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RESUMEN
El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el comportamiento de diferentes membranas de origen
comercial o natural en la liberacion in vitro de principios activos cosméticos de comprobada accion anticelulitica.
Los principios activos utilizados fueron cafeina e ioduro de trietanolamonio, incorporados en microesferas
porosas dispersas en una emulsion. Las membranas comerciales utilizadas fueron una membrana de celulosa y
una de colageno. La membrana natural se preparé a partir de la piel de oreja de cerdo. Las membranas
comerciales se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido ambiental y los ensayos cinéticos se
realizaron en una celda de Franz vertical cuantificando simultdneamente la liberacion de los dos principios
activos anticeluliticos. Los perfiles de liberacién obtenidos con las tres membranas, indicaron la posibilidad de
usar una membrana comercial de celulosa en reemplazo de membranas preparadas con piel de oreja de cerdo
en los estudios in vitro de permeacion de activos cosméticos.

ABSTRACT

The main purpose of this work was to evaluate different synthetic or natural membranes for /n vitro release of
cosmetic actives with proven anticellulitic activity. Caffeine and triethanolamonium iodide were used
incorporated within porous microspheres dispersed in an emulsion. Two commercial membranes were used, one
made of cellulose and another of collagen. Skin from pig’s ear was used as a natural membrane. Commercial
membranes were characterized by environmental scanning electronic microscopy and the kinetics tests were
performed using a vertical Franz cell in order to quantify simultaneously the release of both anticellulitic actives.
The release profiles obtained using the three different membranes, indicate the possibility of using a commercial
celulose membrane instead of a natural one made of pig’s ear skin for /n vitro cosmetic actives permeation.

Palabras clave: liberacion /n vitro; activos anticeluliticos; membranas; celda de Franz
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INTRODUCCION

Para optimizar formulaciones cosméticas de uso tdpico resulta de gran utilidad realizar estudios de liberacién
gue evallen el transporte desde una emulsién y recreen las condiciones que presenta la piel como barrera a la
difusion.

La parte exterior de la piel se denomina epidermis y estd compuesta por varias capas, siendo el estrato corneo
la primera de ellas. Esta capa superior estd compuesta por 40% de lipidos, 40% de proteinas y sélo 20% de
agua. Su composicion quimica dificulta la permeacion de drogas hidrofilicas que resultan incorporadas a través
de los poros presentes en la piel (Tezel y Mitragotri, 2003). Estos poros representan aproximadamente el 1 %
de la superficie total de la misma y resulta ser el factor limitante en la cantidad del activo permeada.

La celulitis, también conocida como adiposis edematosa, es un problema estético que se presenta
aproximadamente en el 85 % de las mujeres de mas de 20 anos. Existen activos cosméticos como los alcaloides
de la familia de las metilxantinas (cafeina) y derivados iodados (ioduro de trietanolamonio), que tienen
comprobada actividad lipolitica sobre el tejido adiposo (Alcalde, 2009). La cafeina en particular, posee una
accion anticelulitica debido a que disminuye el tamaiio de los adipocitos que se ubican en la hipodermis y activa
la microcirculacién cutanea (Lupi et al., 2007; Robles Velasco et al., 2008).

Los ensayos /n vitro utilizando piel humana como barrera de permeacion resultan complicados debido a la
dificultad para conseguirla y almacenarla. Una alternativa adecuada es el uso de piel de cerdo que posee un
estrato cdrneo, composicion y espesor de la epidermis, contenido de lipidos y morfologia general comparables
con la piel humana (Gad y Maibach, 2000).

Los ensayos de difusion utilizando membranas naturales son ideales para realizar los estudios in vitro, pero
debido a las dificultades para obtenerlas y conservarlas en condiciones dptimas, existen numerosos estudios que
avalan el uso de membranas sintéticas que no necesitan de un almacenamiento especial, ni requieren pre-
tratamientos complicados y su costo es adecuado (Huong et al., 2009).

En este trabajo se utilizd un complejo anticelulitico comercial preparado con ioduro de trietanolamonio (TEAH),
cafeina, y extractos de algas, de hiedra y raiz de ruscus, adsorbido en microesferas de silice de 0,1 ym de
diametro promedio. Este complejo resulta mas efectivo que el uso de sus componentes por separado (Arnejo et
al., 2009).

Las microesferas actian como reservorio de activos cosméticos o farmacos y se ha encontrado que la
permeacion de éstos aumenta de manera inversamente proporcional al diametro de las microesferas (Shim et
al., 2004; Alvarez Roman et al., 2001). Rolland y otros estudiaron microesferas de diferente diametro
cargadas con el farmaco adapaleno (Rolland et al., 1993). Estos investigadores encontraron que las esferas de
1 ym se distribuian en el estrato cérneo, las de 5 um de didmetro medio penetraban en los foliculos pilosos y las
que poseian un didmetro mayor que 10 um permanecian en la superficie.

