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RESUMEN (en espaiiol)

El presente trabajo de investigacién se disefid para estudiar la absorcion de
medicamentos (procaina, ketoprofeno, biotina y cafeina) a través de la piel utilizando
diferentes técnicas de permeacién cutdnea: intradérmica (mesoterapia),
microperforacidn y electroiontoporacion y la asociacion de las dos ultimas. Se utilizé
Sus scorfa, doméstica, como modelo experimental y se analizaron las muestras de piel
en el momento de la administracién del farmaco, a los 15, 30 y 60 minutos, yalos 7 y
14 dias.

Las técnicas de estudio utilizadas fueron: HPLC para determinar la cinética cutanea de
los farmacos; técnicas estructurales y ultraestructurales (microscopia electrénica de
transmisiéon y de barrido) y de inmunohistoquimica (proteina S100, vimentina,
coldgeno V) para valorar los cambios estructurales, ultraestructurales y de densidad
de células dendriticas (melanocitos y células de Langerhans). Se valoraron, ademas, los
cambios inducidos por las técnicas de aplicacion y las moléculas en el espesor relativo
de dermis/epidermis, de densidad de la red capilar papilar dérmica.

Los resultados demuestran que la piel es una buena via de absorcion de moléculas de
diferentes caracteristicas organolépticas y su accidén local se ejerce principalmente
antes de los siete dias de su administracion. Las concentraciones cutdneas mas altas
para la biotina y el ketoprofeno, se obtienen por la via intradérmica; para la cafeina y
la procaina, las cuatro técnicas utilizadas logran concentraciones cutaneas similares y
se mantienen mas elevadas en el tiempo con las técnicas microperforacion,
electroiontoporacion y la combinacion de ambas. Ninguna de las técnicas de
permeaciéon cutanea utilizadas asociadas a las moléculas producen lesiones
estructurales objetivables, ni modificaciones en el grosor relativo de dermis y
epidermis. Llas vias de facilitacion de medicamentos estudiadas, per se,
independientemente de las moléculas que se les asocie, no producen incremento de la
cantidad de fibroblastos (demostrables por la expresion de vimentina), lo que sugiere
gue en ningun caso se estimula el proceso cicatricial. La microperforacién es una forma
sencilla y minimamente invasiva de incrementar la absorcidn de sustancias por via
percutanea. Su efectividad se potencia cuando se asocia a electroiontoporacion,
logrando concentraciones mas elevadas y persistentes en el tiempo de los productos




estudiados. Las técnicas de electroiontoporaciéon y microperforacién mas
electroiontoporacion producen cambios en la densidad de melanocitos y células
dendriticas, sin que ello suponga, a priori, modificaciones a largo plazo ni en la
pigmentacion ni en el espesor de la dermis.

RESUMEN (en Inglés)

The present study was designed to investigate the use of the skin as a via for drug
administration (procaine, ketoprophen, biotine y caffeine) using different techniques
of cutaneous permeation: intradermic, microneedling, electro-iontoporation, and the
association both the two last ones. The model used was the skin of domestic pig (Sus
scorfa, domestica), and the skin samples were assessed immediately after drug
administration, and after 15, 30 and 60 min, 7 and 14 days. The techniques used were:
HPLC to establish the cutaneous kinetics of the compounds; structural and
ultrastructural (scanning and transmission electron microscopy) techniques, as well as
immunohistochemistry (S100 protein, vimentin, type IV collagen) to evaluate the
structural, ultrastructural variations, and the density in dendritic cells (melanocytes
and Langerhans’ cells). Furthermore, the relative epidermis/dermis thickness and the
density of dermal papillary capillaries were evaluated. The results demonstrated that
molecules with different organoleptic properties can be absorbed throughout the skin
and their local actions are more effective before 7 days from the administration. The
cutaneous levels of biotine and ketoprophen were reached using the intradermic via;
nevertheless, for caffeine and procaine similar tissue concentrations were obtained
independently of the used technique. The higher tissue levels in time were obtained
when using microneedling, electro-iontoporation, or both associated. Neither
cutaneous structural nor relative epidermis/dermis relative thickness changed with the
drugs and/or drug administration technique employed. Moreover, the cutaneous
permeation methods used do not increase the density of vimentin-positive fibroblasts
thus suggesting they do not stimulate the wound process. Microneedling is an easy,
reliable and minimally invasive method for delivery drugs through the skin, and its
effectiveness is potentiated when associated to electro-iontoporation, being the more
effective in reaching higher drug concentration with time. Electro-iontoporation
together with microneedling increases the density of melanocytes, but presumably did
not alter cutaneous pigmentation or dermis thickness long-term.
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Introduccion




1. Introduccion

La piel es el 6rgano mas grande y superficial del cuerpo humano y en condiciones de
normalidad funciona como una barrera practicamente infranqueable al paso de
sustancias aplicadas topicamente sobre ella con o sin finalidad terapéutica. Por ello,
para aumentar la permeabilidad cutdnea se han propuesto diferentes procedimientos,
entre los cuales destacan los agentes permeadores, corrientes eléctricas en
iontoforesis o electroporacién, formacion de microporos empleando matrices de
agujas o montadas sobre equipos de mano o parches, ondas de presion generadas por
ultrasonidos, radiofrecuencia o ablaciéon térmica por distintos tipos de laseres, etc.
Todas estas técnicas buscan incrementar el paso de moléculas, especialmente
medicamentos, a través de la piel con la principal finalidad de actuar directamente con
dosis menores que cuando se usan otras vias (oral, intramuscular, intravascular, etc.).
Asi se evita el paso previo por el circuito entero-hepatico que metaboliza gran parte de
la dosis administrada, lo que conllevaria la utilizacién de dosis mas altas, mayor riesgo
de iatrogenia y la aparicion de efectos secundarios que, en ocasiones, impiden
continuar con el tratamiento e incrementan el coste por el uso concomitante de otros
farmacos. Por otro lado, las técnicas de inyeccion estan limitadas por la dificultad para
la autoadministracion por parte del paciente. Pero a pesar de todo son necesarios
estudios experimentales in vivo y clinicos para establecer con precisidn sus potenciales

aplicaciones (Lv y Cols., 2006).

El presente trabajo de Tesis Doctoral explora en un modelo animal la eficacia de tres
de estos métodos (microagujas, electro-iontoporacién e inyeccién intradérmica), y la
combinacion de dos de ellos (microagujas mas electro-iontoporacion), en la absorcion

transdérmica de una serie de moléculas (procaina, ketoprofeno, cafeina y biotina).

La evidencia cientifica acumulada demuestra que la utilidad de la via intradérmica (ID)
es incluso superior a la via intramuscular para conseguir, por ejemplo, una inmunidad
eficaz (Kulkarni y Cols., 2013). Desde el invento de la jeringuilla y la aguja en el siglo
XVIII, esta via se viene utilizando para aplicar medicamentos en zonas concretas lo mas

cerca posible al lugar donde radica la patologia (p.ej. una inflamacién, un dolor local).
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Asi, diversos autores la han utilizado para administrar anestésicos tépicos buscando el
incremento de la permeabilidad cutédnea para obtener anestesia local eficaz con menos
cantidad de medicamento disminuyendo su potencial téxico (Shipton, 2012), aunque
no se ha determinado la cantidad éptima de medicamento ni el tiempo de duracién de

sus efectos.

La electroporacidn (EP), por su lado, genera pequefios micro-orificios nanométricos en
el estrato cérneo cutaneo que permiten el paso de sustancias aplicadas bajo un campo
eléctrico, condicionado por factores como el tamafio de la propia molécula que se

pretende introducir a través de ellos o su carga eléctrica (Prausnitz y Cols., 2004).

La electroforesis (EF), por su parte, se sirve del principio de repulsion de cargas del
mismo signo para conseguir que el paso de una sustancia con carga eléctrica pueda

atravesar el estrato corneo.

Por ultimo, la utilizacion de microagujas en la zona cutdanea previamente a la
aplicacién de la electroporacion o la electroforacion parece ser una técnica util para
potenciar aun mas la capacidad de absorcién transcutdnea de sustancias activas sin

ocasionar ningun tipo de dolor o con minimas molestias (Prausnitz, 2004).

Este estudio tiene como finalidad demostrar que la piel puede utilizarse como una via
eficaz de administracion de medicamentos cuando se incrementa su permeabilidad
utilizando sistemas permeadores como la EP o la formacion de microporos
(microneedling, MN). Ademas, se pretende confirmar que la via ID posee una
farmacocinética propia que incrementa la actividad terapéutica de los medicamentos
al evitar el paso por el circuito entero-hepatico (Kaplan, Coutris, 1989; Corbel, 1986);
ello determina que las dosis necesarias de algunos medicamentos tengan que
reducirse al ser administradas por la via intradérmica o mediante electroporacién

disminuyendo también sus posibles efectos colaterales o secundarios.



El modelo animal utilizado, la piel de Sus scrofa, domestica, esta ampliamente validado
aungue este trabajo analiza por primera vez las caracteristicas ultraestructurales de la

zona cutanea sobre la que se han realizado los experimentos.



Estado actual




2. Estado actual.

2.1. La piel

2.1.1. Estructura de la piel

La piel es un érgano complejo que recubre la totalidad de la superficie corporal y se
continua con las mucosas a nivel de los orificios del cuerpo. Se estima que representa
el 15% del peso del cuerpo adulto y es el mayor drgano del cuerpo. Estd estructurada
en tres capas: epidermis y estructuras relacionadas, dermis (separada de la epidermis
por la union dermo-epidermica) e hipodermis, pero varia segun las regiones en cuanto
al grosor, la densidad de melanocitos o la presencia de foliculos pilosos (piel velluda
versus piel glabra). Desde un punto de vista embrionario la epidermis y apéndices
cutaneos tienen origen ectodérmico mientras que la dermis se origina del mesodermo

(Murphy, 1997; Cribier, Grosshans, 2002; Kanitakis, 2002; Kanitakis, 1998).

2.1.1.1 Epidermis y estructuras asociadas

Es un epitelio estratificado que se renueva continuamente y esta formado por varios
tipos de células, con predomino de los queratinocitos (90-95%) que sufren un proceso
especifico de diferenciacion que lleva a la produccion de células aplanadas y
anucleadas que terminan separdndose de la superficie cutdnea. Ademads de los
gueratinocitos la epidermis contiene células de Langerhans, melanocitos y células de
Merkel.

Citoarquitectonicamente, en la mayoria de los vertebrados, las células de la epidermis
se disponen en capas continuas que de profundidad a superficie forman los estratos
basal (una capa), espinoso (5-10 capas; subdividido en stratum compactum vy stratum
disjunctum), granular y cornificado; entre estos dos ultimos en alguna regiones se
interpone el stratum lucidum). (Figura 2-1).

La epidermis contiene, ademas, dos unidades estructurales diferenciadas: las partes
superficiales de las glandulas sudoriparas ecrinas (acrosyringium) y de los foliculos
pilosos (acrotrichium), que aunque son también células epiteliales tienen propiedades

bioldgicas propias en cuanto a su renovacién y diferenciacion.



Los queratinocitos epidérmicos proceden de divisiones mitdticas de células troncales
situadas en la capa basal que emigran a través de la epidermis a la vez que
experimentan transformaciones morfoldgicas y bioquimicas (queratinizacién) y se
desprenden a los 30 dias, aproximadamente.

La morfologia de los queratinocitos varia de unos estratos epidérmicos a otros. Los de
la capa basal son columnares o cubicos, con citoplasma basofilo y un nucleo
relativamente grande. Se disponen de forma perpendicular a la membrana basal a la
gue se unen mediante hemidesmosomas. Contienen melanosomas, fasciculos de
tonofilamentos y de filamentos intermedios (tonofibrillas) formados por polipéptidos
de queratina. Estos se adhieren a las placas de unién de los hemisdesmosaomas y
contribuyen a la formacién del citoesqueleto. Los queratinocitos basales se pegan en a
las células adyacentes mediante una serie de uniones intercelulares (de tipo gap y
adherens) de las que las mas caracteristicas son los desmosomas. Dadas sus

propiedades proliferativas expresan antigenos de proliferacion celular (Ki67 y PCNA).
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Figura 2-1.- Estructura de la piel humana y de ratdn, en la que se observa la diferencia en la disposicion
de los espacios interfoliculares. Tomada de M. Pasparakis, |. Haase y F. O. Nestle (2014).
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Figura 2-2.- Estructura de epidermis. Tomada de G. Solanas y S. Aznar-Benitah (2013).

En cuanto a los queratinocitos del estrato espinoso, se caracterizan por un citoplasma
esosinofilico, un nucleo vesicular y uno o dos nucléolos evidentes, y contienen
abundantes tonofilamentos. Por su lado, las células del estrato granular son aplanadas,
se disponen paralelas a la superficie y presentan granulos de queratohialina, altamente
basofilos, formados por el ensamblaje de proteinas ricas en histidina (sobre todo
profilagrina) y queratina. Ademas, los queratinocitos de estas dos ultimas capas
pueden contener cuerpos lamelares (conocidos como queratosomas o cuerpos de
Odland) que estan implicados en los procesos de descamacion y en la formacién de la
capa lipidica pericelular qua actla como barrera de penetracidon contra sustancias
extranas hidrofilicas. Finalmente, el estrato cérneo esta constituido por corneocitos,
muy aplanados, eosinofilicos, que se desprenden de la superficie cutanea. Carecen de
nucleo y de organelas citoplasmaticas y estdn formados por una densa matiz de
filamentos de queratina y una cubierta cornea por debajo de la membrana celular
formada por involucrina, loricrina, SPRRs, elafina y cristatina A.

El citoesqueleto de los queratinocitos estd formado por queratinas, proteinas fibrosas

de la familia de los filamentos intermedios y de las que se han caracterizado al menos
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20 tipos diferentes. Cada tipo de queratinocito expresa una citoqueratina con peso
molecular diferente: los basales queratinas K5 y K14/K15, los suprabasales queratinas

K1y K10, y los de la capa granular K2e y K11 (Ishida-Yamamoto y lizuka, 1998).

Por lo que se refiere a las células de Langerhans, se trata de elementos mdviles, de
morfologia dendritica, presentadoras de antigenos y presentes en todas las capas de la
epidermis. Se originan de células precursoras hematopoyéticas CD34+ de la médula
Osea. Representan aproximadamente el 3-6% de todas las células epidérmicas y se las
considera inmaduras hasta que entran en contacto con el antigeno (Girolomoniy Cols.,
2002). Tienen un soma de morfologia redondeada con expansiones dendriticas que se
expanden entre las células adyacentes a las que se adhieren mediante moléculas de E-
cadherina. Carecen de tonofilamentos y melanosomas y muestran un nucleo
indentado, pero contienen un marcador citoplasmatico especifico, el granulo de
Birbeck originado a partir de la membrana celular mediante un proceso de endocitosis.
Tiene forma de disco de estructura interna trilaminar. Las células de Langerhans
pueden ser identificadas por la expresion de algunos antigenos como CD1a,
CD207/langerina (Valladeau y Cols., 1999), Lag (Fujita y Cols., 1990) o proteina S100 y

la vimentina (Kanitakis, 1998).

Los melanocitos proceden de la cresta neural, migran a la epidermis y son los
responsables de la produccion de melanina. Se localizan a nivel de la capa basal y sus
distribucién varia mucho dependiendo de la region. Sus citoplasmas contienen

melanosomas y pocos filamentos intermedios de vimentina (Kanitakis, 1998).

Las células de Merkel comparten propiedades neuroendocrinas y epiteliales, y su
origen aun es controvertido, aunque los estudios de los ultimos afios abogan por una
filiacién epitelial (Maksimovic y Cols., 2014; Xiao y Cols., 2014). Se situan en la capa
basa de la epidermis y en la capa epitelial de los foliculos pilosos, con amplias
variaciones regionales. Son faciles de diferenciar por las presencia de granulos
neurosecretores en el citoplasma. Ocasionalmente su membrana presenta
desmosomas para unirse a los queratinocitos adyacentes. Mediante técnicas de

inmunohistoquimica se ha observado que las células de Merkel expresan K20, enolasa
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neuronal especifica, cromogranina, sinaptofisina, N-CAM, proteina PGP 9.5 vy

diferentes polipéptidos relacionados con la neurotransmision.

Ademas de todos estos tipos celulares en la epidermis se encuentran linfocitos, sobre
todo T-memoria (CD3+, CD4+ CD8- CD45R0O+, Fas+, aeb7 integrina) en proporciones
muy bajas y variables (Spetz y Cols., 1996).

Los apéndices epidérmicos los forman las ufias, las glandulas sudoriparas y los foliculos

pilosos.

Las uilas cubren la cara dorsal de la falange distal de los dedos de la mano y el pie.
Estan formadas por la raiz, la placa ungueal y el borde libre, que cubre el hyponychium,
una epidermis engrosada. Se apoya sobre el lecho ungueal, un tejido conecto
ricamente vascularizado que contiene numerosas desviaciones arteriovenosas. La
parte proximal del lecho ungueal se continua con la matriz ungueal, responsable del

crecimiento de unas.

Las glandulas sudoriparas son glandulas exocrinas tubulares formadas por acinos y
conductos excretores y que son de dos tipos principales: eccrinas y apoccrinas. Las
glandulas sudoriparas ecrinas desempefan un papel esencial en la termorregulacién y
estdn presentes en toda la piel, con densidades mdaximas en la palma de las manos,
planta de los pies y piel de la axila. Estan formadas por acinos de células secretoras que
liberan su secrecion a los canaliculos intercelulares. Las células secretoras estan
rodeadas por una capa discontinua de células mioepiteliales. Los conductos
excretores, por su lado, penetran en la epidermis (acrosyringium) y se abren a la
superficie por el poro (Nanitalis y Cols., 1987). Las glandulas sudoriparas apocrinas, por
su lado, se encuentran asociadas a los foliculos pilosos. En la piel humana se localizan
en la axila, region anogenital y pezén. Tienen una porcidén secretora en la dermis
profunda, formada por células columnares, rodeada de células mioepiteliales y
muestran las caracteristicas propias de epitelio apocrino (secrecién por decapitacion).

Las células que forman las glandulas sudoriparas expresan antigenos especificos que

consienten su identificacién inmunohistoquimica. Son el antigeno carcinoembrionario,

12



el antigeno epitelial de membrana, K8, K18 y K19, una subpoblacién de los conductos

de las glandulas eccrinas son proteina $S100 positivas, y las células mioepiteliales K17.

En cuanto a los foliculos pilosebaceos (Figura 2-3) se extienden entre la epidermis y la
hipodermis. Se distribuyen por toda la piel, excepto por la piel glabra, y su tamafio y
morfologia son variables (terminal, vellus, lanugo pelo intermedio). Su crecimiento es
ciclico por medio de tres etapas (anagen, catagen, telogen). Cada foliculo estd formado
por varios segmentos: la porcion intraepidérmica (acrotrichium), el infundibulo, el
istmo y el bulbo (responsable del crecimiento del pelo con melanocitos que
determinan su pigmentacion). Los foliculos pilosos estan muy vascularizados e
inervados. Tanto el acrotrichium como el infundibulum sufren diferenciacién de tipo
epidérmico y su morfologia varia poco con el tiempo; por el contrario las estructuras
mas profundas sufren amplias modificaciones con el ciclo capilar. Esta parte consta de
una cubierta epitelial formada por varias laminas concéntricas: la membrana radicular
externa (o trichilemma), la membrana radicular interna (constituida por tres capas
concéntricas: Henle, Huxley y cuticula). El canal piloso contiene el eje del pelo,
producto de la queratinizacion terminal del foliculo piloso. En los cortes transversales
del pelo se observa que esta formado por tres capas concéntricas: la cuticula, la
corteza (formando la mayor parte del eje del pelo) y la médula (presente sélo en pelo

terminal).

Las glandula sebaceas son glandulas holocrinas multilobuladas asociadas a los foliculos
pilosos, situadas en el espacio delimitado entre superficie de la piel, el musculo erector
del pelo y el propio foliculo piloso. Estan formadas por una capa externa de células
basales y de diferentes capas de células maduras que contienen gran cantidad de
lipidos en su citoplasma (sebocitos). Estas se desintegran en la parte central de la
glandula para formar el sebo, la secrecidén, que termina en el conducto pilifero por
medio de un corto conducto. Los sebocitos basales expresan citoqueratinas y antigeno

epitelial de membrana.
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Figura 2-3.- Esquema de la estructura de un foliculo piloso. Tomado de Hsu Y-C, L. Liy E. Fuchs.

En la transicién entre las capas superficial y media de la piel se encuentra la unién
dermo-epidérmica. Es un complejo de membrana basal secretado por los
gueratinocitos basales y los fibroblastos de la dermis, que desempena un papel
esencial como apoyo mecanico y regula el intercambio de productos metabdlicos entre
dermis y epidermis. Es, ademas, la que sirve de soporte a los queratinocitos durante el
proceso de emigraciéon en la curacion de las heridas y la traviesan distintos tipos
celulares (células de Langerhans, linfocitos) durante los procesos inflamatorios. Esta
constituida por varias capas que de superficie a profundidad son: la membrana celular
de los queratinocitos basales y sus hemidesmosomas a los que se enganchan los
filamentos del citoesqueleto (queratina y plectina), la lamina lucida, la lamina
osmofilica densa y la zona filamentosa situada por debajo de membrana basal. La
composicion antigénica de la union dermo-epidérmica es muy compleja habiéndose
caracterizado en ella mas de veinte moléculas como las plaquinas, plectina, BPAG1,

diferentes formas de lamininas, colageno IV, ancorina, etc...
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2.1.1.2. La dermis o corion.

Es un tejido conectivo de soporte que protege la epidermis y sus anexos, y los plexos
vascular y nervioso que se encuentran dentro de ella. Esta formada por células,
proteinas fibrosas y sustancia amorfa. Se encuentra en un proceso de renovacién
permanente regulado por mecanismos que controlan la sintesis y degradacién de sus
componentes proteicos. El espesor de la dermis varia segin su localizacion y su
estructura también es diferente en relacion a la profundidad, diferenciandose una

parte superficial o dermis papilar y otra profunda o reticular.

La dermis papilar forma proyecciones entre la red de crestas epidérmicas denominada
papilas dérmicas. Contiene fibroblastos dendrocitos dérmicos y mastocitos, ademas de
vasos y nervios. Su matriz extracelular estd formada por fibras de colageno poco
compactas y fibras elasticas finas. En la dermis reticular los haces de fibras de
colagenos son mas gruesos y compactos, asi como la red de fibras eldsticas; en ella
asientan las partes mas profundas de los anexos epidérmicos y los plexos nervioso y

vascular profundos.
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Figura 2-4.- Representacion esquematica de los diferentes tipos de células presentes en la piel.
Tomado de S.Z. Chong, M. Evrard y L.G. Ng (2013).
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Las células principales de la dermis (Figura 2-4) son los fibroblastos, capaces de
sintetizar todos los componentes, fibrilares y no fibrilares, de la matriz extracelular.
Tienen formas fusiformes o estrelladas y pueden ser reconocidos por antigenos
propios de las células mesenquimales como la vimentina (Saalbach y Cols., 1996).
Existen también variaciones morfofuncionales de los fibroblastos como los fibrocitos,

fibroclastos y miofibroblastos.

La dermis contiene también dendrocitos dérmicos que representan una poblacion
heterogénea de células dendriticas mesenquimales. En la piel humana se distinguen al
menos dos subtipos de estas células: las de tipo | que expresan el factor Xllla de
coagulacion y se localizan alrededor de los capilares de las papilas dérmicas y en los
septos de tejido conectivo de la hipodermis, y los de tipo Il situados en la dermis media

y profunda alrededor las glandula ecrinas y los foliculos pilosos.

Finalmente, la dermis posee una poblacién residente de mastocitos, células
mononucleares de origen medular distribuidas por la dermis perivascular y perianexal.
Es posible que todos estos tipos celulares dérmicos deriven de precursores comunes y
adquieran propiedades especificas y heterogenicidad morfoldgica dependiendo de su

localizacion y funcidn (Driskell y Watt, 2015).

La gran mayoria de las fibras de la dermis estan formadas por coldgeno (en torno al 90-
95%) de los tipos | y Ill, responsables de la resistencia mecanica de la piel; las fibras
eldsticas, por su parte, son las responsables de las propiedades retractiles de la piel. La
denominada sustancia amorfa estd formada por macromoléculas de proteoglicanos
(acido hialurénico, dermatan sultafo, condroitin sulfato, fibronectina, tenascina,
epimorfina) que interaccionan tanto con las células como los elementos fibrilares de la

matriz extracelular.

2.1.1.3 Hipodermis
Esta constituida por un tejido graso y representa la parte mas profunda de la piel y la
separa de las aponeurosis o del periostio. Desempefia un papel importante en la

termorregulacion y en la proteccién contra agresiones mecanica. Las células de la
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hipodermis son adipocitos, organizados en lébulos primarios y secundarios, con
acumulos de grandes cantidades de lipidos en su citoplasma. Por fuera de ellos
expresan vimentina y proteina S100 (Kanitakis, 1998). Los grupos de adipocitos estan
separados entre ellos por tabiques de tejido conectivo (que contienen fibroblastos y

mastocitos), las glandulas sudoriparas, vasos y nervios.

2.1.2. Vascularizacion e inervacion de la piel

Salvo la epidermis, que es avascular, la piel posee una rica red vascular que excede con
mucho los requerimientos nutricionales, implicada en la termorregulacién, reparacién
tisular tras las heridas, las reacciones inmunolégicas y el control de la presién
sanguinea. Son vasos arteriales, venosos y linfaticos dispuestos en dos plexos
comunicados entre ellos. El plexo profundo se situa en las proximidades de la union
dermo-hipodérmica y proporciona vascularizacion a glandulas sudoriparas y foliculos
capilares. El plexo superficial discurre en la interfase entre la dermis papilar y reticular
y da a cada papilla dérmica un asa ascendente vertical formada por una arteriola
precapilar, capilares arteriales y venosos y una vénula postcapilar (Braverman, 2000).
Arteriolas y vénulas comunican entre ellas por shunts ateriovenosos, los cuerpos
glédmicos neuromioarteriales que funcionan como estructuras esfintéricas. Las arterias
dérmicas y las arteriolas estan formadas por tres capas: la intima, constituida por
células endoteliales apoyadas sobre una lamina eldstica interna, la media, formada por
dos capas de células musculares lisas, y la adventicia de tejido conectivo que
ocasionalmente tiene una lamina elastica externa. Las venas y vénulas tienen una
estructura simular si bien la capa muscular es mas final y ocasionalmente poseen

valvulas.

