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INTRODUCCION



1.1.— REOLOGIA.

Las preparaciones farmacéuticas fluidas se pueden
considerar como materiales que se deslizan, no teniendo
capacidad para mantener su estado original si no estéan
contenidos en un recipiente. Aquellos sistemas que
realmente fluyen desde frascos son claramente fluidos. Las
pomadas 0 pastas, que retienen su estado después de 1la
extrusién de un tubo, estdn asociadas con semisdlidos

farmacéuticos (1).

El estudio de 1é deformaciétn y flujo de los materiales
se dénomina Reologia (1 - 11). Esta parte de 1la Fisica
describe como ‘se deforma un cuerpo sometido a esfuerzos
producidos .por fuerzas externas. Los sblidos ideales se
comportan elasticamente, es decir, la energia de
deformacidn se recupera totalmente cuando desaparece el
esfuerzo. Por su parte, los fluidos ideales se deforman
irreversiblemente, por tanto, fluyen (1). En ellos su
energia se disipa en forma de calor sin que se pueda
recuperar al desaparecer el esfuerzo. En un estado
intermedio 1los cuerpos reales, no son ni s6lidos ni

liquidos ideales (2); desde un punto de vista reolégico, se



comportan como s6lidos si conservan su forma y volumen V

como liquidos si mantienen su volumen (3).

La expresién matemAdtica que representa las fuerzas
fisicas que causan el movimiento es el esfuerzo; sus
dimensiones son fuerza por unidad de superficie. Cuando un
material se somete a una tensidn éste se deformara en mayor
o menor proporcién; si se trata de un fluido su alteraciédn
sera continua, fluira. Por tanto, los factores
fundamentales son 1la deformaci6én y la velocidad de 1la
misma. El primero de ellos es esencialmente un movimiento
relativo, determinAdndose por gradientes de desplazamiento;

igual ocurre con la velocidad de deformaciodn.

Para una mejor comprensién de los aspectos fisico-
quimicos que rigen los procesos reoldgicos habra que hacer
algunas observaciones previas a la evaluacidén mateméAtica de
dichos procesos. Asi, 1las ecuaciones reoldgicas de estado
se formulan generalmente por razonamiento inductivo y, por
ello, representan modelos idealizados de respuesta del
material. Es interesante, dentro de este contexto,
mencionar asimismo que 1la mayoria de las suposiciones
realizadas se basan en que el material es continuo, es

decir, se asume que todas las propiedades del material son



constantes en cada punto o que sus propiedades son iguales

en todas las partes del sistema (4).

Por su parte, 1la temperatura y la determinacién de su
dependencia son también aspectos importantes para la
caracterizaciétn completa de la reologia de los materiales

(2, 4).

A partir de -estas consideraciones derivan toda una
serie de ecuaciones reolfdgicas que se aplican para la
resoluciétn de problemas de deformacidén y flujo. Si bien
antes de expresar 1las relaciones generales entre el
esfuerzo y 1la deformacidén, se pueden entender mejor las
propiedades reoldgicas de un material considerando su
comportamiento en un estado particular simplificado,

denominado "cizalla simple" (4).

Supongamos un material contenido entre dos planos
paralelos, uno de los cuales es estacionario, estando el
otro obligado a moverée en si mismo sometido a una fuer:za
"F*" .que actla paralela al plano (Figura 1). Esta fuerza,
que tiene un area "A", produce un esfuerzo constante Tt=F/A
(1, 4 -6, 11, 12), también denominado tensidén de empuje
(t) (7), que es uniforme a través del material en estado

estacionario.
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Figura 1.— Flujo laminar de un fluido contenido entre dos
placas paralelas.

El desplazahiento dél plano superior se produce por un
alejamiento relativo de todos sus elementos en la direccién
‘X", originando una deformacién (4, 5). El segundo plano,
adyacente al anterior, es arrastrado por friccidén, pero su
velocidad es reducida por la resistencia subyacente. Cuanto
mas lejos estén 1los planos 1liquidos de 1la placa en
movimiento, menor sera su velocidad (3). Si el
desplazamiento de un elemento dado, situado a AY, es A X,
la deformacién por cizalla viene dada por P =0 X / AY
(2, 4, 5). Las propiedades mecéanicas de un sistema definen

una relacién tUnica entre esfuerzo y deformacién.



En un fluido en estado estacionario un esfuerzo
constante sobre el plano ocasionara una velocidad
constante, "V* (4, 5). Con el tiempo, todas las capas
excepto la del fondo sufren alteraci6tn infinita. La
velocidad con que se produce ésta es 1la diferencia
existente entre un fluido v otro (3). En consecuencia, 1la
deformacidn puede ser descrita por la velocidad de cambio
del cizallamiento frente alytiempo y es referida como

velocidad de cizalla (2, 4 - 6, 8, 11).

Bajo un estado de éizalla simple, los materiales pueden
ser clasificados reoldgicamente con respecto a su
comportamiento esfuerzo cortante — deformacién por cizalla,
desarrollandose diversas expresiones. Estas representan
"modelos" idealizados que definen estos cuerpos, pero no
garantizan la reproduccidn exacta del comportamiento de los
materiales reales. Sin embargo, muchos de ellos muestran
una representaci6tn bastante adecuada de la situacidn de

fiujo de un gran nimero de sistemas.

A partir del planteamiento realizado anteriormente, se
va a particularizar en las respuestas de diversas clases de
materiales bajo ciertas condiciones especificas impuestas

en deformaciones sencillas (caso de cizalla simple).



Sin embargo, en la evaluaciétn préactica de tales
magnitudes al utilizar un viscosimetro, no puede hablarse
de cizalla simple, situacién idealizada, sino mas bien del
"Flujo Viscosimétrico"; este se define como aquel en el que
la deformacidén que experimenta un elemento dado en un
fluido, es indistinguible de la experimentada en cizalla

simple estacionaria.

Para muchos fluidos, 1las medidas del esfuerzo cortante
y velocidad de cizalla indican una proporcionalidad directa

entre los dos:

T=u?p P

donde n, coeficiente de proporcionalidad, es una propiedad
reoldégica del material denominada viscosidad (4, 5) o
viscosidad dinadmica (2). Se define como la fuerza necesaria
para vencer la resistencia opuesta por el rozamiento
interno (7). Igualmente, se expresa la viscosidad

cinematica (2, 4, 11) "v* de un fluido como:
v=mnu/p _ |IT|

donde "p" es la densidad del mismo.



Los materiales en los que la relaci6n de tensidn de
empuje a velocidad de cizalla es constante, es decir,
independiente de 1la magnitud del esfuerzo cortante o
velocidad de cizalla, se denominan newtonianos (1-6, 9, 12-
14), también 1l1llamados cuerpos viscosos ideales (7). La
mayoria de los fluidos de estructura simple, compuestos de
moléculas relativamente simples en una sola fase, se
comportan como tales (4). Por otra parte, cualquier fluido
para el que la relaciétn entre la tensidén de empuje vy 1la
velocidad de cizalla no pueda ser descrita por la ecuacidn

anterior, se define como no newtoniano (1, 2, 4 - 6, 9, 13,

14). Muchos fluidos complejos, incluyendo aquellos que
contiehen grandes moléculas (polimeros), suspensiones,
emulsiones, etc., pertenecen a este grupo. La mayoria de

estos sistemas no son viscosos puros. $Sin embargo, pueden
realizarse medidas de esfuerzos cortantes y velocidad de
cizalla en flujos de cizalla estacionaria; 1la relacidén de
estas cantidades puede definirse como una caracteristica
reoldégica analoga a la viscosidad newtoniana. Aunque esta
relacidén de tensidn de empuje a velocidad de cizalla no es
constante, define wuna funcién que se denomina viscosidad

aparente o funcién de viscosidad (1 , 4 - 6):

M(p) =t /p | 111



Estos fluidos no newtonianos pueden ser clasificados
por la forma en la que el esfuerzo cortante varia con 1la
velocidad de cizalla, o en términos de la variacién de 1la
viscosidad aparente con el esfuerzo cortante o velocidad de
deformacidén. Una de las clasificaciones mas comunes es la

que a continuacidén se indica:

Pseudoplasticos: Estos materiales muestran un descenso
en la viscosidad aparente segin aumenta la velocidad de
cizalla (1, 2, 7, 10, 12 - 15). Las causas del flujo
pseudoplastico son la ruptura progresiva de la estructura
del medio 1liquido cuando el esfuerzo aumenta vV la
reconstruccidén de dicha estructura mediante movimiento

browniano (3).

Los materiales que presentan este comportamiento, se
hacen mas liquidos cuanto mas réapidamente se mueven, sobre
todo en sistemas coloidales, soluciones de polimeros vy

dispersiones s6lido/liquido floculadas {(1).

bilatantes: Hay algunos materiales que parecen
expandirse o "dilatarse" cuando se someten a esfuerzos
cortantes. Tienden a aumentar su viscosidad aparente con la
velocidad de cizalla a causa de esta dilatacién (1, 7 - 10,

12, 14).
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Estructurales: Este grupo esté caracterizado por tres
regiones diferenciadas: una newtoniana a bajas velocidades
de cizalla; una no lineal a velocidades intermedias; y otra

regiétn newtoniana a altas velocidades de deformacién.

En fluidos no newtonianos 1la descripcién del
comportamiento esfuerzo cortante-velocidad de cizalla, en
cizalla estacionaria, ha sido fundamentalmente empirica. La
mayoria de los materiales de mayor interés son
extremadamente complejos y actualmente las teorias
moleculares estan muy simplificadas y son inadecuadas para
describir el comportamiento real. De aqui que, en el
momento presente, las observaciones experimentales

representen la fuente de informacién reoldgica mé&s fiable.

A continuacién se exXponen algunos de 1los modelos
empiricos mas comunes que han sido wutilizados para
representar las diversas <clases de comportamiento no
newtoniano observadas:

~ Modelo de OSTWALD-DE WAELE (1, 3, 4, 12, 13):

T=K?V | 1V]
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dénde: n = indice de flujo o indice de la desviacién del
comportamiento newtoniano de flujo.
K = indice de consistencia
para n =1, el modelo es newtoniano ( K = u )
n <1, el modelo es pseudopléastico

n>1, el modelo es dilatante

Los fluidos que son no newtonianos muestran
generalmente no s6lo una viscosidad dependiente del tiempo

de cizalla, sino uno o mas de los siguientes fenbtmenos:

— Plasticidad

Estructura dependiente del tiempo

- Viscoelasticidad
A continuaci6tn se explican algunos de estos conceptos:

La plasticidad es un fentmeno que muestran ciertos
materiales que se comportan como sélidos elasticos,
almacenando una cierta cantidad de esfuerzo cuando se
someten a una tensidén de empuje mas pequefia que un cierto
valor umbral (t.) (4, 5, 10 , 13). Igualmeﬁte la describen
los liquidos de wviscosidad estructural que poseen
adicionalmente un 1limite de fluidez (2). Para esfuerzos
superiores al umbral, el material se deforma continuamente

como un fluido, siendo la tensidén de empuje una funcidén
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lineal (BINGHAM) (1, 3 -5, 7, 13), o no lineal (CASSON)

(7) de la velocidad de cizalla.

Comportamiento reoldgico dependiente de la velocidad y
tiempo de cizalla: el ajuste de la estructura del fluido en
funciétn de la velocidad de deformacidn requiere una
cantidad significativa de tiempo; se aprecia qué la
viscosidad medida en un experimento en cizalla simple no
varia s6lo con la velocidad, sino también con el tiempo

(4, 5).

u=u(p, t) | V|

Si la viscosidad desciende con el tiempo, el material

se define como tixotroépico (1, 3 - 5, 7, 14). Por el
contrario, si aumenta, se dice que es reopéctico o
antitixotrodpico.

Aunque el término tixotropia fue originalmente acuiiado
para describir una transicién gel-sol (s6lido-liquido)
isotérmica y reversible debido a una agitacidén mecénica, en
el momento presente existe un acuerdo generalizado en
denominar tixotropia a un descenso continuo de la
viscosidad aparente con el tiempo de <cizalla vy la

subsiguiente recuperacién de viscosidad cuando cese el



13

flujo (16). En consecuencia, el material debe permanecer en
reposo por un tiempo suficientemente largo antes de que el
experimento citado se lleve a cabo (2, 4, 5). A partir de
la definicidén de tixotropia se pueden investigar técnicas
experimentales para detectarla y evaluarla en los
materiales reales. Puesto que se estan buscando efectos en
funcién del tiempo, es 16gico esperar que medidas

transitorias proporcionen informacioén Gtil.

La tixotropia siempre presupone alglin proceso molecular
o0 microscdpico que modifica la consistencia. En ausencia de
flujo, 1las moléculas o particulas est&dn enlazadas por
fuerzas maAs bien débiles; bajo cizalla, 1las fuerzas
hidrodinamicas son 1o bastante intensas como para romper
dichas uniones. Por otro lado, la reduccidén en el tamafio de
enlaces estructurales asociados, se corresponden con una
resistencia mas pequefia al flujo. En el caso de
dispersiones coloidales, el proceso sugerido viene
determinado por las fuerzas de atraccidn entre las
particulas. Donde quiera que haya un balance apropiado
entre 1las fuerzas de atraccidn (Van der Waals) y 1las de
repulsidén (electrostaticas y estéricas), podré tener lugar
una débil coagulacién. El resultado es la formacidn de
grandes fléculos aislados o una estructura sencilla a

través de todo el material. En el primer caso, puede
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esperarse un comportamiento semejante al de un 1liquido a
bajas velocidades de cizalla. El segundo da lugar a 1la
aparicién de un esfuerzo umbral que ser&d el esfuerzo

requerido para romper el entramado de particulas.

La tixotropia y pseudoplasticidad pueden ser producidas
por las particulas esféricas. Asi, el comportamiento tipo
gel, a bajas concentraciones, puede entenderse en términos

de un entramado de cadenas de esferas.

1.1.1.— Técnicas para mediciones reoldgicas.

En este apartado se indican los aspectos bésicos de

algunos instrumentos de uso coman.