La cinética de liberacion y permeacion de cafeina usando diferentes barreras de permeacion esta recibiendo
amplia atencién en la literatura. Nicoli et al. (2005), investigaron /n vitro la cinética de liberacion y permeacion
de cafeina, a partir de films bioadhesivos transdérmicos. Estos autores usaron piel de oreja de conejo y
una membrana de polietileno impregnada con miristato de isopropilo como barreras de permeacion. Sus
resultados sugieren que la liberaciéon del activo resulta controlada por las caracteristicas de permeabilidad de la
barrera dependiendo del contenido del activo en el film. Cuando el nivel del activo es bajo (cafeina disuelta) el
control reside en la membrana, que actia como barrera de permeacion.

En este trabajo se estudio la liberacion simultanea de cafeina y de ioduro de trietanolamonio contenidas en
microesferas dispersas en una emulsion aceite en agua (O/W). El analisis cinético de la permeacion de los
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activos anticeluliticos permitié evaluar el comportamiento de dos membranas de origen comercial con respecto a
una membrana preparada con piel de cerdo considerada como modelo de piel humana.

Se seleccionaron como membranas comerciales una membrana de celulosa y otra de colageno.
MATERIALES Y METODOS
Emulsiéon o/w con activos anticeluliticos en microesferas

La emulsion utilizada se preparé con 3% m/m de acido estearico, 1% m/m de trietanolamina, 1% m/m de
alcohol cetilico, 4% m/m de vaselina liquida, 3% m/m de propilenglicol y agua en cantidad suficiente.

Las concentraciones iniciales en la emulsion de los activos adsorbidos en las microesferas corresponden a la
composicion del complejo anticelulitico de origen comercial utilizado y fueron 4,6 10> M para la cafeina (CAF) y
1,4 10 M para el ioduro de trietanolamonio (TEAH).

Las microesferas son microparticulas esféricas porosas de tamafio promedio de 0.1 um constituidas por material
inorganico. Son quimicamente inertes y se comercializan en equilibrio con una solucién hidroglicélica. Fueron
provistas por Fabriquimica, SRL (Buenos Aires, Argentina).

Membranas

Se utilizaron tres tipos de membranas: una de celulosa marca Arthur Thomas (Philadelphia, USA) , una de
coldgeno marca Membracel provista por Laboratorio Celina (Buenos Aires, Argentina) y una tercera membrana
de piel de cerdo obtenida de oreja de cerdo.

La membrana de celulosa cuyo didmetro promedio de poro es 48 A, resulta permeable al agua y permite el
pasaje de compuestos de baja masa molar pero retiene materiales de masas molares iguales o superiores a
12.000 Da. Antes de colocarla en la celda, se la deja hidratar durante 5 minutos en agua destilada.

La membrana de colageno se prepara a partir de colageno bovino purificado y reconstituido. Resulta ser un
material biocompatible, transparente, semipermeable, reabsorbible, induce la granulacién u osteogénesis y no
provoca rechazo o reacciones alérgicas. Estas caracteristicas permiten su utilizacion en tratamientos
odontoldgicos y de quemaduras cutaneas (Bernales et al., 2004).

La membrana de origen animal, compuesta por estrato cdrneo, epidermis y dermis sin la grasa subcutanea de la
piel se almacend a -20°C hasta su uso. Dos horas antes de utilizarla en el ensayo de liberacion, se la colocé en
un recipiente con agua destilada a 50°C por 2 minutos para descongelarla. En el arreglo experimental utilizado,
la membrana se ubicd de manera que el estrato corneo siempre estuviera en contacto con la emulsion.

Celda de Franz

Se utiliza para realizar los ensayos cinéticos de permeacion /n vitro. Consta de un compartimiento superior
(dador), donde se coloca el sistema en estudio (emulsién con microesferas que contienen el complejo
anticelulitico) y un compartimiento inferior (receptor) con un liquido, en este caso agua, separados por una
membrana, con un area de transferencia de 4,9 cm? (Figura 1). El compartimiento inferior posee un brazo
de muestreo lateral, por donde se toman alicuotas para analizar la concentracion acumulada de los activos
liberados. La celda posee una camisa externa que puede conectarse a un bafio termostatico con recirculacion,
de manera de asegurar una temperatura constante durante los ensayos de liberacion.

La celda se mantuvo a (32 £ 0,5) °C en todos los experimentos debido a que esta temperatura es la aceptada
generalmente como la temperatura media de la superficie cutanea.
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En todo momento fue necesario mantener un contacto total entre la emulsion, la membrana y la solucion
contenida en el compartimiento receptor, de manera que el area de transferencia a través de la cual ocurre la
permeacion sea constante. Es por ello que después de la extraccion de la muestra a tiempos prefijados, se
repone el volumen tomado.