Las arteriolas y vénulas de la dermis profunda son mayores que las del plexo
superficial. Los capilares dérmicos estan formados por células endoteliales fenestradas
y una capa discontinua de pericitos, rodeados por una membrana basal simple. Las
vénulas postcapilares tienen una estructura similar pero tiene un calibre ligeramente
mayor, estan rodeados por mads del pericitos y su membrana basal consta de varias

capas. Las células del endotelio capilar expresan vimentina, factor Willebrand, CD34,
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CD31; las células de la capa media también son vimentina positivas y las membranas

basales capilares son inmunorreactivas para el colageno IV y la laminina.

La piel posee una rica y compleja inervacion, tanto aferente como eferente vegetativa.
Normalmente los nervios se disponen en un plexo superficial y otro profundo vy las
fibras que los constituyen pueden ponerse de manifiesto mediante marcadores
axonicos (neurofilamentos, enolasa neuronal especificas, periferina, proteina PGP 9.5),
de las células de Schwann (proteina $S100 y vimentina) y los fibroblastos perineurales
(antigeno epitelial de membrana y vimentina). Los diferentes morfotipos de
mecanorreceptores vinculados a los plexos comparten con las fibras nerviosas sus

caracteristicas inmunohistoquimicas.

2.1.3. Estructura de la piel del modelo animal utilizado

Los estudios realizados in vivo en distintos modelos animales sobre la permeabilidad
cutanea han puesto de manifiesto que la piel de cerdo es comparable, en la mayoria
de sus aspectos, a la piel humana (Bartek y Cols., 1972; Godin y Touitou, 2007),
coincidencias que han sido descritas también a niveles histolégico e

inmunohistoquimico.

La piel de cerdo, como modelo y sustituto de la piel humana para la realizacion de
determinados tipos de estudios (de farmacologia, trasplantes y analisis de los procesos
biolégicos que intervienen en la curacién de las heridas), se viene utilizando desde
hace tiempo con notables ventajas sobre la piel de animales mas pequefios,

especialmente de roedores.

Tanto la piel humana como la suina estan formadas por tres estrados (epidermis
dermis e hipodermis) y presentan notables similitudes estructurales, ultraestructurales
e inmunohistoquimicas entre ellas (Mawafy y Cassens, 1975; Meyer y Cols., 1978;
Wollina y Cols., 1992; Liu y Cols., 2010; Debeer y Cols., 2013). Ademas, los tiempos de
renovacion completa de ambas son parecidos: 30 dias en el cerdo y 27-28 dias en

humanos (Weinstein, 1965).
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No obstante, algunos autores han puesto en entredicho que los resultados obtenidos
en investigaciones sobre piel del cerdo comun puedan ser extrapolados a humanos
debidos a las grandes diferencias interindividuales que existen por la gran variedad de
razas existentes y el background genético complejo. Este problema se puede obviar
con la utilizacién de cerdos enanos, entre los que los de la raza Bama se consideran los
ideales, los cuales ya han sido utilizados satisfactoriamente en estudios de liberacién
de farmacos y toxicologia dérmica y de reparacién tisular (Ferri y Cols., 1995; Quist y
Cols., 2000; Sullivan y Cols., 2001). Los trabajos de Liu y Cols. (2008, 2010) sobre esta
raza de animales han puesto de relieve que el grosor de su piel no es muy diferente del
de la piel humana y que morfolégicamente son muy semejantes. Estructuralmente
ambas tienen 5 estratos epidérmicos bien diferenciados (cdrneo, lucido, granuloso,
esponjoso y basal), la dermis se diferencia en una porcién papilar y otra reticular, y la
union dermo-epidérmica es irregular. Ademads, el desarrollo del sistema vascular
superficial (plexos venosos y arteriales) y la composicion de la matriz extracelular son
bastante parecidos. Por otro lado, las densidades y caracteristicas de los fibroblastos,
células de Langerhans y mastocitos son semejantes a las halladas en la piel humana.
No obstante, observaron diferencias notables en cuanto al espesor edad-dependiente
de la piel, el nimero de células pigmentadas y de fibras elastica (menor en la piel
suina), y sobre todo en los tipos de glandulas: mientras que la piel del cerdo sélo
tienen glandulas apocrinas, las de la piel humana son eccrinas, y las glandulas sebaceas
son mas pequenas en el cerdo que en el hombre. A nivel ultraestructural observaron
gue los queratinocitos presentan haces de filamentos de citoqueratina, uniones
intercelulares de tipo desmosoma, granulos de adhesidn a la membrana y de
gueratohialinos en el estrato cornificado. Al analizar el perfil inmunohistoquimico
obtuvieron marcaje para coldgenos |, Il y IV, queratinas, laminina, fibronectina y
filagrina con patrones muy semejantes en la piel humana vy la suina; pero CD34, ICAM1,
y $100, que marcan poblaciones especificas en la piel humana no se detectaron en la

piel del cerdo Bama.

Pero dado el elevado coste de estos animales y que cada vez aumenta mas la
utilizacion del modelo de piel porcina en experimentos translacionales a humanos

recientemente han aparecido algunos estudios que analizan la piel de razas de cerdos

19



comunes. Asi, Debeer y Cols. (2013) estudiaron la distribucién de la inmunorreaccion
para 93 antigenos, utilizando anticuerpos mono y policlonales, en la piel de cerdos
domeésticos hibridos Seghers, cuando pesaban entre 20 y 30 kg. Estos autores
encontraron que muchos anticuerpos tienen un patron de inmunomarcaje parecido en
ambas especies, mientras otros que normalmente se utilizan en la deteccidon de
antigenos humanos no son reactivos en el cerdo. De los antigenos investigados en
nuestro trabajo resultaron de utilidad la vimentina y el coldgeno IV, mientras que no

fue efectiva la proteina S100 para la demostracién de las células dendriticas.

2.2. La piel como via de administracion de farmacos: vias

transcutaneas

Como ya se expuso en parrafos anteriores la piel es el mayor érgano del cuerpo
humano y tiene una superficie de unos 2 metros cuadrados (Godin y Touitou, 2007).
Desempefia una funcion protectora frente a las agresiones fisicas, quimicas o
bioldgicas del entorno. Pero también es una fuente muy importante de estimulos
sensoriales externos que contribuyen a la “socializacién” de la especie humana. Por
otro lado, es facilmente accesible y ha sido utilizada desde tiempos inmemoriales para
la aplicacién de remedios terapéuticos de forma tdpica mediante diferentes
presentaciones galénicas (cremas, pomadas, ungientos, linimentos, emplastes, etc.)
que se adaptan, en mayor o menor medida, al principio activo del que se busca su
accion. Su capacidad de barrera depende basicamente de su estructura histolégica (ver

epigrafe anterior).

El hecho de que ciertos venenos sean letales cuando se administran por via oral pero
no cuando se aplican sobre la piel intacta llevd a la creencia de su impermeabilidad
absoluta a cualquier tipo de sustancia que se aplique sobre ella. Sin embargo, ahora se
conoce que posee cierto grado de permeabilidad. Diversos autores han estudiado
desde principios del siglo XX las circunstancias que determinan el paso transdérmico
de sustancias, lo que ha llevado al desarrollo de parches de principios activos como la

escopolamina, la nitroglicerina o la nicotina, asegurando una dosificacién precisa y la

20



ausencia de fendmenos irritativos en la zona cutdnea donde se aplican (Langer R

2004).

Actualmente, pues, se considera que la piel es una membrana con permeabilidad
selectiva para elementos quimicos, que ofrece potenciales ventajas respecto a otras
vias mas utilizadas como son evitar el primer paso metabdlico hepatico, no estar
sometida a restricciones asociadas a la via oral, ser de facil utilizacion y simplificar el
seguimiento de los tratamientos por parte de los pacientes. Sin embargo, solamente
drogas lipofilicas potentes y de pequefio tamafo logran alcanzar niveles terapéuticos
al ser administradas por difusion pasiva a través de la capa cornea (Naik y Cols., 2000).
No obstante, la permeacién cutdnea a moléculas es un fendmeno multifactorial en el
que intervienen factores quimicos, fisicos y bioldgicos y es practicamente imposible
desarrollar modelos matematicos que puedan predecir la cantidad absorbida de
medicamento (Godin y Touitou, 2007). Higuchi ided la relacién para determinar la

velocidad de penetracion de un medicamento a través de la piel:

_ PxDxSxC

= —
donde D es el coeficiente de difusion del farmaco en la zona barrera, C es la
concentracion del medicamento, P el coeficiente de reparto del medicamento entre el

vehiculo y la piel sobre la que se aplica, S la superficie total de la zona de aplicacion y h

el espesor medio de la piel en esa zona.

Aparte de los factores especificos de las moléculas, la propia piel condiciona la
permeabilidad. Ademds de factores individuales como son la edad, sexo y la zona
anatémica, los principales determinantes bioldgicos a tener en cuenta en la velocidad
de penetracidn son el estado de la piel y el grado de hidratacién de la misma. Es un
hecho bien conocido que sobre la piel descamada la penetracién de farmacos es
mucho mas rdpida por la ausencia o escasez de capa cérnea. Por lo que respecta a la
hidratacion, aunque depende de factores intrinsecos, puede mejorarse por la
aplicacion de humectantes, que son compuestos capaces de penetrar en el estrato
corneo en solucidn acuosa y aportar agua endogena a la queratina, consiguiendo una

ligera hidratacion durante un tiempo limitado.
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Las propiedades fisico-quimicas de las moléculas también deben de ser tenidas en
consideracion; unas dependen de los farmacos y otras de los excipientes. Entre ellas,
estan las siguientes:

peso molecular: el tamafio de un farmaco condiciona su difusion en el estrato cérneoy

en la dermis. Viene definido por el coeficiente de difusiéon D de la férmula de Higuchi,

gue es sensiblemente proporcional a la inversa del peso molecular radicado 1/3M;
lipofilia o coeficiente de reparto: es el factor de penetracion mds importante en el
estrato cérneo, pero no en la dermis, debido a las diferencias existentes entre las dos
capas de la piel: la epidermis es un sustrato altamente lipofilo muy rico en lipidos,
incluso cuando estda hidratada, mientras que la dermis es un parénquima
fundamentalmente hidréfilo y no representa ninguna barrera para la difusion de
ningun farmaco. La permeabilidad en el estrato cérneo aumenta con la lipofilia, pero
en la dermis la permeabilidad es superior para los compuestos con lipofilia baja y
tiende a estabilizarse a medida que la lipofilia aumenta;

excipientes: el vehiculo o excipiente no es un mero soporte del farmaco, si no un
sistema de cesion del mismo que lo dirige hacia su biofase o lugar de accion. Por tanto,
el vehiculo es una parte fundamental de la medicacidn: es el encargado de llevar el
farmaco al lugar adecuado, hacerlo a la velocidad correcta y en las condiciones
Optimas para su actuacidn. La afinidad relativa del farmaco entre el excipiente y los
correspondientes tejidos o biofases (coeficiente de reparto) debe balancearse
adecuadamente para alcanzar el objetivo propuesto. El excipiente actia como un
depdsito con el fin de liberar continuamente el farmaco y asi prolongar la duracién del
efecto; vy,

capacidad de penetracion: en general, los vehiculos habituales no son capaces de
penetrar por si mismos en el estrato cdrneo; lo que hacen es ceder el farmaco que
transportan a la superficie de la piel y, una vez disuelto éste, su penetracién dependera

del coeficiente de reparto estrato corneo/agua superficial.

El éxito de un sistema terapéutico transdérmico depende de la capacidad de la

sustancia para difundirse a través de la piel en cantidades suficientes para lograr el
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efecto terapéutico deseado. Existen diferentes opciones para aumentar la

permeabilidad cutanea, ya sea de tipo quimico como de tipo fisico.

Entre las opciones quimicas se encuentran los denominados genéricamente agentes
permeadores, compuestos capaces de penetrar la piel disminuyen su resistencia
difusional y facilitar el transportar a las capas mas internas donde interesa que actue la

molécula aplicada.

Estos coayuvantes de la permeacién tienen varios mecanismos de actuacién (Thong y
Cols., 2007): incrementando la fluidez de los lipidos del estrato corneo, reduciendo la
resistencia a la difusién, aumentando la actividad termodindmica, aumentando el
coeficiente de reparto del compuesto para el estrato cérneo, o extrayendo los lipidos
intercelulares aumentando el espacio entre las células cornificadas y el paso

percutaneo de sustancias polares.

Otros, son agentes promotores de la permeacidn para moléculas lipofilicas,
denominados disolventes, como son los terpenoides, el d-limoneno, el miristato de
isopropilo y el laurocapram, entre otros. Se plantea que estos promotores localizados
en el estrato corneo retienen los principios activos lipofilicos en los tejidos. Otros lo
son para moléculas ionizadas, caso de las sustancias superficialmente activas o
tensioactivos, que actuan con el soluto, la membrana o con ambos, e influyen de esta
forma en la permeabilidad de un soluto a través de membranas bioldgicas; el ejemplo
mas tipico es el cloruro de benzalconio. La interaccién de estas sustancias con el
estrato corneo parece estar determinada por la hidrofilia de la sustancia
superficialmente activa. La mayoria de los surfactantes hidrofilicos interactian de
forma muy marcada con la queratina y alteran el transporte de moléculas polares; sin
embargo, los surfactantes hidrofdbicos interactian débilmente con la queratina y no

favorecen a las moléculas polares.

Algunos de estos agentes permeadores pueden ocasionar irritacion por su naturaleza
oclusiva, que lleva a la acumulacién de sudor y al incremento del crecimiento

microbiano.
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Entre las manipulaciones fisicas Utiles para promover la permeacién de principios
activos, se encuentran la sonoforesis y la iontoforesis. En la primera, los ultrasonidos
causan cambios estructurales en el estrato corneo y pueden inducir el transporte por
conveccion a través de los foliculos pilosos y los conductos sudoriparos de la piel. En la
segunda, se potencia y controla la permeacion de productos activos idnicos mediante
tres mecanismos que son: la electrorrepulsion, la electrodsmosis y la perturbacion

fisica de la barrera que ofrece la piel al paso de la corriente.

Se ha demostrado recientemente que las capas epidérmicas vivas, de un espesor de 50
a 1500 um vy avasculares, también contribuyen a limitar la permeabilidad cutdnea
(Andrews y Cols., 2013). En base a su composicion quimica rica en ceramidas (50%),
colesterol (25%) y otros acidos grasos libres en menores proporciones, el estrato
corneo cutaneo constituye una barrera lipofilica y un limite para la absorcidon
transcutanea de medicamentos que permite la difusién pasiva de pequefias moléculas
lipofilicas. También impide la salida excesiva de agua desde el interior del cuerpo. Por
su parte, la queratina dificulta el paso de todo tipo de moléculas, tanto hidro como
liposolubles, y la sustancia intercelular formada por lipidos hidréfobos es impermeable
a las sustancias hidrofilicas. El paso transdérmico pasivo de una sustancia esta limitado
por: una solubilidad acuosa mayor de 1 mg por ml, un peso molecular menor de 500
Da, un punto de fusién menor de 200° C, un pH entre 5y 9 y una lipofilia relativamente
alta, pero no excesiva, para que no quede retenida entre las capas del estrato corneo

(Denet y Cols., 2004; Bos y Meinardi, 2000).

Situada por debajo de la epidermis, la dermis, con un espesor variable entre 0,3 y 3
mm, esta ricamente vascularizada (Becker, 2012). Cuando se produce una agresién, los
gueratinocitos vivos son capaces de segregar citoquinas y quimiocinas que reclutan
células dendriticas y estimulan la funcidn inmunitaria. Simultdaneamente se inicia el
proceso cicatricial por migracion de queratinocitos a la zona agredida (Schoellhammer

y Cols., 2014).

Como se apunté en la Introduccion, la via transdérmica es una via alternativa potencial

a la administracién oral o inyectiva de farmacos (Prausnitz y Langer, 2008) con
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notables ventajas sobre ellas, sobre todo por evitar el primer paso metabdlico
(asociado a la administraciéon oral, y la ausencia de dolor (asociado a técnicas
inyectivas; Schoellhammer y Cols., 2014). Eludir la epidermis y llegar directamente a la
dermis, permite utilizar sustancias con pesos moleculares mayores de 500 dalton (Al-
Qallaf y Cols., 2007). Sin embargo, no todos los métodos de permeabilizacion de la
epidermis son apropiados para todas las aplicaciones. Es necesario un conocimiento
detallado de cada uno de ellos y de las caracteristicas fisicas y quimicas de los

principios activos a utilizar para garantizar la integridad de la piel (Liu y Cols., 2014).

Como el paso transdérmico esta muy limitado, se han ideado diversas estrategias para
contrarrestar, en la medida de lo posible, su funcién de barrera (Tuan-Mahmood y
Cols., 2013 ). En la tabla 2-1 se recogen las mas importantes y utilizadas. Las que
aparecen en la mitad derecha de la tabla en negrita son las empleadas en el presente

estudio.

Tabla 2-1. Estrategias para vencer la funcién de barrera del estrato cérneo (modificado de Tuan-
Mahmood y Cols., 2013)

Optimizando la formulacién Uso de agentes permeadores.
Uso de férmulas galénicas encapsuladas tipo lipo o nanosomas.
Uso de parches transdérmicos.

Alterando la funcion de Microperforacion.
barrera del estrato cérneo lontoforesis.
Electroporacion.
Inyeccidn intradérmica.
Sonoforesis.

Ondas de presién.

Removiendo el estrato corneo | Ablacion: radiofrecuencia, laser, térmica...
Microdermoabrasion.
Agentes exfoliantes.

La electro-ionto-poracion (EP) es un método fisico usado para incrementar de forma
controlada la permeabilidad de las membranas celulares permitiendo el paso al
citoplasma celular de moléculas extracelulares de un tamano determinado que, en
condiciones homeostasicas, no podrian pasar. Junto con la técnica de perforacion con
microagujas (microneedling, MN) forman parte de lo que se ha dado en llamar
“sistemas transdérmicos de tercera generacion” (Prausnitz y Langer, 2008) que
aumentan la permeabilidad del estrato cérneo haciendo mas efectivos los sistema de

liberacion transcutdanea de medicamentos; posibilitan el uso de macromoléculas de
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hasta 40 kDa (Escobar-Chavez y Cols., 2009) y minimizan la importancia de su carga
eléctrica con menores efectos irritantes que los que se asocian al uso de determinados

agentes permeadores.

Recientemente se ha demostrado in vitro sobre piel porcina la ventaja de la utilizacién
conjunta de varios métodos fisicos permeadores para facilitar el paso transdérmico de
macromoléculas hidrofilicas sin producir dafios cutaneos. El mismo estudio también
puso de manifiesto la importancia de la fuerza de penetracién que hay que ejercer
sobre las microagujas asi como la del voltaje empleado en la EP (Petchsangsai y Cols.,

2014).

La escopolamina fue la primera droga aprobada por la FDA, en 1979, para ser utilizada
en forma de parche transdérmico en el tratamiento de la cinetosis. A pesar de la
facilidad de aplicacion, actualmente los parches dérmicos apenas se comercializan con
una veintena de principios activos; entre ellos se incluyen la nitroglicerina, clonidina,
nicotina, testosterona y otras hormonas empleadas para el tratamiento de sintomas
de la menopausia o como contraceptivos, anestésicos como lidocaina y tetracaina,
analgésicos y farmacos con accion central utilizados en desdrdenes mentales

(Prausnitz y Langer, 2008).

Por otra parte se ha descrito que el estrato cérneo actlia como reservorio de ciertos
medicamentos que se van liberando de forma progresiva al torrente sanguineo

(Binaglia y Cols., 1981a; Binaglia y Cols., 1981b; Pitzurray Cols., 1982).

2.2.1. Via percutanea

La aplicacion topica de productos con fines terapéuticos o cosméticos ha sido
empleada desde tiempos inmemoriales. En cosmética, la piel es el propio 6rgano final
de actuaciéon del producto por lo que no se precisa la absorcién transcutanea del
principio activo. Para conseguir efectos terapéuticos generales, las sustancias aplicadas
tépicamente tienen que salvar una serie de barreras que dificultan su paso al torrente
circulatorio, aunque si consiguen atravesarlas podran llevar a cabo su funcién

obviando el paso por el higado (Forster y Cols., 2009). Por ello la industria farmacéutica
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y la industria cosmética disefian continuamente nuevas estrategias con el fin de
aumentar la penetracion transcutanea de sustancias activas sin provocar dafos en la

piel. Pero encuentran muchas dificultades para conseguirlo.

La piel es una membrana heterogénea que tiene propiedades lipofilicas en superficie e
hidrofilicas en capas profundas. El estrato cérneo cumple una funcién de barrera ya
gue su estructura contribuye a frenar la pérdida de agua del interior y a proteger de las
agresiones que se producen desde el exterior. Lo forman unas 15 a 20 capas de células
muertas unidas por una fase lipidica intersticial continua. Este estrato es lipofilico y su
contenido en agua es de un 13% aproximadamente. La epidermis viable, representada
por los estratos granuloso, espinoso y germinativo (de superficie a profundidad) tiene
propiedades hidrofilicas significativamente mas altas y un contenido en agua que
sobrepasa el 50%; en la dermis el contenido acuso supera el 70%, lo cual facilita el
paso de sustancias hidrofilicas. En base a lo anterior, sustancias muy lipofilicas se
acumularan en el estrato cérneo, las muy hidrofilicas permaneceran en la superficie de
la piel y las anfifilicas (tipo micelas) podrdn atravesar la epidermis, en funcién de su

peso molecular y el volumen del agente activo administrado.

La difusidon pasiva de cualquier sustancia aplicada tépicamente sobre la piel puede
seguir las dos vias: la intracelular, que obliga a multiples entradas y salidas de las
células atravesando sus membranas celulares, para lo cual tiene que difundir a través
de las fases inter e intracelular; o la intercelular que evita el paso transmembranoso
siguiendo a través de la fase lipidica. Una tercera via, la transapendicular, a través de
los poros de las glandulas sudoriparas y sebaceas, tiene poca significancia (Pons y
Parra, 1995). Los foliculos pilosos representan la via de paso mas importante por flujo
electroosmotico (Kanikkannan, 2002) (Figura 2-5). La importancia relativa de cada via
de penetracion depende de factores como el peso molecular, solubilidad y el pKa,

entre otros.
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A. Intercellular pathway
B. Transcelluar pathway
C. Intrafollicular pathway
D. Polar pathway

Figura 2-5. Visidn esquematica de las posibles vias de paso transdérmico de
moléculas. Tomado de Pouillot y Cols (2008).

En el estrato cdrneo se diferencian 2 componentes: uno rico en proteinas, constituido
por elementos celulares muertos (queratina) y otro, el componente intercelular, rico
en lipidos. Las proteinas representan entre el 75% y el 80% del extracto seco de la capa
cornea y los lipidos entre el 5% y el 15% (el porcentaje restante hasta completar el
100% sigue aun sin caracterizar). Entre los lipidos, destacan las ceramidas y el
colesterol. Se disponen formando una estructura laminar continua de lipidos y
regiones acuosas, lo que dificulta la difusion tanto de sustancias polares como no

polares.

Por otro lado, en el estrato cdrneo coexisten compuestos escasamente hidrdfilos en la
fase intracelular de los corneocitos con fracciones mayoritariamente hidréfobas
constituidas por los lipidos que se encuentran en la fase extracelular y de modo
significativo en la envoltura que rodea a los corneocitos (Pons y Parra, 1995). Las
proporciones de ambas fases y el grosor del estrato cérneo determinaran la resistencia
al paso transcutdneo de sustancias aplicadas topicamente en la superficie de la piel.
Ello dara origen a importantes diferencias de absorcion que dependiendo, por
ejemplo, de la zona de piel donde se aplique el producto; asi se establece un criterio
de penetracion que sigue un orden decreciente: genitales > cabeza > tronco >

extremidades.
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Existen distintos factores quimicos y bioquimicos implicados en la absorcion
percutanea, como son: el propio principio activo, el vehiculo empleado, las condiciones
de exposicidn, el metabolismo de la piel y los agentes que modifican la absorcidon
percutanea y que pueden ser tanto fisicos como quimicos. De los primeros, la
iontoforesis y la fonoforesis pueden aumentar la absorcidn percutdnea de sustancias
aplicadas tépicamente pero estan limitadas al uso de moléculas de pequefio tamafio y
con carga eléctrica (Bos y Meinardi, 2000). Ademas, estas técnicas no pueden ser
utilizadas por el propio paciente por lo que se consideran poco operativas (Barry,

2001).

La permeacion cutanea de moléculas es un fendmeno multifactorial que depende de
interacciones fisicas, quimicas y bioldgicas, tan impredecibles que hacen
practicamente imposible disefiar un modelo matematico para esta via de

administracién (Godin y Touitou, 2007).