Es necesario elegir un viscosimetro apropiado para los
limites de viscosidad que se prevean para una aplicacion
determinada. E1 instrumento debe suministrar la informacién
reologica requerida en el rango deseable de deformacidn,

tiempo bajo esfuerzo v temperatura.

Los peligros inherentes a la medici6tn de la viscosidad
aparente de un material surgen, bien al determinar la misma
a una sola velocidad de deformacidén en lugar de cubrir un

amplio rango, o bien dentro de 1los 1limites de esta
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velocidad. En ambos casos se pueden obtener resultados

erréneos (2).

Uno de 1los procedimientos mas usuales para medir 1la
viscosidad se basa en la velocidad de flujo de un liquido a
través de un orificio o un conducto de geometria simple,
caracteristica de fluidos newtonianos. E1 otro método
depende de 1la resistencia a la rotaciétn de un cuerpo

metadlico en contacto con el liquido o sumergido en &1 (3).
1.1.1.1.— Viscosimetros rotatorios.

El principio‘del viscosimetro de rotacién, en unidén a
sistemas de medicién por cilindros coaxiales y plano/cono,
permite la construccién de viscosimetros absolutos de
excelente calidad vy aplicaciones mualtiples (3, 5). El
primero de ellos corresponde a una modificacion del modelo
de placas planas paralelas de Newton, en el que dichas
placas han sido curvadas formando asi un cilindro interior
y otro exterior. Estas condiciones conducen a un flujo
laminar y permiten un tratamiento mateméatico del problema

de medicidn (2).

Estos aparatos 'se basan en el hecho de que un cuerpo

s6lido rotativo sumergido en un liquido est& sujeto a una
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fuerza de retardo, debida al arrastre viscoso, que es
proporcional a la viscosidad del liquido. Las ventajas de
estos instrumentos son que la velocidad de deslizamiento
puede variarse dentro de una amplia gama de valores v que
pueden hacerse mediciones continuas a una velocidad o a una
fuerza de deslizamiento dadas durante un gran periodo de

tiempo.

Durante el funcionamiento toda la muestra liquida estéa
en rozamiento. Su temperatura asciende poco a poco a medida
que la energia usada para vencer su resistencia viscosa se
transforma en calor. Por tanto, cuanto mayor sea este
parametro, mayor ser&d el aumento de calor. Como 1la
viscosidad de los liquidos depende mucho de 1la temperatura,
es esencial el control exacto (3) de la misma. De este tipo

de viscosimetros se indican las dos versiones siguientes:

a) Sistema Searle: el <cilindro interior b—a menudo
1lamado rotor- gira con un namero de revoluciones
constante o wvariable segin un programa. Ely cilindro
exterior, también llamado vaso de medicién, permanece en
reposo. El1l rotor al girar, provoca el flujo del 1liquido que
se encuentra en la ranura anular entre los cilindros. La
resistencia del 1liquido cizallado es proporcional al

momento de giro, dependiente de la viscosidad. Entre el
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motor de accionamiento y el eje del cilindro interno esté
colocado un elemento de medicidén para este momento de giro,
normalmente un resorte de acero que se torsiona. Esta
torsion es una' medida directa de la wviscosidad de 1la

sustancia en estudio (2).

b) Sistema Couette (también 1liamado de cilindros
coaxiales): el material se introduce en una brecha anular
entre el huso cilindrico interno y una cubeta redonda
externa, concéntrica a la anterior (1, 3, 5, 11). El
cilindro exterior gira con un nimero de revoluciones
definido e impulsa en la ranura para fluir al liquido. E1
desplazamiento angular estaria a la altura de la torsién
sobre el cilindro (1). La resistencia del fluido al
cizallamiento transmite un momento de giro proporcional a
la viscosidad. Este cilindro rotaria como el exterior, si
no se le impidiese hacerlo (2). En la literatura no se hace
distincidén a menudo entre viscosimetros Searle y Couette.
Se suele denominar a ambos sistemas como Couette (1, 3,
7). En el futuro se tendra que distinguir, segin las normas
de la Sociedad Internacional para Reologia, entre 1los

sistemas Searle y Couette (2).
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El viscosimetro sincrénico de BROOKFIELD (5, 10, 12,
16 - 18), basado en el sistema Searle, mide 1la tracciédn
viscosa ejercida sobre un huso que gira en el 1liquido
contenido en un vaso, siendo la velocidad de deslizamiento
muy variable en toda la muestra. Cada instrumento tiene un
juego de husos <cilindricos o discos intercambiables de
diémetro diferente, que se usan para liquidos de
viscosidades variables {3). El eje es impulsado por un
rotor sincrénico (1, 7) a través de un alambre de torsiodon
de berilio-cobre. El grado en el que el resorte se une a un
nimero dado de revoluciones por minuto, est& sefialado por
un indicador sobre un dial calibrado en unidades de fuerza

de rotacién (3).

Los viscosimetros cono/placa o platina consisten en un
cono rotatorio de Aangulo muy obtuso y una placa plana
inferior estacionaria, elevada hasta que el Apice del cono
apenas toque su superficie. El liquido llena la estrecha
brecha triangular entre ambos. El cono funciona a
velocidades controladas que puéden variarse continuamente.
El arrastre wviscoso sobre éste ejerce una fuerza de
rotacién sobre un dinamdémetro que es proporcional a 1la
presidn de deslizamiento. E1 angulo ® , formado por el cono
vy la placa, es generalmente menor de 3° y el ancho promedio

de la brecha es menor de 2 mm. Esto produce una velocidad



19

uniforme de deslizamientco en toda la muestra, expresada por

Q/6 (3, 19).

Cuando un maferial se estudia dentro de limites amplios
de velocidad de deslizamiento, puede usarse mas de un
viscosimetro. En estos casos las curvas de flujo,
representadas como esfuerzo cortante frente a velocidad
maxima de deformacidén, producen una sola curva para un
material dado a una temperatura determinada, aunque 1los
instrumentos utilizados sean de diferentes dimensiones e

incluso estén basados en principios diversos.

Una variante de la expresiétn matemética usual de fuer:za
de cizallamiento, T, y velocidad de cizalla, ¥ , admite la
existencia de un fluido newtoniano, debido a la situacién
del cilindro externo e interno. En este caso, se pueden
considerar dos alternativas del promedio de esfuerzo vy
velocidad de cizalla en el vacio entre ambos cilindros.
Estas son las medias aritmética y geométrica de los valores

de las paredes de ambos cilindros.
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1.1.1.2~- Representacidén grafica de datos reoldgicos.

1.1.1.2.1.— Curvas de fliluidez.

La relacidon entre esfuerzo cortante y gradiente de
velocidad, que describe el comportamiento de fluidez de un
liquido, se representa en un diagrama en donde T viene en
ordenadas vy p en abcisas o wviceversa (1, 2, 5, 6)
obteniendo en ambos casos un reograma (7). Este diagrama se

denomina también curva de fluidez, figura 2 (2).

1.1.1.2.2.- Curvas de viscosidad.

Otra representacidn usual es aquella donde p se traza

frente a VY . Esta se denomina curva de viscosidad, figura

3 (2).
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Figura 2.— Curvas de fluidez caracteristicas de los
distintos comportamientos no newtonianos.
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Figura 3.~ Curvas de viscosidad caracteristicas de 1los
distintos comportamientos no newtonianos.
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1.2.— ESTADOS DEGENERATIVOS.

Todo ser wvivo sufre una serie continua de periodos
relacionados con cambios bioquimicos y fisiolbébgicos desde
el nacimiento hasta el momento de morir (20). Es un
fenbmeno bioldgico 'complejo que se ha observado en todos
los organismos multicelulares estudiados (21, 22) vy que
deriva de la pérdida de informacién a nivel celular (23), o

envejecimiento celular.

La causa fundamental de este proceso es una reaccidn de
las células con productos derivados del oxigeno (24). Por
tanto, 1la teoria de los radicales libres es el factor

desencadenante de muchos fendtmenos degenerativos.

1.2.1.—- Antecedentes histéricos.

El concepto de radical libre en sistemas bioldégicos ha
tenido una trayectoria confusa. En 1986, OSTWALD declard
que - "la misma naturaleza de radicales orgénicos es tal que

excluye la posibilidad de aislarlos*.

El interés sobre reacciones de especies reactivas
comienza en el afilo 1930 con los estudios de KHARASCH vy

MAYO, sobre la adicién anti-Marcovnikov de HBr al propano,
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v WATERS y HEY que aclaran el mecanismo de la sustitucidn
aromatica homolitica. MICHAELIS, en 1939, publica su famosa
prediccién de que "todas las oxidaciones de moléculas
orgadnicas envuelven radicales 1libres como intermedios®
(25). Esta generalizaci6tn viene seguida por la demostraciéon
de WESTHEIMER y otros en 1la que indica que algunas
reacciones redox, bioldgicamente importantes, no envuelven

especies reactivas.

En los afios 60, GERSCHMAN v HARMAN establecen la teoria
gerontolégica de los radicales libres. La primera de ellas
propuso, en ’1962, que un ligero desequilibrio entre las
oxidaciones no controladas y las defensas antioxidantes
puede ser un factor clave en el envejecimiento. Por su
parte, HARMAN atribuye un papel a los radicales libres no
s6l0 en el envejecimiento sino en otros procesos
degenerativos como el céncer, 1la arteriosclerosis, 1la

amiloidosis y la inmunodeficiencia (26, 27).

Segin 1los estudios gerontoldgicos de MIQUEL vy cols.
(28) en Drosophila vy ratén, sbé6lo se puede explicar el
envejecimiento a todos 1os niveles de organizacion
bioldégica integrando las teorias de GERSCHMAN y HARMAN con
las ideas de PEARL -relacibn entre metabolismo v

envejecimiento- Y de MINOT ~papel clave de 1la



24

diferenciacicn celular-. Por ello, MIQUEL y cols. (28)
proponen que el envejecimiento del hombre y de los animales
es un "efecto secundario* del intenso metabolismo aerobio
de las células, que han experimentado un proceso
irreversible de diferenciacidén, acompafiado de niveles muy

altos de sintesis de ATP.

LLegados a este punto seria conveniente enunciar

algunos conceptos de interés:

* Radical 1libre es un &tomo, grupo de &tomos o
moléculas en un estado particular con un electrén
desapareado ocupando un orbital externo (26, 29-31). Pueden
estar cargados positiva o negativamente, incluso sin carga,

siendo importantes los tres tipos.

* Birradical es una especie que contiene dos electrones
desapareados en orbitales exteriores. El ejemplo més

caracteristico es el oxigeno molecular (Oz).
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1.2.2.—- Reactividad de 1los radicales libres.

La presencia de un (nico electrdén en el orbital externo
de un radical libre le dota de una reactividad quimica vy
caracteristicas fisicas poco usuales. Esto explica 1la
fuerte tendenqia del electrdn desapareado para interactuar
con otros iguales formando un par y por tanto, un enlace
quimico (26). Como consecuencia de la reactividad de muchas
especies y de su baja concentracidén en "steady state" es
conveniente dividir 1las reacciones en tres fases (32):
iniciacién, propagacidén y terminacidédn. Generalmente tienden

a ocurrir en cadena (25, 26, 33).

Los radicales libres se pueden originar por radiolisis
o fotolisis, durante 1las reacciones de oxidacién -
reduccidn (25, 26). Se entiende por reacciones de
propagacidén a una transferencia de radicales 1libres con
alteracidn de su entorno, pero dando siempre lugar a otra
especie reactiva (26, 33). Estas pueden continuar
indefinidamente o terminar debido a 1la actuacién de
“scévengers" de radicales libres, algunosvde los cuales son
esenciales para la integridad celular; el agotamiento de
éstos (33) o 1la generacidn descontrolada de especies
reactivas se asocian con mutaciones, cancer,

envejecimiento, inflamacidén y otras muchas enfermedades; es
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decir, con citotoxicidad (34). Aunque las reacciones de
terminacién no se han estudiado con detalle "in vivo®, se
presume que inhibidores tales como vitamina E y tioles
conviérten a estas sustancias activas en especies no

reactivas (32).

1.2.3.—- Evolucién de los radicales libres.

La presencia de O en la atmd6sfera tiende a cambiar los
compuestos formados por carbono, nitrdégeno, hidrbdgeno vy
oxigeno en otros como CO2, NO: y H20 que resultarian de la
ruptura de las biomoléculas de 1la materia viva. Una
consecuencia inevitable de estas reacciones es la
liberacidédn de un producto téxico, Oz°, a la atmd6sfera. Como
resultado de esta evolucidén se forman mecanismos de defensa
que aseguran la continuada supervivencia a través de 1la
propagacion. El proceso desarrollado para el control
bioldégico de Oz implica su completa reduccién a H20O, por

la adicidén de cuatro electrones para cada radical (26).

e- e- + 2 H e— + H* e~ + H*
0 —> 0" - > H0 —> O —> H0

La ubicuidad del oxigeno molecular en organismos

aerbbicos y su facil capacidad para aceptar electrones,
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convierte a 1los radicales libres que lo incluyen en su
estructura en mediadores de reacciones de este tipo (33).
La completa reduccién de la molécula por una via univalente
daria 1lugar a 1la formacién del anidén superéxido (35),
perdxido de hidrégeno v radical hidroxilo, como intermedios

(24, 26, 36).

1.2.4.— Mecanismos de control v proteccidn de las células.

Estos radicales intermedios son demasiado reactivos
para ser tolerados en tejidos vivos v su eliminacidén y
control estdn condicionados a la aparicién de oxigeno

molecular en la atmbésfera.
1.2.4.1.—- Mecanismos enziméaticos.

Existe wuna homeostasis redox en el organismo que
mantiene controlados estos inetrmedios mediante enzimas

(superdxido dismutasa, catalasa, glutatiétn peroxidasa,

2.

La presencia y localizacién de este tipo de enzimas, en
concreto superdéxido dismutasa, sugiere que el radical anidn

es un subproducto importante en el metabolismo oxidativo.
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Una de 1las posibles vias seguidas en la reduccidén de
H202 a Hz20 es mediante el concurso de 1la glutatidn
peroxidasa, enzima que contiene selenio; si bien 1las
catalasas vy peroxidasas pueden realizar el mismo proceso

(26, 37, 38).
1.2.4.2.— Mecanismos hidrofébicos.