Ernilsicin

Brazo de
muestren

—Mermbrana

Campartiriento
receptor

Camisa
termostatizadora

Barra rnagnética

Fig. 1: Representacion esquematica de la Celda de Franz

Para mantener la concentracion de activos en el compartimiento receptor mucho menor que en el
compartimiento donor, de manera de mantener las condiciones de sumidero, se utilizd una celda con un
volumen receptor cercano a los 200 mL que resulta un orden de magnitud mayor que el de las celdas
disponibles comercialmente. En el compartimiento dador se colocaron 6 mL de emulsion con dermoesferas.

En todo momento se mantuvo una agitacion constante para evitar gradientes de concentracion.
Ensayos cinéticos

La concentracién de los activos se monitoreé en funcion del tiempo, midiendo sus absorbancias en un
espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401 PC.

En las condiciones experimentales empleadas, TEAH y CAF fueron los componentes del complejo
anticelulitico que permitieron explicar la absorcion de radiacion observada entre 200 y 350 nm. Esto permitié
realizar su determinacion simultanea por aditividad de absorbancias a 240 nm y 271 nm, midiendo la absorcion
UV del liquido receptor en funcion del tiempo cada 10 minutos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Mediante calibraciones previas a partir de soluciones patron de TEAH y CAF se evaluaron los respectivos
coeficientes de absorcion molar, a las dos longitudes de onda de medicién. En las condiciones experimentales
empleadas, para la CAF el rango de linealidad se extiende hasta 3.1 10* M mientras que para el TEAH llega a
2,5 10 M. Cabe destacar que todas las concentraciones medidas se encuentran dentro del rango de linealidad
de cada compuesto.

Tratamiento de datos

A fin de conocer la concentracion de activo acumulada a un tiempo determinado en el compartimiento inferior
de la celda de Franz, se desarrolld un calculo que tiene en cuenta las alicuotas de agua agregadas después de

AVANCES EN CIENCIAS E INGENIERIA (ISSN: 0718-8706) 100



ACI: VOL. 2(2), pp. 97-105 (2011) Debandi y otros

cada extraccion de muestra del compartimiento inferior a fin de mantener el volumen del liquido receptor
constante y la masa de soluto liberado que se va eliminando del sistema como consecuencia de la extraccion de
muestra, ya que ésta no se repone.

Las curvas de las concentraciones acumuladas de CAF y TEAH en funcién del tiempo se analizaron con una
ecuacion semiempirica del tipo ley de potencia (Ritger y Peppas, 1987):

(M¢/ Mo ) =kt (1)

Aqui M,/ M_es el cociente de las concentraciones molares en el compartimiento receptor a tiempo t e infinito
respectivamente y representa la fraccion de activo liberado al tiempo t, k es una constante que incorpora la
concentracion del activo asi como caracteristicas geométricas y estructurales del dispositivo de liberacion que
incluyen el tipo de membrana utilizada y n es el exponente indicativo del mecanismo de liberacién.

Se reagrup0 la ecuacion 1 de la siguiente manera:
G=k't" (2)

Donde C; es la concentracién molar del activo liberado en el compartimiento receptor al tiempo t y k'= k*M,
Las limitaciones tedricas de aplicabilidad de la ecuacion son las siguientes:

1- Se deben cumplir las condiciones de sumidero en el medio donde se estd liberando el activo (la
concentracion final del activo liberado en el medio receptor no debe superar el 10 % de su solubilidad).

2- El coeficiente de difusién del activo se considera constante e independiente de la concentraciéon del mismo.

3- Solo es valida para una fraccion de liberacién menor o igual al 60 % del total del activo inicial, cuando la
geometria del dispositivo de liberacion corresponde a una placa.

4- La liberacién se produce en una Unica dimension y de manera isotérmica.

El ajuste de los datos experimentales obtenidos se realizd utilizando la regresion no lineal de cuadrados minimos
con el método de Levenberg-Marquardt en el modo no robusto (Matlab version 6.5, MathWorks, Inc., 2002).

Microscopia de barrido electronico ambiental (ESEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la observaciéon y caracterizacion
superficial de materiales inorganicos y organicos, entregando informacion morfoldgica del material analizado. Su
funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz focalizado de electrones. Se producen imagenes
tridimensionales realistas de la superficie del objeto analizado. Las principales utilidades del SEM son la alta
resolucion ( =~ 100 R) y la gran profundidad de campo que le da apariencia tridimensional a las imagenes.

Cuando se utiliza un microscopio electronico de barrido, es necesario que el material analizado sea
eléctricamente conductor y soporte el elevado vacio sin modificar su estructura (Schalek y Drzal, 2000). Estas
condiciones originan en algunos casos, un proceso de preparacion de la muestra complicado que finalmente
puede alterar el estado original de la superficie modificando drasticamente la imagen real.