Por parte del principio activo, las propiedades fisico-quimicas que determinan su
penetracién cutanea son, entre las principales: su masa molecular, su tamafio, el
balance hidrofilia-lipofilia, la distribucién de las partes polares y no polares dentro de
la molécula y su estado de ionizacién. Estos pardmetros juegan un papel importante en
su solubilidad y en su coeficiente de particién, de tal forma que aquellas moléculas que
tienen un coeficiente de particién intermedio (con valores de logP entre 1 y 3) son
suficientemente solubles en los lipidos del estrato corneo para permitir su pasoy a su
vez son suficientemente hidrofilos para llegar a capas mas profundas de la epidermis.
Por su parte, la masa molecular y el tamano de la molécula, afecta al coeficiente de
difusion y al punto de fusidn (y por tanto a la solubilidad); la éptima permeabilidad se
alcanzara empleando moléculas de masa molecular baja (idealmente de menos de 500
Da), lo que limita especialmente el uso de proteinas y péptidos (Forster y Cols., 2009).
2.2.2. Microaguja

En 1848 Baunscheit patentd un equipo de agujas multiples que denomind
“Lebenswecker” o “resuscitador”. Estaba dotado de un sistema calibrador de la
profundidad de inyeccion de las agujas en la piel y permitia aplicar sobre ella un aceite

revulsivo que replicaba mecdnicamente la picadura de un insecto. Segun los
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conocimientos médicos medievales, pretendia con este procedimiento extraer los
malos humores responsables de las enfermedades inflamatorias a través de los

microporos creados con el equipo (Figura 2-6).

Figura 2-6. Disefio original del “resuscitador” de Baunscheit fechado en 1848.
Fotografia tomada de Dirk (2007).

El disefio de este equipo primitivo no se diferencia mucho de los modelos actuales.
Incluso su autor alumbra una hipotética teoria eléctrica del efecto de los pinchazos de
las agujas y del uso del aceite revulsivo aplicado sobre la piel microperforada ya que
recoge en sus escritos (citado por Dirk, 2007) que dicho aceite serviria para mantener
la conexidn galvanica entre las agujas, un antecedente de la “teoria eléctrica” que sera
postulada recientemente por Liebl para explicar el mecanismo de accién de las

microagujas (Liebl y Kloth, 2012).

Aunque este tipo de dispositivos fueron patentados ya en 1976 (citado por Prausnitz,
2004), 1996 y 1997 (citado por Henry y Cols., 1998) con variaciones de tamano, forma,
material empleado, etc., la técnica actual de perforacién cutdnea con microagua (MN)
fue redescubierta por Henry en 1998 (Henry y Cols., 1998). Estos investigadores
emplearon sistemas dotados de microagujas solidas para realizar pequefios orificios en
la superficie cutdnea antes de la aplicacién tdpica de una sustancia, especialmente de
macromoléculas, para facilitar su paso a través de las efracciones formadas en el
estrato corneo (Escobar-Chavez y Cols., 2011). Combinando este método mecanico con
el método eléctrico descrito anteriormente es posible la utilizacion de moléculas de

mayor tamafio (Schoellhammer y Cols., 2014) y se ha descrito una relacién directa
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entre el numero de poros realizados y el incremento de la permeabilidad de la piel (Wu

y Cols., 2006).

Cuando estos dispositivos se aplican sobre la superficie de la piel consiguen atravesar
el estrato corneo y llegar a la epidermis vital donde se encuentran células vivas, y a la

dermis que contiene los nervios y vasos sanguineos.

Existen tres métodos para provocar microorificios en la superficie de la piel:

1. matrices de microagujas (Figura 2-7-a): dispositivos formados por placas con
m4as o menos agujas de pequefio tamafio y diametro, fabricadas con diferentes
materiales como el acero quirlrgico, siliconas, azlcares reabsorbibles, cristal,
ceramicas, etc (Donnelly y Cols., 2010).

2. Rodillos armados con agujas de distintas longitudes y diametros, cuyo
prototipo mas conocido es el Dermarroller® (Figura 2-7-b) que el operador
aplica sobre la superficie cutanea trazando distintos trayectos a la vez que
aplica una presién que determinara la profundidad de los canales creados, por
lo que son dispositivos muy poco precisos. El incremento de la permeacion
conseguida con estos dispositivos rodantes es sensiblemente mayor que el que
se obtiene con las matrices de microagujas al realizar orificios de mayor
didmetro y profundidad (Li y Cols., 2010).

3. Dispositivos electrénicos de estampacién que disponen de un micromotor que
moviliza una serie de aguas (de 1 a 12) en movimientos de vaivén sobre la piel,
(Figura 2-7-c) mas precisos que los anteriores y menos traumaticos. Ademas
permiten calibrar de forma precisa la profundidad de penetracién de las agujas

y la velocidad del micromotor.

Figura 2-7-a. Matrices de microagujas.
Tomado de: http://drugdelivery.chbe.gatech.edu/gallery_microneedles.html
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Figura 2-7-b. Dermarroller®

omie

AESTHETICS

Figura 2-7-c. Equipo de minocreneedling utilizado en nuestro estudio con detalle de un cabezal y las microagujas

Los primeros estudios de microperforacion, utilizando calceina (Henry y Cols., 1998),
demostraron que el incremento de la permeabilidad a través de la piel microperforada
es el triple que cuando se aplica sobre piel intacta. El incremento de la permeabilidad
de la piel perforada se mantiene durante horas en modelos in vitro. La eficacia del
método en la disrupcion del estrato corneo ha sido demostrada por la observacién
microscopica de poros en la superficie cutanea asi como por el incremento de la

pérdida de agua transepidérmica (Badran y Cols., 2009).

Existen distintos métodos de empleo conjunto microagujas-medicamento: agujerear
primero y aplicar después el producto, humedecer las agujas con el producto que se
guiere transportar y aplicarlas sobre la piel, o utilizar agujas huecas a través de las

cuales penetra el producto en las capas profundas de la piel (Figura 2-8)
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Figura 2-8. Representacion esquemadtica de las cuatro modalidades de aplicacion de las MN para
facilitar el paso transdérmico de sustancias: a) microagujas sélidas que incrementan la permeabilidad al
realizar pequenos orificios en el estrato cérneo; b) MN recubiertas del producto que se quiere
introducir en la piel; c) agujas biodegradables; d) MN huecas utilizadas para atravesar la piel e inyectar
el producto a través de ellas.

Imagen tomada de Tuan-Mahmood y Cols., 2013.

Igualmente, existen diferentes tipos de agujas de acuerdo a su estructura (huecas,
solidas o biodegradables una vez implantadas) o material de fabricacion (acero, cristal,
silicona, hidrogeles, polimeros o polisacaridos) (lta, 2015; McCrudden y Cols.,
2014)(Figuras 2-9 y 2-10). También puede variar el mecanismo mediante el cual se
insertan las microagujas en la piel. Unas veces se introducen de forma manual (con lo
gue se anade un factor aleatorio en cuanto a la profundidad de penetracion que
pueden alcanzar las microagujas) y otras veces haciendo uso de dispositivos
electrdénicos de disparo a una fuerza constante y con posibilidades de calibrar de forma
precisa la profundidad de penetracién. Hay que considerar que cualquiera de los
dispositivos que se empleen para microperforar la piel deben ser lo suficientemente
seguros como para garantizar que no se produzcan roturas de las microagujas (Davis y

Cols., 2004).
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Solid MN Coated MN Dissolving MN Hollow MN

Figura 2-9. Formas y tipos de microagujas. Tomado de Ita (2015)

La longitud de las microagujas varia desde 150 um hasta 1500 um vy los didmetros
oscilan entre 10 a 50 um. También existen diferencias en cuando a las formas de las
microagujas en funcién del fabricante. El dolor producido por la penetracidon de
microagujas de 150 um es insignificante en comparacion con el que produce la
introduccion en la piel de una aguja de 26 gauge (Kaushik y Cols., 2001).

Se ha estimado que el tiempo durante el cual los poros formados permanecen abiertos
es de unos 15 minutos, al cabo de los cuales se van cerrando de forma progresiva. Sin
embargo, métodos como la oclusion de la zona microperforada puede mantenerlos
abiertos durante una plazo de 48-72 horas (Bal y Cols., 2010; Kalluri y Banga, 2011).

La técnica de microperforacién cutdnea sirve para facilitar el paso transdérmico de
cantidades relativamente altas (de hasta 1,5 ml) de moléculas de cierto tamafio con

una cierta rapidez (de 5 a 20 minutos) y de forma muy eficaz (Burton y Cols., 2011).
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Figura 2-10. Tipos de agujas sélidas fabricadas con distintos materiales mostrando diferentes formas (de Ita, 2015).

2.2.3. Electro-ionto-poracion (EIP)

Se basa en dos técnicas eléctricas distintas: por un lado, la electroporacion y por otro,
la iontoforesis.

La electroporacién (EP) consiste en la exposicidon de las membranas lipidicas del estrato
corneo a campos eléctricos intensos (de hasta 500 V) e intervalos de tiempo variables
(de 10 ps a 10 ms) que originan la formacién de disrupciones reversibles (poros) de
varios cientos de um en las estructuras lipidicas de la piel. Esto conlleva la modificacidn
de las propiedades de barrera del estrato corneo y se facilita el paso a su través de
sustancias que, de otra forma, no podrian acceder a la dermis y al torrente
circulatorio. El campo eléctrico afade ademas fuerzas electroforéticas que
incrementan el paso de las sustancias aplicadas en la piel y permite el uso de
macromoléculas, moléculas lipofilicas o hidrofilicas y de moléculas cargadas o neutras
desde el punto de vista eléctrico. Es decir, que “empuja”, a través de los poros creados,
a las moléculas aplicadas mediante fuerzas de electroforesis (principal fuerza de
transporte de moléculas dotadas de carga eléctrica) y, en menor medida, de
electrodsmosis (Escobar-Chavez y Cols., 2009). Ademas se produce un incremento de
la hidratacion de la piel y una disminucién de su resistencia, junto con incremento

pasajero del flujo sanguineo cutaneo y eritema.

Las alteraciones estructurales del estrato cérneo provocadas por campos eléctricos no

son homogéneas y conllevan aumentos de temperatura local por un fenédmeno de
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resistencia. La conductibilidad eléctrica es el factor que mas influye en Ila
permeabilidad de la piel. Pulsos de mas de 300 ms causan incrementos de la

temperatura de mds de 60°C pudiendo provocar lesiones térmicas (Becker, 2012).

El tipo de onda eléctrica aplicada, el voltaje, la anchura del pulso y el niumero de pulsos
son los tres parametros mas importantes de la EP para conseguir incrementar la
permeacion cutanea. Estudios in vitro realizados sobre piel de rata utilizando 20 pulsos
por segundo con picos de voltaje de 500V y pulsos de no mas de 20 ms, no provocan la
liberacion de histamina y el consiguiente enrojecimiento cutaneo debido a la
vasodilatacion que ésta produce, ni dafios en la piel. (Yany Cols., 2010; Petchsangsaiy

Cols., 2014).

La eficacia del transporte depende también de los parametros eléctricos y de las
propiedades fisico-quimicas de las sustancias utilizadas. Un estudio realizado en ratas
comparando dos protocolos de EP confirmaron que la modificacion de la funcién de
barrera de la piel y el incremento del flujo sanguineo es mayor empleando menores
voltajes y frecuencias de pulsos (10x335V-5ms vs 10x1000V-100us) (Dujardin y Cols.,
2002). Por otro lado, estudios in vitro sobre piel de cerdo, demostraron que los pulsos
mas largos de bajo voltaje incrementan de forma significativa el paso de calceina,
mientras que los pulsos cortos de tensidon mas alta la incrementan en menor medida.
Los autores recomiendan el uso de impulsos de onda cuadrada en lugar de impulsos
exponenciales descendentes (Zorec y Cols., 2013). Incluso se ha visto que el total
transportado de una solucién puede decrecer si se incrementan los pulsos (Becker y
Cols., 2014), aungue solo moléculas con carga eléctrica efectian paso transcutaneo de
forma significativa (Schoellhammer y Cols., 2014 ). Por tanto, las propiedades fisico-

guimicas de las drogas utilizadas deben ser tenidas en cuenta (Charoo y Cols., 2010 ).

La corriente galvanica es una corriente continua generada por una tension constante
que mantiene su polaridad, intensidad y direccion en el tiempo. Cuando atraviesa una
solucion electrolitica, que contiene iones con cargas positivas (cationes) y negativas
(aniones), éstos se moveran de tal forma que los iones cargados positivamente

(cationes), se dirigen hacia el polo negativo (catodo), mientras que los iones con carga
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negativa (aniones) se dirigirdn hacia el polo positivo (dnodo). Al alcanzar su polo
correspondiente originan lo que se denominan fendmenos polares (recogidos en la
tabla 2-2), mientras que a lo largo del territorio organico que atraviesan y que se
dispone entre los dos electrodos de aplicacion se experimentan los denominados

fendmenos interpolares (recogidos en la tabla 2-3) (Belloch y Cols., 1972; Domingo,

1991).
Tabla 2-2. Efectos polares de la corriente galvanica
Polo positivo Polo negativo
Reaccion 4cida Reaccion alcalina
Liberacién de oxigeno Liberacién de hidrégeno
Quemadura acida Quemadura alcalina
Coagulacion Licuefaccién
Rechazo de iones positivos Rechazo de iones negativos
Vasoconstriccion Vasodilatacion
Sedacion Excitacion

Tabla 2-3. Fendmenos interpolares de la corriente galvanica

Efecto hiperemiante

Aumento de la permeabilidad de las membranas vasculares
Efecto tréfico

Efecto térmico

Aumento de las secreciones glandulares

Efecto analgésico-sedante (mas marcado en el anodo)

Efecto tonificante y aumento de la excitacion motriz (mas marcado en el catodo).

La iontoforesis o electroforesis (EF) emplea corriente galvanica para incrementar la
penetracién de moléculas hidrofilicas y dotadas de carga eléctrica a pH fisiolégicos a
través de la piel. La cantidad total de sustancia liberada es directamente proporcional a
la cantidad de carga eléctrica empleada, a la duracion de la aplicacion y al drea cutanea
sobre la que se aplica y que esta en contacto con el electrodo activo (Kalia y Cols.,
2004). El transporte iontoforético se produce, fundamentalmente, por via intercelular
y aprovechando las estructuras apendiculares cutaneas (foliculos pilosos y glandulas
sudoriparas). La densidad de los poros jugard un papel importante en el transporte,
pero también se ha visto que la corriente galvdnica incrementa también Ia

permeabilidad de la membrana.
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Los equipos de EF estan constituidos por una fuente de alimentacién y dos electrodos,
un anodo (con carga positiva) y un catodo (con carga negativa). La droga con carga
eléctrica conocida (positiva o negativa), se debe de colocar en el electrodo de su
misma carga. El electrodo indiferente se coloca en otra zona de piel, alejado del
electrodo activo. El flujo idnico se produce siguiendo la ley de Ohm y cuando se cierra
el circuito, la molécula cargada serd repelida del electrodo de su misma carga
dirigiéndose al electrodo de carga opuesta mediante un fenédmeno de
electromigracion y electroésmosis. Las propiedades fisico-quimicas de la molécula
deben ser tenidas en cuenta (peso molecular, carga, pK,, hidrofilia, etc.) (Tashiro y

Cols., 2001).

A pesar de ser considerada una técnica segura, el uso de corriente eléctrica puede
producir ciertas molestias a los pacientes, sensacion de dolor quemante, irritacidon
cutanea, formaciéon de ampollas e incluso necrosis por efectos polares en los lugares
de aplicacidon de los electrodos (por reaccion acida en el polo positivo y por reaccion
alcalina en el polo negativo). Los efectos polares de la corriente galvanica se recogen

en la tabla 2-2.

La combinacién de EF con EP (lo que se ha dado en llamar electro-ionto-poracién EIP)
busca aumentar la permeacién transcutdnea sin incrementar los posibles efectos
colaterales de ambas técnicas cuando se emplean individualmente (Batheja y Cols.,
2006). Permite también emplear dosis terapéuticas de macromoléculas como péptidos
y oligonucledtidos a través de la piel (Kanikkannan, 2002). Un estudio realizado in vivo
en ratas concluye que la utilizacion de MN antes que de aplicar iontoferesis produce
un aumento significativo de la profundidad de penetracidén de seroalbumnina bovina a

través de la piel (Baiy Cols., 2014).

Dependiendo de las magnitudes utilizadas (voltaje, duracion del impulso, frecuencia)
se puede conseguir aumentar el nivel de permeacién cutanea pero corriendo el riesgo
de que no se produzca la vuelta a la normalidad (Sharma y Cols., 2000b). Para
conseguir la formacion de poros en el estrato cérneo se necesitan pulsos de 1 V por

bicapa. Teniendo en cuenta que el estrato cérneo esta formado por unas 100 bicapas
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multilaminares serian precisos unos 100 V o mas para obtener un resultado
satisfactorio, lo que puede ocasionar alteraciones en la estructura cutanea (Escobar-
Chavez y Cols., 2009). Combinando ambos principios (electroporacion con iontoforesis)
se pueden emplear menores voltajes y con ello disminuir la posibilidad de causar
efectos colaterales no deseados. Los resultados experimentales disponibles sugieren
gue la asociacion de los dos sistemas es mas eficaz para el paso de macromoléculas a
través de la piel que su uso por separado (Gujjar y Banga, 2014; Kolli y Cols., 2012; Yan
y Cols.,, 2010; Wu vy Cols., 2007). Por ejemplo, in vivo se utiliza en la
electroquimioterapia antitumoral, en vacunacion, etc. (Corovicy Cols., 2015). La tabla
2-4 recoge algunos de los factores que determinan el paso transdérmico de moléculas

mediante asistencia eléctrica.

Tabla 2-4. Factores que influyen en la administracion de farmacos mediante asistencia eléctrica.
Tomado de Banga y Cols.(1999)

Factor

lontoforesis

Electroporacion

Entrada eléctrica

Corriente constante (bajo voltaje); densidad

de corriente <0,5 mA/cm’

Pulsos de alto voltaje 2100 V; duracién
de pulsos (ms-us); numero de pulsos
dados (uno-varios); espaciado entre
pulsos (todos a la vez o con cierto

intervalo).

Material del electrodo

El electrodo no debe producir la electrolisis

del agua (ej.: plata-cloruro de plata)

El electrodo debe evitar la electrolisis
del agua vy resistir la alta corriente

instantanea.

Propiedades fisico-quimicas de la

sustancia a administrar

Carga de la sustancia (mejor con alta densidad
de carga); tamario de la sustancia (mejor iones
pequefios); estructura de la droga (estructura
compacta); lipofilicidad (debe ser soluble en

agua); peso molecular (maximo 12000 dalton)

La carga de la sustancia no es tan
importante; limite maximo de peso

molecular no conocido.

Factores de formulacion

Concentracion de la droga: el pH debe
ajustarse para mantener el farmaco cargado;

fuerza idnica

Concentracidn de la droga

Mecanismo de conduccion

Fuerza eléctrica sobre la droga. No formacion

de nuevas vias (ruta transapendicular)

Fuerza eléctrica sobre la droga vy
permeabilizacién de la piel. Formacién
de nuevas vias de paso.

Reversibilidad a pulsos de bajo voltaje

Electroosmosis

Significativo flujo electroosmotico

acompafiado de iontoforesis

Insignificante

Entre las ventajas del uso de la EIP frente al uso de agentes permeadores cutaneos,

destacan el incremento de la penetracién transcutdnea de ciertas drogas, la
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versatilidad (puesto que puede ser empleada en casi todos los tipos de células), la
eficacia y el control del tiempo de administracion del farmaco. Ademas, el
procedimiento puede llevarse a cabo sobre tejidos intactos y no produce
sensibilizaciéon inmunoldgica a la molécula utilizada (Escobar-Chavez y Cols., 2009).
Puede afadirse a estas ventajas la facil accesibilidad de la piel y su magnitud, la
evitacion del primer paso hepatico y la ausencia de restricciones asociadas a la via oral

(Allevato, 2007).

La EIP se ha aplicado en terapia génica para facilitar la introduccion de ADN en células
tanto in vitro como in vivo al demostrarse la reversibilidad de la permeabilizacion
obtenida (Mir, 2014). También en la electroquimioterapia basandose en la
permeabilizacion de las células tumorales a determinadas drogas citotoxicas
(bleomicina) que de otra forma no las afectarian o tendrian importantes efectos
secundarios (Mir y Orlowski, 1999). Este método demostré ser mas eficaz en la lucha
frente a tumores accesibles a la EIP (como son algunos tipos de canceres de piel o de

prostata) que la quimioterapia convencional.

También se ha estudiado el efecto de la asociacion de técnicas de MN con EIP sobre la
base del incremento en la absorcidon de determinados productos a través de la piel
microperforada previamente. Se comprobd que el MN previo permite un mayor
control del flujo de la droga mediante la modulacidn de la corriente aplicada asi como
una disminucién en el tiempo necesario para que penetre en la piel. Esta técnica se
conoce con el nombre de “in-skin-electroporation” y combina las ventajas del MN con
las de la EIP (Yan y Cols., 2010 ): facilita el paso de moléculas hidrofilicas de alto peso
molecular a las capas profundas de la piel e incrementa la capacidad de permeabilidad.
Por otro lado, permite utilizar voltajes mas bajos y anchos de pulsos mas cortos que
cuando se emplea la EP aislada. Los orificios formados con la combinacién de ambas

técnicas son mas anchos y profundos que los encontrados cuando se usa solo EP.

Aunque por lo general la aplicacion in vivo de campos eléctricos de alto voltaje es bien
tolerada, la parte “toxica” del procedimiento es la aparicion de contracciones

musculares (Denet y Cols.,, 2004) o los posibles dafios irreversibles en algunas
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membranas celulares que provocan la muerte de la célula (Escobar-Chavez y Cols.,

2009).

Desde tiempos inmemoriales se conoce que el cuerpo humano posee corrientes
bioeléctricas enddgenas que provocan sefiales que pueden ser recogidas por
diferentes procedimientos y tienen una amplia utilizacion en clinica
(electrocardiograma, electroencefalograma, electromiograma, etc.). Un estudio
llevado a cabo en 2005, ha puesto de manifiesto que las células de los animales
responden a la exposicidn a campos eléctricos en funcion de sus propias cargas, en un
fenémeno definido como galvanotaxis que hace que se muevan cumpliendo las leyes
de laelectricidad (repulsién de cargas del mismo signo y atraccién de cargas opuestas).
Por ejemplo, se conoce que los fibroblastos y los queratinocitos tienen carga positiva y
migran hacia el cdtodo mientras que los macrofagos tienen carga negativa y migran
hacia el dnodo. En este mismo estudio se describe que los campos eléctricos aplicados
sobre la superficie cutanea, provocan angiogénesis cuando se aplican en forma de

corrientes pulsadas 30 minutos al dia durante 38 dias (Kloth, 2005).

2.2.4. Inyeccion intradérmica

La filosofia del uso de la via intradérmica (ID) o mesoterapia para la administracion de
medicamentos, es llevarlos a nivel intradérmico en localizaciones préximas al lugar
donde radica una patologia empleando una aguja hueca. La aplicacion de
medicamentos loco dolenti parece la forma original y l6gica de tratamiento de muchas
patologias desde hace ya varios siglos. En sus origenes, el médico o el chaman se
servian de diferentes técnicas con la pretensiéon de aumentar los beneficios del
remedio aplicado, tales como las escarificaciones, punciones secas con espinas,
empleo de plantas o venenos urticariantes, etc., que podrian equipararse a la terapia

de punciones multiples que caracteriza a la ID actual.

Esta forma de administrar fdrmacos solo pudo ser posible a partir de la fabricacion de

una aguja hueca (Rynd, en 1844) que pudiese montarse sobre una jeringa como la

descrita en 1841 por Pravaz, y del desarrollo de la técnica inyectiva local por parte de
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Wood (1853), principalmente de opiaceos en las articulaciones dolorosas y en el

tratamiento de neuralgias (citado por Rubin, 1988). (Figura 2-11)

First hollow
needle

Figura 2-11.- A la izquierda, una imagen de la primera aguja hueca creada por Rynd en 1844
(obtenida de: http://www.cna-med.com/wordpress1/wp-content/uploads/2015/03/1st_hollow-needle.jpg). A
la derecha, imagen de una jeringa de Pravaz (Tomada de http://tomascabacas.com/wp-
content/uploads/2014/08/leringa-de-Pravazl.jpg).

A partir de este momento, el método experimentd un importante desarrollo puesto
que los resultados obtenidos son inmediatos; progresivamente se fue ampliando el
arsenal terapéutico y las indicaciones. Sin embargo, el método no dejo de ser
controvertido y Hunter defendia que no hay diferencias en cuanto a la localizacién
donde se realicen los pinchazos, y que la forma de aplicacidon loco dolenti ocasiona
infecciones con relativa frecuencia. Esta tesis llevdo en 1867 a la Real Sociedad de
Medicina y Cirugia del Reino Unido a desaconsejar las terapias in situ y apoyar el uso
de vias parenterales. Fuera de Inglaterra, sin embargo, el método siguié utilizandose
para la administracién de morfina mas de 100 afios antes del descubrimiento de los

receptores periféricos de la droga (Tammisto y Tammisto, 2000).

Con el método de administracidon ID y la evitacion del paso hepatico, el medicamento
administrado no se inactiva parcialmente, incrementdndose sus efectos terapéuticos
con dosis menores que cuando se administra por otras vias parenterales, incluso por la
via subcutanea que en apariencia estd préxima a la intradérmica. Al disminuir la
cantidad necesaria de medicamento y distanciar el ritmo de administracién,

disminuyen sus posibles efectos secundarios: es una alopatia microdosificada.
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Aunque aun no han sido explicadas las multiples incégnitas y dudas que plantea el uso
intradérmico de una cantidad tan pequefia de medicamento si se ha demostrado que
la dermis es capaz de modular la difusion de una molécula en funcién de la
profundidad de inyeccidon. Seguramente, la clave en la investigacién de la via ID es
conocer su farmacocinética con el fin de comprender los mecanismos que la

diferencian de otras vias mas “convencionales” (Corbel y Corbel, 1989).