'En las células éxisten unas regiones hidrofébicas que,
gracias a una serié de factores termodinamicos, son
responsables del secuestro de grupos hidrofébicos e
hidrofilicos. Las membranas lipidicas, con un amplio
contenido en acidos grasos poliinsaturados, son las Gnicas
zonas hidrofbbicas que est&n asociadas con las células. La
peroxidacidon 1lipidica se produce a baja velocidad en las
células aerdbicas. Este proceso estd controlado normalmente
por sustancias captadoras de radicales libres, denominadas
"scavengers", de tipo hidrofébico. En este contexto el a—
tocoferol, infercalado en las membranas bioldgicas,
previene la propagacién de las reacciones de oxidacién

debido a la cesidn de atomos de hidrégeno (26, 38).
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1.2.4.3.— Mecanismos hidrofilicos.

Estos mecanismos protectores se llevan a cabo mediante
sustancias quimicas y tienen lugar en compartimentos
celulares 1idénicos o acuosos. Las sustancias que tienen
potencial "scavenging" en este ambiente son compuestos como

acido ascorbico, cisteina y glutatiéon reducido (26, 38).
1.2.4.4.- Mecanismos estructurales.

Se piensé que los mecanismos protectores estén
intimamente asociados con la integridad estructural de 1las
células wvivas. La ruptura de esta continuidad conduce
rapidamente a la rancidez, que no es mas que la induccidn
de reacciones, dentro de los lipidos poliinsaturados, por

parte de los radicales peroxidados (26).

1.2.5.- Métodos de destruccidn oxidativos del tejido.

El propdésito de los mecanismos protectores es prevenir
y reparar el dafio bioquimico inducido por diversas especies

reactivas derivadas del oxigeno molecular.



30
1.2.5.1.- Radical anidén superodxido.

Las mayores fuentes bioldgicas de oxigeno molecular
contintan desconocidas; sin embargo, existen varios entre

los que pueden citarse:

a.— un grupo de enzimas celulares, implicados en
catalizar reacciones de oxidacién, ocasionan la reduccidn

univalente de esta molécula al anién superdxido (39);

b.—- 1las mitocondrias vy cloroplastos pueden generar

flujos continuos de este radical (33);

c.— en la irradiacién de tejidos vivos, el Oz2-- se
obtiene como radical fundamental, siendo de gran
importancia en el deterioro final de las células (33, 40,

41) ;

d.- muchos agentes antineopléasicos antraciclicos, tales
como adriamicina vy otros antibidéticos que dependen de
grupos quinoidicos o metales ligados, son también capaces

de generar radicales oxigeno (33, 42).

La quimica del anidén superdxido se ha estudiado

extensamente. Este puede reaccionar como un agente
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reductor, donando 1os electrones de 1los orbitales externos,
o como antioxidante, reduciéndose a perd6xido de hidrégeno.
La via mas importante del anidén superdéxido est& relacionada

con la dismutacidén esponténea a Ho0: y O2.

Una de las reacciones responsables de la toxicidad del
02~ en diversos sistemas, conocida como de HABER-WEIS,
estl basada en la interaccién del radical con 1os productos
de dismutacién para generar OH-, especie de gran

reactividad.

1.2.5.2.~ Perd6xido de hidrégeno.

Este radical se forma como resultado de dos tipos de
reacciones (26):

a.— reduccién divalente de oxigeno molecular

b.- reduccién univalente de oxigeno molecular
obteniéndose anidn superodxido.

Ambos proceSos estan mediados por distintos enzimas.

El perdxido de hidrdgeno, aunque no perjudicial por si
mismo, si 1o es por reaccidn con quelatos metélicos dando

lugar a la formacidén de OH-, radical hidroxilo.
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1.2.5.8.— Radical hidroxilo.

Este radical es muy reactivo siendo por lo tanto, una
especie oxidante muy potente (43) e inestable que reacciona
con una amplia variedad de compuestos organicos. El tiempo
de wvida del radical hidroxilo es muy corto yv su toxicidad
puede ser mediada a.través de compuestos dependientes de

él.

Ya que el anién superéxido y el perdxido de hidrédgeno
son relativamente poco téxicos y existen mecanismos para su
"scavenging", un aminoramiento de la generacién del OH- en
sistemas vivos puede resultar esencial para el conocimiento
del dafic tisular iniciado por los radicales derivados del

oxigeno (44).

1.2.6.~ Dafios inducidos por radicales libres.

Inicialmente, el efecto de estos compuestos se ejerce
sobre la‘mitocondria —orgénulo citoplasmatico especifico de
la ‘respiracién celular—- al oxidar a 1los &cidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos constituyentes de sus
membranas lipoprotéicas, tanto interna como externa,

limitando su fgncionalismo (24 - 26, 31, 33, 45 - 48).
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Al mismo tiempo, lesiona el DNA mitocondrial,
desprotegido, por situarse en la membrana interna, dando
lugar a la formacién de puentes de unidén entre moléculas,
va que se trata de una macromolécula sensible a la accidén

directa de los radicales libres (24, 25, 37, 48).

Un segundo paso es el dafio producido en otras membranas
bioldbgicas también debido a la oxidacién lipidica (26, 32,
33, 44). La posterior interreaccién de los fosfolipidos
degradados (49) con las proteinas adyacentes, daré lugar a
lipopigmentos inertes que quedarén como inclusiones
citoplasm&ticas, indicadoras del grado de envejecimiento
celular (24, 32, 35, 44, 50, 51), ya que aumentan su
concentracidén con el tiempo. SHINITZKY vy cols. (52) exponen
que el aumento de permeabilidad en 1la membrana, con la
edad, precede a los cambios en la composicidn yv quimica de

sus proteinas que es, en principio, irreversible.

La disminucidén de 1la capacidad respiratoria de 1la
célula, provocada por la reducciédn del namero de
mitdcondrias, produce un déficit en la formacidén de ATP.
Esta falta de energia limitar& a su vez la sintesis
proteica de sus ribosomas, con lo que la célula, primero, vy
los tejidos vy brganos, después, acusaran una disminucibdn

funcional paralela que se manifestar&4 como un descenso de
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la vitalidad del individuo. Por otra parte, BOUISSOV vy
cols. {53) indican que el envejecimiento dérmico
resultante, es diferente en funcib6n de las caracteristicas
individuales y est&d relacionado con 4los antecedentes

genéticos y la exposicidn a agresiones maltiples.

Los radicales 1libres poseen acciones especificas a

distintos niveles (37, 48, 51, 53, 54):

* EPIDERMIS: La capa basal se desorganiza, las mitosis
se ralentizan, en definitiva la epidermis se adelgaza. La
estructura de la capa cb6rnea se modifica: se vuelve laminar
Yy quebradiza. La membrana de corneocitos se altera y no
mantiene los compuestos del factor de hidratacidén natural.
La unidn dermoepidérmica se aplana reduciendo la
imbricacién de la dermis y la epidermis, quien ralentiza

los cambios nutritivos entre los dos tejidos.

La consecuencia es simple, la piel aumenta de

superficie.

* DERMIS: Las fibras de elastina vy reticulina de la
dermis papilar son destruidas llamativamente dando lugar al

aplanamiento de la capa basal.
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Las capacidades replicativas de 1los fibroblastos
decrecen, son menos productivos. Las fibras de elastina se
sobrecargan de 1lipidos vy pierden su elasticidad. La
cantidad de proteoglicanos disminuye asi como su poder de
hidratacidén: la tasa de &cido hialurénico decrece. Al mismo
tiempo, se produce el establecimiento de puentes anormales
entre macromoléculas, fundamentalmente entre colageno vy

elastina, favoreciendo la formaci6tn de colageno insoluble.

Los defensores de la teoria de radicales libres en el
envejecimiento admiten que muchos aspectos,_en el mecanismo
postulado por ellos, est&n atn 1lejos de un completo
conocimiento,‘ pero creen que es una evidencia bastante
circunstancial sugerir que 1las defensas naturales del
cuerpo, contra estos procesos, pueden ser
significativamente mejoradas por un cambio en 1la dieta:
reduccioén de ingestio6n calérica, ‘&cidos grasos
poliinsaturados, cobre, etc., y aumento del consumo de
"scavengers" de radicales libres, tales como vitamina E.
Por el contrario, MASORO (55) concluye su trabajo indicando
que la restriccidn alimentaria no retarda los procesos de
envejecimiento pero enlentece la velocidad metabdlica; es
decir, ésta no puede ser el tGnico proceso responsable del
envejecimiento, aunque no excluye que sea uno de 1los

factores que 1o ocasionan.



OBJETIVOS
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La causa fundamental de los procesos degenerativos
tales como céancer, arteriosclerosis, inmunodeficiencia,
amiloidosis, ... o simplemente el envejecimiento, esté
centrada en una reaccién de las células con productos

derivados del oxigeno.

Esta aseveracién est& avalada por 1las teorias de
GERSCHMAN y HARMAN que consideran al desequilibrio entre
las oxidaciones no controladas (génesis de radicales
libres) y las defensas antioxidantes, como el factor clave

de estos procesos.

Con la presente Memoria se pretende evaluar la eficacia
terapéutica de un preparado toépico, Gel de a-tocoferol
elaborado con A&cido ascorbico como agente antioxidante,
ante patologias degenerativas promovidas por agentes
antineoplésicos (antraciclinas), como doxorubicina, capaces

de generar radicales libres.

Se justifica la eleccidn del a—-tocoferol ya que, por su
cardcter antioxidante, impedird los cambios morfoldgicos

celulares que subyacen al efecto peroxidativo de 1los
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mencionados radicales sobre acidos grasos poliinsaturados

constituyentes de las membranas biolédgicas.

Por otra parte el &cido ascérbico, depurador de las
especies activadas del oxigeno, seré utilizado a 1la vez
tanto por su capacidad preventiva en preparados
farmacéuticos expuestos a deterioros oxidativos como por
poder actuar sinérgicamente con otros compuestos, a los que

potencia su accidn, en nuestro caso a-tocoferol.

Con todo, los estudios que se desarrollan a
continuacién v que constituyen un paso mas en las
investigaciones que iniciara en su dfa este grupo,
comenzaran con ensayos especificos tendentes a comprobar ia
estabilidad del preparado asi{ como para enunciar 1las
caracteristicas galénicas del sistema ideado y wviabilidad
del mismo, condicién imprescindible para abordar 1os
conducentes al establecimiento de su eficacia ante las
patologias secundarias provocadas por empleo de agentes

antineoplasicos como doxorubicina.

Se pretende pues, contribuir a paliar la situacidn poco
agradable a la que se ven sometidos determinados pacientes,

sujetos a terapias de esta naturaleza.



MATERIALES Y METODOS
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3.1.— PRINCIPIOS ACTIVOS.

3.1.1.- a—tocoferol.

3.1.1.1.- Caracteristicas generales.

La vitamina E comprende genéricamente dos familias,
cada una de ellas con cuatro compuestos naturales, 1los
tocoferoles y 1osv tocotrienoles; ambos eXhiben
cualitativamente 1la actividad biolégica del oa~tocoferol
(31, ©56). Los miembros de cada familia se designan como a,
B, ¥ o &, dependiendo del nimero y posicidén de los grupos
metilo wunidos a un anillo cromano. La cadena lateral esté
saturada en los tocoferoles e insaturada en los
tocotrienoles (31). El1 ané&lisis quimico de los primeros
demuestra que todos poseen en comin el esqueleto
estructural del tocol 6 2-metil-2-(trimetil-tridecenil)—-6-—

hidroxicromano (57).

El a—-tocoferol (Figura 4) es la forma mAs potente vy

generalmente mas predominante (31, 58).
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Figura 4.- Estructura del a-tocoferol.

Ademas, la vitamina E se encuentra en los alimentos en
forma de tocoferol, siendo 1la parte no esterificada
altamente susceptible a la oxidacién. Por consiguiente, es

relativamente facil destruirlo por diversos métodos (31}).

La conocida como *natural® o "d-tocoferol® se obtiene
por destilaciéhamolecular de aceites vegetales comestibles.
Parte de ellos se suministran como concentrados de
tocoferoles; ademads, un amplio porcentaje se metila por
medios quimicos para obtener “d*-a—-tocoferol puro o también
se puede convertir pof acetilacién en la forma mas estable,
acetato de 'd*—a-tocoferilo. Debido a que estéan implicados
algunos procesos quimicos, las éustancias *naturales" no

deben denominarse como tales sino como "derivados de
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fuentes naturales®".

El oa—tocoferol sintético es producido por condensacién
de trimetilhidroquinona con isofitol. Es una mezcla de
cuatro racematos, designados como a-tocoferol racémico en
las publicaciones cientificas. En el comercio, se usa el

término "d1* (31).

Ya que estos compuestos son inestables en presencia de
oxigeno, muchos de los productos comerciales se convierten
en ésteres de acetato de mayor estabilidad. Estos ésteres
junto con 1los succinatos son réapidamente hidrolizados a
alcoholes, que presentan actividad después de la ingestidn

(31).

Los tocoferoles son 1liquidos oleosos a temperatura
ambiente (56), de color amarillo, ligeramente viscosos (57,
59). 1Insolubles en agua, solubles en grasas y en - sus

disolventes tales como alcohol, <cloroformo vy éter (57, 59,

60).

son estables al calor, siempre y cuando no se
encuentren en medio alcalino, en cuyo ambiente son
termolabiles (57), mientras que en presencia de &cidos no

se afectan (59). Por otra parte, son sensibles al oxigeno
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en medio alcalino y se pueden destruir durante la

saponificacidén de sus ésteres (31).

Los tocoferoles se oxidan con sustancias tales como
sales de hierro, grasas rancias (56), permanganatos, ozono,
per6xidos de algunos acidos grasos, nitrato de plata, etc.
dando lugar a tocoferilquinonas (57, 59). El1 a-tocoferol no
esterificado es menos estable debido al grupo fenol libre;
su oxidacién, con 1los agentes ya mencionados, conduce
sucesivamente a la formacidén de a-tocoferilquinona, rojo de
o~-tocoferol, p-—quinona y parpura de a-~tocoferol (61).
TAPPEL y cols.»(62) proponen un mecanismo para la oxidacién

de a-tocoferol que se recoge en la Figura 5.

