Latin American Journal of Pharmacy
S (formerly Acta Farmacéutica Bonaerense)

Lat. Am. J. Pharm. 27 (2): 185-190 (2008)

Original article

Received: July 30, 2007
Accepted: February 5, 2008

Impacto de la Remocidn del Estrato Corneo
sobre la Penetracion de Diclofenac a Través de Piel Equina

Marcos FERRANTE '*, Nicolds F. VILLARINO !, Alfredo ANDREETA 2 & Maria F. LANDONTI !

I Cdtedra de Farmacologia. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de La Plata. Calle 60y 118, CC 296, 1900 La Plata. Argentina

2 Cdtedra de Farmacotecnia 1. Facultad de Ciencias Exactas.
Universidad Nacional de La Plata. Calle 1 y 47 1900 La Plata. Argentina

RESUMEN. El estrato cérneo ha sido considerado el principal responsable de la gran variabilidad y esca-
sa penetracion transepitelial de drogas tras la administracién epicutanea. El objetivo del presente estudio
fue evaluar in vitro e in vivo el impacto de la remocion del estrato corneo sobre el grado y velocidad de pe-
netracion de diclofenac a través de piel equina. Se realizaron ensayos in vitro de penetracion en celdas de
tipo Franz y evaluacién in vivo del efecto antiedematoso en un modelo de edema inducido por carragenina.
El estrato cérneo fue removido por un método fisico. El flujo de penetracion de diclofenac en piel exfoliada
fue significativamente superior (12,35 pg/cm2h vs. 0,69 ug/cm2h) al estimado en ausencia de exfoliacion, lo
que se reflejo en un menor volumen de lesion edematosa en los sitios tratados previa exfoliacion (422 pl vs.
1958 pl). En conclusion, el estrato corneo representan una importante barrera para la penetracién de di-
clofenac a través de piel equina, limitando la efectividad de la formulacién evaluada.

SUMMARY . “Impact of the Stratum Corneum Removal on Diclofenac Penetration Through Equine’s Skin”. The
stratum corneum has been regarded as the main responsible for the great variability and scarce transdermal drugs
penetration after epicutaneous administration. The objective of the present study was to test the impact of the
stratum corneum remotion on the rate and degree of diclofenac diethylamine penetration after its epicutaneous
administration to horses. Penetration studies were performed in vitro with Franz difusion cells and in vivo by
evaluating the anti-oedematous effect, on a carrageenan-induced oedema model. The removal of stratum
corneum was made by physical methods.The penetration flux of diclofenac on exfoliated skin, was higher
(p<0.05) (12.35 pg/cm?h) than on control skin (0.69 pg/cm?h). The administration of diclofenac on skin without
exfoliation did not reduce significantly (p > 0.05) the lesion volume. However, the lesion volume on the exfoliat-
ed sites was reduced significantly (p < 0.05) (422 ul vs 1958 ul). In conclusion, the stratum corneum represents a
great barrier for diclofenac penetration trough horse skin, thus limititing the effectiveness of the evaluated formu-
lation.

INTRODUCCION

La piel es considerada una barrera eficiente,
altamente lipofilica que previene la pérdida ex-
cesiva de agua y protege al organismo de las in-
fluencias adversas del medioambiente. Desde el
punto de vista terapéutico, la piel se comporta
como una excelente barrera para la penetracion
transepitelial de firmacos.

Existe una gran cantidad de factores -depen-
dientes de la droga, de su formulacion y de las
caracteristicas estructurales de la piel- que limi-
tan la penetracion de firmacos a través de la
misma 12. Asi, solo drogas con adecuadas pro-

piedades fisicoquimicas (bajo peso molecular,
adecuada solubilidad en solventes acuosos y no
acuosos, etc.) pueden ser consideradas como
candidatas para el desarrollo de formulaciones
de administracion epicutinea en animales do-
mésticos, incluyendo la especie equina 3.