En 1872 (Hekimian, 1872) en su tesis doctoral demostro la utilidad de la inyeccion
intradérmica loco dolenti de agua pura para conseguir un efecto analgésico, técnica
gue en la actualidad sigue utilizandose en el tratamiento de los cdlicos renales por
urolitiasis en mujeres embarazadas (Xue y Cols., 2013 ), en los dolores del parto
(Saxenay Cols., S 2009 ) (Lee y Cols., S 2013 ), en los dolores cervicales motivados por
el sindrome de hiperextension postraumatico (Byrn y Cols., 1993) o en dolores

miofasciales créonicos (Wreje y Bronsson, 1995).

Antes del final del siglo XIX ya se empezaron a utilizar por via intradérmica otras
sustancias ademas de la morfina. El descubrimiento de la procaina (Einhorn, 1905),
desplazé a la morfina y a la heroina en la terapia intradérmica con la consiguiente
desaparicion de la drogodependencia y el peligro de sobredosis. Esta sustancia se
utilizé en inyecciones intradérmicas a nivel metamérico para el tratamiento de algias
viscerales (Lemaire, 1924), sindromes dolorosos vesiculares (Hutet, 1929), en

reumatologia (Weissenbach y Perles, 1931), etc.

Simultdneamente, se describieron los fendmenos reflejos de origen dérmico (Jarricot,
1932) y el papel de la dermis en las algias viscerales (Sicard y Lichwitz, 1929); asi, de
forma progresiva, la via intradérmica amplié el espectro de sus indicaciones:

tratamiento de gastralgias, dolores anginosos, reumatismos, migraias, etc.
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ETUDE PHYS!O-CLINIQUE Figura 2-12. Titulo y referencia bibliografica de los
DES INJECTIONS trabajos de Emile Aron publicados en 1937.

INTRADERMIQUES Esta bibliografia fue consultada en la pagina web

http://194.254.96.52/main.php?key=ZnVsbHwWxMDAwMDB4MTkzN3hhcnRvemInfHw
Action de |a solution histamine-histidine.

Par Emile ARON,

Professeur @ I'Evole de Médecine de Tours,

N°* 56 LA PRESSE MEDICALE, Mercredi, 14 Juillet 1037 1037

Emile Aron puede ser considerado como el precursor de la intradermoterapia moderna
(Aron, 1937). Durante la tercera y cuarta décadas del siglo pasado, empleando una
soluciéon de histamina-histidina (el efecto analgésico de la histamina se ve reforzado en
intensidad y duracidn al asociarla con histidina), realizé multiples inyecciones locales
intradérmicas para el tratamiento de reumatismos, técnica que se definié como
“revulsidn periarticular”. El autor describié dos hechos particulares de la via de
administracion intradérmica /loco dolenti: primero, que cualquier sustancia
administrada por esta via tiene efecto analgésico (incluso el agua pura, como se
apunté anteriormente); y en segundo lugar, que aumenta la velocidad de actuacién y
de la eficacia de los medicamentos empleados. Estos hallazgos tuvieron gran influencia
en la clase médica que se decantd por las terapias locales en la siguiente década vy, sin
duda, influyeron el desarrollo de dos modalidades de aplicacion de medicamentos por
via ID conocidas como Mesoterapia Puntual Sistematizada (Mrejen, 1987) vy

Mesoterapia Segmentaria Metamérica (Lavignolle y Cols., 2003).

A partir de la segunda mitad del siglo XX se estudiaron los efectos de la procaina
administrada por via intradérmica mas alld de su actividad anestésica local. En 1950
tres autores franceses, Oury, Estival y Beau, publicaron un articulo en La Presse
Meédicale donde describieron el empleo de esta sustancia por via intradérmica en
ciertas afecciones cardioldgicas al administrarla mediante una especie de “moteado”
sobre la piel. Este método provoca un efecto completamente diferente que su
administracidon subcutdnea, tal vez debido tanto al efecto anestésico del medicamento

como al efecto mecanico de la distension originada por la administracion intradérmica
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del mismo, sin descartar la liberacion local de mediadores quimicos de tipo histamina

gue provocan vasodilataciéon (Parienti, 1987).

Bicheron, en 1958 (Bicheron, 1974), utiliz6 procaina en punciones locales
intradérmicas multiples con formacién de papulas en procesos dolorosos. Por su parte,
Pistor, que llevaba ya seis afios utilizando la via intradérmica local para la
administracion de procaina, publicé en el mismo afio un trabajo en el que recoge y
describe nuevas aplicaciones de la procaina (1958) en diferentes patologias. Crea el
neologismo “mesoterapia” para destacar el efecto que esta forma de administraciéon
parenteral de medicamentos produce los tejidos derivados del mesodermo (Figura 2-
13). Resume la técnica con un aforismo que se extendié de forma rdpida y se repite
practicamente en todos los textos sobre mesoterapia: “poco, pocas veces y en el lugar
adecuado”. Esta publicacion permitido un rapido desarrollo y la modernizacién de la
técnica intradérmica que se popularizé en la medicina veterinaria realizandose en los
primeros afos multiples ensayos clinicos en animales con muy buenos resultados, que

después se trasladaron a la medicina humana (Manet, 1965) (Bordet, 1982).

Sin embargo, no todos los autores estan de acuerdo con el término “mesoterapia” y
prefieren seguir empleando la antigua denominacién de inyecciones intradérmicas
(Corbel, 1986) (Mammcurari y Cols., 2011). Para estos criticos, “mesoterapia” es un
término que define mal la técnica de administracion al no delimitar la profundidad de
inyecciéon dentro de la propia palabra, factor que es determinante para la obtencién de
mayores y mas rapidos efectos terapéuticos que se prolongan en el tiempo con dosis
mucho menores que las precisas cuando la administracion se realiza por otras vias
parenterales. Por esto intradermoterapia es un término mas conocido y aceptado por

la clase médica.
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DE LA PROCAINE LOCALE EN PATHOLOGIE HUMAINE

Par Michel PISTOR
(Beoy L ($.-r0-0.)]
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Figura 2-13. Facsimil del ejemplar de La Presse Medicales del 4 de Junio de 1958 donde se utiliza por
primera vez el neologismo “mesoterapia” por parte de Michel Pistor. Fondos bibliograficos del autor.
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La via de administracion ID de medicamentos sigue un patron farmacocinético vy
farmacodinamico completamente distinto al de otras vias parenterales (Corbel, 1986).
Ademas, se han invocado microsistemas reflexoldgicos para explicar la potenciacion de
los resultados obtenidos (Ballesteros, 1983), las peculiaridades microcirculatorias del
corion dérmico (Bicheron, 1981), las propiedades histoldgicas y funcionales del
mesodermo (Dalloz-Bourguignon, 1987) y la importancia de la circulacidn intersticial

(Multedo, 1985).

Un estudio reciente (Milewski y Cols., 2015) corrobora que la absorcién de ciertas
macromoléculas es de 2 a 20 veces mayor cuando se administran por via intradérmica
gue cuando se dan por via subcutanea. La causa fundamental de esta aparente
contradiccion estribaria en las peculiaridades del lecho capilar de la dermis papilar o en
la posible absorcion linfatica desde el espacio intradérmico. Estudios llevados a cabo
en pacientes insulinodependientes ponen de relieve el valor de la via intradérmica
para mejorar el tiempo de inicio de la actividad de la insulina en adolescentes con
diabetes tipo 1 (Norman y Cols., 2013), mejorar la adherencia de los pacientes a la
terapia con insulina y ofrecer un potencial terapéutico significativo en el manejo de la
enfermedad (McVey y Cols., 2012; Gupta y Cols., 2011). Para algunos autores, estas
peculiaridades farmacocinéticas de la via ID podrian ser utiles en algunos tratamientos,
como el remplazo hormonal o el tratamiento del dolor, donde es beneficiosa una
accion rapida, o en los casos en los que se busca la accion linfatica directa, como en el
tratamiento de algunos tipos de cancer o en terapias inmunomoduladoras. Las
peculiaridades de la estructura sanguinea y linfatica del corion dérmico serian las
responsables de esta mejor respuesta a los farmacos administrados por la via ID frente
a la via subcutdnea, al lograrse tasas de absorcion mayores y por ende, mayor
biodisponibilidad y actividad terapéutica (Harvey y Cols.,, 2011), tal y como se

desarrolla en la teoria microcirculatoria postulada por Bicheron 30 afios antes (1981).

Estudios de medicina nuclear han confirmado que la profundidad de inyeccién no es
indiferente (Kaplan y Cols., 1988; Kaplan, 1991, 1992) y se define el concepto de

interface-meso, segun el cual, la accién local de los medicamentos se debe a la
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estimulacion de los receptores dérmicos (circulatorios, neuroldgicos, inmunitarios)
siendo muy importante obtener la mayor estimulacion posible de los mismos para
conseguir un efecto terapéutico importante; es decir: para un mismo volumen
administrado, cuanto mayor es la fragmentacién, mas importante es el efecto
terapéutico obtenido. De forma indirecta, puede asimilarse este concepto a la

superficie de contacto que genera cada microgota del medicamento administrado.

Si se fragmenta de forma progresiva un centimetro cubico de cualquier sustancia y
calculamos los valores del volumen de cada una de las dosis asi como la superficie de
contacto que genera cada una de las pequefias esferas formadas, podemos comprobar
como la suma de las superficies generadas incrementa el valor de la superficie de la

dosis Unica de una forma importante, tal y como se refleja en la tabla 2-5.

n2 de dosis Volumen por dosis  Superficie por dosis Interface-meso

por cc. encc en cm’ en cm’

3 0'33 2'30937 6'92811

5 02 1'655383 8'269315
10 0'1 1'0418732 10'418732
100 0'01 0'224465 22'4465
150 0'006 0'159680 23'952
200 0'005 0'141403 28'2806

Tabla 2-5. Concepto de interface-meso que demuestra cémo la fragmentacion
de la dosis incrementa la superficie de contacto del producto activo

El interface-meso se puede calcular aplicando la férmula (Ordiz, 1996):

St = 4ny/ (3Vt)%/(4mn)?

St serd el interface-meso; n, el nUmero de dosis administradas; Vt el volumen total administrado.

La aplicacién de esta férmula constata cédmo la superficie de contacto aumenta en

funcién de la fragmentacién de las dosis administradas.

A una conclusién similar se llegd en un estudio publicado en 2010 en el que se puso de
manifiesto que la fragmentacién de las dosis de diferentes productos administrados
por via intradérmica mediante el uso de agujas huecas incrementa la cantidad total del

principio activo que se libera en la dermis (Wonglertnirant y Cols., 2010).
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Por tanto, se puede concluir que la profundidad y la fragmentacion de las dosis
administradas son dos conceptos claves para consequir optimos resultados mediante la

ID.

La accion de la ID puede explicarse por mecanismos diversos y concomitantes. Se sabe
gue desencadena respuestas reflexoldgicas mediante la estimulacién repetida de
receptores celulares cutaneos de distinta indole: neuroldgicos, vegetativos,
inmunoldgicos, vasculares y endocrinos. A esto se anade la propia actividad del
medicamento empleado que ve modificada su farmacocinética y potenciada su
actividad terapéutica con menos dosis que las requeridas por otras vias parenterales

de administracion.

Hasta el inicio de la década de los 80 del siglo XX, la ID se consideraba una metodologia
empirica. En esas fechas, Pitzurra, del Instituto de Microbiologia de la Facultad de
Medicina y Cirugia de la Universidad de Perugia, comenzé a estudiar los efectos de las
inyecciones intradérmicas buscando posibles explicaciones a los resultados clinicos
obtenidos. En un primer estudio farmacocinético demostré que un AINE (ketoprofeno
sédico) adquiere caracteristicas farmacocinéticas propias cuando se administra ID
confirmando las peculiaridades farmacocinéticas de la via ID: prolongada persistencia
del medicamento estudiado en el punto de inyeccion, lento y progresivo paso a los
tejidos vecinos y escasa difusion a la circulacién sistémica (Binaglia y Cols., 1981b).
Estos hallazgos podrian explicar, al menos en parte, los resultados clinicos obtenidos

con la aplicacién de medicamentos por via ID.

Posteriormente se utilizaron medicamentos con una difusion mas simple que el
ketoprofeno (penicilina G) y confirmaron que la inyeccion ID de penicilina permite al
farmaco desarrollar una accion local mas intensa reduciendo al minimo su difusién al
resto del organismo por lo que sugiere que son precisas dosis menores para tener

efectos terapéuticos (Binaglia y Cols., 1981a).

Corbel (1986), por su lado, realizdé un estudio escintigrafico con trazadores radiactivos

sobre las cinéticas locales, regionales y generales comparando la cia ID con la IV. Sus
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resultados indican, por una parte, que la difusion del trazador a partir de la piel utiliza
las vias microcirculatorias que conducen a la circulacién general antes de una difusién
tisular; por otra que el efecto terapéutico no esta relacionado con la cantidad inicial
del medicamento administrado ni con su vida media; finalmente, que la via ID ralentiza
la difusién y la biodistribucién del producto inyectado confirmando que la profundidad

de inyeccién condiciona la velocidad de difusion y la actividad del farmaco.

Kaplan (1989) atribuye las peculiaridades farmacocinéticas de la via ID a la estructura
histoldgica del corion dérmico y de la matriz extracelular, destacando el papel del
linfangion, de tal manera que cuanto mayor sea la fragmentacién de las dosis
administradas, mayor sera la modificacién de la presidn osmética alrededor de mas
linfangiones, y mayor la difusion loco-regional del medicamento. Cuando se realiza la
inyeccién superficial (en dermis papilar) las moléculas de pequefio tamafio drenan al
linfangidn rapidamente mientras que las mayores son parcialmente retenidas en los
linfangiones de las cadenas eferentes prolongando el tiempo de contacto. Si la
inyeccion se hace mas profunda del corion dérmico, la efraccién mecanica de la aguja
permite la entrada del farmaco en el sistema linfatico pero también en la circulacién
arteriovenosa, independientemente del tamafio de la molécula. El efecto retard de la
ID se debe, pues, al nivel de inyeccidn, por lo que esta debe hacerse a menos de 2 mm
de profundidad y lo mds fragmentada posible para activar al maximo los linfangiones y

asegurar la permanencia del producto utilizado en el intersticio.

2.3. Moléculas estudiadas

2.3.1. Procaina

Denominacion comun internacional:  2-Diethylaminoethyl 4-aminobenzoate
hydrochloride. Sus propiedades quimicas y fisicas estan recogidas en la pagina web
National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database;
CID=4914, https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/4914 (accessed Aug. 26,

2015), y se reflejan en la tabla 2-6.
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Farmacocinéticamente la procaina se caracteriza por su escasa absorcidn a través de la
piel o de mucosas intactas por lo que suele utilizarse por via parenteral. Una vez
administrada se hidroliza de forma rdpida por una colinesterasa plasmatica que la
fragmenta en dos metabolitos: acido para-amino-benzoico y en dietil-amino-etanol.
Parte de su metabolizacion puede llevarse a cabo en el higado y solo un 6% se une a
proteinas plasmaticas. Alrededor del 80% del acido para-amino-benzoico y el 30% del
dietil-amino-etanol se excretan por la orina, y el resto se metaboliza en el higado.

Binaglia (Binaglia y Cols., 1981) valoraron su difusidon por via intradérmica vs via

intramuscular mediante analisis cromatografico.

En el presente trabajo se ha utilizado la solucién inyectable de nombre comercial
Procaina Serra que contiene 20 mg/ml y se presenta en ampollas de 10 ml.

La composicion del gel de procaina empleado se recoge en la tabla 4-4.

2.3.2. Ketoprofeno

Denominaciéon comun internacional: 2-(3-Benzoylphenyl)propionic acid.

Sus propiedades fisicas, obtenidas de la pagina web National Center for Biotechnology
Information. PubChem Compound Database; CID=3825,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3825 (accessed Aug. 26, 2015) se

recogen en la tabla 2-6.

El ketoprofeno (KP) es un acido débil (pKa = 4,5) con lipofilia alta, que se presenta
como un polvo cristalino, blanco e inodoro, practicamente insoluble en agua y soluble

en etanol al 96 %, éter, acetato de etilo, acetona y cloroformo.

Es un potente antiinflamatorio no esteroideo de amplia utilizacion en el tratamiento
de procesos reumatologicos y enfermedades asociadas. Por via oral provoca
alteraciones gastricas entre el 10% y el 30% de los casos, lo que condiciona el
abandono del tratamiento hasta en un 15% de los pacientes (Vucen y Cols., 2013). La
aplicacién transdérmica evita el primer paso hepatico que metabolizaria al menos

parcialmente la droga a la vez que reduce la incidencia de los efectos adversos de tipo
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gastrico que hemos apuntado. También se ha descrito que la via transdérmica reduce
las interacciones medicamentosas con otras drogas y la nefrotoxicidad (Heyneman y
Cols., 2000). Per os, su absorcion es muy rapida, obteniéndose niveles plasmaticos
maximos entre 0’5 y 2 horas. Se conjuga al 99% con albumina. Su metabolizacién
hepatica también es muy rapida, mediante la conjugacién con acido glucurdnico sin
formar metabolitos activos. La vida media de eliminacidon es de 2 a 4 horas. La
administracion transcutanea de ketoprofeno es una alternativa a considerar puesto
gue penetra lentamente a través de las capas cutaneas y ha demostrado su efectividad

en el tratamiento de situaciones inflamatorias localizadas (Mazieres, 2005).

En el presente estudio se ha investigado si el uso de sistemas potenciadores de la
penetracién transcutdnea como pueden ser las microperforaciones, la electro-ionto-
poraciéon o la administracion intradérmica aumentan su presencia en la piel y durante
cuanto tiempo. Un estudio realizado en ratas ha demostrado la utilidad de las
microagujas para aumentar el paso transdérmico de Ketoprofeno (So y Cols., 2009),
mientras que otro llevado a cabo en el mismo animal de experimentaciéon demostré la
efectividad de la iontoforesis en este cometido (Okuno y Cols.,, 2008). Por via

intradérmica fue utilizado por Binaglia (1981) en conejos.

El uso crénico por via oral de la gran mayoria de los farmacos antiinflamatorios se
relaciona con la aparicion de efectos colaterales de tipo digestivo, hepatotoxicidad o
fallo renal. La idea de emplear la piel como via de administracion surge de forma cuasi
natural ya que la mayor parte de las enfermedades inflamatorias se desarrollan en
tejidos proximos a la superficie cutanea. Sin embargo, el hecho de que la piel actue
como una barrera muy eficaz frente a la penetracion de macromoléculas no lipofilicas,
ha obligado a desarrollar estrategias que faciliten el paso transdérmico de estos
medicamentos para que puedan alcanzar dosis terapéuticas en los lugares de
actuacion, sin sufrir el primer proceso metabdlico del paso hepatico y sin alterar la
mucosa digestiva. Nuestro objetivo es investigar diversas técnicas de permeacién
cutanea, tales como el uso de microagujas (MN), la electroporacion (EP) o la

mesoterapia/intradermoterapia (ID) comparandolas entre siy con la aplicacidon tépica.
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El proceso de absorcion cutanea conlleva tres etapas consecutivas: es la penetracion o
paso de la sustancia a la capa cdrnea; la permeacion o paso de la sustancia hacia capas
mas profundas; y, finalmente la resorcion o entrada de la sustancia aplicada dentro del
torrente circulatorio (Bolzinger y Cols., 2012). En el caso del ketoprofeno parece que su
lipofilicidad es un factor determinante para realizar todos estos pasos de forma
correcta (Tashiro y Cols., 2000). Su peso molecular es de 260 Da, el menor de los
antiinflamatorios no esteroideos habitualmente empleados por via transcutanea.
También es uno de los de mas alta permeabilidad cutanea. La ulcerogenicidad por via
transcutdnea es 10 veces menor que cuando se administra por via oral (Adachi y Cols.,
2011). Este farmaco cumple una serie de caracteristicas que lo hacen especialmente
util para su utilizacidon en formulaciones topicas, tales como tener un peso molecular
relativamente bajo, un bajo punto de fusidon y una alta lipofilicidad. Los trabajos
experimentales han demostrado la inhibicién de la prostaglandina E2 después del uso
de parches con Ketoprofeno 0'3% tanto en la piel como liquido sinovial de la
articulacion de la rodilla en modelos animales (Shinkai y Cols., 2008). Aunque el estrato
corneo del cerdo es mds grueso que el estrato cérneo humano, este modelo animal se
considera muy util para estudiar la farmacocinética del ketoprofeno (Horie y Cols.,

2009).

El medicamento empleado en este trabajo ha sido Orudis® Laboratorio Sanofi-Aventis.
Presentacién comercial en ampollas de 2 ml. 100 mg/ampolla

La composicion del gel de Orudis se prepard segln se recoge en la tabla 4-4.

2.3.3. Biotina

Denominacién comun internacional: Biotin

Sinénimos: Coenzyme R; Vitamin H

Nombre quimico: cis-5-(Hexahydro-2-oxo-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)valeric acid
Sus propiedades quimicas y fisicas obtenidas de la pagina web National Center for
Biotechnology Information. PubChem Compound Database; CID=171548,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/171548 (accessed Aug. 26, 2015) re

recogen en la tabla 2-6.
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Las farmacopeas europea y norteamericana (Ph.Eur. 8.5 y USP 38) describen su
presentacion en forma de polvo blanco o como cristales transparentes, muy poco
soluble en agua y en alcohol y practicamente insoluble en acetona, que se disuelve

facilmente en soluciones diluidas de hidréxidos alcalinos.

Es una coenzima esencial del metabolismo de las grasas y participa en otras reacciones
de carboxilacidon. Esta clasificada como una vitamina del complejo B. Como
micronutriente esencial para el crecimiento, desarrollo y funcién celular normal, su
deficiencia provoca alteraciones dermatoldgicas y manifestaciones neurocutaneas en
la piel y anexos, como son descamacion y alopecia. Se ha descubierto la existencia de
un carrier transportador de biotina en la piel humana que mediaria en su captacion y

paso transcelular (Grafe y Cols., 2003).

En el presente trabajo se emplearon 4 ml de la preparacidn comercial Medebiotin
fuerte®, de los laboratorios Medea S.A., que se presenta en ampollas inyectables de 1
ml cada una de las cuales contiene 5 mg de biotina sddica que equivalen a 4,6 mg de

biotina. El gel de biotina se prepard segun se recoge en la tabla 4-4.

2.3.4. Cafeina

Denominacién comun internacional. Caffeine.

Nombre quimico: 1,3,7-Trimethylpurine-2,6(3H,1H)-dione; 1,3,7-Trimethylxanthine; 7-
Methyltheophylline

Sus propiedades fisicas y quimicas, obtenidas de la pagina web National Center for
Biotechnology  Information.  PubChem  Compound  Database; CID=2519,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2519 (accessed Aug. 26, 2015) estan
reflejadas en la tabla 2-6

La Farmacopea Europea y la Americana la describen como un polvo blanco inodoro
cristalino o como cristales blancos con aspecto sedoso y relucientes agujas. Se sublima
facilmente, es muy poco soluble en agua aunque es totalmente soluble en agua
hirviendo y ligeramente soluble en alcohol deshidratado. Se disuelve en soluciones

concentradas de benzoatos o salicilatos alcalinos.
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Esta molécula ha sido utilizada para llevar a cabo un estudio in vitro del efecto de la
electroporacién  sobre piel de cerdo (Marra y Cols., 2008). Su uso topico y
transdérmico tiene aplicaciones farmacéuticas y cosméticas y ha sido utilizada como
modelo de componente hidrofilico en diferentes trabajos sobre toxicologia cutanea,
destacandose su inusual solubilidad en disolventes no acuosos y su capacidad para
formar agregados en soluciones acuosas (Luo y Lane, 2015). Se ha estudiado tanto in
vitro como in vivo a pesar de que no posea las propiedades de un penetrante ideal de
la piel ya que es hidrofilica con un Log P de -0.07. Aunque faltan estudios que confirme
su utilidad, se ha destacado que las mayores ventajas que aporta el uso tépico de

cafeina con objetivos cosméticos es que, por un lado, previene la acumulacion excesiva

de grasa a la vez que incrementa el drenaje linfatico y es fotoprotector.

En este estudio se empled la presentacion Reducing caffeine ampoules comercializada
por el laboratorio Mesoestetic en ampollas de 2 ml conteniendo cafeina al 20% en
cada una de ellas.

La composicion del gel de cafeina empleado se recoge en la tabla 4-4.

Tabla 2-6. Propiedades fisicas y quimicas de las sustancias estudiadas en esta tesis
Sustancia Ketoprofeno Biotina Procaina Cafeina
Férmula molecular Ci6H1403 Ci0H16N,05S Cy3H50N,0, CsH1oN,O,
Peso molecular 254.3 g/mol 244.31 g/ml 272.8 g/mol 194.2 g/mol
pKa 4.45 4.51 8.05 14
Solubilidad en agua 51 mg/L 220 mg/L 9450 mg/L 21600 mg/L
Punto de fusién 94°C 232°C 61°C 238°C
LogP 3.12 0.5 1.92 -0.07
Carga Negativa Negativa Positiva Positiva
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3. Objetivos.

El objetivo general del presente trabajo es contribuir al conocimiento de la piel como
via de administracién de moléculas con fines cosméticos o terapéuticos.

Los objetivos especificos son:

1. Investigar las posibilidades terapéuticas de las vias transdérmicas de administracion

de medicamentos.

2. Analizar el efecto de las técnicas transdérmicas de administraciéon de medicamentos

sobre los elementos celulares que componen la piel.

3. Estudiar la farmacocinética de las moléculas investigadas (procaina, ketoprofeno,

biotina y cafeina) tras su administracidn cutdnea.
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4. Material y técnicas.

4.1. Material

4.1.1. Animal de experimentacion

Para estudiar el grado de penetracion o absorcion percutanea de sustancias quimicas
la mejor opcidn es el estudio in vivo en humanos. Esto plantea una serie de problemas
éticos que hacen inviable esta posibilidad. En nuestro estudio se ha utilizado el cerdo
ya que por las caracteristicas de su piel se considera buen modelo experimental (Jungy
Maibach, 2015; Summerfield y Cols., 2014). Este animal presenta una serie de ventajas
sobre otros mamiferos. A saber: su piel es facil de obtener, la extensién de la misma
permite realizar el disefio experimental utilizando menos animales que con otras
especies y, en tercer lugar, es un animal manejable y adaptado a las instalaciones del
Bioterio de la Universidad de Oviedo.