Resisten a la iluminaci6tn en gdgeneral, pero son

sensibles a las radiaciones ultravioletas (31, 57, 58).

Cualquiera de 1los componentes de la vitamina E tiene
diferentes actividades como vitamina y antioxidante, siendo
los cuatro compuestos principales a, B, ¥ v § tocoferol,
cada uno de los cuales existe en varias formas
estereoisoméricas (31). La relacién entre sus actividades
antioxidante y biolégica es muy discutida (63), existiendo
discrepancias en cuanto a la capacidad reductora de todos

ellos.



Figura 5.-— Mecanismo de oxidacién del a-tocoferol propuesto
por TAPPEL (62).

44
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3.1.1.2.— Actividad bioldgica.

Desde hace muchas décadas continta la investigacidén de
las propiedades de la vitamina E en humanos; aunque se han
intensificado en los Gltimos afios, muchos aspectos todavia

no estan totalmente aclarados (31, 56, 57, 60, 63-66).

Las funciones de 1la vitamina E como antioxidante
bioldégico, estdn basadas en 1la inhibici6n de ciertos
enzimas tales como glutatidn peroxidasa, supero6xido
dismutasa vy catalasa, previniendo a la célula del dafio
originado por los radicales 1libres que surgen del
metabolismo nofmal o producidos por los agentes ambientales

v medicamentos (31, 65, 67 — 69).

E1l concepto de 1la iniciacidén y propagacidn de lés
oxXidaciones mediadas por radicales libres y su inhibicién
por antioxidantes, anteriormente comentada, explica el
deterioro oxXidativo de aceites y grasas comestibles,
conocido comunmente como rancidez. Este proceso se puede

retardar por varios procedimientos (31):

a) Reduciendo al minimo 1la influencia de 1los

iniciadores.
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b) Evitando el contacto con metales pesados y/o

afiadiendo agentes complejantes.

c) Excluyendo el oxigeno o movilizandolo por sus
"scavengers".
d) Interceptando 1los radicales por "scavengers" de

los mismos.

Los "scavengers" de radicales (AH) 1inhiben las
reacciones de propagacidén donando a&tomos de hidrégeno a las
especies reactivas (31, 62, 70). Cada molécula de AH
detiene 1la oxidacién de dos cadenas porque el radical
antioxidante (A-) es -demasiado poco reactivo como para
continuar la cadena (31, 66). El1 inhibidor mas ampliamente

distribuido en la naturaleza es el tocoferol (31).

Este concepto se ha extendido en el sentido de que 1la
vitamina E tiene también funciones como un antioxidante "in
vivo", el cual protege 1os 1lipidos de 1las membranas
tisulares del ataque de radicales libres (31, 62). El
orden del poder antioxidante de los tocoferoles, medido por
su efecto sobre la velocidad de formacioén de perédxidos en

las grasas, es inverso al de su potencia bioldgica (64).
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El tocoferol, que esté& principalmente localizado en las
membranas de las células, actGa como antioxidante por
rotura de la cadena (31, 62), neutralizando los radicales
libres que son producidos en las grasas. Asi, la formacién
de los hidroperéxidos es inhibida o, al menos, es reducida.
En el caso de que algunos de éstos se formaran, podrian
dirigirse a la parte acuosa de la ceélula convirtiéndose,
gracias al sistema glutatitdn peroxidasa-selenio, en

compuestos estables e inocuos (31, 62).

En general, 1la vitamina E juega un papel importante en
el mantenimiento de 1a estabilidad e integridad de las
membranas celulares (56, 71). BARBER y cols. (72, 73),
demuestran que 1a.peroxidacién lipidica en suspensiones
microsomales viene ampliamente determinada por la
naturaleza hidrofébica de las asociaciones proteinas—
lipidos. La proteina estructural se une a la vitamina E y
la inhibicién de este proceso se relaciona con las uniones
a complejos de lipidos insaturadoé v proteinas

estructurales.

El tocoferol representa la primera linea de defensa
contra 1la peroxidacidén en la parte lipidica de la membrana
celular y 1la glutatiétn peroxidasa 1la segunda. Este

mecanismo protege a las células corporales de la existencia
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de dafio o destruccién por oxidaciones mediadas por

radicales libres.

El papel antioxidante "in vivo®" de la vitamina E no ha
sido aceptado por todos los cientificos, si bien, muchos de
los efectos bioquimicos y patoldgicos de su deficiencia se
pueden explicar mediante dafios en la estructura de la

membrana, ocasionados por radicales libres (31).

Por tanto, el a-tocoferol integrado en la estructura
lipido-proteica de 1las membranas, tiene wuna accién
protectora antioxidaﬁte y "scavenger" (51, 74). Acorde
con lo mencionédo, BIéBY y cols. (75) suéieren que una de
las funciones de la vitamina E puede ser la reparacién de
radicales en sus proteinas integrantes. Esfa sustancia, al
‘ser oxidada Vpor los perdxidos, se convierte en su forma
inactiva de tocoferol semiquinona, que puede recuperar la

actividad por la accidén reductora del glutatidén (51, 68)

(Figura 6).
LOO- VITAMIN E GS- +~GSSG NADPH+H*
VITAMIN C.
LOOH ¥° M VITAMIN E. GSH NADP*
‘ VITAMIN C
Figura 6.— Regeneraciétn de la vitamina E por medio del

glutatién y la vitamina C (68).
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Ademas, experimentos realizados en animales sugieren

una posible intervencidén en la sintesis de DNA (31, 64).

Se sabe poco hasta ahora sobre 1la absorcidn \Y
disponibilidad de la vitamina E administrada exdgenamente,
aunque se piensa que se absorbe por un mecanismo semejante
al de las grasas. BATEMAN y cols. (76) estudian los efectos
de 1la formulaci6tn en la biodisponibilidad de la vitamina E
a partir de varias formas de dosificaci6bn. Por otra parte,
estos mismos autores (77) afirman que las vitaminas
solubles en grasas se absorben mejor cuando se administran
en forma de emulsiétn que cuando se hacen en preparaciones

oleosas.

La wvitamina E se ha utilizado en multitud de ensayos
con el fin de prevenir o retardar los dafios producidos por
diversos agentes (78 — 94). Los efectos inhibidores de
algunos antioxidantes, incluyendo a—-tocoferol, sobre 1la
carcinogénesis se podrian explicar por la teoria de 1los
radicales libres N por tanto, actuarian sobre
quimioteréapicos que poseen este mecanismo de radicales

libres (35).

Se han descrito efectos secundarios provocados por

megadosis de vitamina E (94, 95). Al mismo tiempo, HOSTA y
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cols. (37) indican que cantidades elevadas de esta
sustancia pueden suponer un tratamiento etioldgico en el
mantenimiento del tono vital. Por otra parte, se esté
difundiendo el uso t6pico de este compuesto, como nutriente
a nivel dérmico. Se incluye en algunos cosméticos y otras
formulaciones toépicas, pero son pocos los informes clinicos
que indiquen que estos preparados tengan adecuada
seguridad. MARX y cols. (96) estudian los niveles
sanguineos de vitamina E en nifios recién nacidos, cuyas

madres utilizaban esta sustancia activa por via toOpica.

SAPERSTEIN vy cols. (97) investigan dos casos en 1los
que han observado erupciones cuténeas después del uso
continuado de esta suétancia a través de esta via. Por otra
parte, se ha descrito dermatitis de contacto (60, 98) como
efecto téxico para este producto tras su aplicacién en 1la

piel.
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3.1.2.— Promotores de radicales libres. Antraciclinas.

El cancer se caracteriza por la presencia de células
que han sufrido un cambio en los mecanismos de control que
regulan su capacidad de diferenciacién y proliferacidén. Las
células presentes en un tumor no son homogéneas aunque se
hayan originado de un mismo grupo clonal. Por otra parte,
la poblacién celular presenta divergencias relativas segin
la fase del ciclo Celular en que se encuentren. Asi,
mientras unas estan en periodos de elevado crecimiento o
proliferacién, otras pueden encontrarse en estado de

reposo.

Cada célula proliferativa atraviesa un proceso
secuencial de crecimiento y divisi6tn marcado por 1las

siguientes fases (99, 100):

- Fase Gl: La célula recién originada por la divisién
precedente, entra en un periodo de reposo postmitdédtico o de
presintesis., Durante &1, se sintetizan algunos enzimas,
sobre todo los implicados en la sintesis de DNA, pero no

hay sintesis del mismo.

— Fase S:,comprende la sintesis de DNA mediante la cual

se reduplica en los cromosomas.
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— Fase G2: Periodo post-sintesis de DNA, durante el
cual 1a célula sintetiza RNA vy proteinas propias de todos
los organulos celulares, para preparar la divisién

mitdtica.

-~ Fase M: Tiene lugar la mitosis.

El conocimiento de la cinética del ciclo celular es
esencial para el uso correcto de la generacidtn actual de
agentes antineoplésicos. Muchos de las sustancias
citotdéxicas mas potentes actian en fases especificas del
ciclo celular y por ello, s6lo son activos contra las
células que se encuentran en proceso de divisidn. La mayor
parte de estos compuestos actuan especificamente sobre
procesos como la sintesis de RNA, 1la transcripcién o 1la
funcidén del huéo mitdtico; por esta razdbdn, se les considera

especificos del ciclo celular (100).

Dentro de 1la terapia anticancerosa se encuentran las

antraciclinas (101, 102).
3.1.2.1.- Caracteristicas quimicas.
Los productos maAs conocidos son 1la doxorubicina

(adriamicina) vy su derivado daunorubicina (daunomicina).

Pertenecen al grupo de las rodomicinas, producidas por
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diversas cepas de Streptomyces peucetius var. caesius
(103 -~ 105). Estan constituidos por un compuesto de
estructura tetraciclica, de caracter cromé6foro, unido por
enlace glucosidico a un aminocazGcar que, en el caso de
estos antibidticos, es la daunosamina (103). Tienen restos
de quinona e hidroquinona en anillos adyacentes que 1les
permiten funcionar como agentes aceptores y donadores de

electrones (104).
3.1.2.2.— Mecanismo de acciédn.

Tienen capacidad de intercalarse entre las bases del
DNA e interferir asi sus funciones, afectando no tanto 1la
sintesis de éste como de RNA. La divisioén de DNA esté
relacionada con 1la generaci6tn de radicales 1libres. La
doxorubicina reacciona con el citocromo-P-450 reductasa
mitocondrial en presencia de nicotinamina adenina
dinucledétido fosfato reducido (NADPH) para formar radicales
semiquinonas intermedios, que a su vez pueden reaccionar
con oxigeno para producir radicales anidnicos superdxidos.
Estos pueden generar tanto per6xido de hidrégeno como
radicales hidroxilo, que como se menciondé anteriormente son
altamente destructivos para la célula (35, 103, 104, 106,
107). Por otra parte, pueden interactuar con las membranas

celulares y alterar sus funciones. Los fentmenos de
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toxicidad son maximos durante la fase S del ciclo celular,
como era de esperar en el caso de compuestos capaces de
inhibir 1las funciones del DNA. Una de las estructuras
celulares que mas se lesiona por la presencia de radicales
libres suele ser la membrana celular, a través de los
procesos de lipoperoxidacién (103, 104, 108). SVINGEN y
cols. (106) y NOBBS vy cols. (109) exponen que si la
citotoxicidad de la piel ocasionada por la doxorubicina es
debida a radicales libres, puede ser posible prevenir 1los
efectos de su extravasacidén accidental usando a-tocoferol
(vitamina E) y dimetilsulféxido, agentes "scavengers®' de

radicales libres e hidroxilo, respectivamente.
3.1.2.3.- Caracteristicas farmacocinéticas.

Las antraciclinas se administran generalmente por via
intfavenosa desapareciendo posteriormente con rapidez del
plasma. La curva de desaparicidén de la doxorubicina es
multifasica, éon vidas medias de 1.5 a 10 horas y de 24 a
48 horas. En el metabolismo de este compuesto se escinde la
molécula dando lugar por un lado al azucar y por otro al
aglucdn; este Ultimo sufrird procesos de oxidacién y
conjugacitn para posteriormente ser excrétado por bilis
(103, 104) vy sblo el 5 % de la dosis es eliminada por la

orina a lo largo de 5 dias (105).
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3.1.2.4.- Aplicaciones terapéuticas.

La doxorubicina es wun antibidético antineoplésico
utilizado por actuar interfiriendo el DNA y RNA (105, 107).
La dosis mas habitual es de 60-75 mg por metro cuadrado de
superficie corporal o 1.2 a 2.4 mg por Kg de peso (103 -

105).
3.1.2.5.- Reacciones adversas.

Inicialmente aparecen néauseas, vomitos, diarrea vy
estomatitis. También signos de irritacidén local (103), dafio
(106)‘y necrosis tisular en el hombre (110), sobre todo si
hay extravasaci6tn (103, 104, 107) o aparicidén de estrias
eritematosas cerca del lugar de administracidén (“rubor de
la adriamicina"). DORR v cols. (111) yv ODUROYA y cols.
(112) indican que los agentes "scavengers' de radicales
libres, tales como dimetilsulféxido v vitamina E, reducen
las ulceraciones producidas "in vivo" por doxorubicina en

piel de cerdo y rata.

Otra reaccidn adversa es la alopecia que se considera
un efecto universal de la doxorubicina (113).
La mielosupresidtn es una importante complicacidén que

limita 1la dosis. Existe un sinergismo o sensibilizacién
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entre antraciclinas y radiaciones, incrementando la
toxicidad en ©6rganos, aunque no hayan sido irradiados

directamente (103, 104, 114).
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3.2.- EXCIPIENTES.

3.2.1.— Resinas acrilicas. Carbopolk.

3.2.1.1.- Caracteristicas fisico—quimicas.

Bajo esta denominacid®én se conocen a una serie de
polimeros sintéticos, derivados carboxivinilicos (115,
116), correspondientes a especies entrecruzadas del &acido
acrilico obtenidas por copolimerizaci6tn con aproximadamente
un 0.75 - 2 % p/p de azuacares polialquilicos (117). Su

estrutura genera1 queda recogida en la Figura 7.