La penetracion de firmacos es un proceso
especie-especifico, extremadamente complejo
que involucra una gran cantidad de variables 2.
El grado y la velocidad de pasaje de un farmaco
a través de la piel estin determinados por las
propiedades fisicoquimicas del mismo, asi como
de su interaccién con la formulacién que lo
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contiene y el estrato cérneo que lo recibe. Asi,
el estrato cérneo ha sido considerado el princi-
pal responsable de la gran variabilidad y escasa
penetracion transepitelial de drogas tras la admi-
nistracion epicutanea 48. Por este motivo, la ma-
yoria de los métodos fisicos y quimicos desarro-
llados para mejorar la penetracion transepitelial
basan su mecanismo de accion en la elimina-
cion total o parcial y/o modificacion estructural
del estrato corneo.

El efecto barrera del estrato cérneo sobre la
penetracion transdermal de firmacos ha sido re-
portado en humanos 9. Sin embargo, en equinos
esta capacidad del estrato cérneo no ha sido
cuantitativamente evaluada. El objetivo del pre-
sente estudio fue evaluar in vitro e in vivo el
impacto de la remocion del estrato cérneo sobre
el grado y velocidad de penetracion de diclofe-
nac a través de piel equina.

MATERIALES Y METODOS
Estudios in vitro
Muestras de piel

Una muestra de piel (30cm x 15cm) de la re-
gion cervical fue extraida inmediatamente luego
del sacrificio de un equino sano. La pieza fue
acondicionada (limpieza, eliminacion del tejido
celular subcutaneo y rasurado con maquina
eléctrica) y almacenada en freezer a -20 °C por
un lapso no mayor a las 72 h hasta su utiliza-
cion.

A partir de la pieza original (acondicionada)
se obtuvieron ocho retazos de 7 x 6 ¢cm los cua-
les se descongelaron a temperatura ambiente
(25 °0). Los 8 retazos fueron divididos en dos
grupos; el grupo A (sin exfoliacién) fue utiliza-
do sin pre-tratamiento y el grupo B (con exfo-
liacion) fue sometido a la remocién de los estra-
tos mas superficiales de la epidermis. La exfolia-
cion fue realizada frotando suavemente, con
movimientos circulares, la superficie total de ca-
da uno de los retazos durante 1 min con lija al
agua N2 AX-51.

Dos submuestras (1cm x 1em) de piel fueron
tomadas de cada grupo y enviadas al Servicio
de Histopatologia de la Catedra de Patologia Es-
pecial, de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata, a efectos de
someterlas a examen histopatolégico.

Preparacion de las celdas de difusion

Las muestras de piel fueron montadas en cel-
das de difusién tipo Franz, con la superficie de
aplicacién (12.5cm?) hacia el lado de la camara
donante 2. La camara aceptora fue cargada con
24 ml de PBS (pH 7.4) y mantenida a 35 °C.
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Aplicacion de los tratamientos

Todas las muestras de piel (con exfoliacion y
sin exfoliacion) fueron tratadas aplicando 0,56 g
de Atomo Desinflamante® equivalente a 0,52
mg/cm? de diclofenac dietilamina (DFD) me-
diante suave frotacion (1 min).

Toma de muestras

Alicuotas de 1 ml fueron extraidas (con re-
emplazo) de la camara aceptora a las 2, 5y 8 h
post-aplicacion.

Determinacion de diclofenac

Las concentraciones de DFD fueron dosadas
por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) 10, Una alicuota (1 mD de cada muestra
fue acidificada con 1 ml de buffer de Mcllvane’s
(pH 3), y adicionada con 5 ml de éter etilico. La
mezcla fue mezclada en vortex durante 1 min y
centrifugada 10 min a 6000 rpm. Una alicuota
de 4 ml de la fase orgdnica fue removida, y eva-
porada a 45 °C bajo atmoésfera de nitrégeno.
Posteriormente, el extracto evaporado fue resus-
pendido en 200 pl de metanol conteniendo 1 pg
de 4cido tolfenamico (2-[(3-cloro-2metilfenil)
amino] acido benzoico) (Sigma, St Louis, USA)
como estindar interno. El limite de deteccion
del método fue de 0,01 pg/ml y el de cuantifica-
cion de 0,025 pg/ml. La variabilidad inter e in-
traensayo fue menor a 12%.