Ademas, la piel porcina tiene muchas similitudes con la piel humana que se resumen
en la tabla 4-1 y cuyas caracteristicas se expusieron en detalle en el Estado Actual del

Problema.

Tabla 4-1. Similitudes entre la piel de cerdo y la humana

Clara diferenciacién entre la epidermis y la dermis

Estructura folicular muy similar

El tiempo de recambio y la queratina son muy similares

El estrato corneo contiene practicamente las mismas proteinas

La unién dermo-epidérmica también muestra grandes similitudes

La dermis porcina esta bien estructurada y es rica en tejido eldstico

El nimero, tamaiio, distribucién y comunicaciones de los vasos dérmicos son similares en

ambas especies

La arquitectura de las fibras colagenas dérmicas, su disposicion y espesor también son

similares

Comparten grandes similitudes desde el punto de vista inmunohistoquimico y bioquimico

El espesor de las capas de la piel es practicamente igual en la piel porcinay en la humana

A pesar de todas estas similitudes también hay que destacar ligeras diferencias como

son que la vascularizacidon es mas rica en humanos que en cerdos y que las glandulas
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sudoriparas eccrinas son mas abundantes en la piel humana, mientras que las
glandulas apocrinas lo son en la piel porcina.

Para la realizacion del presente trabajo de Tesis se emplearon 6 cerdos de raza cruzada
Pietrain x Duroc, 4 hembras y 2 machos castrados, con pesos comprendidos entre 35y
38 kg. La manipulacidon de los animales se llevé a cabo cumpliendo los procedimientos
recomendados por el Departament of Biomedical Sciences & Biomedical Ethics de la
Universidad de Birmingham (Morton y Cols., 2001). El protocolo de experimentacion
fue aprobado por la Consejeria de Agroganaderia y Recursos Autdctonos del Gobierno
del Principado de Asturias (nimero de autorizacion PROAE 09/2014).

Previo a la realizacion de los procedimientos experimentales que se describen a
continuacion, los animales fueron premedicados con Azaperona (2 mg/kg, IM) y
Ketamina (10 mg/kg) + Xilacina (0,08 mg/kg), IM. Tras la sedacién los animales pasaron
al prequirdfano donde se les colocd un catéter 20 G en la vena auricular y se procedio
a la aplicacién de Buprenorfina 0.01 mg/kg subcutanea.

La zona de la piel sobre la que se realizaron los experimentos se lavd con una solucion
jabonosa antiséptica que se secd posteriormente. A continuacion, se rasuré el pelo a
ambos lados de los lomos con una maquinilla eléctrica garantizando que en el proceso
no se produjeran lesiones mecanicas de la epidermis. Posteriormente se aseptizd
nuevamente la piel empleando una solucién de povidona yodada y se secd

cuidadosamente con gasas estériles.

Sobre la superficie cutanea depilada, en cada lado de los animales se dibujaron dos
cuadrados de 10x10 centimetros que se subdividieron en cuatro cuadrantes de 5x5 cm
cada uno mediante un marcador quirurgico estéril y desechable de la marca Devon®
Skin Marker. Sobre los cuadrantes pequefios se identificaron los tiempos de toma de
muestra como T0, T15, T30 y T60. En el lado derecho estos tiempos estan referidos en
sentido antihorario y en el lado izquierdo en sentido horario, tomando como
referencia que el cuadrante correspondiente al TO es siempre el mas préoximo a la

cabeza del animal (Figura 4.1).
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En los cuadrantes mayores del lado derecho de los animales se realizaron las técnicas
MN e ID, mientras que en los cuadrantes mayores izquierdos se efectuaron las técnicas

EP y MN+EP.

Ya en el quiréfano se preoxigenaron los animales y se les administré suero a razén de
10ml/kg/h, tras lo cual se les indujo anestesia intravenosa con propofol a dosisde 1 a 4

mg/kg (variables segin necesidad del animal a anestesiar) y se intubaron. El

mantenimiento de la anestesia se realizo con isofluorano al 1-2,5%.

Figura 4-2. Las fotografias superiores muestran el disefio del estudio en vivo. En la
fotografia inferior izquierda se ve la toma de muestras mediante punch dérmicoy a la
derecha la sutura de las heridas después de realizadas las tomas de muestra.

Inmediatamente después se paso a la aplicacién de los diferentes productos y con las
distintas técnicas sobre los cuadrantes preestablecidos. Se consideré tiempo 0 (TO) el
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momento de finalizacidon de la técnica y el inicio de la toma de las muestras de tejido.
La toma de biopsias se repitio a los 15 (T15), 30 (T30) y 60 (T60) minutos. La toma de
las muestras se realizé mediante un punch de 8 mm de diametro (Figura 4.2). De cada
cuadrante se recogieron dos muestras, una de las cuales se fijo6 en formol para ser
utilizada en los estudios estructurales y de inmunohistoquimica, y la otra se conservé a
-40°C hasta el momento de su utilizacién en los estudios de HPLC. Finalizado el proceso
experimental, las heridas se suturaron con seda 00, se lavaron con una solucion
antiséptica y se aplicaron tres capas superpuestas de una pelicula acrilica
semipermeable (Nobecutan®) para garantizar que la zona estudiada no quedara
expuesta a una posible contaminacion ambiental a la vez que impide la maceracién de
las heridas al no ser un apdsito oclusivo. Como medida profilactica se administré
penicilina-estreptomicina 20.000 Ul /kg en IM/dia durante 3 dias consecutivos.
Inmediatamente después, los animales fueron devueltos a la granja de procedencia
donde fueron vigilados estrechamente para descartar signos de toxicidad y/o
sensibilizacidn cutanea, tal como recomienda la American Association for Laboratory
Animal Sciencie (Turner y Cols., 2011 a y 2011 b). Los animales regresaron al Bioterio
de la Universidad de Oviedo a los 7 (D7) y 14 (D14) dias para proceder a una nueva
toma de biopsias. Finalmente, se procedid sedacion con ketamina/xilacina, y posterior
eutanasia con pentobarbital sddico 100 mg/kg por via IV.

De los seis animales programados originalmente para la realizacion de los
experimentos, se pudo obtener material a TO, T15, T30, T60, D7 y D14 de cinco de ellos
puesto que el sexto animal falleci6 antes de completar la toma de muestras

correspondientes a los dias 7 y 14.

4.1.2. Equipos utilizados

4.1.2.1. TMT®

El equipo de electro-iontoporacion (Mesoestetic Medical Devices, Viladecans,
Barcelona), estd compuesto por un modulo principal que contiene el alimentador de
energia, la unidad de procesamiento central y el circuito necesario para la generacion
eléctrica del pulso. Consiste en una caja con dos tomas de conexion en el panel

frontal para poder conectar 2 salidas de tratamiento. Consta de un generador de onda
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rectificada pulsada, modulada por una seial triangular envolvente de 3 segundos de
periodo, con una alimentacién de 12 V de corriente continua y estabilizada, con
conexion a lared de 230 V (Figura 4-3).

El aparato dispone de una pantalla grafica (LCD) que permite visualizar las opciones
de los diferentes programas de tratamiento. La introduccién de los datos y la seleccién
de los programas se realiza mediante un teclado de membrana serigrafiado con las
diferentes opciones: se pueden seleccionar 6 diferentes programas de tratamiento, en
los cuales varian los pardmetros de tiempo, pulso, frecuencia y amplitud. El rango de
los datos es:

Pulso (P): 150-1280 useg.

Periodo (T): 0,56-5 mseg.

Frecuencia (F): 625-1780 Hz.

Amplitud (Vp; valores de pico — en vacio): 40-50 V.
Componente continua: 10-15 v

Componente alterna: 30-35 v

Estd programado para generar una corriente alterna de frecuencia media. Una onda
sinusoidal rectificada con pulso y frecuencia variable se superpone sobre el pulso de
corriente, y ambos pueden controlarse a través de la pantalla tactil y el teclado. La
unidad de procesamiento central almacena los datos programados y regula la salida de
energia al aplicador. Se establece el tiempo de aplicacidon (15 minutos) y la polaridad

de la molécula que se investiga, asi como el programa a utilizar.

Figura 4-3. Vista del equipo de electroporacién utilizado con un detalle del aplicador roll-on.

La molécula a estudiar se introduce en un recipiente de material plastico que se acopla

al aplicador roll-on de acero inoxidable conectado eléctricamente a la unidad de
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procesamiento central mediante los cables conductores. El circuito se cierra mediante
una masa que se fijo, en este trabajo, con venda elastica a una de las patas traseras de
los animales de experimentacion.

La actividad eléctrica del electroporador en “on” estd programada con un tren de
cuatro pulsos regulares de 30-35 V en un tiempo entre 1-10 ms con un intervalo de 0,5

ms entre cada tres de pulsos durante los 15 minutos de la aplicacion.

4.1.2.2. PISTOLA DHN3®
Fabricado en Francia (Techdent) es un equipo médico de asistencia para mesoterapia
gue permite programar distintas modalidades de inyeccién intradérmica, desde la

inyeccidn continua a fragmentacion de dosis (120 dosis/cc, 70 dosis/cc o 40 dosis/cc).

Figura 4-4. Pistola de mesoterapia DHN3® empleada en nuestro trabajo

Asimismo, permite calibrar la profundidad de inyecciéon y dispone de una placa
estabilizadora que garantiza que la aguja no se deslice sobre la piel durante la
aplicacién, cumpliendo con las recomendaciones ya mencionadas de la American
Association for Laboratory Animal Science. Dispone de un kit compuesto por una
jeringa de 10 cc, un dispositivo valvular de corte del flujo, una aguja BD30G % y una

placa estabilizadora de la piel.

4.1.2.3. REVIVE MN®

Es un equipo de multipunciéon (MT.DERM GmbH, de Berlin) formado por: un
micromotor que puede ser programado a diferentes velocidades y que acciona un
cabezal dotado de 6 microagujas de longitud maxima 1,5 mm y un didmetro maximo
de 0’2 mm. Entre cada aguja hay una separacion de 1,5 mm; y un cabezal de agujas

basculantes que se adapta a la superficie de la zona de la piel tratada. Permite hacer
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orificios perpendiculares a la barrera cutanea sin producir desgarros o lesiones de la

superficie de la piel (Figuras 4-5 y 4-6).

e

Figura 4-5.Equipo de electroporacién empleado en nuestra tesis

Figura 4-6. Macrofotografia del cabezal de 6
i agujas empleado

-

. 4

Se aplicé sobre la piel del animal a una velocidad de 150 revoluciones por minuto y a
una profundidad de 0’8 mm durante 10 minutos. En este programa y con este tiempo
de aplicacion se consigue la formacion de un eritema mds o menos intenso sobre la

piel aplicada que refleja el efecto vasodilatador buscado.

4.1.2.4. Calibre — Pie de rey
Para medir el grosor de la piel y determinar la profundidad de inyeccién se utilizé un
calibre digital marca Wiirth con un intervalo de medicién de 0 a 150 mm, unidades de

medida de 0,01 mm y una precision de 0,03 mm (Figura 4-7).
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Figura 4-7. Imagen del calibre digital utilizado y de la toma de datos.

El grosor de la piel de los distintos animales utilizados en el estudio queda reflejado en

la tabla 4-2.

Tabla 4-2. Grosor del pliegue de la piel de los animales utilizados en la experimentacién
expresado en milimetros y cdlculo de la profundidad de inyeccion y dosis por punto en
funcién de este parametro.

Animal n? Pliegue Profundidad N2 de dosis Dosis por punto
55 2.32 1.16 69 0.058
57 4.05 2.02 40 0.10
58 4.52 2.26 35 0.113
59 4.40 2.20 36 0.11
68 5.40 2.70 30 0.135
69 4.36 2.18 37 0.109

4.1.3 Sustancias estudiadas

Para la realizacién del presente estudio se han utilizado medicamentos autorizados por
la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios para uso humano por via
parenteral (Orudis®, Medebiotin fuerte® y Procaina Serra®). La cafeina, fue elaborada
por el laboratorio Mesoestetic siguiendo las pautas establecidas para la elaboracion de
una solucion estéril y apirégena.

Los geles de estos productos empleados con la técnica de electro-ionto-poracién

fueron elaborados por el laboratorio Mesoestetic.
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4.1.3.1 Ketoprofeno
Se emplearon 4 ml de la presentacion comercial Orudis® solucién inyectable
comercializada por Sanofi. El principio activo es Ketoprofeno 100 mg/2ml y como

excipiente contiene alcohol bencilico.

4.1.3.2 Biotina

Se usaron 4 ml de Medebiotin® fuerte solucién inyectable, del laboratorio Medea,
presentado en ampollas de 5 mg/1 ml. Cada ampolla contiene 5 mg de biotina sédica
(equivalente a 4,6 mg de biotina). Los demas componentes son: hidréxido sédico y

agua para preparaciones inyectables.

4.1.3.3 Procaina
Se han utilizado 4 ml de Procaina Serra 10 mg/ml comercializada en ampollas de 5 ml
(50 mg/5 ml). Como excipientes afiade acido clorhidrico (para ajustar el pH) y agua

para preparaciones inyectables.

4.1.3.4. Cafeina
Utilizamos una preparacion de cafeina elaborada por el laboratorio Mesoestetic en
formulacidon magistral en condiciones iddneas para su inyeccion ID. La composicién de

la preparacion estudiada se recoge en la tabla 4-3:

Solucidn de cafeina inyectable

Ingrediente % p/p
Cafeina anhidra 3.00
Sodio benzoato 3.00
Agua milliQ csp 100 94.00

Tabla 4-3. Composicién de la solucién de cafeina inyectable

4.2. Técnicas de aplicacion de los farmacos

4.2.1. Microagujas
Durante el proceso de microperforacion se irrigd la superficie de 10x10 cm? con 5 ml

de la solucion a estudiar, procurando que la formacidon de los microporos fuera
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uniforme en toda la superficie constatando la aparicion de eritema y de pequefias

sufusiones sanguineas.

4.2.2. Electroporacion-iontoforacion

Las sustancias a estudiar fueron preparadas por el laboratorio Mesoestetic en forma
de gel cuya composicién se recoge en la tabla 4-4. El depdsito conectado al dispositivo
roll-on del equipo permite aplicar cada producto sobre la piel, mientras que la masa
que cierra el circuito se fija en una de las patas traseras del animal para garantizar un
contacto optimo.

Se respetd la polaridad de cada una de las moléculas para facilitar el fendmeno de
electrorrepulsion y se programd el equipo para su funcionamiento durante 15
minutos. En este lapso de tiempo se realizan movimientos circulares sobre el
cuadrante de piel correspondiente a la sustancia estudio. El apagado del equipo es

automatico pasado el tiempo prefijado.

Gel de ketoprofeno Gel de biotina
Ingrediente % p/p Ingrediente %p/p
Ketoprofeno 5.00 Biotina 0.50
Methocel E4AM 1.60 Methocel E4AM 1.60
Kathon CG 0.10 Kathon CG 0.10
Agua p. csp 100 93.30 Agua p. csp 100 97.80

Gel de procaina Gel de cafeina
Ingrediente % p/p Ingrediente %p/p
Procaina clorhidrato 2.00 Cafeina anhidra 3.00
Methocel E4AM 1.60 Sodio benzoato 3.00
Kathon CG 0.10 Methocel E4AM 1.60
Agua p. csp 100 96.30 Kathon CG 0,10

Agua p. csp 100 92.30

Tabla 4-4. Composicion de los distintos geles utilizados en EP en esta tesis

Por los estudios de Murthy (Murthy y Cols., 2003 ), se conoce la influencia del pH de
las moléculas a transportar a través de la piel. Estos autores sugieren que cambios en
el pH producen alteraciones en las multicapas lipidicas del estrato corneo, modificando
su permeabilidad, y situan entre 5y 7,5 el pH que deben tener las sustancias usadas
con electroporacion para obtener un maximo de penetracion transcutdnea. Los geles

de las moléculas utilizadas en el presente trabajo se recogen en la tabla 4-5.
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Producto pH medido Rango

Ketoprofeno (5%) 6,6 6,2-7,0
Biotina (0,50%) 6,7 6,3-71
Procaina HCI (2%) 5,4 51-5,8
Cafeina (3%) 7,4 7,1-7,7

Tabla 4-5. pH de los productos estudiados.

4.2.3. Inyeccion intradérmica

Se ha realizado segun el procedimiento propuesto por Chos (1993) que considera que
la profundidad maxima de las inyecciones intradérmicas viene determinada por la
ecuacion:

Plméax = PCmm/2

Plmax es la profundidad mdaxima de inyeccion expresada en milimetros y PCmm el valor
del pliegue cutaneo de la zona a pinchar expresada también en milimetros y medida
con la ayuda del calibre digital (ver tabla 4-2). Dicha férmula garantiza que la inyeccion
de los productos utilizados se realice a nivel intradérmico (George, 2014 ) (Morton y

Cols., 2001).

En cuanto a la cantidad de medicamento a administrar por punto, se determind segun
la ecuacién:

Qlml = Plmm/20
en la que Qlml es la cantidad de producto administrado por unidad de inyeccion
expresada en mililitros y Pl es la profundidad de inyeccion expresada en milimetros
(ver tabla 4-2). Las dosis administradas cumplen con los volimenes recomendados por

la American Association for Laboratory Animal Science (Turner y Cols., 2011).

El producto a estudio se distribuye en el dorso del animal a ambos lados de su columna
vertebral, en un cuadrante de piel de 100 cm? inyectando las dosis por cuadrante de
manera uniforme. El total de dosis utilizada fue de 4 ml repartidos en los cuadrantes
correspondientes.

Para la inyeccidon se utilizaron jeringas de 10 ml de tres cuerpos y cono central que

montaban agujas Beckton-Dikinson 30G y 13 mm de longitud, oportunamente limitada
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su profundidad en el equipo de inyeccién de acuerdo con el espesor de la piel del

animal correspondiente (Tabla 4-2).

4.3. Técnicas de estudio de las muestras

4.3.1. Técnicas estructurales

De las 157 muestras obtenidas se eligieron 12 por ser las mas representativas en base
a los datos previos obtenidos mediante HPLC, correspondientes a cada una de las
técnicas a estudio y en los tiempos T60, D7 y D14 por ser éstos los mas adecuados para
valorar una respuesta histolégica de tipo inmediato (T60) y retardado a corto y medio

plazo (D7 y D14 respectivamente), tal y como se relacionan en la tabla 4-6.

Muestra Producto Tiempo Técnica
1 Ninguno: control TO Ninguna
37 BIOTINA T60 MN+EP
83 CAFEINA T60 EP

102 CAFEINA D7 MN+EP
104 CAFEINA D7 MN
106 PROCAINA D7 EP

138 BIOTINA T60 MN
141 KETOPROFENO T60 ID

145 BIOTINA D7 ID

147 PROCAINA D14 MN
151 CAFEINA D14 EP

155 BIOTINA D14 MN+EP
157 BIOTINA D14 ID

Tabla 4-6 Relacion de las muestras utilizadas para los estudios morfolégicos y de

inmunohistoquimica.

Las piezas de piel se procesaron de rutina para su inclusion en parafina y de la parte

central de los bloques se obtuvieron cortes seriados a un grosor de 10 U. Tras un

secado en estufa a 37°C, las secciones de los blogues correspondientes a los
experimentos seleccionados se desparafinizaron mediante dos bafios en xilol y paso

por una bateria de etanoles de gradacion decreciente, para terminar con hidratacién
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de los cortes con agua corriente. El estudio estructural se llevd a cabo mediante las
técnicas de hematoxilina-eosina y tricrdmico de Masson.

La técnica de la hematoxilina-eosina se realizd6 de manera rutinaria en un procesador
automatico. Para la realizacién de la técnica del tricrdmico de Masson las secciones
hidratadas se pasan por hematoxilina de Weigert (5 min), después se lavan con agua
corriente (10 min), seguido de tincién en fucsina de Ponceau (5 min), acido
fosfomolibdico (5 min) y verde luz (5-7 min). Mediante esta técnica el tejido conectivo

aparece de color verde, el tejido epitelial del color rojo y el muscular pardo.

4.3.2. Técnicas de microscopia electronica de transmision y de barrido.

Este estudio se realizd sobre muestras de piel de un animal de 4 meses de edad y 16 kg
de peso obtenidas en un plazo maximo de 2 horas después de su sacrificio en el
matadero municipal de Messina (ltalia). Dichas muestras se procesaron para su
inclusion en resina Durcapan (Fluka) siguiendo el siguiente procedimiento: lavado
repetido en PBS 0.1 M (pH 7.4) durante dos dias, y posterior deshidratacion en acetona
de gradaciones crecientes (50%, 70%, 90% y acetona anhidra). A continuacion las
piezas se pasaron por mezclas de acetona anhidra y resina de concentraciones
crecientes (3:1, 1:1, 1:3) y finalmente en resina. Cada paso tuvo una duracién de una
hora y se realizd en estufa a 60° C. Tras la confeccion de los bloques se realizaron
cortes semifinos que se tifieron con azul de metileno. Sobre los campos seleccionados
se procedio a la realizacidn de cortes ultrafinos que se tifieron con acetato de uraniloy
citrato de plomo. Finalmente las rejillas se observaron y fotografiaron en un
microscopio electrénico de transmision JEOL-JEM-T8 (Dipartimento de Scienze

Veterinarie, Universita di Messina, Italia).

Para realizar el estudio de microscopia electronica de barrido las muestras de piel se
lavaron en tampon fosfato Sérensen pH 7.2 0.1 M, deshidratadas en etanol de
gradaciones crecientes, sometidos a secado de punto critico en CO,, bafiados con una
pelicula de oro y examinados en un microscopio electrénico de campo de emision de
barrido Jeol JSM 6301F (Dipartimento de Scienze Veterinarie, Universita di Messina,

Italia).
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4.3.3. Técnica de inmunohistoquimica PAP indirecta

Para la realizacion del estudio inmunohistoquimico se utilizé el método de la
peroxidasa-antiperoxidasa indirecta. Secciones de un espesor de 10 um y se montaron
en portas gelatinizados. Tras la desparafinizacién y rehidratacion de los cortes, se
procedid a un lavado durante 15 mn en tampdn fosfato (0,1 M, pH 7,4) que contiene
un 1% de Triton-X 100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, United States). A
continuacion se procedié al blogueo de la actividad peroxidasa enddgena (agua
oxigenada al 3% durante 10 mn) y tras un lavado de 10 mn en el mismo tampdn, se
previnieron las uniones inespecificas con suero bovino fetal al 10% durante 15 min; y
sin lavar se procedié a la incubacién de los cortes con los anticuerpos primarios, en
camara humeda a 4° C durante unas 12 horas (over night). Para el estudio de algunos
antigenos se utilizé el EnVision Antibody Complex Kit (Dako, Copenhagen, Denmark)
siguiendo el protocolo de la casa comercial. Los anticuerpos primarios utilizados, la
dilucién de trabajo y la fuente de los mismos, asi como el laboratorio de adquisicidn, se

recogen en la tabla 4-7

Antigeno Origen Dilucion Fuente
Anti-PS100 Conejo 1:500 Dako'
Anti-VIM Ratén 1:100 Boehringer—Mannheim2

1GIostrup, Denmark
’Mannheim, Germany; ® Flanders, NJ, USA

Tabla 4-7. Anticuerpos primarios utilizados en el estudio indicando el origen, la dilucién de
trabajo y la fuente.

Tras la incubacion, las preparaciones se lavaron con el tampdn antes descrito y a
continuacion se incubaron durante 2 h, a temperatura ambiente y en cdmara humeda,
con los anticuerpos secundarios correspondientes: IgG de cabra anti-conejo diluido
1:100 o IgG de conejo anti-raton diluido 1:100 (Ammersham, Buckinganshire, UK).
Finalmente se procedid al revelado de la inmunorreaccion utilizando 3’-5’
diaminobencidina como cromdgeno. Las secciones se deshidrataron en una bateria de
etanoles de gradacion creciente, se diafanizaron en xilol, y se montaron con Entellan®.

La observaciéon y fotografiado de las secciones se realizé utilizando un microscopio
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foténico Olympus BX-61 con luz transmitida. Se usé un objetivo 4x, con apertura
numeérica 0.6. El tipo de objetivo es un UPlanSApo. La camara digital del equipo es una
Olympus DP-70 con una resolucién de 4080 x 3072 pixels, (12 Mpixels) maximo y se
adquirieron las imagenes con una resolucion de 1360x1024.

Se realizd un mosaico de imagenes para construir una super-imagen utilizando el

programa CAST version 2, Copyright Visiopharm 2004.

4.3.4. Analisis morfométrico de la piel en las diferentes condiciones

experimentales

4.3.4.1. Calculo del grosor de la piel

El andlisis del grosor de la piel se realizd sobre secciones de biopsias de 3 animales
(marcados con los crotales identificativos 58, 59 y 68) correspondientes a las técnicas
MN y MN+EP. No se tuvo en consideracion el producto utilizado ya que las variaciones
en el espesor cutdneo deben estar mas en relacion con la técnica utilizada en la
aplicaciéon de las moléculas que en la propia molécula. Partiendo de la situacién basal
de TO, se valoraron las secciones tenidas mediante la técnica de tricrémico de Masson

referidas a los tiempos T60, D7 y D14 (Tabla 4.8).

Para la observacion y captura de las imagenes se utiliz6 un microscopio foténico
Olympus BX-61 con luz transmitida. Se usé un objetivo 4x, con apertura numérica 0.6.
El tipo de objetivo es un UPlanSApo. La camara digital del equipo es una Olympus DP-
70 con una resolucién de 4080 x 3072 pixels, (12 Mpixels) maximo, adquiriéndose las

imagenes con una resolucién de 1360x1024.