Figura 7.- Estructura general de Carbopol®.
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Se caracterizan estas sustancias por orientar sus
grupos carboxilicos (56 - 68 %) (117) hacia un medio
acuoso, por lo que mediante adicién de una base orgénica se

pueden obtener estructuras gelificadas (115).

Existen cinco tipos diferentes de resinas entre las que
se encuentfa la comercializada como Carbopol 940% ., Aunque
todas son validas para formulaciones farmacéuticas tédpicas,
se suele seleccionar la anteriormente aludida por presentar

las siguientes caracteristicas:

¥ favorece la formacién de suspensiones permanentes a

viscosidad media - alta, v

* produce geles claros y brillantes.

Se presenta como un polvo suelto, blanco, ligeramente
Acido e higroscépico. El1 pH de la dispersi6n acuosa al 1 %
es de 2.5 a 3 unidades (117, 118). Es soluble en agua,

alcohol y glicerina (117).

Es una resina anidénica y en consecuencia, incompatible
con componentes catiodénicos, aunque la eficacia del
Carbopol® no se ver& interferida si el peso molecular de

estos componentes catidnicos es medio — alto vy si presentan
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impedimento estérico. En caso contrario, la
incompatibilidad se puede solventar mediante el uso de un

tensocactivo anfétero / retardador.

Desde un punto de vista organoléptico los mejores geles
son los conseguidos con aminas ( en lugar de NaOH) (119).
Los geles neutralizados se presentan consistentes y fuertes
pero a 1la vez poco resistentes a 1a manipulaciétn vy
trasvasado, 10 que les permite ser agitados, bombeados y

extendidos f&cilmente (118).

Las dispersiones producidas por estas resinas, v
posteriormente neutralizadas, son sensibles a la agitacién
prolongada, mientras que 1las que no 1o estdn son menos
susceptibles a la rotura por cizallado. Las propiedades de
flujo vienen dadas por el CarbopolRr que ademés desarrolla

un umbral de fluencia (118).
3.2.1.2.— Formacidén de geles.

‘Las resinas de CarbopolR, al ser dispersadas en un
disolvente polar, por contacto forman agregados de
particulas. La superficie de éstos se solvata formando una
capa que impide la humectacidn répida del interior seco de

los mismos (118). Este proceso requiere un cierto tiempo y
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una tecnologia preparatoria adecuada. Con las resinas
predispersas (previamente solvatadas y solubilizadas) 1la

operacidén se simplifica de forma manifiesta (115).

El tiempo total de dispersidtn esté regido por la lenta
difusidén del disoclvente hacia el interior seco, a través de
la capa solvatada. Si bien se puede reducir este parametro
empleando un 0.5 % de agente humectante anidnico o no
iénico, aunque a veces puede conducir a la formacién de

espumas.

La agitacién, como en cualquier otro sistema, aumenta
la velocidad de hidratacidén de las resinas. En general, los
gradientes de deformacién altos favorecen la dispersion de
esta resina. Sin embargo, hay que evaluar el empleo de
mezcladores con alto poder de cizalladura, pues pueden
romper las moléculas de polimero perdiendo, por tanto,

viscosidad.

Una vez conseguida la interposicidén de la resina en el
disolvente se debe dejar reposar esta dispersidn acida para
que puedan escapar las burbujas de aire contenidas en 1la
misma. Por aGltimo, se debe’adiciénar el neutralizante bajo
agitacién moderada para evitar formacién de turbulencias

(118).
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Se conocen dos mecanismos de espesado:

a.; Formar sales por medio de agentes neutralizantes
como: NaOH, KOH, NH4OH (para disolventes polares); aminas
del tipo de la trietanolamina (TEA) y dietanolamina (DEA)
(para disolventes de menor polaridad o no polares) (118) vy
borax (120). De este modo, 1la molécula enrollada de
Carbopol®, se extiende originando un espesado instanténeo.
Este método es de primera elecciétn para 1los sistemas

acuosos.

b.- Afiadir un portador de hidroxilos para formar un
enlace de hidr6geno entre el carboxilo y el hidroxilo con

el consiguiente espesamiento.

La neutralizacidén ioniza la resina, generando cargas
negativas a 1o largo de 1la cadena del polimero. La
repulsidn entre cargas del mismo signo conlleva la

expansioén de la molécula formando una estructura extendida.

La cantidad de neutralizante debe calcularse
previamente, con el fin de no llegar a una
sobreneutralizacidon v la consiguiente pérdida de la

estructura de gel (116, 118).
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Al hacer 1la medida de pH para determinar el grado de
neutralizaciétn, hay que dejar que transcurra el tiempo
suficiente para que la formulacién alcance el equilibrio

antes de efectuar nuevos ajustes de pH (118).

El pH de cada uno de los diferentes estadios por 1los
que pasa la dispersibdn, al ir afiadiendo neutralizante,
depende de éste vy de la concentracidétn de resina. Si ésta
aumenta, disminuye el pH debido a la mayor cantidad de

grupos carboxilos libres.

De todos modos, siempre hay una zona que permanece con
igual wviscosidad que es mayor a mayor concentracidén de
CarbopolR, 10 que permite elegir el pH 6ptimo (el de maxima
estabilidad) de acuerdo con las caracteristicas fisico-
quimicas de cada principio activo. §Si ésta tiene carécter
alcalino, se debe incorporar en primer 1lugar y 1luego

ajustar el pH para evitar paso de gel a sol (120).

kLas viscosidades aparentes que se alcanzan con
cualquier tipo de neutralizante (119), aumenta al conseguir
la neutralizacidén piena (118). Por otftro 1lado, si 1la
concentracién de resina aumenta, también 1o haré la

viscosidad aparente (120, 121).
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3.2.1.83.—- Envejecimiento de los geles.

La viscosidad de estos sistemas dispersos se ve
afectada por una serie de factores como son: elevada
temperatura, exposicién a 1la 1luz solar o radiacion
ultravioleta, presencia de electrolitos fuertes, pH menor
de 3 o mayor de 12; asi como de algunos conservantes como:

dcido benzbdico, benzoato sbdico y cloruro de benzalconio.

Estos geles no favorecen ni previenen el crecimiento
bacteriano siendo compatibles con proporciones normales de
los biocidas wutilizados para la prevencién y desarrollo

fangico vy bacteriano (117, 118).
3.2.1.4.~ Toxicidad de la resina de Carbopol 940k,

Debe evitarse el contacto de esta resina con ojos,
nariz y garganta por producir irritacién de éstos (117), no
ocurriendo asi en el caso de 1la instilacibn ocular
(solucidén al 1 %) de la resina o sus sales. En el caso de
la 'piel humana no produce irritacidén, ni sensibilizacién
(118). Para el uso interno solo esté& autorizado el uso de

Carbopol 934 Pr (117).
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3.2.1.5.—- Incompatibilidades.

Las resinas de CarbopolR son incompatibles con fenol,
polimero catidnicos, Acidos fuertes y altas concentraciones

de electrolitos (117).
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3.2.2.—- Acido ascodrbico.

3.2.2.1.—~ Caracteristicas generales.

El 3-oxo-L-gulofuranolactona (122, 123) conocido
cominmente como Acido L-Ascoérbico, posee la estructura

quimica recogida en la Figura 8.

CH,0H.
HCOH

Figura 8.— Estructura del &acido ascérbico.

Se presenta en cristales normalmente planos, a veces en
forma acicular, blancos o amarillos (122, 124) con sabor
acido (122, 125). Soluble en agua y parcialmente en
alcohol, glicerol y propilenglicol (122, 124, 125).
Insoluble en éter, cloroformo, benceno, éter de petroleo

(122, 125), aceites, grasas y disolventes de las mismas.
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Interfiere con distintas sustancias, bien disminuyendo
su disponibilidad metabdélica o bien provocando la pérdida
de sus caracteristicas esenciales. Por esta razdén el acido
ascobrbico (AA) no debe formularse con a4cido salicilico
(126), salicilato s6dico, teobromina sodio salicilato,
nitrito sbdico, meteramine (122), &cido f6élico,

cianocobalamina (61), etc.

Es estable en estado seco pero facilmente oxidado en
solucidn acuosa en presencia de aire (56). La maxima
degradacidén del AA en condiciones aerobicas se detecta a pH
4, cerca del pKa: del AA y la minima proporcién a pH 5.6

(61).

La oxidacién es adem&s acelerada por agentes como:
calqr, luz (56, 61, 125), &lcalis, enzimas oxidativas vy
trazas de hierfo \Y cobre (56, 61). Gradualmente se oscurece
por 1la exposicidén a la luz, si bien parece ser que una
coloracidén 1ligera no debilita la actividad terapéutica de
los preparados inyectables de AA (127). Esta oxidacién se
ve 'disminuida en presencia de glucosa pudiendo deberse a
que la reduccidn del aAcido dehidroascédrbico (ADHA) por 1la

glucosa le lleva de nuevo a la formacién de AA (128).
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3.2.2.2.~ Fuentes de obtenciodn.

Se puede encontrar ampliamente distribuido en 1la
naturaleza (animales y plantas) (124, 129) bajo sus formas
reducida y oxidada (ADHA). Ambas permanecen, en 1los
sistemas bioldbgicos, en estado de equilibrio reversible y

con igual actividad bioldgica.

La forma comercial se obtiene exclusivamente por

sintesis, obtenida por distintos métodos (129).

3.2.2.3.— Actividad biolodgica.

‘Parece poco probable que el AA permanezca en el
organismo integramente bajo su forma reducida, si bien como
ADHA puede ser tan efectivo como el principio inmodificado
para los requerimientos nutricionales; éste en medio Acido,
como el estomacal, estéd protegido de la hidr6lisis pero en
sangre debe formar complejos o ser absorbido en 1los
hematies donde es reducido, tal y como sugirieron HORNIG y

cols. (130).

Existen diversas rutas metabdlicas, una de las
principales es la de oxidorreduccidén: el AA se oxida a un

radical libre intermedio, 4cido monodehidroascérbico
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(AMDHA), presente en baja concentraciétn en la mayoria de
tejidos. Se trata de un radical relativamente poco reactivo
(generalmente considerado inécuo), pues no reacciona con el
oxigeno, ni aminoacidos, ni con los &acidos nucléicos o los
alcoholes. Cuando reacciona 1o hace répidamente bien
consigo mismo para dar AA y ADHA o con otros radicales
libres culminando asi 1las reacciones de 1los radicales
(129); También‘puede ser reducido por el sistema enzimético
descubierto por STAUDINGER y cols. (130). Se puede formar
mediante 1la reaccidn réapida de radicalesk de carbono vy

oxigeno con el AA (130).

El ciclo de oxidacién-reduccidén en las células vivas
termina al volverse a reducir el ADHA a AA por enzimas como

la glutation reductasa (Figura 9) (129).

Otras vias metabdlicas son 1las del ADHA y 1la del

dicetogulonato (130).
3.2.2.4.- Funciones.

El AA tiene la propiedad de actuar como antioxidante
(56, 124, 130 — 133). Existe un gran nimero de definiciones
para estas sustancias (133), que podemos englobar como

compuestos capaces de proteger, a los alimentos o)
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CH,OH
HCOH

Acido ascérbico lones del radical ascorbato (As’)

Glutation SH

OH OH

Acido deshidroascérbico

Figura 9.- Ciclo redox del acido ascorbico.
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medicamentos, de las alteraciones oxidativas naturales o
provocadas, por la accién del aire, 1luz, calor, indicios
metélicos, etc. Por ello y con esta finalidad preventiva
pueden ser adicionadas a 1los preparados farmacéuticos

expuestos a deterioros por procesos oxidativos (56).

Todo antioxidante debe cumplir con una serie de

requerimientos (133):
* ger efectivo y proporcionar un grado de proteccién
satisfactorio a bajas concentraciones,

* ser adecuadamente soluble en el producto o sustrato

oxidable,

¥ no ser toé6xicos ni irritantes a la concentracién

efectiva tanto del AA como de sus productos de degradacién,
* ger inodoro e insipido y no colorear el producto,
* ser estable en un amplio margen de pH,

* ger compatible con los demAs constituyentes del

sustrato, vy

* ser poco volatil
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Por su propiedad antioxidante, el AA es un protector en
los organismos aerdbicos de los tejidos biolégicos frente a
las especies activadas del oxigeno y del oxigeno simple
(130). Es pues un depurador de oxigeno (124) y de radicales
libres (69, 130 -~ 132) reaccionando directamente con
ellos por formacidén del radical intermedio estable (AMDHA)

(129).

También puede actuar como: sinérgico (124) potenciando
la accidn de otros antioxidantes (74, 133); bloqueante en
la formacién de nitrosaminas, tanto *in vitro" como "in
vivo" previnieﬁdo con ello el cancer (85, 134 - 136);
regulédor metabdlico interviniendo en la’ sintesis de
colageno, en la absorcién y movilizacién del Fe (56, 125,
130, 135, 1837), metabolismo del Cu y aminoacidos y como

cofactor de oxidasas de funcién mixta (125, 130).

3.2.2.5.— Toxicidad.

No se conoce toxicidad a la vitamina C, salvo algunos
efectos secundarios por administracidn de dosis elevadas

(85, 125, 135).
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3.3.— ELABORACION DE PREPARADOS TOPICOS.

3.3.1.— Formulacidén y técnica preparatoria.

Se han usado como bases dermatoldgicas geles

hidréfilos, cuyas férmulas se indican a continuacién:

Excip. A Excip. B
Carbopolkr* ........ Ctetee e lg 1 g
Acido ascérbico** ...... ceereenenee _ 0.1 %
Etanol (96 %) ..ttt iiennnennns 15 mL 15 mL
Trietanolamina*** , c¢c.s.p. pH 5.4 .. X g X g
Agua purificada ............. 0000, 85 mL 85 mL

Excipiente A: Espolvorear el Carbopolk en el agua
purificada (sin agitar) dejando reposar 24 horas. Pasado
este tiempo, afiadir 1la trietanolamina (TEA) y agitar
lentamente, para evitar 1l1la inclusién de aire (118).
Concluir adicionando el etanol de la fo6rmula. Por otra

parte, para obtener el Excipiente B se disuelve el &cido

* Acofarma. Tarrasa (Barcelona)
* X Acofarma. Tarrasa (Barcelona)
* ok k Acofarma. Tarrasa (Barcelona)
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ascbrbico {AA) en el etanol con 1a avuda de un

magnetoagitador* .