Estos inconvenientes se eliminan utilizando SEM en el modo ambiental o himedo (ESEM). Esta técnica es muy
utilizada cuando se quiere estudiar la morfologia de especimenes de origen bioldgico o materiales con un alto
contenido de humedad (Micic et al., 2001; Pradny et al., 2003).

La apariencia microestructural de las membranas fue analizada con un microscopio electrénico de barrido
ambiental Phillips Electroscan XL-30-ESEM, manteniendo en la camara una presion de vapor de agua de 0,9
Torr.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las Figuras 2 y 3 permiten observar las micrografias electronicas de barrido ambiental (ESEM) de las
membranas de celulosa y de colageno respectivamente.

Se puede apreciar la marcada diferencia en la morfologia superficial que presentan ambas membranas
comerciales. Teniendo en cuenta que solo se varia la membrana a través de la cual se produce la permeacién de
los activos, los resultados cinéticos que se muestran en las Figuras 4, 5 y 6 estan relacionados con la estructura
topoldgica de dichas membranas que presentan diferentes porosidades.
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Fig. 2: ESEM de la membrana de celulosa. Fig. 3: ESEM de la membrana de colageno.
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+ desviacion estandar con n=3. medios + desviacion estandar con n=3.

En las Figuras 4 y 5 se muestran los perfiles de liberacion de los activos, a partir de la emulsion con
concentraciones iniciales de TEAH 1,4x10% M y CAF 4,6x10 M en el compartimiento dador.
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La Figura 4 representa la concentracion acumulada de los activos cuando se utiliza una membrana de celulosa y
la Figura 5 corresponde a las experiencias realizadas en las mismas condiciones pero con la membrana de
colageno.

La Figura 6 corresponde a los ensayos de liberacidon de los activos anticeluliticas utilizando como barrera de
permeacion una membrana obtenida a partir de la piel de oreja de cerdo que habitualmente se considera como
modelo de permeacién de piel humana.
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Fig. 6: Porcentaje acumulado de CAF y TEAH a partir de una emulsion utilizando una
membrana de piel de cerdo. Se representan los valores medios + desviacion
estandar con n=3

Analizando las Figuras 4 y 5 a igual tiempo (160 minutos), la permeacion de las drogas es significativamente
mayor cuando se utiliza coldgeno (CAF liberadax7% y TEAH liberadax12%) en vez de celulosa (CAF
liberada=x5,5% y TEAH liberadax9,55%) como membrana.

En cambio, la comparacion de las Figuras 4 y 6 muestra un comportamiento cinético similar de las membranas
de celulosa y de piel de cerdo, con porcentajes acumulados de los activos semejantes cuando se comparan las
curvas a iguales tiempos. Estos resultados permiten proponer a la membrana comercial de celulosa como
sustituto de la piel de cerdo para la realizacion de ensayos de permeacion in vitro.

Utilizando la ecuacion 2 para el ajuste no lineal de los datos experimentales, se obtiene para todas las curvas
presentadas en las Figuras 4, 5 y 6, un valor del exponente n= 0.70 + 0.05.

Para el caso de una liberacion de activos que esté controlada exclusivamente por un proceso difusivo, donde la
liberacion se produce debido al gradiente de potencial quimico, se puede aplicar la ley de Fick y se obtiene un
valor de n = 0.5 (Grassi y Grassi, 2005). En el sistema analizado en este trabajo, se verifican varios procesos de
transporte de los activos anticeluliticos (entre las microesferas y la emulsion, entre la emulsion y la membrana y
entre la membrana y la solucién del compartimiento receptor) que producen un apartamiento del
comportamiento fickeano independientemente de la membrana que se utilice.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se estudid /n vitro, la permeacién simultanea de dos moléculas activas en el tratamiento
anticelulitico, la cafeina y el ioduro de trietanolamonio, contenidas en microesferas dispersas en una emulsién de
uso cosmético, a través de una membrana de celulosa, otra de colageno y una preparada a partir de piel de
cerdo.

En todos los casos se verificd que la cinética de liberacion se aparta del comportamiento difusional.

Teniendo en cuenta que la membrana preparada a partir de la piel de oreja de cerdo suele considerarse como
modelo de permeacion a través de piel humana, los resultados experimentales presentados indican que la
membrana de celulosa se comporta de manera semejante a la piel porcina como barrera de permeacion de
activos anticeluliticos liberados a partir de una emulsion.

Los resultados obtenidos son alentadores en la blisqueda de membranas sintéticas que permitan evitar el uso de
membranas preparadas a partir de piel de animales en los estudios /7 vitro de permeacion transdérmica de
farmacos y activos cosméticos.
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