La determinacion de los espesores de la epidermis y la dermis en las secciones
seleccionadas se realizaron siguiendo los criterios y algoritmos propuestos por
Hildebrand y Riesgsegger (1997) y Saito y Toriwaki (1994), realizando un mosaico de
imagenes para construir una super-imagen utilizando el programa CAST versién 2,
Copyright Visiopharm 2004. El estudio se llevé a cabo en el departamento de analisis
de imagenes de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo. (Figura 4-

8).
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Figura 4-8.
dermis.

Ejemplos del procedimiento utilizado para la valoracién del grosor de la epidermis y la

Crotal | Muestra | Técnica | Tiempo | Producto
58 86 MN TO PROCAINA
58 99 MN T60 PROCAINA
58 108 MN D7 PROCAINA
58 147 MN D14 PROCAINA
59 87 MN T0 CAFEINA
59 98 MN T60 CAFEINA
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59 104 MN D7 CAFEINA
59 152 MN D14 CAFEINA
68 126 MN T0 BIOTINA
68 138 MN T60 BIOTINA
68 144 MN D7 BIOTINA
68 156 MN D14 BIOTINA
58 74 MN+EP | TO PROCAINA
58 84 MN+EP | T60 PROCAINA
58 107 MN+EP | D7 PROCAINA
58 149 MN+EP | D14 PROCAINA
59 75 MN+EP | TO CAFEINA
59 85 MN+EP | T60 CAFEINA
59 102 MN+EP | D7 CAFEINA
59 150 MN+EP | D14 CAFEINA
68 114 MN+EP | TO BIOTINA
68 124 MN+EP | T60 BIOTINA
68 143 MN+EP | D7 BIOTINA
68 155 MN+EP | D14 BIOTINA
Tabla 4-8.- Relacidon de las muestras empleadas para el
calculo del grosor de la piel.

4.3.4.2. Calculo de la densidad de vasos sanguineos y fibroblastos dérmicos

El calculo de la densidad de vasos en la dermis superficial se realizé contando sobre
capturas de pantalla con un objetivo 20x el numero de circulos identificables como
capilares a una profundidad maxima de 1 mm por debajo de la unién dermo-
epidérmica. El estudio se realizd6 de manera independiente por dos investigadores y los
valores obtenidos para cada animal se expresan como valores de la media % la

desviacion estandar.

4.3.4.3. Calculo de la densidad de células dendriticas de la epidermis
Para valorar de forma la densidad de células dendriticas epidérmicas (identificadas

como células de Langerhans) se valoraron directamente bajo el microscopio 10 campos
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de epidermis, independientes entre si, procesados para la deteccion de la vimentina,
utilizando un objetivo 20x. El estudio se realizé de manera independiente por dos
investigadores y los valores obtenidos para cada animal se expresan como valores de

la media * la desviacion estandar.

4.3.5. HPLC (high pression liquid chormatography)

Las muestras de piel fueron homogeneizadas en 4 cc de suero fisiolégico con un
equipo Ultra-Turrax T8 (lka Labortechnik Staufen) durante 1 minuto a 20.000 rpm,
hasta conseguir una mezcla uniforme.

El estudio se realizé en las instalaciones de los Servicio Técnicos de la Universidad de
Oviedo. El equipo utilizado para los analisis fue UPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo
Scientific) acoplado a espectrometro de masas de cuadruplo con tiempo de vuelo
Impact Il (Bruker), con fuente de electrospray. El método cromatografico para la
separacion de los compuestos es el siguiente:

Fase movil A: 0.1% de acido formico en agua

Fase movil B: 0.1% de acido fédrmico en acetonitrilo

Flujo: 0.25 ml/min

Temperatura: 30 grados

Volumen de inyeccion: 5 microlitros

Gradiente:

5% B (1 min)

de 5a55% B en 5 min

de 55a95% B en 1 min

95% B 1 min

La deteccidn se realizo entre 100 y 800 Dalton en modo positivo para biotina, procaina
y cafeina, y en modo negativo para ketoprofeno.

Los parametros de la fuente de electrospray fueron los siguientes: Voltaje del capilar:
4500V; flujo de nebulizacion: 35.0 psi; gas de secado: 6 L/min; temperatura: 250
grados.

Para la extraccién de los compuestos en los casos de la biotina y el ketoprofeno se

tomaron 50 microlitros de muestra, diluyendo hasta 1 mL con agua. Se adicionaron 20
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microlitros de amoniaco al 33%. A continuacion se anadieron 300 pl de diclorometano
y se extrajo en vortex durante un minuto. Se centrifugo a 10000 rpm durante 5 min y

el extracto acuoso resultante se diluyo 1:10 y se inyecto en el equipo.

Para la procaina se tomaron 50 pl de muestra, diluyendo hasta 1 mL con agua
acidificada a pH 2.5 con acido formico. Se afiadieron 300 pL de diclorometano y se
agitd en vortex durante un minuto. La muestra se centrifugé a 10000 rpm durante 5

min y el extracto acuoso se inyectd directamente en el equipo sin dilucién.

Finalmente, para la cafeina, a 50 pl de muestra se adicionaron 950 pl de agua/metanol
en proporcion 1:1. La disolucidén se agitd en vortex durante 1 min, y se centrifugd a
10000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se diluyd 1:20 en agua y se inyectd en el

equipo.
Las rectas patron se prepararon en los siguientes intervalos de calibracidn: procaina: 5-

1000 ng/ml; cafeina: 1/1000 ng/ml; biotina: 5-2000 ng/ml; y ketoprofeno: 5-5000

ng/ml.
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Resultados
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5. Resultados.

Con el fin de exponer de forma clara y detallada los resultados obtenidos en el estudio,
se analizara en primer lugar la estructura y ultraestructura de la piel del dorso del
cerdo. Ademas se introduciran algunos resultados de inmunohistoquimica sobre la piel
de los animales controles con el fin de caracterizar algunas poblaciones celulares
objeto del trabajo. A continuacién se expondran los resultados obtenidos mediante la
técnica de HPLC para determinar las concentraciones tisulares de las diferentes
moléculas en consideracion en funcién de la técnica empleada y del tiempo.
Inmediatamente después se relacionaran los hallazgos en el espesor, la estructura e
inmunohistoquimica cutaneas producidos por las moléculas y las técnicas utilizadas
para su administracion transcutanea. Finalmente se comentara en detalle los cambios
gue las técnicas (no las moléculas) inducen en las poblaciones de las células dendriticas

inmunocompetentes de la piel.

5.1. Estructura y ultraestructura de la piel del dorso del tronco del
cerdo

La piel del dorso del tronco de cerdo, utilizada en este trabajo como modelo, presenta
la estructura tipica de la piel vellosa de los mamiferos, con variaciones individuales en
cuanto a la densidad de foliculos pilosos-pelos. Mediante la técnica del tricrémico de
Masson, que permite obtener imagenes policromas de los tejidos, se aprecian con

claridad los tres estratos de la piel: epidermis, dermis e hipodermis (Fig. 5.1).

La epidermis estd formada por un niumero variable de estratos de queratinocitos, las
cresta epidérmicas son poco profundas, y entre los queratinocitos basales se aprecian
células de citoplasmas claros que podrian corresponder con células de Merkel. Los
foliculos pilosos se pueden observar en diferentes fases del ciclo del pelo y no ofrecen
ninguna particularidad especial respecto a los pelos de otros vertebrados (Fig. 5.2). En

las dermis se observan glandulas eccrinas y apocrinas, con predominio de las primeras.

Las dos porciones de la dermis, papilar y reticular, se contindan entre ellas sin zonas

nitidas que indiquen la transicion. La primera se caracteriza por la existencia de un
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plexo vascular muy desarrollado que disminuye de densidad a medida que se
profundiza en la dermis reticular. En esta, la densidad de las fibras de colageno es

mayor, si bien puede variar de unas zonas a otras (Figs. 5.1y 5.2).

Figura 5.1.- Estructura de la piel del dorso del tronco del cerdo. e: epidermis, d: dermis, h: hipodermis.
Tricrémico de Masson.

Figura 5.2.- Estructura de la piel del dorso del tronco del cerdo, mostrando la organizacion de los
foliculos pilosos (fp) y de los musculos erector pili (mep) e: epidermis. Tricrdmico de Masson.
Ademads de los queratinocitos de la epidermis y anexos, y de los fibroblastos de la

dermis, la piel contiene otras poblaciones celulares, dificiles de identificar mediante
técnicas histoldégicas estructurales, pero facilmente localizables en base a sus

propiedades inmunohistoquimicas. De especial interés son las células dendriticas
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dérmicas. Se localizan a nivel de la unién dermo-epidérmica, entre los queratinocitos
basales y en los estratos suprabasales de la epidermis y expresan inmunorreaccién

para la vimentina y la proteina S100 (Fig. 5.3).

Vimentina Proteina S100

Proteina 5100 5o wES

g

Figura 5.3.- Localizacion inmunohistoquimica de la vimentina y la proteina S100 en las células
dendriticas de la epidermis (flechas). e: epidermis.

Las células epidérmicas vimentina positivas se localizan entre los estratos de la
epidermis, a una altura variable, y se identifican como células de Langerhans. Las
células dendriticas proteina S100 positivas tienen los somas siempre por fuera de la
epidermis aunque sus prolongaciones se introducen entre los queratinocitos basales y

suprabasales y se las identifica con melanocitos.

Por las caracteristicas de las técnicas de permeacién de la piel utilizadas, la diana
fundamental de los compuestos administrados, ademas de las propias células de la piel
son los capilares del estrato papilar de la dermis que forman un plexo mds o menos
denso. Este plexo es perfectamente identificable mediante la técnica del tricrémico de
Masson, pero se identifica aln mejor mediante la inmunorreaccién para la vimentina,
ya que esta es el filamento intermedio del citoesqueleto de las células endoteliales

(Fig. 5.4). Aunque segun nuestros datos nunca se ha descrito la presencia de
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inmunorreacciéon para la proteina S100 en las paredes de los capilares, con el
anticuerpo utilizado se marca una subpoblacién de capilares con esta proteina (Fig.
5.4). No obstante, los estudios de cuantificacion se efectuardn sobre las secciones

procesadas para la deteccién de vimentina.

Figura 5.4.- El plexo capilar de la dermis papilar o superficial se identifica claramente mediante la técnica
de tricrémico de Masson (superior), vimentina (centro) y proteina S100 (inferior).

Por lo que respecta a la ultraestructura, se realizd sobre muestras de piel que incluyen
Unicamente el espesor de la epidermis. Esta eleccidén se realizd6 porque al no poder
perfundir los animales por via transcardiaca cualquier analisis de estructuras dérmicas
no perfundidas resultarian en la observacion de artefactos. Los detalles mas
destacados de los estudios de microscopia electrénica realizados se recogen en las

figuras 5.5,5.6 y 5.7.
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Figura 5.5.- Union dermo-epidérmica y bulbos de los foliculos pilosos de la piel del dorso del tronco del
cerdo. Microscopia electrénica de barrido.

Los hallazgos con el microscopio electréonico de barrido ofrecen un aspecto laxo de la
dermis papilar y un elevado numero de pelos, aparentemente superior que en las
imagenes de estructura. Ello puede deberse a diferencias individuales entre los

animales estudiados (Fig. 5.5).
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Figura 5.6.- Ultrastestructura de la epidermis de la piel del dorso del tronco del cerdo. Microscopia
electrénica de transmision.

Los queratinocitos epidérmicos presentan densidades electrénicas variables segun el
estrato. Pero a los fines del presente estudio los detalles mas importantes a analizar
son las citoqueratinas presentes en el interior de los citoplasmas, la densidad de

uniones intercelulares y el grado de separacion de los queratinocitos entre si. En
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nuestras preparaciones no se han observado imagenes claras de desmosomas, pero en
todos los citoplasmas se aprecian cantidades variables de citoqueratina y de cuerpos

densos intracitoplasmaticos (Fig. 5.6).

Figura 5.7.- Ultraestructura de la epidermis de la piel del dorso del tronco del cerdo. Microscopia
electrénica de transmision.

En los estratos mas superficiales de la epidermis las uniones intercelulares son mas
laxas y se deposita material electrolicido entre ellas; ocasionalmente se han
observado prolongaciones citoplasmaticas de melanocitos con abundantes cuerpos

electrodensos de melanina (Fig. 5.7).
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5.2. Concentracion cutanea de las moléculas estudiadas en funcion de
la técnica empleada y el tiempo transcurrido: HPLC.

5.2.1 Procaina

Los resultados obtenidos a partir de la muestras de piel del animal tratado con

procaina (animal 58), en funcién de los tiempos y las formas de administracién fueron

(Tabla 5.1):

TO
T15
T30
T60
D7
D14

MN
2,8
2,3
2,0
0,02
0,09
0,06

MN+EP
2,50
4
5,4
4,2
0,07
0,05

EP
4,3
4,2
2,9
3,6

0,16

0,10

ID
2,2
4,8
2,5

0,05
0,07
0,04

Tabla 5.1.- Concentraciones cutdneas medias de procaina (expresados en g/ en funcién de la técnica y

el tiempo tras la administracién. La representacién grafica se expresa en las Graficas 5.1 y 5.2.

Los valores individuales de cada una de las muestras se recogen en el Anexo 1 (Tabla

A5.1). Las concentraciones tisulares mas altas se encontraron en los primeros 60

minutos, alcanzandose los valores mas elevados con la técnica MN+EP a los 30

minutos. A la semana y dos semanas de la terminacién de los experimentos la

molécula sigue detectandose en piel pero a niveles residuales (Graficas 5.1. y 5.2.).

Las medias muestrales segun la técnica y el periodo de tiempo para la procaina se

recogen en la tabla 5.2.

Técnica
Tiempo | EP ID MN MN+EP
TO 4,30 2,20 2,80 2,60
T15 8,85 10,05 3,15 4,65
T30 10,00 2,15 1,90 3,75
T60 4,55 18,525 1,41 3,35
D7 0,30 0,29 0,79 0,63
D14 0,10 0,04 0,06 0,05

Tabla 5.2.- Valores medios de la concentracién de procaina en funcion de la técnica y el tiempo.

86



Se puede comprobar que no hay diferencias significativas entre las cuatro técnicas
utilizadas en los tiempos descritos en nuestro estudio. La media mas alta se ha dado
para ID, seguido de EP, pero los intervalos no conducen a poder asegurar que existen

diferencias significativas (no debidas al azar) entre las técnicas.

El intervalo de confianza a 95% refleja la grafica 5.3.

Plot of Means
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EP D MN MN+EP

PROCAINASTECNICA

Grafica 5.3.- Intervalo de confianza al 95% para la procaina

5.2.2. Ketoprofeno

MN MN-+EP EP ID
TO 22 12,90 31,8 22
T15 15,00 8,4 23,6 95,1
T30 11,8 2,7 23,9 81,0
T60 5,5 3,7 21,9 40,7

Tabla 5.3.- Concentraciones cutdneas medias de ketoprofeno (expresados en pg/ en funcién de la
técnica y el tiempo tras la administracion. La representacién grafica se expresa en las Gréficas 5.4 y 5.5.

Los resultados de deteccion mediante HPLC del ketoprofeno se limitan a la primera
hora por fallecimiento del animal (animal 69). Los valores mds altos se obtuvieron
mediante la técnica ID y son los que mas se mantienen en el tiempo, si bien a los 60
minutos se redicen a mas de la mitad respecto a los 15 min.

En el caso del ketoprofeno se observan diferencias significativas en cuanto a la técnica
utilizada para su administracion, es decir, no todas las técnicas tienen el mismo

comportamiento.
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Las medias de las distintas técnicas en los distintos periodos de tiempo que se han

obtenido en estas muestras se recogen en la tabla 5.4.

Técnica
Tiempo | EP ID MN MN+EP
TO 31,80 38,55 23,05 17,90
T15 28,35 149,05 52,70 23,50
T30 56,80 78,95 41,80 27,85
T60 12,40 79,75 11,40 32,70

Tabla 5.4.- Valores medios de la concentracion del ketoprofeno en funcion de la técnica y el tiempo.

Se observa que la media de la técnica ID es siempre la mas alta de las cuatro, en
cualquiera de los periodo de tiempo analizados. Graficamente, si obtenemos el
intervalo de confianza a 95% para cada técnica, podemos sacar las mismas

conclusiones (Grafica 5.6).
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Grafica 5.6.- Intervalo de confianza al 95% para el ketoprofeno

Estos analisis ponen de manifiesto no solo que con ID la concentracion es
significativamente mas alta que con cualquiera de las otras tres técnicas, sino que,
ademas entre las otras tres (MN, MN+EP y EP) no hay diferencias significativas,
pudiendo considerarse las tres iguales desde el punto de vista de diferencias

estadisticamente signifcativas en cuanto al nivel de concentracion.
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5.2.3. Biotina

MN MN-+EP EP ID
T0 32,6 11,2 19,00  149,5
T15 38,5 7,7 20,6 280,2
T30 23,2 8,8 18,4 2328
T60 37,7 7,00 18,2 30,6
D7 0,5 0,5 1 0,4
D14 0,5 0,5 0,6 0,4

Tabla 5.5.- Concentraciones cutdneas medias de biotina (expresados en pg/ en funcién de la técnica y el
tiempo tras la administracién. La representacion grafica se expresa en las Graficas 5.7 y 5.8.

Las concentraciones cutdneas de biotina determinadas mediante HPLC a diferentes
tiempos y en funcién de la técnica (del animal 68) se reflejan en la tabla 5.5. Las
mayores concentraciones se lograron con la técnica ID a los 15 y 30 minutos tras la
administracion. Mediante electroporacidon asociada microagujas se obtuvieron las

concentraciones mas bajas.

Los resultados del estudio HPLC ponen de manifiesto que no todas las técnicas se
comportan uniformemente en cuanto a la concentracion. Para valorar cual de ellas es
la mejor analizamos las medias de todas las muestras por técnica y tiempo. Estos datos

estan recogidos en la tabla 5.6.

Técnica

Tiempo | EP ID MN MN+EP
T0 19,00 124,90 16,65 11,20
T15 10,65 263,05 20,10 36,50
T30 25,20 128,70 11,75 21,05
T60 9,65 32,55 19,35 15,15
D7 1,00 0,40 0,50 0,50
D14 0,60 0,40 0,50 0,50

Tabla 5.6.- Valores medios de la concentracién del ketoprofeno en funcidn de la técnica y el tiempo

Como se puede observar en la tabla anterior, para cualquiera de los periodos de
tiempo analizados, la media de concentracidn para la técnica ID es considerablemente
superior que para el resto de las técnicas.
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Graficamente (grafica 5.9), si se calculan los intervalos de confianza al 95% de la

concentracion para cada técnica, se obtiene:
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Grafica 5.9.- Intervalo de confianza al 95% para la biotina

De hecho, si se hace un estudio comparativo teniendo en cuenta simplemente la
técnica, nos sale que ID es claramente superior a las otras tres, no pudiendo probarse

diferencias significativas entre EP, MN y MN+EP.

5.2.4. Cafeina

MN MN-+EP EP ID

TO 8,64 3,99 4,40 19,08
T15 5,63 3,41 6,32 4,10
T30 6,85 6,27 6,34 3,91
T60 0,15 5,93 2,02 0,07
D7 0,11 0,10 0,07 0,02
D14 0,04 0,07 0,04 0,03

Tabla 5.7.- Concentraciones cutaneas medias de cafeina (expresados en pg/ en funcion de la técnica y el
tiempo tras la administracidn. La representacion grafica se expresa en las Graficas 5.10. y 5.11.

Los valores medios de la HPLC para la las muestras obtenidas en el animal al que se le
suministré cafeina por via transcutanea (animal 59), en funcién de los tiempos y las
formas de administracidn, se resumen en la tabla 5.7. Las mayores concentraciones se

obtuvieron por via intradérmica en el momento de la suministracion de la molécula;
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sin embargo a los 60 minutos las concentraciones fueron las mas bajas, casi la mitad,

cuando se utilizd esta técnica que cuando se utilizaron cualquiera de las otras tres.

En el caso de la cafeina no se obtienen diferencias significativas en cuando a la técnica

utilizada. Esto se confirma al observar las medias muestrales (Tabla 5.8)

Técnica
Tiempo | EP ID MN MN+EP
TO 4.40 19,08 8,64 3,99
T15 4,05 2,80 3,81 3,25
T30 5,74 2,61 3,89 6,54
T60 3,01 0,62 0,53 6,68
D7 0,431,00 0,16 0,07 0,56
D14 0,04 0,03 0,04 0,07

Tabla 5.8.- Valores medios de la concentracidn de la cafeina en funciéon de la técnica y el tiempo

Lo mismo se obtiene de los intervalos de confianza al 95% para la media de cada
técnica (Grafica 5.12)
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Grafica 5.12.- Intervalo de confianza al 95% para la biotina

Como se observa, no hay diferencias significativas entre las cuatro técnicas, con lo que

para la cafeina no parece haber resultados concluyentes.

Los resultados para cada técnica en funcion de los tiempos se recogen, igualmente en

las graficas 5.13 a 5.16.
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Grafica 5.1.- Concentraciones cutaneas de procaina segun via de administracion y tiempos
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Grafica 5.2.- Calibracién HPLC para la deteccidn de la procaina
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Grafica 5.4.- Concentraciones cutaneas de ketoprofeno segin via de administracién y tiempos.
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Grafica 5.5.- Calibracidon HPLC para la deteccion del ketoprofeno.
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Grafica 5.7.- Concentraciones cutdneas de biotina segun via de administracidn y tiempos.
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Grafica 5.8.- Calibraciéon HPLC para la deteccidn de la biotina.
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Grafica 5.10.- Concentraciones cutdneas de cafeina segun via de administracion y tiempos.
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Grafica 5.11.- Calibracion HPLC para la deteccién de la cafeina.
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Procaina
En color negro, ID; en verde, MN+EP; en azul, MN; en rojo, EP.

Grafica 5.13.- Concentraciones cutaneas de procaina segun via de administracion y tiempos.
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Ketoprofeno
En color negro, ID; en verde, MMN+EP; en azul, MN; en rojo, EP.

Grafica 5.14.- Concentraciones cutaneas de ketoprofenosegun via de administracion y tiempos.
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En color negro, ID; en verde, MN+EP; en azul, MN; en rojo, EP.

Grafica 5.15.- Concentraciones cutaneas de biotina segln via de administracidn y tiempos.
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En color negro, ID; en verde, MN+EP; en azul, MN; en rojo, EP.

Grafica 5.16.- Concentraciones cutaneas de cafeina segun via de administracion y tiempos.
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Si se compara la concentracion maxima obtenida de cada una de las moléculas

estudiadas en funcién de las técnicas y los tiempos, los resultados varian ampliamente

(Tabla 5.9).

Técnica Producto [Clmax % Teo % D7 | %D14
ID Biotina Tis 10,9 | 0,14 | 0,14
ID Cafeina To 0,35 0,10 0,15
ID Ketoprofeno Tis 42,79 - -
ID Procaina Tis 1,04 1,45 0,83

MN Biotina Tis 97,9 1,29 1,29
MN Cafeina To 2,25 1,27 0,46
MN Ketoprofeno Tis 36,6 - -

MN Procaina To 0,71 3,21 2,14
EP Biotina Tis 88,34 | 4,85 2,91
EP Cafeina Tso 31,86 1,1 0,63
EP Ketoprofeno To 68,86 - -

EP Procaina To 83,72 3,72 2,32

MN+EP Biotina To 62,5 4,46 4,46

MN+EP Cafeina Tso 94,57 | 1,59 1,11

MN+EP Ketoprofeno To 28,68 - -

MN+EP Procaina Tso 77,77 1,29 0,92

Tabla 5.9.- Porcentaje de concentracién de las moléculas a T60, D7 y D14 respecto a la
concentracién maxima alcanzada.
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5.3. Variaciones en el grosor de la piel inducidas por las moléculas y técnicas
utilizadas

Para valorar el espesor de la epidermis y la dermis en las distintas situaciones
experimentales se han empleado los algoritmos propuestos por Hildebrand y
Riesgsegger (1997) y Saito y Toriwaki (1994), utilizando el softward descrito en
Material y Técnicas (Figs. 5.8 y 5.9). Esta parte del estudio se ha realizado
exclusivamente en los experimentos de una y dos semanas ya que no es posible la
aparicién de cambios en periodos de tiempo mas cortos, y cuando se utilizaron las

técnicas de MN y MN + EP que son las pueden producir mayor agresion y reaccion.

Figura 5.8.- Ejemplo de la metodologia utilizada para la determinacion del espesor y superficie de la
dermis y epidermis.
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Figura 5.9.- Ejemplo de la metodologia utilizada para la determinacion del espesor y superficie de la
dermis y epidermis.

Los datos de las mediciones individuales se recogen en las tablas A5.5, A5.6 y A5.7, vy
los valores medios se recogen en la tabla 5.10 y la representacion grafica de los

resultados en las graficas 5.17 y 5.18.

La técnica de MN causa una disminucion del grosor de la epidermis en los tres
animales estudiados e incrementa el grosor de la dermis en dos de ellos (animales 59 y
68). Por su parte, la asociacion de MN+EP origina incremento del grosor de la
epidermis en los animales 59 y 68, con ligera disminucién en el 58, asi como un
incremento mas discreto del grosor dérmico en los mismos animales en los que se ve

incremento del grosor epidérmico.
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Porcentaje de variacion del grosor de la epidermis de TO a D14
Animal MN MN+EP

58 -14,72% -5.96%

59 -30,24% +39,09%

68 -20,87% +18,77%

Porcentaje de variacion del grosor de la dermis de TO a D14

58 -7,33% -3,42%

59 +12,58% +4,27%

68 +31,93% +0,92%

Porcentaje de variacion de la superficie epidérmica de TO a D14
58 -18,07% -20,07%

59 +17,55% +55,43%

68 +3,6% +14,43%

Porcentaje de variacion de la superficie de la dermis de T0 a D14
58 -6,27% -11,24%

59 -21,81% +20,74%

68 -11,62% +5,08%

Tabla 5.10.- Valores del espesor y superficie de la epidermis y dermis expresados en porcentajes de los
valores de la moda.

