximadamente igual a su concentracion en el compartimento donador.

Im
Im

En la Tabla 1 se informan los resultados obtenidos para enalapril en gel de carbopol en ausencia y presencia de
L-mentol. Los perfiles de permeacién se obtuvieron mediante la representacién grafica de las cantidades
acumuladas de enalapril por unidad de area (Q/A) en funcion del tiempo. El andlisis de estos permite inferir
que el pasaje del farmaco es totalmente substancial al comienzo llegando a una meseta (valor maximo de
concentracion 650 pg, aproximadamente) en un corto periodo de tiempo.

Tabla 1: Valores experimentales de la permeacion de enalapril a través de piel de cerdo
(t: tiempo en min; Q/A: cantidades acumuladas de enalapril por unidad de area en ug.cm?.)

¢ Q/A para diferentes porcentajes de L-mentol
0% 1,20% 2,50% 3,25% 3,82% 4,03% 5,00%

0 0 0 0 0 0 0 0

5 223,1+£259 210,2+229 2493 +824 3563+ 10,2 3759+ 843 353,6+870 2546+ 325
10 449,7 £ 45,7 462,6 +47,7 490,4+90,8 478,7 +£ 18,3 553,2+ 54,0 564,8+ 102 509,4 + 50,6
15 555,6 £ 115 594,0 +£ 83,9 501,0 + 72,4 - 613,6 + 16,1 610,0 £ 120 623,1 + 32,6
20 660,6 +43,1 687,6+ 124 584,9+ 151 580,9+51,0 720,4+ 252 5860+ 186 742,55+ 114
25 644,3 * 44,7 - 626,2 + 161 613,1 £99,7 6054+ 7,30 582,8+ 113 849,0 + 233
30 510,0 £44,9 798,4+ 156 640,4+ 117 608,1 +£63,4 650,7 +43,8 541,4+60,9 963,6 + 358

En la Tabla 2 se presentan los valores de flujo (Jn) Yy coeficientes de permeacion (K;), calculados desde la
pendiente de la zona lineal de los perfiles de permeacion y aplicando la ecuacion 2, respectivamente. Se observa
que la adicién de pequenas cantidades de L-mentol provoca un incremento progresivo de los parametros de
permeacion J, y Kp, hasta alcanzar valores maximos para la formulaciéon conteniendo 3,82% de promotor.

Tabla 2: Parametros de permeacion para las formulaciones de enalapril
(Im: flujo en g.cm™2.s%; K,: coeficiente de permeacion en cm.s™.)

% L-mentol | J, x 107 K, x 10°

0 7,49 £ 0,76 5,06 + 0,51
1,20 7,71 +0,80 521+ 0,54
2,50 817+15 552+1,0
3,25 8,33+ 0,30 5,63+ 0,23
3,82 952+1,1 643+0,74
4,03 941+1,7 636+1,1
5,00 8,48 £ 0,85 5,73 + 0,57
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La actividad de penetracion de los aumentadores de la permeacion puede ser expresada en términos de una
relacion de aumento:

coeficiente de permeabilidad con el uso de promotor
RA = (3)
coeficiente de permeabilidad en ausencia de promotor

La formulacion de enalapril en gel de carbopol adicionada de 3,82% de L-mentol presenté un RA de 1,27 (6,43
x 10%/5,06 x 10°).

Fujii et al. (2003), en su estudio de permeacion de antipirina utilizando L-mentol como promotor en
formulaciones conteniendo 40 % de etanol, obtienen un aumento de once veces en los valores de flujo de
permeado respecto del control. La aparente diferencia en el efecto del promotor L-mentol se debe a la presencia
de la elevada concentracion de etanol que provoca alta irritacion de la piel, disminuyendo en forma desmedida
su capacidad de barrera.

El efecto aumentador de L-mentol sobre la permeacion de enalapril puede ser atribuido a la accién directa de
éste sobre la estructura de la membrana, promoviendo su distension por disrupcion reversible de la barrera
lipidica. Esto fue demostrado mediante estudios microscopicos de la piel de cerdo expuesta a L-mentol
realizados previamente. Los mismos evidenciaron que, si bien se mantiene la integridad de la piel, se observa
una mayor separacion de las capas de células queratinizadas (Lhez et al., 2010).

El agregado de mayores concentraciones de L-mentol en la formulacién de enalapril en gel de carbopol produjo
una disminucion del flujo de permeado. Este hecho podria atribuirse a una disminucién de la actividad
termodinamica del farmaco (Barry, 2004a). Por lo tanto, la proporcién de L-mentol en las formulaciones estaria
condicionada al compromiso entre una adecuada disrupcion de la barrera lipidica de la piel y una dptima
actividad termodindmica del principio activo.

CONCLUSIONES

De los estudios de permeacion ex vivo de enalapril a través de piel de cerdo, en ausencia y presencia del
promotor L-mentol, se puede concluir que:

1. En ausencia de promotor se observd difusion del principio activo al compartimento receptor.

2. La incorporacion de L-mentol incrementd los flujos de permeado de enalapril, obteniéndose el maximo valor
cuando la concentracion de promotor en la formulacion fue 3,82% p/p.

3. Si los datos obtenidos en este estudio se trasladaran a una administracion /n vivo, con la aplicacion de la
formulacién en un area de 10 cm? se alcanzaria una concentracion sistémica de1,3 pg/mL.

La concentracion sistémica obtenida por la administracion oral de enalapril oscila entre 0,6 y 2,6 pg/mL,
dependiendo de la dosis. Los parametros fisicoquimicos, flujo y coeficiente de permeacion, y la cantidad maxima
acumulada obtenidos en el presente trabajo indican que la administracion transdérmica permitiria alcanzar las
concentraciones de enalapril necesarias para lograr el efecto farmacoldgico deseado, en un corto periodo de
tiempo.
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