Andalisis de datos

La cinética de penetracion de diclofenac fue
analizada aplicando un modelo que asume que
la concentracion de soluto en el vehiculo (cv)
aplicado a la piel es constante y que la condi-
cion sink del receptor permanece constante du-
rante el estudio 1117,

La penetracion de diclofenac fue evaluada
aplicando un modelo lineal, aplicando las ecua-
ciones [1-4].

dQ/dt (pg/h) (1]

donde dQ es la cantidad de firmaco que atra-
viesa la piel en funcion del tiempo (db).

Js (ng/cm2/h)= (dQ/dt 1/A) [2]

donde Js es el flujo de firmaco en funcion del
tiempo (dt) y el area de aplicacion (A). Este pa-
rametro cinético fue determinado por la pen-
diente de la recta expresando la cantidad de
droga por unidad de tiempo (ng/cm2h).

Kp = Js/dosis aplicada (3]

donde Kp es el coeficiente de penetracion.



Tiempo lag=0+b /a (4]

donde tiempo lag (h) fue determinado como el
valor correspondiente a la interseccion de la
recta de regresion (estimada para el calculo del
flujo) con el eje de las abscisas.

Calculo del porcentaje de penetracion

El porcentaje de penetracion de diclofenac a
las 8 h post-administraciéon fue calculado en
funcion de la dosis total aplicada.

Andalisis estadistico

Los parametros cinéticos de penetracion de
diclofenac (Js, Kp, y el T-lag) fueron compara-
dos estadisticamente mediante el test de Mann
Whitney, utilizando como test a posteriori el de
Dunns. El limite de significacion fue establecido
en 5%.

Estudios in vivo
Modelo experimental

Se utilizaron 3 equinos con un peso prome-
dio de 400 + 15 kg. Previo al inicio del estudio,
ambos lados de la zona del cuello fueron rasu-
rados con maquina eléctrica y posteriormente
con maquina de afeitar.

En la superficie derecha del cuello de cada
animal experimental se marcaron con lapiz para
piel (de craneal a caudal) 4 sitios equidistantes
de 12.5 cm2 (sitios 1, 2, 3 y 4).

La superficie izquierda del cuello de cada
animal experimental, fue exfoliada con papel de
lija al agua N° AX-51, frotando suavemente con
movimientos circulares durante 1 min. Posterior-
mente cuatro sitios de 12.5cm? fueron claramen-
te senalados e identificados como sitios 5, 6, 7 y
8.

A tiempo 0, en el centro de cada uno de los
sitios demarcados, se aplicé una inyeccion intra-
dérmica (0.1 ml) de carragenina al 0.25 % 18.

Una vez finalizadas las inyecciones se proce-
di6 a administrar 0.56 g de Atomo Desinflaman-
te® sobre los sitios 2 a 7. Los sitios 1 y 8 no
fueron tratados y representaron los sitios con-
trol.

El volumen del edema inducido fue mensu-
rado a 1, 3, 5, 6 y 7 h post administracién. Debi-
do a que las lesiones edematosas inducidas por
la aplicacion intradérmica de carragenina son de
forma elipsoidal, su volumen (expresado en pl)
fue estimado a través de la ecuacion que descri-
be el volumen de una figura semieliptica (Ec.