AnimRiSE MY
AemaESE A

ARl WY

1000000
950000
Q00000
Animal 58 MN
850000
Animal 59 MN
800000
Animal 68 MN
750000 - e Animal 58 MN+EP
700000 + e A nimal 59 MN+EP
650000 - s A nimal 68 MN+EP
600000
550000 T T . :

TO TEO D7 D14

Grafica 5.17.- Variaciones en el espesor (superior) y superficie (inferior) de la epidermis inducidas por las
técnicas de MN y MN+EP en los animales analizados.
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Grafica 5.18.- Variaciones en el espesor (superior) y superficie (inferior) de la dermis inducidas por las
técnicas de MN y MN+EP en los animales analizados.

Sin embargo, el analisis de las superficies en los animales a los que se les aplicé la
técnica MN muestra un aumento importante en el animal 59, mas discreto en el
animal 68 mientras que el animal 58 responde con una marcada disminucién de dicha
superficie. Por el contrario, las muestras obtenidas tras la aplicacion de la técnica
MN+EP sobre las mismas muestras ofrece un incremento notable de la superficie de la
epidermis en uno de los animales, mds discreta en otro y una ligera disminucién en el
tercer ejemplar. En la dermis se cuantifica una disminucion de la superficie en el

animal 58, un ligero aumento en el animal 68 y mas marcado en el animal 59.
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5.4. Variaciones estructurales de la piel inducidas por las moléculas y
técnicas utilizadas

Uno de los datos mas destacables del estudio es que ninguna de las moléculas testadas
ni ninguna de las técnicas de aplicacidon de las mismas utilizadas producen dafios
estructurales evidentes en la dermis y/o epidermis objetivables a simple vista bajo el
microscopio (Fig. 5.10). Es evidente que las variaciones en el espesor/drea de la
dermis/epidermis que se objetivd en todos los animales deben de tener una base

celular o en la matriz extracelular que se analizard mas adelante.

Figura 5.10.- Microfotografias correspondientes a diferentes moléculas, técnicas de aplicacion y tiempos
de evolucion que demuestran la ausencia de cambios estructurales en dermis y epidermis.
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Sélo en las secciones procedentes de animales a los que se les habian aplicado las
moléculas con las técnicas de administracion intradérmica mediante agujas de
mesoterapia y micro agujas se observaron ocasionalmente los trayectos de entrada de

las mismas y los desgarros epidérmicos minimos que originan (Fig. 5.11)

Figura 5.11.- Microlesiones (flechas) originadas por las agujas de mesoterapia y las microagujas en la
epidermis y dermis superficial.

Figura 5.12.- Microlesiones y microhemorragias originadas por las agujas de mesoterapia y las
microagujas en la epidermis y dermis superficial.
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En la mayoria de los casos las perforaciones se limitaban a la epidermis y dermis mas
superficial y en el vértice de las mismas se observaron ocasionalmente extravasaciones
de hematies, pero nunca se apreciaron reacciones inflamatorias con infiltrado (Fig.

5.12).

5.5. Variaciones en la densidad de células dendriticas epidérmicas en las
distintas condiciones experimentales.

Las dos categorias de células dendriticas cutaneas, melanocitos proteina $100 positivos
y células de Langerhans vimentina positivas, se encuentran expuestas a cambios en el
microambiente como consecuencia de la experimentacion realizada. La proliferacion o
disminucion de los melanocitos puede causar alteraciones en la pigmentacién cutanea,
y las variaciones en las células dendriticas informan sobre cambios en el estado de
barrera inmunolégica de la piel. Esta parte del estudio se ha realizado exclusivamente
en los periodos de tiempo experimentales mas largos ya que son los Unicos en los que
podrian objetivarse variaciones. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 5.11y

se ilustran en las figuras 5.13 a 5.15.

MN MN-+EP EP D)
T60 3,3 5,1 4,2 4
D7 4,3 8,4 11,3 3,1
D15 4,6 8,1 9,4 5,2

Tabla 5.11.- Densidad de melanocitos por mm? a diferentes tiempo y con las varias técnicas de
aplicacién utilizadas.

Los resultados del estudio cuantitativo (determinando el nimero de perfiles celulares
2 .. . .

por mm* de superficie) sobre preparaciones de piel procesadas para marcar de forma

selectiva los melanocitos demuestran que en las muestras de piel en los que se realiza

electroporacién aislada o asociada a microagujas la densidad de melanocitos es

superior a la normal, mientras que las microagujas y la inyeccion intradérmica no

producen variaciones.
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Figura 5.13.- Localizacién inmunohistoquimica de la proteina S100 en melanocitos a T60 con las
diferentes técnicas.

Figura 5.14.- Localizacion inmunohistoquimica de la proteina S100 en melanocitos a D7 tras
electroporacién.
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Figura 5.15.- Localizacion inmunohistoquimica de la proteina S100 en melanocitos a D7 tras
electroporacion y electroporaciéon mas microagujas.

En cuanto a las células de Langerhans epidérmicas, estudiadas en los mismos animales,
los resultados ofrecen una situacién paralela a la de los melanocitos: se incrementan
claramente en las técnicas que utilizan electroporacién en tanto que con el resto de las

técnicas no se producen variaciones (Tabla 5.12; figuras 5.16 y 5.17).

Tabla 5.12.- Densidad de células de Langerhans por mm” a diferentes tiempo y con las varias técnicas de
aplicacién utilizadas.
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Figura 5.16.- Localizacion inmunohistoquimica de la vimentina en las células de Langerhans en la piel de
animales sometidos a técnicas de electroporacion a los 7 y 14 dias.
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Figura 5.17.- Localizacién inmunohistoquimica de la vimentina en las células de Langerhans en la piel de
animales sometidos a técnicas de MN, MN+EP e ID a los 60 minutos y 7 y 14 dias.
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5.6. Variaciones en la densidad de la red capilar de la dermis papilar y en la
densidad de fibroblastos

Mediante analisis de imagenes y sobre dreas de la dermis papilar delimitadas
manualmente, se procedié a evaluar el area ocupada por el plexo capilar superficial a
los diferentes tiempos tras la administracion de las moléculas con el fin de determinar
si alguna de ellas produce variaciones en el area capilar. Esta parte del estudio se
realizd sobre preparaciones procesadas para la localizacién de la vimentina (Figs. 5.18

y 5.19).

Figura 5.18.- Localizacién inmunohistoquimica de la vimentina en las secciones completas de piel
analizadas, que incluyen las células vimentina positivas epidérmicas, los capilares del plexo vascular
superficial y los fibroblastos dérmicos.

Los resultados muestran que independientemente de la técnica utilizada no hay
diferencias notables en el porcentaje del drea ocupada por la red capilar en los
periodos finales de la experimentacién (D14) ni durante la primera hora. Sélo a los 7
dias, con la técnica MN y MN+EP, el lecho vascular parece un poco ampliado (Tabla

5.13).
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Por lo que respecta al porcentaje del area ocupada por los fibroblastos vimentina

positivos, evaluados a los diferentes tiempos de la experimentacién y para las distintas

moléculas no se han objetivado variaciones (Tabla 5.14).

T60
D7
D15
T60
D7
D15
T60
D7
D15
T60
D7
D15

MN
22,1
19,6
18,4
20,3
24,5
18,4
22,2
21,1
18,9
21,7
23,2
21,5

MN+EP
26,2
36,3
25,2
22,7
41,2
26,4
25,3
41,2
24,3
24,6
39,8
26,1

EP
19,3
18,3

4,1
22,8
17,3
24,1
21,0
22,4
24,1
20,9
24,5
26,3

ID
21,1
20,6

2,2
18,2
22,9
23,2
21,6
24,0
23,2
17,9
23,2
27,1

Tabla 5.13.- Densidad del plexo vascular superficial (expresada en % del area preestablecida

manualmente) para las diferentes moléculas, tiempos y técnicas.

T60
D7
D15
T60
D7
D15
T60
D7
D15
T60
D7
D15

MN
15,5
18,4
14,6
18,6
14,3
16,1
17,3
16,6
17,3
17,7
17,2
16,1

MN+EP
17,4
14,9
17,3
16,5
16,2
16,2
14,7
16,1
18,0
20,1
15,4
18,3

EP
13,7
16,8
18,2
14,8
18,1
14,9
17,1
14,3
14,9
16,3
16,2
15,8

ID
17,2
20,1
14,7
16,2
16,6
15,2
17,2
16,2
15,3
15,8
15,9
18,4

Tabla 5.14.- Densidad de fibroblastos vimentina positivos (expresada en % del area preestablecida

manualmente) para las diferentes moléculas, tiempos y técnicas.
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Figura 5.19.- Localizacion inmunohistoquimica de la vimentina en secciones de piel utilizando diferentes

moléculas, técnicas y tiempos.
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6. Discusion.

6.1. Consideraciones generales

El presente trabajo de tesis doctoral se disefid para explorar el potencial de paso de
moléculas con diferentes caracteristicas y propiedades organolépticas a través de los

estratos de la piel.

La piel se utilizé desde tiempos inmemoriales para aplicar remedios terapéuticos de
forma tépica, combinando distintas presentaciones galénicas para adaptarse a las
peculiaridades del principio activo utilizado. Sin embargo, la paradoja de que algunos
venenos muy potentes sean letales cuando son utilizados por via oral o parenteral y no
lo sean cuando entran en contacto con la piel intacta, acrecentd la teoria de que la piel
era una barrera infranqueable, idea que practicamente se mantuvo hasta bien entrado

el siglo XX.

El estrato corneo de la epidermis representa una barrera lipofilica importante: por un
lado, evita la pérdida excesiva de agua desde el interior del cuerpo, pero por otro,
impide la penetracién de moléculas, la difusion transcutdnea de farmacos y solo
permite el paso de pequefias moléculas lipdfilas. Pero ademas, la queratina dificulta el
paso de moléculas, tanto de hidrosolubles como liposolubles, y la sustancia
intercelular formado por lipidos hidrofobos, es impermeable a las sustancias
hidrofilicas. Todos estos hechos han estimulado la busqueda de diferentes técnicas y
métodos que permitan aumentar la permeabilidad cutdnea e incorporar al arsenal
terapéutico moléculas mas grandes. Con este objetivo se han desarrollado diferentes
sistemas, tanto de tipo fisico como quimico, entre los que se encuentran la
electroiontoporacion, el uso de microagujas o la inyeccidon intradérmica mediante
pequefias agujas huecas (mesoterapia o intradermoterapia) utilizadas en nuestro

estudio.

Cuando un compuesto logra pasar el estrato corneo y atravesar la epidermis viva
puede alcanzar la dermis y a través de los vasos que hay en ella llegar al torrente
circulatorio y ejercer sus efectos de forma sistémica. O puede anclarse a componentes
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de la membrana celular de los queratinocitos y células de la dermis e inducir
respuestas bioldgicas locales; o ligarse a la matriz extracelular y quedar a disposicidon
de las células circundantes. Sin perder de vista que en la piel hay nervios y si se unen a
las células de Schwann o a los axones pueden irritarlos o bloquearlos. Y que si actian
sobre las células de las paredes capilares pueden facilitar o bloquear el transito de
moléculas desde la sangre. Todas estas opciones se han tenido siempre en mente

durante el desarrollo del estudio.

Pero la piel per se, especialmente las capas mas superficiales de la epidermis, suponen
una barrera para cualquier sustancia que pretenda atravesarla: la hidrofilia o lipofilia
de los diferentes estratos epidérmicos facilita el pasos de algunas moléculas y retine a
otras; la polaridad de la epidermis y la dermis atrae hacia ellas a moléculas con
diferentes cargas eléctricas. Para salvar el obstaculo epidérmico se han ideado a lo
largo de la historia diferentes estrategias. En nuestro caso hemos analizado cuatro: la
inyeccion dérmica que libera el compuesto en dermis tras atravesar epidermis y
membrana basal; la electroporacién o ionto-electroporacion que facilita el paso de
sustancias a través de la epidermis gracias a abrir los espacios intercelulares actuando
mediante corrientes eléctricas; la utilizacion de microagujas que atraviesan sélo
epidermis y membrana basal haciendo que las moléculas alcancen la unién dermo-
epidérmica. Y, por ultimo se ha analizado el efecto combinado de la electroporacion y
las microagujas. En todos los casos se trata de procedimientos muy poco traumaticos
para el paciente, casi nada molestos o dolorosos y, por tanto, facilmente tolerables y

aceptables para su utilizacién en clinica.

Se ha analizado el comportamiento en la piel de cuatro sustancias (procaina,
ketoprofeno, biotina y cafeina) con diferentes caracteristicas fisicas, quimicas y de
aplicacion en clinica. Seguramente la posibilidad de su absorcion transcutanea abre
posibilidades terapéuticas para estas moléculas u otras relacionadas estructuralmente

con ellas.

Antes de pasar a discutir los resultados obtenidos es conveniente hacer una serie de

consideraciones a propdsito del modelo animal y de las técnicas de estudio utilizadas.
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La piel del cerdo ya ha sido utilizada con éxito en trabajos sobre liberacion de
farmacos, toxicologia dérmica y reparacion tisular (Ferri y Cols., 1995; Quist y Cols.,
2000; Sullivan y Cols., 2001). Ademas actualmente la piel representa el paradigma de
intensas investigaciones en los campos de la adhesion celular, inflamacién y células
madre. Las células de la epidermis humanas son muy heterogéneas y responden de

manera muy diferente a las sefiales extrinsecas (ver Watt, 2014).

Se eligi6 el modelo suino frente a todos mamiferos (especialmente roedores
empleados habitualmente en investigacion como ratones, ratas o conejos) porque
comparten la arquitectura tisular (epidermis dermis e hipodermis) y el ciclo bioldgico
es semejante, en torno a los 30 dias (Weinstein, 1965; Bartek y Cols., 1972; Godin y
Touitou, 2007). Ademads su estructura, ultraestructura y el perfil inmunostoquimico de
piel vellosa del hombre y del cerdo presentan notables similitudes (Mawafy y Cassens,
1975; Meyer y Cols., 1978; Wollina y Cols., 1992; Liu y Cols., 2010; Debeer y Cols.,
2013). No obstante, la mayoria de los autores estan de acuerdo en que hay mucha
variabilidad en la estructura de la piel en funcién de la raza de los animales (ver Liu y
Cols., 2008, 2010; Debeer y Cols., 2013), aunque los estudios sobre la piel de razas de
cerdos domésticos comunes parecen confirmar que es un buen modelo (ver Debeer y

Cols., 2013).

Los resultados obtenidos en el estudio estructural son coincidentes con los de todos
los trabajos consultados y en la piel del cerdo se pueden encontrar los mismos estratos
y elementos celulares que en la piel humana. Pero en base a los datos de la literatura
sobre las uniones intercelulares en la piel humana (Morita y Miyachi, 2003; Yuti y Cols.,
2007; Morita y Cols., 2011; Watt, 2014, Ishiga-Yamamoto y lgawa, 2015) la piel del
cerdo estudiada en nuestro trabajo presenta pocas uniones intercelulares
demostrables mediante ultraestructura; en otras palabras, la epidermis del cerdo seria
mas permeable a las moléculas que intenten atravesarla ya que hay menos uniones
entre las células. A pesar de todo, esta parte de nuestro trabajo (el relativo a la
ultraestuctura de la piel del cerdo) debe de ser reevaluado en profundidad utilizando

las muestras de piel en las condiciones idéneas en este tipo de estudios (perfusion de
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los animales o de los tejidos a estudiar) ya que parte de las diferencias encontradas

pueden deberse a factores técnicos.

Con caracter general, y a los fines del estudio, el modelo de la piel de cerdo puede
considerarse una eleccién correcta, pero su extrapolacion a humanos debe de
realizarse con precaucién ya que la piel humana difiere en funcion de la localizacién, la
edad, la etnia o el sexo (Berardesca y Maibach, 2003; Wesly y Maibach, 2003; Dao y
Kazin, 2007) y todo ello determina variaciones en la farmacocinética cutanea

(Anderson, 2008).

En cuanto a las técnicas de estudio utilizadas, las estructurales y ultraestructurales
fueron las apropiadas, con independencia de los resultados obtenidos al permitir
analizar en detalle la composicion de la piel. Sin embargo, puede considerarse un
fracaso el estudio immunohistoquimico ya que de todos los antigenos que se
pretendieron estudiar en un primer momento (sobre la base de los datos publicados
por Debeer y Cols., 2013), sélo se obtuvo positividad especifica pala la vimentina, la
proteina S100 vy el colageno de tipo IV. No se logré inmunopositividad especifica para
CD34, colageno de tipo Ill, factor de von Willebrand, desmoplakinas y VEGF-R. Ello
puede ser debido a varios posibles factores entre los que se encuentran la
especificidad de los anticuerpos, el procesado de las piezas o las caracteristicas
antigénicas especie-especificas de la piel del cerdo. En estudios posteriores se
pretende retomar este asunto porque puede aportar importante informacion sobre la
biologia de la piel como barrera. En cuanto a la técnica de HPLC utilizada para
determinar las concentraciones cutaneas de los medicamentos estudiados, puede
considerarse como la mas adecuada y ha sido ampliamente utilizada con este

propésito (ver Chen y Cols., 2015; Park et al., 2016).

6.2. Discusion de los resultados

6.2.1. Concentraciones cutaneas de las moléculas
A pesar de que la piel constituye una barrera practicamente infranqueable para el paso

de elementos quimicos (especialmente los hidrosolubles) a su través, ofrece
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potenciales ventajas como via de administracion de farmacos por el hecho de no ser
gastrolesiva o evitar el primer paso hepatico que podria ser responsable de la
destruccién parcial o total de los mismos. Por ello se han desarrollado distintos
métodos para permeabilizarla. El presente estudio parte del conocimiento de que la
via intradérmica vs la via subcutdnea u otras vias parenterales, potencia la actividad de
los farmacos puesto que esta forma de administracién les dota de una farmacocinética
particular que puede llegar a incrementar hasta 20 veces la absorcién de algunas

macromoléculas (Milewski y Cols., 2015; McVey y Cols., 2012; Corbel, 1986).

Los datos aportados por el estudio de las muestras de piel mediante HPLC muestran
diferencias en cuanto a las concentraciones maximas alcanzadas por las sustancias
estudiadas en funcidn de la técnica de permeacion utilizada para su administracion. En
el caso de la procaina, las técnicas electroporacion y de microneegling mas
electroporacién a T30 y T60 so con las que se obtienen concentraciones mas elevadas,
incluso superiores de las obtenidas mediante administracion intradérmica, con la que
se obtienen los valores mas elevados en T15. Para el ketoprofeno, los mayores niveles
se logran suministrandolo por via intradérmica a todos los tiempos estudiados, seguida
por la electroporacidn, las microaguas y la combinacién de estas dos ultimas. En el
caso de la biotina la via intradérmica vuelve a presentarse como aquella con la que se
consiguen valores tisulares mas altos a T30, si bien a T60 parece ser mas efectiva la
administracion mediante microagujas. Finalmente, por lo que respecta a la cafeina,
con la via intradérmica solo se consiguen los niveles del farmaco mas elevados en el
momento mismo de la inyeccién; a periodos de tiempo ligeramente superiores (T15)
es la eficaz la administracion mediante electropracion y microagujas, y para mantener
concentraciones altas a T30 y T60 cualquier via de las estudiadas logra mejores
resultados que la intradérmica. En resumen, si se define la eficacia de una técnica por
la permanencia de la mayor concentracién del producto administrado, a T60 las
técnicas mas eficaces son la electroporacion, las microagujas y las combinacion de las
dos, y la menos eficaz es la via intradérmica. Todos los comentarios anteriores se
refieren a los primeros 60 minutos tras la administracién del farmaco, ya que en los

otros tiempos estudiados (a la semana y las dos semanas) en la piel de los animales
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solo se detectan niveles residuales de las moléculas. Pero se desconoce si niveles tan

bajos son capaces de realizar algun efecto bioldgico o no.

Los resultados de HPLC obtenidos en la piel para el ketoprofeno y la procaina
administrados por via intradérmica, concuerdan con los obtenidos por Binaglia y Cols.
(19814a, 1981b) en lo que respecta a la evolucién de las concentraciones cutaneas de
ambos productos. Sin embargo, si se relaciona la eficacia de un medicamento con la
mayor permanencia en el tejido, a la vista de los resultados se puede afirmar que la
técnica mas eficaz de administracidén a T60 es la de microagujas mas electroporacion,

mientras que la ID aporta mayores concentraciones en tiempos mas cortos.

Las concentraciones cutaneas de los medicamente estudiados en funcién de los niveles
alcanzado y su permanencia en la piel, muestran claras diferencias en cuanto a los
productos vy las técnicas de permeacidn cutaneas utilizadas siendo la via intradérmica
la mejor para la biotina y el ketoprofeno, mientras que la técnica no guarda ninguna
relacién con los niveles tisulares de cafeina y la procaina. El hecho de que procaina y
cafeina compartan propiedades quimicas y fisicas (carga positiva, hidrosolubilidad y
valores de pKa altos) y estas sean notablemente diferentes de las del ketoprofeno y la
biotina (liposolubilidad, cargas negativas y valores de pKa bajos) parece tener
relevancia en lo que respecta a facilitar o dificultar el paso transdérmico, incluso una

vez rebasado el estrato corneo.

La ventaja de utilizar este tipo de administracién transcutdnea es el incremento de la
actividad terapéutica en el tiempo, lo que queda demostrado con la presencia de
cantidades residuales de todos los productos a D7 y D14. Por otro lado, la cantidad de
medicamento administrado no disminuye con el lavado de la zona de piel donde fue
aplicado, como si ocurre con la administracién topica o mediante parches (Takeshi y

Cols., 2014).

Son sorprendentes las diferencias en la concentracion de farmaco y en tiempo en que
se consiguen utilizando dos técnicas que perforan la epidermis y alcanzan diferentes

profundidades en la dermis; es decir, la administracién intradérmica vs. la utilizacién
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de microagujas. Milewski y Cols. (2010) llaman la atencidn sobre el hecho de que una
variaciéon minima en la profundidad a la que se realice la inyeccion modifique tanto la
farmacocinética de macromoléculas, de tal manera que se podria llegar a alterar in
vivo los perfiles farmacocinéticos de los farmacos sin realizar cambios en su
composicidn, simplemente inyectdndolos a diferentes profundidades en la piel. Para
explicar este hecho han sido invocadas las diferencias entre las caracteristicas
microcirculatorias y linfaticas de la dermis frente al subcutis (Harvey y Cols., 2011), que
ya fueron puestas de relieve en trabajos llevados a cabo a finales del siglo XX (Multedo,
1985). Pero, por otra parte, se sabe que la fragmentacién del medicamento que se
administre por via intradérmica, también determina que su efecto terapéutico se vea
incrementado de forma considerable, tal y como fue propuesto por Kaplan y Cols.

(1988) y refrendado recientemente (Wonglertnirant y Cols., 2010).

Es conocido que la combinacién de técnicas fisicas, como lo realizado en el presente
trabajo, contribuye al aumento de la liberaciéon de medicamentos a través de la piel,
pero no hay referencias acerca de su aplicacién in vivo tal y como se ha desarrollado en
este estudio. Si a las estrategias fisicas habituales para incrementar el paso
transdérmico de sustancias activas, se le aflade la administracion intradérmica, la
microperforacion (bien sola o asociada con electroiontoporacién) y la
electroiontoporacion se logra un aumento de la cantidad de farmaco intradérmico que
ademas se mantiene durante mas tiempo; en definitiva, se potencia Ia
biodisponibilidad del producto. La microperforacion es una forma sencilla y
minimamente invasiva de incrementar la absorcidén de sustancias por via percutanea y
representa un método potencialmente Util para otras aplicaciones y otros principios
activos (Stahl y Cols., 2012). La profundidad de los microporos formados con nuestro
protocolo queda limitada a la transiciéon de la epidermis a la dermis con lo que la
sensacion dolorosa que puede producir queda bastante minimizada, siendo una

técnica bien tolerada por personas que padecen de belenofobia.
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6.2.2. Las técnicas de permeacion cutanea utilizadas no producen cambios en
la estructura de la piel

Una de las consecuencias que puede acarrear la administracién de un compuesto por
via transdérmica, es que se ligue de forma mds o menos estable a los componentes de
la matriz extracelular determinando procesos inflamatorios que, en ultima instancia,
produzcan alteraciones en la estructura de la piel que puedan llevar a anomalias en la
epidermis y a la formacion de cicatrices en la dermis. Ademads, una sustancia candidata
a ser suministrada a través de la piel no debe de causar ni adelgazamientos ni
engrosamientos cutdneos en la zona de aplicacién ya que impedirian a este drgano
cumplir con las funciones propias. Los resultados del presente trabajo, obtenidos
utilizando una metodologia de precisidon, demuestran que el espesor de la
dermis/epidermis en los animales a los que se les sometio a las diferentes técnicas de
permeacion no se modifica respecto a los animales normales, si bien se han observado
algunas pequefias diferencias. Estos hallazgos difieren de los obtenidos por otros
autores que describen incrementos variables entre el 140% y mas del 650% en el
grosor epidérmico (Aust y Cols., 2011; Zeitter y Cols., 2014). Seguramente estas
diferencias sean atribuibles a los diferentes protocolos utilizables, que hace que los

resultados no sean comparables.