Previo a la preparacidén del excipiente se procedi6 a 1la
determinacién de 1la cantidad de TEA necesaria para la
neutralizacién de 1los geles (118) vy que se requeria que
fuera alrededor de 5.4 unidades que es el idéneo para 1la
estabilidad del AA (61, 118). Este pH se consigui6é con 10
gotas de TEA que correspondian a un volumen aproximado de 3

mL .

3.3.2.— Incorporacidtn de la sustancia activa.

Preparado 1: Se incorpora mediante disolucidén de 2.5%
p/p de a—tocoferol** (a~T) en el etanol que se utiliza para

la elaboracién del excipiente A.

Preparado 2: S8Se obtiene por incorporaciétn de a-T al
Excipiente B. Dada la menor solubilidad del AA en etanol
(122, 124, 125) se interpuso éste primero (segin técnica
anteriormente aludida), para posteriormente, adicionar el

principio activo.

* ses® Mod. A-06
* X d]l-a-tocoferol. F. Hoffman ~- La Roche and Co. Basel
(Suilza)
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Una vez formulados los distintos preparados al 2.5‘ %
p/p en o~T (138), se mantuvieron en reposo a temperatura
ambiente durante las 24 horas posteriores a la elaboracién

y previas al inicio de los ensayos.
3.4.— ENSAYOS GALENICOS.

Se han 1llevado a cabo una serie de ensayos tanto a
excipientes A y B como al preparado 2, con objeto de

determinar cual es el mAs aceptable desde un punto de vista

galénico.

3.4.1.- Viscosidad.

Se realizd este ensayo utilizando un viscosimetro
rotatorio* de cilindros coaxiales con el concurso del

"spindle" 7.

Este paraémetro se determindé a distintas velocidades de
deformacién: 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 50 y 100 revoluciones

por minuto (rpm).

* Brookfleld Mod. RVT
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En todos 1los casos, el viscosimetro giré durante 1
minuto permaneciendo en reposo 30 segundos. Tras alcanzar
la maxima velocidad (100 rpm), cada preparaciétn se mantuvo
en reposo (15 minutos), con el fin de que recuperase su
estructura inicial. Pasado este tiempo, se volvidé a repetir
la medicién si bien se empezd6 por la velocidad de <cizalla

superior y concluyd con la inferior.

Para 1la determinacién de las viscosidades aparentes se
procedié segun la documentaciédn técnica del aparato (139);

multiplicando cada valor, obtenido por lectura directa del

dial viscosimetro, por un factor relacionado con el
"spindle* v las distintas velocidades de cizalla
utilizadas.

Se establecieron los periodos de tiempo de 24 horas, 1
Yy 2 meses desde la elaboracidén de excipientes y preparados
tépicos, con el fin de determinar 1las modificaciones

reoldgicas ocasionadas por adicién de nuevas sustancias.
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3.4.2.— Extensibilidad.

3.4.2.1.- Método.

Se ha seguido el método descrito con anterioridad por
algunos autores (140) y modificado convenientemente por
LEON y cols. (141 - 145) para 1o cual se empled6 un

microtomo manual* de caracteristicas:

platina perfectamente plana con 5 cm de diémetro
hueco de tornillo con 1.2 cm de diametro

paso de rosca de 0.68 mm

El tornillo micrométrico se colocd6 en la posicién 1 -
correspondiente a una vuelta completa del mismo, desde su
posicidn cero— rellené&ndose la oquedad producida tanto con
los Excipientes A y B como con el Preparado 2. Tras
conseguir una superficie lisa y una platina libre de restos
de producto, se gird de nuevo el tornillo hasta la posicién
cero, con lo que quedaron al mismo nivel éste y la platina
formandose un cilindro de producto (por encima del nivel de
la platina). Después de esta operacidn previa se colocaron

sobre el cilindro de muestra y en condiciones normales de

* Tipo Ranvier
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temperatura, una secuencia de pesos de 80, 150, 300 y 500
gramos respectivamente, durante 1 minuto de tiempo cada

uno, con intervalos de reposo de medio minuto.

3.4.2.2.— Técnica de medicién.

Para evaluar 1la estabilidad de los excipientes, asi
como del Prepardo tépico 2, se sigui6 la técnica de LEON y
cols. (142 - 145); para lo cual, transcurridos cada uno de
los tiempos de acciétn de 1los pesos (1 minuto), se
impresionaron placas fotogr&ficas* de la superficie ocupada
por la extensidén de cada muestra**, situada ésta siempre a
la misma distancia focal -objetivo / muestra- y sobre la
qQue incidi® un foco luminoso de situacidn e intensidad

constantes.

Una vez obtenidas las placas se procedidé al revelado de

las mismas siempre con el mismo aumento.

Por altimo, se determindé la superficie en cada muestra

sobre las placas fotograficas, utilizando un planimetro*** .

* Kodak Tmax 400
* X Nikon 501, lente aproximacién 3+
%% Staedtler Mars 927
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Con objeto de facilitar tal operaci6n, se fijaron ésta
Y las copias a wuna superficie completamente plana,
procediéndose, a continuacién, a la lectura directa de 1los

perimetros obtenidos en los casos estudiados.

Al igual que en el estudio de 1la viscosidad, se
establecieron 1os periodos de tiempo de 24 horas, 1 y 2
meses desde 1la elaboracidn de 1los excipientes y el

preparado toépico.

3.4.3.- Estabilidad.

3.4.3.1.- pH.

El pH de los preparados toOpicos fué otro parémetro mas
en estudio por ser indicativo de la estabilidad de 1las

preparaciones respecto del tiempo.

Por otra parte, el seguimiento de este valor en el
intervalo de 4 a 7 unidades era ademés necesario en estos
preparados al ser el 6ptimo por estar destinados a ser
aplicados sobre la piel, sin riesgo de que este tegumento

sufra indeseables irritaciones o alteraciones (146).
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Al mismo tiempo, el estudio del pH se realizd en 1los
dos Excipientes, A y B, de forma exhaustiva, debido a que
el AA posee un estrecho intervalo para la méxima
estabilidad; en caso contrario, se produciria la oxidacidn
de esta sustancia y en consecuencia, el favorecimiento de

un ambiente reductor del medio circundante (61).

Para efectuar este ensayo se ha utilizado un pHmetro*
realizando las mediciones por contacto directo del

electrodo** con los distintos excipientes.

Con el fin de detectar posibles wvariaciones, se
determin6é el pH de las muestras a las 24 horas, 1 v 2 meses

después de su elaboracién.

Type M - 80 Portable
*% Crison



80

3.5.— ESTUDIO ANALITICO DEL a-TOCOFEROL.

Para realizar este ensayo se han wutilizado los

Preparados 1 y 2.

3.5.1.— Método de extraccioén.

0.5 gramos de muestra (Preparados 1 6 2) fueron
tratados hasta disoluci6tn completa con etanol absoluto
purisimo* (EAP). A 1la soluci6n obtenida (10 mL) se le
adicionaron otfos 5 mL de reactivo, provenientes del
arrastre por lavado del recipiente contenedor.
Posteriormente, este volumen es filtrado con ayuda del
vacio (asociacién embudo Buschner - matraz Kitasato y
trompa de agua**). A la fraccioén de filtrado se le
adicionaron otros 5 mL de EAP, empleados para recuperar las
trazas de producto existentes en el equipo filtrante. Por
Gltimo, se 1llevd el enrase hasta el volumeh‘de 20 mL debido
a la evaporaciétn del disolvente durante el proceso de
filtracidén. En el supuesto de que el rendimiento de la
extraccidén fuese maximo, cabria esperar una concentracién

en o-T equivalente a 62.5 png / mL.

* Panreac. Barcelonas
% Anorsa
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3.5.2.— Técnica analitica.

La wvaloracién del a-T se ha llevado a cabo mediante un
cromatdégrafo liquido—-liquido de alta resolucidn (HPLC)* que
consta de wuna bomba con dos pistones**, un detector
ultravioleta — visible de longitud de onda variable*** y un
registrador®. E1l inyector est& ocupado con un "loop" de 20
uL.x La columna ODS (22 cm X 4.6 mm) es empaquetada con C18
Spherical de 5 ym°°®. La fase m6vil ha sido metanol 100 %°°°
vy se ha hecho pasar a una velocidad de flujo de 1.2 mL /
min. La absorbancia del eluyente es monitorizada a una
longitud de onda de 292 nm para detectar el o-T. La
cuantificacion se ha llevado a cabo por medicién de las
alturas de los picos registradas a una velocidad de 30 cm /

h

3.5.3.- Pruebas de validaciédn del método.

Se han preparado diferentes soluciones patrones: o-T en
EAP, AA en EAP y mezcla de ao-T y AA en EAP. Todas ellas a

una concentraciodn de 62.5 png / mL. Con ello se

* Kontron Instrument
* % Mod. 420

k% Mod. 432
° varian Techtron Mod. 1338A

L ODS Spheri-5. C18 polyfunctional Bdum Spherical
©060°o Merck. Darmstadt (Alemania)
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pretendié determinar a través de 1los cromatogramas
correspondientes (Figura 10) los tiempos de retencidén de
cada una de las sustancias disueltas y 1la posible

interferencia entre ellas.

Dada 1l1la inestabilidad fisica del a-T (31, 56 - 59) vy
del AA (61, 118, 128) se procedid® a elaborar una solucidn
patrén cada dia de trabajo. La cuantificacién de 1las
muestras objeto de estudio se ha 1llevado a cabo por
comparacién con la solucidn patrdn correspondiente a ese

dia.

3.5.4.— Variacién del contenido en a—tocoferol.

Este ensayo se ha 1llevado a cabo con el fin de
determinar 1la cantidad de o-T que se va degradando en
funcidén del tiempo. Para ello, se ha seguido la técnica de

extraccidn descrita anteriormente.

Inicialmente se determind® la cantidad de a-T y AA para
justificar que 1la vitamina C actuaba como antioxidante,
tanto de 1la férmula elaborada como del principio activo

(p.a.).
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Etanol Absoluto

Figura 11.- Cromatograma previa extraccidén del Preparado 2.
(sensibilidad del detector: 0.1)
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Se ha cuantificado la cantidad de p.a. presente en‘los
Preparados semisblidos 1 yv 2 en 1las condiciones vya
mencionadas. Para ello se han realizado diluciones para
obtener una concentraci6tn aproximada de 62.5 nug / mL de a-T

con independiencia del excipiente utilizado.

Por otra parte y en las condiciones en que se llevd a
cabo este ensayo, el AA no se pudo cuantificar como
consecuencia de su concentracién (0.1 % en Excipiente B y
Preparado 2) (Figura 11). Ahora bien, se modificaron las
condiciones de trabajo del HPLC convenientemente para
detectar esta sustancia. Se observd que la cantidad
presente en la formulacién (Preparado 2) iba disminuyendo
conforme transcurria el tiempo de almacenamiento, mientras
que el o-T permanecia aparentemente dentro del m%smo rangb

de concentracion (Figura 12).
3.6.— ESTUDIO PATOLOGICO: PROMOTORES DE RADICALES LIBRES.

Como se indicé en la parte general de esta Memoria, la
Teoria de Radicales Libres es wuna de las causas
fundamentales de algunos estados degenerativos celulares y

tisulares.
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Estas especies reactivas poseen un tiempo de duracién
muy breve (décimas de segundo) por 1o que no se han podido
éislar (44). Como consecuencia, para poder trabajar con
ellos, nos vimos obligados a recurrir a especies promotoras

de dichos radicales.

De entre las muchas sustancias existentes hemos elegido
la doxorubicina (DOX), antineopléasico por excelencia que
provoca necrosis del tejido en el lugar de la

extravasacidn de la inyeccidén intradérmica.

3.6.1.— Necrosis tisular: doxorubicina.

3.6.1.1.— Material no biolégico.

A todos los animales se les ha administrado
doxorubicina* por via intradérmica, con jeringa de 1 mL y

aguja del calibre 25 G.

Tras 1los estudios realizados con anterioridad por
LUCERO vy cols. (138) hemos seleccionado la cantidad de
0.05 mg doxorubicina por ser la que suministra una 1lesién

dérmica adecuada para la consecucidén de este estudio. Se

* Clorhidrato de doxorubicina. Farmlblastlnak. Farmitalia
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han inyectado 0.025 mL de solucién de doxorubicina en

solucién salina fisiolégica.
3.6.1.2.— Reactivo animal.

Se han empleado un total de 15 ratas hembras de la raza
Wistar de peso medioc de 310 g, suministradas por el
Servicio de Animales de Experimentacién de 1la Facu1£ad de
Medicina de Sevilla. La alimentacién proporcionada a todos
los animales, antes y después de someterlos a esta prueba,
ha sido a base de piensos* y agua "ad 1libitum". 1la
habitacién donde permanecieron las ratas se encontraba a

una temperatura de 25 x 1 °C.

Sobre el total de 15 animales se establecieron 3 grupos

de 6 efectivos respectivamente.
Los dorsos de todos los animales se rasuraron con una
maquina manual**, 24 horas antes de comenzar el ensayo, con

el fin de que la piel estuviese en su mejor estado.

Pasado este tiempo se les anestesid con 0.04 mL de

* PamlabR®

* k GurelanR neg 0000-~A
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clorhidrato de ketamina* por via intramuscular, previa

induccidn con éter etilico**.

A continuacidén se procedi6 a la aplicacién de 1los

distintos preparados conforme a los grupos siguientes:

Grupo control: constituido por 3 ratas que fueron

tratadas UGnicamente con doxorubicina en los dos 1lomos.

Grupo E: formado por 6 animales, 1los cuales fueron
tratados en su 1lomo derecho con el Preparado 1 y en el

izquierdo con el Excipiente A.