(5D:

V= 2/5751‘11”2 I3 (5]
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donde m es la constante 3.1416, r1, 1, y r3 son
los radios, los cuales fueron calculados en fun-
cion de los didmetros (D). r; y r, representan
los radios vertical y horizontal de la vesicula y r3
el grosor de la piel. Todos los diametros fueron
medidos con un calibre de precision 18,

El porcentaje de inhibicién de la formacion
de edema fue calculado en funcién de los datos
del sitio control mediante la ecuacion [6]:

% de inhibicion = 100 * (Vc-Vt) / Ve (6]

donde Vt corresponde al volumen de lesion del
sitio tratado y Vc al volumen de lesion del sitio
control.

Andlisis estadistico

La comparacion estadistica del efecto antie-
dematoso de Atomo Desinflamante® aplicado
sobre piel con y sin exfoliacion fue realizada
aplicando andlisis de varianza de un factor, to-
mando como pardmetros de comparacion, las
areas bajo la curva (AUC(7) del volumen de le-
sion en funcion del tiempo. El nivel de significa-
cion fue establecido en 5%.

Las areas bajo la curva volumen de lesion en
funcion del tiempo fueron calculadas aplicando
la ecuacion [7]:

-1 N . . .
AUC=05 Y, 1 —t) (yi+y*D)  [7]

donde “t” es el tiempo de obtencién de la

7]

muestra e “y” es la medicién observada 19.

RESULTADOS
Estudios in vitro

Los resultados del andlisis histopatologico de
las muestras de piel indicaron que el proceso de
exfoliacion modificé las caracteristicas estructu-
rales de la piel. El tratamiento aplicado elimino,
en forma no homogénea, los estratos mas su-
perficiales de la piel incluyendo estrato corneo,
estrato lacido, granuloso y en algunas regiones
parte del estrato espinoso (Fig. 1, Ay B).

Concentraciones de diclofenac, superiores al
limite de deteccion, fueron observadas en la ca-
mara aceptora de todas las celdas difusion tras
la aplicacion epicutinea de Atomo Desinflaman-
te®.

La eliminacion de los estratos superficiales
de la epidermis permitié aumentar significativa-
mente la concentracion de diclofenac en la ca-
mara aceptora, reflejando un aumento estadisti-
camente significativo de la penetracion del prin-
cipio activo (p < 0,05).
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Flujo en estado Ti La Coeficiente de Cantidad Total Porcentaje
Grupo estacionario 1eng)l()) g penetracion Acumulada de
(pg/cmzh) (cm/s x 10-3) (ng) penetracion
No Exfoliado 0,69 + 0,12 39+0,6 1,37 £ 0,27 30,42 + 14,88 0,47
Exfoliado 12,35 + 3,79 1.90 + 0,02 2375 £ 7,28 976,62 + 298,31 15,02

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de penetracion (Media + DS) de diclofenac dietilamina (Dosis 0,52 mg/cm?) apli-
cado sobre piel equina no sometida y sometida a pre-tratamiento exfoliativo.

7=y

Diferencias estadisticamente significativas (p
<0,05) fueron obtenidas cuando se compararon
los parametros cinéticos de penetracion (Js, Kp,
T-lag) de diclofenac tras la aplicacion Atomo
Desinflamante® sobre piel exfoliada y no exfo-
liada. Se obtuvieron valores promedios de Js de
0,69 £ 0,12 pg/cm2h para el grupo sin pre-trata-
miento exfoliativo y del2,35 + 3,7 pg/cmzh para
el grupo con pre-tratamiento. Los valores de T-
lag obtenidos fueron de 3,9 + 0,6 h para el gru-
po sin exfoliacion y de 1,9 + 0,02 h para el gru-
po con exfoliacion (Tabla 1). Estos resultados
indican claramente que los estratos mas superfi-
ciales de la epidermis representan un importan-
te paso limitante para la penetracion transepite-
lial de diclofenac.

Estudios in vivo

La inyeccion intradérmica de carragenina in-
dujo en todos los sitios de inyeccion, una reac-
cion inflamatoria reproducible, de corta dura-
cion, severidad leve y evolucién benigna. No
observandose efectos adversos asociados a la
exfoliacion ni a la administraciéon de Atomo De-
sinflamante®.