Cuando se produce una agresion en la piel, esta reacciona mediante un proceso de
curacién que lleva parejos cambios en epidermis y dermis y que dan lugar a una
cicatriz (ver Andrews y Cols., 2016). Si la funcion de barrera de la piel se rompe como
consecuencia de una agresion, se pone en marcha el mecanismo de la cicatrizacién
que discurre en tres fases denominadas fase inflamatoria, fase proliferativa y fase de
remodelacién. Este proceso incluye la participacion de elementos celulares
procedentes de la propia epidermis (queratinocitos, melanocitos y células de
Langerhans), de la dermis (fibroblastos, mioblastos), de los vasos agredidos (plaquetas,
macrofagos, neutréfilos, células endoteliales, etc.), de estructuras anexiales (células
papilares del pelo), del sistema nervioso (neuronas) y de los adipocitos subcutdneos

(Yamaguchi y Yoshikawa).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en esta tesis, ninguna de las técnicas de
permeacion cutanea utilizadas, ni ninguno de los farmacos estudiados, produce una
agresion tal que resulte en un proceso de cicatrizacién. Esta afirmacion se sustenta en
tres observaciones del trabajo. Primero: no se observan cambios en la estructura de la
piel en las preparaciones histologicas. Segundo: la densidad de fibroblastos de la
dermis no cambia como consecuencia de las intervenciones realizadas sobre ella.
Tercero: el lecho vascular, que necesariamente se amplia en los procesos de
reparacion tisular, tampoco sufre cambios objetivables. Obviamente deberia
disponerse de datos sobre las posibles variaciones en la matriz extracelular de la

dermis para confirmar definitivamente esta apreciacién.

6.2.3. La técnica de permeacion cutanea de electroporacion o
electroporacion asociada a microagujas incrementa la densidad de células
dendriticas de la piel

La piel de los vertebrados, incluida la del hombre y la del cerdo, contienen células de
morfologia dendritica que en base a su morfologia, localizacién y perfil antigénico
pueden dividirse en melanocitos y células de Langerhans; las primeras son las
responsables de la pigmentacién de la piel y las segundas son células presentadoras de
antigenos cruciales en el desarrollo de las respuestas inmunes a los patogenos y en la
tolerancia a los propios antigenos (Patel y Metcalf, 2016). Recientemente, Market y
Cols. (2015) y Summerfield y Cols. (2015) han demostrado que las células dendriticas

de la piel del cerdo son equivalentes a la de la piel humana.

Mediante inmunomarcaje con proteina S100 y vimentina, en la piel de cerdo se han
puesto de evidencia dos poblaciones celulares: los melanocitos y las células dendriticas
propiamente dichas o células de Langerhans. El perfil inmunohistoquimico de ambos
tipos de células coincide por el encontrad de Debeer y Cols. (2013). Las dos
poblaciones celulares sufren escasas modificaciones en cuanto a su densidad en la
mayoria de las diferentes condiciones experimentales creadas en este estudio. Sin
embargo, en las muestras de piel que habian sido sometidas a electroporacion se
encontraron mayores cantidades de melanocitos y células de Lanherhans que en la piel

normal y en la piel tratada con el resto de las técnicas de permeacion estudiadas. En
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principio este efecto puede atribuirse al efecto de la corriente eléctrica utilizada en
electro-iontoporacién, pero no se han encontrado en la bibliografia estudios que
avalen o rechacen esta interpretacidon. Son necesarios, pues, ulteriores estudios para
aclarar la posible influencia de los campos eléctricos en la proliferacion y/o migracion
de las células dendriticas de la piel y cuales son las posibles consecuencias sobre la
inmunologia y pigmentacion de la piel. A priori la densidad de melanocitos no parece
lo suficientemente alta como para determinar cambios en la pigmentacion de la piel,

aungue esta afirmacidn es puramente especulativa.

La electroporacion es un método fisico minimamente invasivo utilizado para
incrementar el paso de vacunas DNA a través de la piel intacta y ha demostrado que
induce de forma rapida la respuesta inmune de tipo humoral. Zhao y Cols. (2006) han
comprobado que las células de Langerhans responden frente a estimulos fisicos de
activacion con un incremento de la tasa basal, emigrando fuera de la piel a través de
los linfaticos como si se hubiese producido una presentacién de células T. Estos
autores postularon que el uso de pulsos de electroporacion a través de la piel intacta
se comportarian como si fuesen irritantes quimicos induciendo el éxodo de las células
de Langherans de la piel en el transcurso de las primeras 24 a 48 horas después de la
exposicion al campo eléctrico. Consideraron este hecho como una ventaja mas para
aplicar el método eléctrico cuando se pretende incrementar la migracion de las células
de Langherans con fines de vacunacidn. Para algunos autores, este hecho podria
explicar el mecanismo por el cual la respuesta inmunitaria es mas rapida y efectiva
cuando se lleva a cabo por via transdérmica con apoyo de electroporacién que cuando

se administra la vacunacion por via intramuscular (Smith y Cols., 2014).

6.3. Consecucion de los objetivos y limitaciones del trabajo

Con cardcter general, y salvo en lo que se refiere a los estudios de la piel mediante
técnicas de inmunohistoquimica, los objetivos propuestos al inicio del estudio se han
alcanzado satisfactoriamente. A pesar de ello, y a modo de autocritica, es necesario
exponer cuales son las limitaciones del trabajo. En primer lugar, el nUmero de animales

utilizado fue escaso, pero fue el maximo que consintieron las disponibilidades
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econdmicas del momento. También hubiera sido conveniente realizar un estudio
farmacocinético mas detallado estudiando no solo las concentraciones a los diferentes
tiempo del farmaco en la piel, sino también en sangre periférica y las posibles
diferencias en funcién de las técnicas de administracion utilizadas. E idealmente
realizar el estudio contrario: administrar los fdrmacos por via parenteral y determinar
sus concentraciones en la piel para compararlas con las obtenidas por la aplicacién
transcutanea. Para poder desarrollar todos esos aspectos hubieran sido necesarios, al
menos, 16 cerdos lo que supondria un importante incremento del presupuesto
econdmico para cubrir los gastos de estabulacion, quiréfano y manejo de los animales,
ademas de los estudios analiticos y de reactivos de laboratorio. Muchas veces ideas

interesantes no pueden desarrollarse plenamente por falta la financiaciéon apropiada.

6.4. Perspectivas de futuro

La finalizacion del trabajo de una tesis doctoral representa realmente el inicio en el
mundo de la investigacidn cientifica y necesariamente quedan puntos sin aclarar que
pretendemos abordar en los proximos anos. El presente estudio abre la puerta a
futuras investigaciones sobre la farmacocinética de otras sustancias que administrada
por via transcutanea, eviten su metabolismo rapido por el higado que las hace

ineficaces terapéuticamente.

Y en relacién directa con el tema de esta tesis, seria interesante estudiar mas periodos
de tiempo entre los 60 minutos y los 7 dias, para poder establecer en qué momento
desaparece practicamente el medicamento de la piel, ya que el lapso de tiempo
obviado en el presente trabajo es excesivamente largo. De forma ideal seria de sumo

interés analizar de forma paralela la concentracion del farmaco en piel y en sangre.

Ademas, convendria validar el modelo de la piel de cerdo como la idénea para este
tipo de trabajos, y para ello es necesario realizar un andlisis detallado de la
ultraestructura del 6rgano, centrado sobre todo en las uniones intercelulares de la

epidermis.
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Pero el primer trabajo a realizar, y que nos proponemos abordar proximamente, es el
de la composicion de la matriz extracelular de la dermis y los cambios que se producen
en ella al aplicar las diferentes técnicas de permeacién. Los efectos locales de las
moléculas en la piel estan necesariamente ligados a su unién a componentes de la
matriz extracelular. Para ello, previamente, sera necesario poner a punto la técnica de
inmunohistoquimica para los diferentes componentes de la matriz extracelular y

seleccionar los anticuerpos adecuados.
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7. Conclusiones.

Tras el analisis de los resultados y la oportuna discusién de los mismos, se ha llegado a

las siguientes conclusiones:

1. La piel es una via de absorcion de moléculas de diferentes caracteristicas
organolépticas (procaina, ketoprofeno, biotina y cafeina) y su accién local se
ejerce principalmente antes de los siete dias de su administracion. Las
concentraciones cutdneas mds altas para la biotina y el ketoprofeno, se
obtienen mediante administracién intradérmica; para la cafeina y la procaina,

las cuatro técnicas utilizadas logran concentraciones cutaneas similares.

2. Las concentraciones cutdneas de las moléculas analizadas se mantienen mas
elevadas en el tiempo (durante los primeros 60 minutos de su administracién)
con las técnicas microneedling, electroiontoporacion y la combinacién de
ambas, demostrando que con la via intradérmica no logra las mayores

concentraciones tisulares.

3. Ninguna de las técnicas de permeacién cutanea utilizadas asociadas a las
moléculas producen lesiones estructurales objetivables. Tampoco originan

modificaciones en el grosor relativo de dermis y epidermis.

4. las vias de facilitacion de medicamentos estudiadas, per se,
independientemente de las moléculas que se les asocie, no producen
incremento de la cantidad de fibroblastos (demostrables por la expresion de

vimentina), lo que sugiere que en ningun caso se estimula el proceso cicatricial.
5. La microperforacion es una forma sencilla y minimamente invasiva de

incrementar la absorcidon de sustancias por via percutdnea y representa un

método potencialmente util para la administracion de procaina, biotina,
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ketoprofeno y cafeina. Su efectividad se potencia cuando se asocia a

electroiontoporacion.

La combinacion de electroiontoporacion 'y microneedling causa
concentraciones mas elevadas y persistentes en el tiempo de los productos
estudiados, consiguiendo mantener cantidades mas elevados que las obtenidas

por via intradérmica.

Las técnicas de electroiontoporacion y microneedling mas electroiontoporacion
producen cambios en la densidad de melanocitos y células dendriticas, sin que
ello suponga, a priori, modificaciones a largo plazo ni en la pigmentacion ni en

el espesor de la dermis.
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Anexo 1

Tabla A5.1.- Resultados de la HPLC en las muestras de procaina en el animal 58. Los valores de
la concentracién se expresan en pg/ml.

MUESTRA | ANIMAL | SEXO | ANALITO T2 | TECNICA | CONC.
70 58 H PROCAINA | TO EP 4,3
74 58 H PROCAINA | TO MN+EP 2,5
86 58 H PROCAINA | TO MN 2,8
88 58 H PROCAINA | TO ID 2,2
72 58 H PROCAINA | T15 EP 4,2
78 58 H PROCAINA | T15 | MN+EP 4,0
90 58 H PROCAINA | T15 MN 2,3
92 58 H PROCAINA | T15 ID 4,8
76 58 H PROCAINA | T30 EP 2,9
80 58 H PROCAINA | T30 | MN+EP 5,4
94 58 H PROCAINA | T30 MN 2,0
96 58 H PROCAINA | T30 ID 2,5
82 58 H PROCAINA | T60 EP 3,6
84 58 H PROCAINA | T60 | MN+EP 4,2
99 58 H PROCAINA | T60 MN 0,02
101 58 H PROCAINA | T60 ID 0,05
106 58 H PROCAINA | D7 EP 0,16
107 58 H PROCAINA | D7 MN+EP 0,07
108 58 H PROCAINA | D7 MN 0,09
109 58 H PROCAINA | D7 ID 0,07
146 58 H PROCAINA | D14 ID 0,04
147 58 H PROCAINA | D14 MN 0,06
148 58 H PROCAINA | D14 EP 0,10
149 58 H PROCAINA | D14 | MN+EP 0,05
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Tabla A5.2.- Resultados de la HPLC en las muestras de Ketoprofeno en el animal 69. Los
valores de la concentracion se expresan en pg/ml.

MUESTRA | ANIMAL SEXO ANALITO T TECNICA CONC.
111 69 H KETOPROFENO T0 EP 31,80
115 69 H KETOPROFENO T0 MN+EP 12,90
127 69 H KETOPROFENO T0 MN 22,00
129 69 H KETOPROFENO T0 ID 22,00
113 69 H KETOPROFENO T15 EP 23,60
119 69 H KETOPROFENO T15 MN+EP 8,40
131 69 H KETOPROFENO T15 MN 15,00
133 69 H KETOPROFENO T15 ID 95,10
117 69 H KETOPROFENO T30 EP 23,90
123 69 H KETOPROFENO T30 MN+EP 2,70
135 69 H KETOPROFENO T30 MN 11,80
137 69 H KETOPROFENO T30 ID 81,00
121 69 H KETOPROFENO T60 EP 21,90
125 69 H KETOPROFENO T60 MN+EP 3,70
139 69 H KETOPROFENO 160 MN 5,50
141 69 H KETOPROFENO T60 ID 40,70
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Tabla A5.3.- Resultados de la HPLC en las muestras de de biotina en el animal 68. Los valores
de la concentracién se expresan en pg/ml.

MUESTRA ANIMAL SEXO ANALITO Te TECNICA CONC.
110 68 M BIOTINA TO EP 19,00
114 68 M BIOTINA TO MN+EP 11,20
126 68 M BIOTINA TO MN 32,60
128 68 M BIOTINA TO 1D 149,50
112 68 M BIOTINA T15 EP 20,60
118 68 M BIOTINA T15 MN+EP 7,70
130 68 M BIOTINA T15 MN 38,50
132 68 M BIOTINA T15 ID 280,20
116 68 M BIOTINA T30 EP 18,40
122 68 M BIOTINA T30 MN+EP 8,80
134 68 M BIOTINA T30 MN 23,20
136 68 M BIOTINA T30 1D 232,80
120 68 M BIOTINA T60 EP 18,20
124 68 M BIOTINA T60 MN+EP 7,00
138 68 M BIOTINA T60 MN 37,70
140 68 M BIOTINA T60 1D 30,60
142 68 M BIOTINA D7 EP 1,00
143 68 M BIOTINA D7 MN+EP 0,50
144 68 M BIOTINA D7 MN 0,50
145 68 M BIOTINA D7 ID 0,40
154 68 M BIOTINA D14 EP 0,60
155 68 M BIOTINA D14 MN+EP 0,50
156 68 M BIOTINA D14 MN 0,50
157 68 M BIOTINA D14 ID 0,40
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Tabla A5.4.- Resultados de la HPLC en las muestras de cafeina en el animal 59. Los valores de
la concentracién se expresan en pg/ml.

MUESTRA | ANIMAL | SEXO ANALITO T TECNICA CONC.
71 59 M CAFEINA T0 EP 4,40
75 59 M CAFEINA T0 MN+EP 3,99
87 59 M CAFEINA T0 MN 8,64
89 59 M CAFEINA T0 ID 19,08
73 59 M CAFEINA T15 EP 6,32
79 59 M CAFEINA T15 MN+EP 3,41
91 59 M CAFEINA T15 MN 5,63
93 59 M CAFEINA T15 ID 4,10
77 59 M CAFEINA T30 EP 6,34
81 59 M CAFEINA T30 MN+EP 6,27
95 59 M CAFEINA T30 MN 6,85
97 59 M CAFEINA T30 ID 3,91
83 59 M CAFEINA T60 EP 2,02
85 59 M CAFEINA T60 MN+EP 5,93
98 59 M CAFEINA T60 MN 0,15
100 59 M CAFEINA T60 ID 0,07
105 59 M CAFEINA D7 ID 0,02
103 59 M CAFEINA D7 EP 0,07
102 59 M CAFEINA D7 MN+EP 0,10
104 59 M CAFEINA D7 MN 0,11
150 59 M CAFEINA D14 MN+EP 0,07
151 59 M CAFEINA D14 EP 0,04
152 59 M CAFEINA D14 MN 0,04
153 59 M CAFEINA D14 ID 0,03
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Tabla A5.5.- Estadistica descriptiva de los valores de la superficie y el espesor de la dermis y la epidermis en los

experimentos con las técnicas MN y MN+EP en los tiempos TO, T60, D7 y D14 en cada uno de los animales elegidos para la
medicion. Muestras correspondientes al animal 58

Animal 58
Técnica

86-4xder MN
86-4xepi MN
74-4xder  MN+EP
74-4xepi MN+EP
99-4xder MN
99-4xepi MN
84-4xder  MN+EP
84-4xepi MN+EP
108-4xder MN
108-4xepi MN
107-4xder MN+EP
107-4xepi MN+EP
147-4xder MN
147-4xepi MN
149-4xder MN+EP
149-4xepi MN+EP

T®

T0
T0
T0
T0
T60
T60
T60
T60
D7
D7
D7
D7
D14
D14
D14
D14

Superficie
Area
11680168,3
901643,16
12508177,2
828151,37
11580564,6
627845,02
10813530,9
682175,22
10726667,7
717028,36
11381194,5
856959,91
10946878,5
738652,57
11102247,2
661884,07

Mean
1245,59
97,03
1527,94
103,7
1245,73
85,11
1328,49
93,42
1141,3
93,72
949,01
105,58
1095,13
89,96
1424,8
100,75

StdDev
416,24
30,63
339,82
19,81
388,55
24,08
444,38
18,26
333,18
30,6
303,33
38,79
425,33
18,19
391,28
23,92

Espesor
Mode Min
1641,46 36,09
97,52 6,38
1829,2 46,01
108,31 9,02
1471,15 46,01

83,2 12,76
1835,06 51,04
82,88 6,38
1403,69 28,53

89,13 12,76
1314,95 46,01
183,93 6,38
1521,11 40,35

83,16 9,02
1766,6 25,52
101,85 9,02

Max
1644,61
195,29
1832,69
137,73
1556,72
170,24
1838,55
128,4
1406,38
189,69
1317,44
196,96
1524,01
140,36
1770,01
165,88

Median
1246,31
94,85
1579,61
104,64
1421,47
79,94
1409,16
94,2
1331,51
88,63
956,4
99,66
1272,49
88,86
1586,4
99,86
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Tabla A5.6.- Estadistica descriptiva de los valores de la superficie y el espesor de la dermis y la epidermis en los
experimentos con las técnicas MN y MN+EP en los tiempos TO, T60, D7 y D14 en cada uno de los animales elegidos para la
medicion. Muestras correspondientes al animal 59

Animal 59
Técnica T2  Superficie Espesor

Area Mean StdDev Mode Min Max Median
87-4xder MN TO 13185457,7 1199 362,41 1502,86 63,8 1505,68 1339,01
87-4xepi  MN TO  659624,98 94,44 21,14 102,09 14,27 155,23 91,35
75-4xder MN+EP TO 9023921,25 1125,48 348,96 1439,19 63,8 1441,88 1306,83
75-4xepi MN+EP TO 566106,62 87,27 15,87 82,75 6,38 134,59 86,78
98-4xder MN T60 10100511,9 1096,64 366,78 1583,39 46,01 1586,4 1046,4
98-4xepi MN T60 623988,28 86,81 23,38 83,17 6,38 147,29 82,19
85-4xder MN+EP T60 13657873 932,71 378,02 1380,25 46,01 1382,86 934,62
85-4xepi MN+EP T60 740952,37 90,48 20,64 76,66 6,38 159,5 86,78
104-4xder MN D7 10588801,9 1056,09 406,75 1418,32 72,18 1420,95 1337,06
104-4xepi MN D7 775021,95 90,52 37,7 76,86 9,02 217,01 82,94
102-4xder MN+EP D7 9032428,47 1352,21 448,3 1759,81 54,14 1763,14 1598,82
102-4xepi  MN+EP D7  824457,45 95,76 27,36 95,74 6,38 154,44 95,7
152-4xder MN D14 10308633,5 1298,01 473,43 1691,97 36,09 1695,21 1604,77
152-4xepi MN D14  775398,47 85 27,68 71,21 6,38 169,88 82,94
150-4xder MN+EP D14 10895957,3 1119,62 348,33 1500,76 63,8 1503,57 1135,93
150-4xepi MN+EP D14  879937,54 116,54 33,5 115,1 6,38 200,34 108,65
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Tabla A5.7.- Estadistica descriptiva de los valores de la superficie y el espesor de la dermis y la epidermis en los

experimentos con las técnicas MN y MN+EP en los tiempos TO, T60, D7 y D14 en cada uno de los animales elegidos para la
medicion. Muestras correspondientes al animal 68

Animal 68

126-4xder
126-4xepi
114-4xder
114-4xepi
138-4xder
138-4xepi
124-4xder
124-4xepi
144-4xder
144-4xepi
143-4xder
143-4xepi
156-4xder
156-4xepi
155-4xder
155-4xepi

Técnica

MN
MN
MN+EP
MN+EP
MN
MN
MN+EP
MN+EP
MN
MN
MN+EP
MN+EP
MN
MN
MN+EP
MN+EP

Te

T0
T0
T0
T0
T60
T60
T60
T60
D7
D7
D7
D7
D14
D14
D14
D14

Superficie
Area
10082398,5
665791,69
10208215,8
827347,46
9698718,8
632017,22
9681948,58
842296,15
8655505,73
756481,1
8894847,6
676761,53
8910640,91
689797,11
10727481,8
946763,99

Mean
907,36
98,86
1097,92
92,83
868,51
80,45
1027,32
103,87
932,54
83,63
907,91
97,17
1323,34
92,16
1139,53
126,55

StdDev
277,4
22,3
365,84
17,12
332,88
15,67
322,5
34,52
291,18
26,67
331,29
40,97
347,27
30,79
332,84
33,99

Espesor
Mode Min
1269,05 38,28
88,76 9,02
1480,56 54,14

91,11 12,76
1240,68 28,53
86,61 12,76
1404,28 63,8
173,23 9,02
1212,61 51,04
77,07 6,38
1338,68 54,14
197,51 6,38
1674,35 18,05
70,23 12,76
1494,26 63,8
108,22 12,76

Max
1271,46
154,31
1483,35
137,73
1267,29
119,87
1406,9
173,55
1214,88
150,57
1341,2
197,88
1677,59
168,44
1497,06
205,95

Median
930,78
99,04
1170,86
91,35
924,11
77,62
1057,23
92,89
1034,82
76,83
970,52
83,92
1374,29
88,63
1247,94
121,22
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107.  Mesoterapia corporal: eleccion de los principios activos mas eficaces. XXl Jornadas
Mediterraneas de confrontaciones terapéuticas en Medicina y Cirugia Cosmética. Sitges del
16 al 18 de Mayo de 2014.

108.  Valoracion del efecto de nuevas combinaciones de agentes exfoliantes. XXl Jornadas
Mediterraneas de confrontaciones terapéuticas en Medicina y Cirugia Cosmética. Sitges del
16 al 18 de Mayo de 2014.

109. Protocolos combinados de rejuvenecimiento facial: peelings, hilos tensores y aplicacién
de acido hialurénico. XIll Congreso de la Sociedad Espaola de Medicina
Antienevejecimiento y longevidad. Sevilla, 2, 3 y 4 de Octubre de 2014.

110.  Tratamiento combinado de la flacidez de brazos con hilos PDO, inyecciones
intradérmicas y carboxiterapia. Comunicacién Libre. XXX Congreso de la Sociedad
Espanola de Medicina Estética. Malaga, Febrero de 2015.

111.  Mesoterapia, mito o realidad. Una revisién critica. 7° Curso Internacional de
Dermatologia Estética y Cosmética. Sevilla 9, 10 y 11 de abril de 2015.

112. Combinacién de agentes exfoliantes en el tratamiento de las hiperpigmentaciones y el
envejecimiento cutaneo de moderado a severo de grado Il y IV. Estudio clinico
observacional multicéntrico. XXIIl Jornadas Mediterraneas de Confrontaciones Terapéuticas
en Medicina y Cirugia Cosmética. Sitges del 8 al 10 de Mayo de 2015.

113.  Acido tranexamico y otros agentes despigmentantes. Aplicacién con microneedling.
Taller en “Clinica en marcha”. XXXI Congreso de la Sociedad Espariola de Medicina

Estética. Malaga Febrero 2106.

Otras Experiencias Profesionales: traducciones médicas

1. Los sindromes ligamentarios iliolumbares y sacroiliacos. Original en francés del Dr. P.
Malafosse. Publicada en: B.S.E.M.M. |12 época, n? 3, 1996: 27-32.

2. La Mesoterapia lenta (mesoperfusién). Original en francés del Dr. Jean Pierre Martin.
Publicada en: MesoEstetic, 1997, vol 1; 1: 17-22 (I parte) y MesoEstetic, 1997, vol 1; 2: 15-
24 (Il parte).
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3.

El Artecoll ®. Historia, composicién y aspectos histologicos. Técnica de inyeccion.
Comparacién con otros productos. Original en francés del Dr. Bernard Hertzog. Publicado
en: MesoEstetic, 1997, vol 1; 3: 51-56.

Tratamiento del envejecimiento cutaneo por Mesoterapia asociada a la mascarilla bio-
térmica de vitamina A acida. Original en francés del Dr. Jean Pierre Martin. Publicada en:
MesoEstetic, 1998, vol 1; 4: 12-23.

La Mesoterapia, sus aplicaciones en medicina estética y actitud terapéutica del médico.
Original en francés del Dr. Bernanrd Hertzog. Publicada en: MesoEstétic, 1998. vol 2; 1: 24-
37.

Pertenencia a Sociedades Cientificas

© N o o &

9.

10.
11.
12.

Colegiado en el llustre Colegio Oficial de Médicos de Asturias con el nimero 3305002.
Miembro de la Seccién Colegial de Médicos Acupuntores, Homedpatas y Naturistas del
ICO de Médicos de Asturias.

Socio fundador y Presidente de la Asociacion Médica de Mesoterapia Iberoamericana
(AMMIA) www.ammia.org

Socio fundador y vocal de la Sociedad Asturiana de Medicina Cosmética y Estética.
Miembro de niimero de la Sociedad Espafola de Medicina Estética.

Miembro de niimero de la Sociedad Espafola de Medicina y Cirugia Cosmética.

Miembro de nimero de la Sociedad Espafiola de Medicina Homeopatica.

Miembro de niimero de la Sociedad Francesa de Mesoterapia.

Miembro de nimero de la Sociedad Italiana de Mesoterapia.

Miembro de nimero de la Federacién Espanola de Medicina Deportiva.

Miembro de Honor de la Asociacion Espafola de Linfodrenaje Manual Vodder.

Miembro del Comité Cientifico de la Sociedad Internacional de Mesoterapia.
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