Grupo E — C: constituido por 6 ratas a las que se le
aplic® en el lomo derecho el Preparado 2, mientras que en

el izquierdo fué tratado con el Excipiente B.

Todos 1los grupos, excepto el control, recibieron una
aplicacidén / dia de los respectivos geles, durante dos dias
consecutivo; y previos a la inyecci6tn de doxorubicina.
Inmediatamente antes y después de esta administracidén se

aplicaron de nuevo los correspondientes preparados.

X 100 mg / mL. KetolarFK,

*% Panreac. Barcelona

Parke Davis
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3.6.1.83.— Lesiones.

Se efectuaron observaciones macrosc6picas de todos 1los
animales en 1los 30 dias subsiguientes al comienzo del
ensayo. Dado que es factible 1la existencia de sesgo
observacional, se ha realizado dicho estudio y 1las
observaciones macroscdpicas a doble ciego. Al sexto. dia
(138), se midieron 1los diadmetros de las Glceras con un

calibrador utilizado habitualmente para tal efecto.

A partir del estudio macroscdpico se establecieron las
observaciones mas significativas, asignandoseles los

siguientes valores a los distintos grados de incidencia:

* Fibrosis en formacién (+): 10

* Fibrosis en formaci6n (++): 20

* Fibrosis en formacidén (+++): 30
* Fibrosis en formacién (++++): 40

* Fibrosis establecida: 50
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Figura 13.- Reograma del Excipiente A
a las 24 horas de su elaboracion.
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Figura 14.- Reograma del Excipiente A
al mes de su elaboracion.
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Figura 15.- Reograma del Excipiente A
a los 2 meses de su elaboracién.
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Figura 16.- Reograma del Excipiente B
a las 24 horas de su elaboracion.
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Figura 17.- Reograma del Excipiente B
al mes de su elaboracion.
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Figura 18.- Reograma del Excipiente B
a los 2 meses de su elaboracion.

96



Dial

50

0 { | i i I { { 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 110
D (rpm)
Figura 19.- Reograma del Preparado 2
a las 24 horas de su elaboracion.
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Figura 20.- Reograma del Preparado 2
al mes de su elaboracién.
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reogramas del Excipiente A en los tiem-
pos indicados.
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MUESTRAS TIEMPO n k Txy
Excipiente A 24 horas 0.1967 24.1013 0.9995
1 mes 0.2074 23.4196 0.9986
2 meses 0.1991 23.5424 0.9996
Excipiente B 24 horas 0.2162 14.2079 0.9961
1 mes 0.1981 11.4961 0.9988
2 meses 0.1980 8.8617 0.9981
Preparado 2 24 horas 0.1788 17.1380 0.9980
1 mes 0.2304 5.9331 0.9991
2 meses 0.2368 5.1935 0.9989
Tabla 1.- 1Indices de flujo (n) y de consistencia (k) para las

distintas formulaciones.
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 60 100

D (rpm)

—— Excip. A —— Excip. B —*— Prepar. 2

Figura 23.- Ramas descendentes de los
reogramas de las formulaciones indicadas
a las 24 horas de su elaboracion.
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Figura 24.- Ramas descendentes de los
reogramas de las formulaciones indicadas
al mes de su elaboracién.
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Dial

§0 60 70 80 110
D (rpm)

—— Excip. A — Excip. B % Prepar. 2

Figura 25.- Ramas descendentes de los
reogramas de las formulaciones indicadas
a los 2 meses de su elaboracion.

Dial

0 1 ] 1 i 1 ! 1 i 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
D (rpm)

—— 24 horas —+ 1 mes —¥- 2 meses

Figura 26.- Ramas descendentes de los
reogramas del excipiente B en los tiem~
pos indicados.
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50

—— 24 horas —— 1 mes —%- 2 meses

Figura 27.- Ramas descendentes de los
reogramas del Preparado 2 en los tiem-
pos indicados.
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4.1.1.2.— EXTENSIBILIDAD
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MUESTRAS TIEMPO PESO 1 PESO 2 PESO 3 PESO 4
(80 g) (150 g) (300 @) {500 g)
Excipiente A 24 horas 3.3061 3.5918 5.1020 6.4670
1 mes 2.4793 3.3058 4.3618 4.5914
2 meses 2.2924 2.8547 3.3304 3.7509
Excipiente B 24 horas 2.8228 3.6760 4.6902 5.6275
1 mes 3.2748 4.6157 5.5176 6.0414
2 meses 3.7340 4.7682 6.1755 6.6757
Preparado 2 24 horas 2.8063 3.2498 5.0304 5.7566
1 mes 4.7892 5.6759 6.5654 6.87178
2 meses 4.4035 5.4216 6.3323 7.3234
Tabla 2 .- Superficies obtenidas (cm?2) de las formulaciones indicadas en

funcién del tiempo y pesos aplicados.
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Figura 28.- Extensibilidad del Excipien-
te A en los tiempos indicados.
. 2

5 Superficies (cm®)
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Figura 29.- Extensibilidad del Excipien-
te B en los tiempos indicados.
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Superficies (emd)

100 200 300 400 §00

Pesos (g)

— Excip. A ——Excip. B ~* Prepar. 2

Figura 31.- Extensibilidad de las formu-
laciones indicadas a las 24 horas de su
elaboracion.
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—— 24 horas —H—1mes % 2 meses
Figura 30.- Extensibilidad del Prepara-
do 2 en los tiempos indicados.
, Superficies (cm2)
6
5.
4 =
3 T
2
1
0 L ! ! } 1 i
600

106



107

Superficies (cm®)

1 | t [ 1

100 200 300 400 500 600
Pesos (g)

O = N W &d» O O N ®
™1

o

—— Excip. A — Excip. B *- Prepar. 2

Figura 32.- Extensibilidad de las formu~
laciones indicadas al mes de su
elaboracion.

Superficies (cm2)

o 1 i 1 i 1 -
0 100 200 300 400 . 8600 600
Pesos (g) ‘

— Excip. A —Excip.B —* Prepar. 2

Figura 33.- Extensibilidad de las formu~
laciones indicadas a los 2 meses de su
elaboracion.
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4.1.2.1.— pH
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pH

Excip. A Excip. B Prepar. 2

24 horas 5.82 5.46 4.97
1 mes 5.82 4,64 4.66
2 meses 5.82 4.46 4.46

B 24 horas [T 1 mes 2 meses

Figura 34.- pH de las formulaciones.



4.2.— ESTUDIO ANALITICO DEL
ALFA—TOCOFEROL



112

Los resultados de absorbancia obtenidos mediante HPLC
(detector U — V a 292 nm) a partir de la extraccién del a-T
de los Preparados ly 2 (Figuras 36 — 37) han sido
estudiados de acuerdo a las leyes cinéticas de reacciones
consecutivas aceptando como mecanismo de degradacidén las

reacciones propuestas por TAPPEL (62) (Figura 5).

En el estudio de la cinética de reacciones consecutivas
se obtienen las siguientes curvas teéricas de concentracidén

con respecto al tiempo (147) (Figura 35).

La ecuacién tedrica para la absorbancia de una solucién
que contiene una mezcla de dos especies que absorben a una

misma longitud de onda seria:
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Figura 35.- Curva teérica de la concentracién / tiempo para la cinética
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En las graficas 36 y 37 se han reprentado la altura de
~los picos (cm) obtenidos en los cromathramas en funcidén
del tiempo (dias). Estas alturas estéan directamente
relacionadas con las absorbancias mediante un selector

incorporado en el detector.
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‘36.— Deteccién por HPLC de a-tocoferol en el

Preparado 1: altura (cm) de los picos en
funcidn del tiempo de almacenamiento (dias).
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37.— Detecciétn por HPLC de a-tocoferol en el
Preparado 2: altura (cm) de los picos en
funcién del tiempo de almacenamiento (dias).
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4.3.— ESTUDIO PATOLOGICO: PROMOTORES
DE RADICALES LIBRES



4.3.1.— NECROSIS TISULAR:
DOXORUBICINA



118

CASOS MEDIAS SD ERROR cv
VALIDOS X STANDARD
CONTROL 6 6.6333 0.5279 0.2155 7.9581
EXCIP. A 4 6.4250 0.4573 0.2287 7.1182
EXCIP. B 6 6.6000 0.3098 0.1265 4.6945
PREPA. 1 7 6.2857 0.5145 0.1945 8.1860
PREPA. 2 6 6.0667 0.5391 0.2201 8.8868

Tabla 3.- Di&metros medios de las ulceras producidas por doxorubicina en

los grupos establecidos.
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diametro {(mm)

Control Excip. A Excip. B Prepa. 1 Prepa. 2
6.633 6.425 6.6 6.286 6.067

Figura 38.- Diametros medios de las ulce-
- ras a los 6 dias.



GRADOS DE T PROB
LIBERTAD
CONTROL / EXCIP. A 8 0.6422 0.2694 (N.s.)
CONTROL / EXCIP. B 10 0.1334 0.4483 (N.S.)
CONTROL / PREPA. 1 11 1.2001 0.1277 (N.S.)
CONTROL / PREPA. 2 10 1.8396 0.0478 (S.)
EXCIP. A / PREPA. 1 9 0.4478 0.3324 (N.S.)
EXCIP. B / PREPA. 2 10 2.1009 0.0310 (s.)
EXCIP. B / EXCIP. A 8 0.7286 0.2435 (N.S.)
PREPA. 1 / PREPA. 2 11 0.7487 0.2349 (N.s.)

Tabla 4.- Estudio estadistico del diimetro medio de las dlceras.

T de STUDENT.
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Grado de fibrosis

60

| §
\0 £

Efectivos

B Control Exclp. A Excip. B WA Prepa. 1 Prepa. 2

Figura 39.- Necrosis tisular: Observa-
ciones obtenidas a los 30 dias de
estudio.
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GRADOS DE INCIDENCIA

F.F.(+) F.F.(++) F.F. (+++) F.F., (+++4) F.E.

VALORACION 10 20 30 40 50
CONTROL - 3 - 3 -
EXCIP. A 1 1 2 2 -
EXCIP. B 1 - 1 2 2
PREPA. 1 - - - 4 2
PREPA. 2 - - 1 1 4

Tabla 5.- Casos presentados con los grados de incidencia sefialados para
cada uno de los grupos establecidos.

F.F. (fibrosis en formacién)
F.E. (fibrosis establecida)



GRADOS DE X2 PROB
LIBERTAD
CONTROL / EXCIP. A 5 12.5000 0.0285 (S.)
CONTROL / EXCIP. B 5 35.0000 0.0000 (s.)
CONTROL / PREPA. 1 5 65.0000 0.0000 (S.)
CONTROL / PREPA. .2 5 77.5000 0.0000 (s.)
EXCIP. A / PREPA. 1 5 121.6670 0.0000 (s.)
EXCIP. B / PREPA. 2 6 48.3333 0.0000 (s.)
EXCIP. B / EXCIP. A 5 16.6667 0.0052 (s.)
PREPA. 1 / PREPA. 2 5 7.5000 0.1860 (N.S.)

Tabla 6.~ Test X2.

de administrar doxorubicina.

Grados de fibrosis detectados a los 30 dias
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DISCUSION
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Como hemos comentado en capitulos precedentes, una
propiedad comin a los preparados farmacéuticos semisédlidos
es 1la adhesi6n a la superficie de aplicaci6én debido a su
reologia (148). Para abordar dicho estudio un requisito
previo y fundamental es la comprobacidén de su estabilidad
fisica (149), pues ello nos conduciréd al comportamiento
real de cada uno de los preparados ensayados. Es sabido que
los parédmetros a controlar en ensayos de esta indole
dependen fundamentalmente de la forma farmacéutica (150),
que en nuestro caso son sistemas dispersos s6lido—-liquido

gelificados.

Sobre el comportamiento reoldgico influyen asimismo los
cambios de temperatura a los que se someten los sistemas
dispersos, si bien no les afecta de la misma manera. En los
geles se aprecia sOlo pérdida de disolvente, sin que ello
modifique 1la estructura propia de estos sistemas, por 1lo
qQue a estos efectos se consideran con estabilidad Optima

(138).
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Los geles deben poseer una consistencia adecuada no tan
solo para su utilizacién, sino también y fundamentalmente
respecto a la biodisponibilidad o actividad terapéutica que

los mismos pudieran desencadenar (151).

Los estudios reoldgicos 1los hemos centrado en 1la
evaluacidén de dos paraémetros esenciales, viscosidad vy

extensibilidad.

Se han determinado las viscosidades aparentes de 1las
formulaciones al cabo de 24 horas, 1V 2 meses con el fin
de conocer la estabilidad fisica del sistema tanto en el
momento de su elaboracidén como de su evolucidbn posterior

con el transcurso del tiempo (16, 19).

En las curvas de fluidez (reogramas), reflejadas en las
Figuras 13 a 21 no se observa comportamiento tixotroépico,
lo que demuestra la no dependencia del tiempo de cizalla

(14) en dicho comportamiento.

A través del estudio de 1los reogramas obtenidos
(Figuras 13 a 21) se puede va indicar que nuestras
preparaciones son cuerpos no newtonianos vy de
comportamiento pseudoplastico (12) ya que frente a un

aumento de la velocidad de deformacidén aumenta el valor del
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dial (o su correspondiente tensiétn de empuje), esto es,
desciende 1la viscosidad aparente en funcién de la cizalla

aplicada.

Las causas de este comportamiento pseudopléstico pueden
ser debidas a 1la ruptura progresiva' de 1la estructura
interna del preparado (por aumento de la cizalla) y su

reconstruccidn posterior por medio del movimiento browniano

(3).

Aplicando el modelo de OSTWALD - DE WAELE (1, 3, 4, 12,
13, 15) igualmente hemos podido determinar el flujo vya
detectado con el estudio de 10os reogramas. Asi, en la Tabla
1, se recogen valores del indice de flujo (n) e indice de
consistencia (k) obtenidos para cada preparado ensayado
(Excip. A, Excip. B, Prepa. 2). Estos parémetros se
determinaron a partir de 1las ramas descendentes del
reograma correspondiente, coincidiendo con DOLZ y cols.
(16) vy no asi con la metodologfa propuesta por MARCHABAN vy

cols. (152) qUe contrariamente utilizan la rama‘ascendente.