La reaccion edematosa en los sitios controles
fue observada a partir de la primer muestra (1h)
con un volumen de 300 pl. El volumen de le-
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VOLUMEN DE LESION

Figura 1. A: corte histologico de piel de la region del cervix equino sometida a tratamiento exfoliativo y tenida
con hematoxilina y eosina (x20). B: Idem, sin tratamiento exfoliativo. Es posible observar la dermis (D) epider-
mis (E) y foliculos pilosos (FP).

sion se incrementé marcadamente hasta la h 5
(1732 pb), finalizando el estudio con un valor de
1958 pl a las 7 h (Fig. 2). El area bajo la curva
del volumen de lesiéon en funcion del tiempo
desde el tiempo 0 hasta las 7 h post-administra-
cion (AUCq 7) fue 6776.0 pl/h (Fig. 2).
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Figura 2. Volumen de lesion (Media + DS) en funcién
del tiempo en los sitios control (") y tratados con di-
clofenac (0.52 mg/cm?) en piel sin exfoliacion (M) y
con exfoliacion (). Figura interna. Areas bajo la cur-
va (AUC(-) volumen de lesion vs tiempo en los tres
grupos experimentales.



El perfil temporal del volumen de lesion de
los sitios tratados sin exfoliacion epidérmica, fue
similar al observado en el sitio control. La apli-
cacion de Atomo Desinflamante® en los sitios
sin exfoliaciéon inhibié débilmente la formacion
de edema, siendo los volimenes de lesion lige-
ramente inferiores a los observados en el sitio
control (1958 pl y 1917 pl a las 7 h, respectiva-
mente). No se observaron diferencias estadisti-
camente significativas entre las AUC(7, de los
sitios control y tratado sin exfoliacion (6776 y
6085,8 pl/h, respectivamente).

Contrariamente, la administracién epicutinea
de Atomo Desinflamante® sobre piel exfoliada,
indujo una inhibicién marcada de la formacion
de edema. El valor de inhibicion fue del 100%
durante las tres primeras h post-carragenina. El
volumen de lesion edematosa fue significativa-
mente menor al calculado para el otro trata-
miento durante todo el tiempo de muestreo. Es-
to se ve reflejado en los volimenes de lesion
observados a las 7h, 422 pl para el tratamiento
sobre piel exfoliada y 1958 pl sin exfoliacion
(Fig. 1).

El mayor efecto antiedematoso de la formu-
lacion (p < 0,05), como consecuencia de la re-
mocion de los estratos superficiales de la piel,
esta reflejado en el AUCy7, (1153.4 nl/h) calcu-
lada la cual es 5 veces menor a la correspon-
diente a los otros tratamientos (Fig. 1).

DISCUSION

El método para el estudio de penetracion in
vitro de farmacos a través de la piel utilizando
las celdas de Franz fue validado en 1978 20. Ac-
tualmente, es un método ampliamente utilizado
en diversas especies 21-2¢ e incluso en equinos
25,26,

La utilizacién de celdas de difusion tipo
Franz permitié evaluar cuantitativamente la pe-
netracion y calcular los parametros cinéticos de
penetracion de diclofenac tras aplicacion epicu-
tinea de Atomo Desinflamante® sobre piel
equina. La eliminacion de las capas mas superfi-
ciales de la piel, confirmado histoloégicamente,
increment6 drasticamente la concentracion de
farmaco en el fluido de la cimara aceptora y
modificé significativamente los pardmetros ciné-
ticos de penetracion evaluados.

La extrapolacion directa de datos experimen-
tales obtenidos en estudios in vitro a situaciones
in vivo es inapropiado 2728, En el presente estu-
dio se aplicaron métodos in vitro e in vivo, por
lo tanto fue posible describir los efectos de la
remocion del estrato cérneo sobre la velocidad
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y el grado de penetracion, asi como, evaluar los
cambios farmacodindmicos reflejo de los cam-
bios en la penetracion del principio activo.

Existen reportes sobre el uso de carragenina
como irritante para el estudio de la respuesta in-
flamatoria 29, asi como, para el estudio del efec-
to antiedematoso de formulaciones de aplica-
cién epicutdnea en ratas 3031 en bovinos 32 y en
equinos 33,34,

Los resultados obtenidos in vitro se vieron
reflejados claramente en el estudio antiedemato-
so. Cuando Atomo Desinflamante® fue aplicado
sobre la piel sometida al tratamiento exfoliativo,
la formulacién comercial inhibié significativa-
mente la formacion de edema durante todo el
ensayo, con un 100% de inhibicién durante las
tres primeras h post-carragenina. Esto permite
inferir que la exfoliacién también determiné un
aumento de la penetracion de diclofenac in vi-
vo; demostrando la existencia de una buena co-
rrelacion entre los parametros de penetracion
obtenidos a través de las celdas de tipo Franz y
el efecto antiedematoso observado utilizando el
modelo de inyeccion intradérmica de carrageni-
na en equinos. Este hecho concuerda con estu-
dios realizados en ratas que indican una buena
correlacion entre los resultados obtenidos in vi-
tro e in vivo al evaluar una formulacién de keto-
profeno 3 y de diclofenac 22.

Los resultados in vitro e in vivo obtenidos in-
dican claramente que el estrato cérneo repre-
senta un paso limitante muy importante para la
penetracion de diclofenac tras la aplicacion epi-
cutdnea en la especie equina.

Es importante tener en cuenta, que desde el
punto de vista clinico no solo seria relevante un
aumento en la penetracion del farmaco, sino
también una disminucién del tiempo Lag. La
marcada disminucion del tiempo Lag permitiria
obtener una respuesta clinica mas rdpida, lo
cual serfa muy importante en la terapéutica de
procesos inflamatorios agudos. Sin embargo, el
uso del método de exfoliacion utilizado en el
presente estudio pareceria no ser el apropiado
para utilizar en la practica clinica.

Existen otros métodos (fisicos o quimicos)
que aumentan la penetracion de los farmacos
aplicados. Entre los métodos fisicos se encuen-
tran el uso de iontoforesis y electroporacion 36.
Sin embargo desde el punto de vista de la prac-
tica clinica los métodos quimicos serian mas
aplicables. Dentro de los métodos quimicos se
incluye la incorporacién en las formulaciones de
sustancias mejoradoras de la penetracion, entre
ellas, dcidos grasos !4, terpenos 122437 urea 3839
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y propilenglicol 1440, Estudios preliminares in vi-
tro, realizados en nuestro laboratorio demues-
tran que la incorporacion de algunas de estas
sustancias (aunque no todas ellas) en una for-
mulacion de diclofenac provoca incrementos
significativos en la penetracion del firmaco a
través de piel equina. Estos incrementos en pe-
netracion de diclofenac representarian la solu-
cion a la ineficacia de la administracion epicuta-
nea de diclofenac en equinos reportada por Vi-
llarino 7.

CONCLUSIONES

Es posible asegurar que las capas mas super-
ficiales de la epidermis representan una impor-
tante barrera para la penetracion de diclofenac a
través de piel equina, limitando la efectividad
de la formulacion evaluada.

El presente estudio representa el primer tra-
bajo que evalia el impacto del estrato cérneo
sobre la penetracion de diclofenac a través de
piel equina.

La incorporacion, en una formulaciéon de
aplicacién epicutanea, de sustancias capaces de
modificar o eliminar las capas mds superficiales
de la epidermis, podria aumentar considerable-
mente la penetracion de diclofenac a través de
piel equina, incrementando de manera paralela
le eficacia clinica de la misma.
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