En todos los casos los valores de n son inferiores a 1la
unidad (indicativo de flujo pseudopléastico), confirmando 1lo

que ya se reflejaba en las curvas de fluidez.
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A través de los valores de K hemos observado una cierta
relacién con 1la viscosidad de 1los preparados.Asi, el
Excipiente A mostr6é el indice de consistencia superior
(24.1013) mientras que el Excipiente B alcanz6 el inferior
({14.2079), para un fiempo de 24 horas desde la elaboracién

de las formulaciones.

Tras 1a -comparaci6tn de los datos obtenidos para 1los
Excipientes A y B vy Preparado 2 comprobamos que el
comportamiento no tixotrépico y pseudopléstico permanece
para todos ellos. Por su parte, 1la viscosidad varia de
forma apreciable (en Excipiente Ay B y Preparado 2),
respecto al tiempo de almacenamiento. Asi para el
Excipiente A siempre se encontré el mayor valor de
viscosidad, que practicamente no varia, 1o que da idea de

su gran estabilidad (Figura 22).

Este paré&metro disminuydé al adicionar AA v a-T, (Excip.
B, Prepa. 2) (Figuras 23 a 25) probablemente debido a la
repulsién entre cargas del mismo signo (118), por 10 que el
gel adoptaria una estructura extendida con la consiguiente
pérdida de viscosidad. En funci6n del tiempo el Excip. B
muestra una disminucidén progresiva de su viscosidad (Figura
26), mientras que el Prepa. 2 presenta una clara

disminucién durante el primer mes de reposo, manteniéndose
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casi constante 1la viscosidad en el periodo de ensayo

subsiguiente (Figura 27).

Debido a que los parametros fisicos ny kK se pueden
utilizar para caracterizar la estabilidad de los sistemas
dispersos (15), en la Tabla 1 se reflejan sus valores para
los tiempos estudiados. No se observd que el iIndice de
flujo (n) wvariara apreciablemente en ningin sistema,
confirmandonos de nuevo que el comportamiento de todos
ellos es pseudoplastico. Ahora bien, si queremos destacar
que el 1indice de consistencia (k) disminuye en todos 1los
casos (ya comentamos que se observaba una gran disminucion
de la viscosidad), salvo en el Excipiente A que se mantiene
invariable, ratificadndonos 1la gran estabilidad de esta

formulacién.

La consistencia vy elasticidad de la pelicula que las
formulaciones semisdlidas crean en la superficie de
aplicacién, son consecuencia de la estabilidad de 1los
preparados (7). De aqui que la justificacidén del estudio
reoldgico se centre en la conveniencia de la extensibilidad
v viscosidad de la f6rmula, maxime cuando, si es aceptable,
constituye el indicativo de una correcta elaboracién y de

la consiguiente estabilidad del preparado tépico.
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Sobre estas propiedades influyen no s6élo la proporciodn
de los componentes —-p.a. y excipientes- (141, 153), sino
también la posibilidad de formacidn de enlaces,
generalmente débiles que dan lugar a una variacién en la

viscosidad de las férmulas (154).

El concepto de extensibilidad como "capacidad de 1la
pomada para ser extendida en condiciones fijadas® fué
expuesto ya en 1958 por DEL POZO y SUNRE (140, 153) que
.ademés describieron el aparato *extensimetro® del que se
haﬁ hecho sucesivas revisiones metodol6gicas (141, 142,

156 — 158).

La técnica que hemos seguido en este estudio ha sido
descrita por JIMENEZ-CASTELLANOS y cols. (144) cuyo objeto
es el de asegurar, con una mayor exactitud, 1l1la medida de

esta propiedad.

A través de nuestras experiencias se observa que la
evolucién de 1la extensibilidad en las muestras ensayadas
es, en términos generales (Tabla 2), muy semejante e
incluso solapable al comportamiento de viscosidad
anteriormente comentado (Figuras 29, 30, 32, 33).
Loégicamente, cuando la fuerza de cizalla aumenta —disminuye

la viscosidad aparente en 1la pseudoplasticidad- cabe
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esperar un aumento de la extensibilidad, debido a 1las
roturas de enlaces internos en los sistemas dispersos. La
Gnica excepcién la enéontramos para el Excip. A (Figura 28)
en donde se evidenciavla no constancia de su extensibilidad
en funcidn del tiempo. Este resultado podria explicarse
porque partiendo de un excipiente de por si viscoso, a las
24 horas de su preparacién, ni el tiempo de almacenamiento
ni la cizalla aplicada sean suficientes para evidenciar los
cambios de viscosidad y si por el contrario, 1la aplicacion
de una fuerza creciente sobre muestras del mismo a

distintos tiempos.

Otros pafametros que hemos considerado en relacidn con
la estabilidad han sido el pH vy 1las caracteristicas
organcolépticas consecuentes a una variacidén del mismo, pues
como se sabe, pueden repercutir en la desestabilizacidn del

sistema (159).

Los distintos preparados té6picos han sido envasados en
cajas de plastico endurecido, con cierre hermético, a
temperatura ambiente. Las medidas se han hecho a las 24

horas, 1 yv 2 meses.

En todos los casos los valores estan comprendidos entre
4 y 7 unidades, rango 6ptimo para su aplicacién en la piel

(146).
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Considerando 1os valores de pH obtenidos en nuestras
experiencias, se aprecia una variacién del mismo tanto por
la incorporacién AA (Excip. B) y a-T (Prepa. 2) como por la

influencia del tiempo (Figura 34).

Tras el estudio aislado de los datos relativos de pH
respecto al tiempo de almacenamiento, en el Excip. B 1la
disminucién Vdel valor de 5.46 (24 horas) a 4.64 (1 mes) y
4.46 (2 meses) pudiera deberse a la oxidacidn normal del AA
para pasar a 16n Ascorbato con marcado caréacter Aacido
(129). La observacidén de un cambio de coloracidn en este
Excip. B respecto del A (138), bajo las miémas condiciones,
puede ser indicativo de alteracidn mAxime cuando entre el
rango de pH. arriba 'comentado (5.46 -~ 4.46) el AA se

encontraria en situacién inestable (160).

Comentarios semejantes, en cuanto a variacién de pH se
refiere, merecen los resultados encontrados para el Prepa.
2, si bien 1la disminuci6tn de este parémetro es mAas

paulatina (Figura 34).

Si comparamos Excip. B respecto al Prepa. 2, el pH de
éste a las 24 horas, disminuye respecto al primero, debido
probablemente a la coexistencia de dos compuestos &cidos.

Sin embargo, el resto de los valores, con independencia de
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la muestra, son muy semejantes quiz&s por 1la propia

oxidacién del AA va aludida.

Este hecho, beneficioso para la estabilidad del Prepa.
2, crearia un ambiente reductor (61) conducente a la
estabilidad del o-T y cosecuentemente a 1la de este

preparado.

Pero como ya dijimos , el pH aunque varie, en todos los

casos permanece en el rango de pH 6ptimo para la piel.

Con 1los datos de altura obtenidos a partir de 1los
cromatogramas (Figuras 36, 37) se ha intentado realizar un
ajuste con la curva biexponencial teférica, anteriormente
expuesta (consulténse Figura 35, pag. 113 ), wusando un
programa de ordenador adecuado. Este ajuste resultd no ser
significativo debido probablemente al inadecuado nGmero de
puntos necesarios para dicho ajuste, en la primera parte
de 1la curva, y a las fluctuaciones de temperatura en 1los

distintos dias en que se realizaron las medidas.

Esto constituirad pués uno de los objetivos que
plantearemos en las investigaciones a realizar en un futuro

proéximo.
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Se- utilizan dos tipos de argumentos para racionalizar
el papel de los radicales libres en procesos patoldgicos,
sin la presencia de tratamientos oxidativos especiales. El
primero basado en 1la teoria de uso y desgaste de 1las
células, mientras que el segundo sugiere que las reacciones
de radicales aceleran o inician una enfermedad particular

como es el caso del céancer (32).

Dentro de 1los agentes anticancerosos, aquellos que
posean estructuras quindnicas o compuestos de nitrégeno
aromaticos, | actaan en base a estos principios. La
doxorubicina (DOX), sustancia citostAtica de estructura
quinénica, puede producir por extravasacidn de la misma
efectos citotdxicos .en la piel, debido a la formacidédn de
radicales 1libres. A este respecto distintos autores (106,
109) indican que esta toxicidad accidental puede paliarse

administrando a-tocoferol y / o dimetilsulfdxido.

En nuestro caso, procedimos a la realizaciédn de un
ensayo en el que, previa a la administraciétn de DOX por via
intradérmica, se somete a los animales a tratamiento con

o-T en distintos preparados.

Siguiendo el protocolo propuesto por LUCERO y cols.

(138) se selecciond la administracién intradérmica de 0.05
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mg de DOX para realizar el ensayo de necrosis tisular,
provocada por radicales libres procedentes de este agente

quimico.

Una vez establecidos los grupos de animales y después
de transcurridos 6 dias, se observd lo siguiente: Glceras
de 5.1 a 7.3 mm de diédmetro, elevadas, eritematosas,
pigmentadas, de A&rea central costroso. Las lesiones son
induradas y abarcan la totalidad de la piel dejando 1las
estructuras epidérmicas completamente 1libres de planos
subyacentes. Estas lesiones no son alopécicas y con cierto

componente inflamatorio.

En 1los 5 grupos bajo estudio se observan en general
ligeras diferencias en el diémetro de las dlceras, propias
del estado lesivo antes descrito (Tabla 3, Figura 38). Sin
embargo, se encontraron diferencias estadisticas
significativas solamente entre Prepa.2 / Excip. B y Prepa.

2 / Control (Tabla 4).

Esto nos indica, en una primera aproximaci6tn, que la
asociacién a-T / AA es la que demuestra mayor eficacia
regeneradora, - puesto que si bien los diémetros medios
observados con el Excip. B frente al Control varian, esta

variacién no fue significativa desde el punto de vista



136

estadistico, 1lo que conduce a considerar la ausencia de

efecto terapéutico del Excipiente aislado.

El mecanismo por el que transcurre el fenbmeno
observado podria deberse bien al sinergismo del AA respecto
al o-T gracias a su accién ahtioxidante (61, 160), vya
detectada a través de los estudios de variacidn de pH,
(constultense Figura 34, pag. 110), o bien por revertir el
radical oxidado del o-T a su forma reducida, gracias a la

accién concomitante del AA con el glutation (68)..

Por wuno u otro camino, esto determinaria una mayor
reduccidn del Area dafiada, en aquellos efectivos tratados
con el Prepa. 2, como lo demuestran nuestros resultados
experimentales, que en general se aproximaron bastante a
los obtenidos por SVINGEN y cols. (106) y LUCERO vy cols.
(138). '

Al no encontrar a penas divergencias en los diametros
de las dulceras, nos vimos obligados a continuar 1la
investigacidén para determinar si nuestros preparados de a-T
actian como "scavenger" de radicales libres procedentes- de
la DOX. Asi, a 1os 30 dias de comenzaf ‘este ensayo,
volvimos a analizar las lesiones de todos 1los animales;

para ello se asignaron wvalores numéricos a las
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apreciaciones macroscépicas (grado de fibrosis) con el fin
de realizar un tratamiento estadistico que corroborase los
datos clinicos. En la Tabla 5 se recdge la cuantificacién
del grado.de lesidn para este periodo de tiempo y para los
distintos animales. De forma grafica (Figura 39) se
evidencian diferencias entre todos los grﬁpos (Controil,

Excip. A, Excip. B, Prepa. 1, Prepa. 2).

Para las ratas tratadas con el Prepa. 2 se contempla
que en el 67 % de los casos hay una fibrosis establecida,
es decir, sus llceras cicatrizaron por completo. Por su
parte, el 33 % de los animales que recibieron el Prepa. 1
presentaban fibrosis establecida, mientras que el resto
mostrd un grado de fibrosis en formacidn (++++).
Finalmente, se observaron distintos estadios para 1los

grupos restentes, es decir, Control, Excip. Ay Excip} B.

A partir de estos resultados, Tabla 5, se realizé el
correspondiente estudio estadistico (161) cuyos"parametros
se recogen en la Tabla 6. Esto refleja la existencia de
diferencia entre todos los grupos que recibieron
tratamiento previo ‘con p.a. o sin é&1) con respecto - al
Control. Igual resu. o se obtuvo al comparar los' dos
preparados con sus reshectivos excipientes (Prepa. 1 /

Excip. A y Prepa. 2 / .:ixcip. B). Al establecer estas
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comparaciones entre 1los Preparados 1 yb 2: se aprecian
diferencias (Tabla 5), si bien no significativas, por
cuanto que de los 6 efectivos que componen cada grupo, 4
presentan una fibrosis, en grado 4 (++++), con el Prepa. 1

frente a 1 caso para los que recibieron el Prepa. 2.

Sin embargo con este Preparado se encontraron 4
efectivos con fibrosis establecida frente a sdlo 2 para los

que recibieron a-T en Excip. A.

Estos hechos nos conducen de nuevo a considerar el
papel desarrollado por el AA como protector del o-T gracias
a crear ese ambiente reductor conducente a la

estabilizacidén del p.a. en el Excip. B.

Somos conscientes, con todo, ‘que estos datos deberian
ser corroborados con nuevos estudios anatomopatolégicos qﬁe
corroborasen estas apreciaciones meramente macroscédpicas,
abriendc con ello ruevos horizontes para este. Grupo de

Tnvestigacién.

Por otro lado nos qugda también comprobar, r a través de
un planteamiento riguroso, 1la cinética de degradacién del
a-T sblo o asociado con Ap  Asi desde otro angulo podriamos

discernir sobre 1la inflwencia real del Excip. B,
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presumiblemente cierta para nosotros, sobre la mayor
capacidad paliativa del a-T frente a los estados 1lesivos

antes expuestos.

A pesar de ello si estamos en condiciones dé afirmar,
coincidiendo con varios autores (106, 109, 138), que 1la
toxicidad accidental provocada por estravasaciép de la DOX
en la piel, que de ser prevenida aplicando preparados de o-
T, esta vez en bases gelificadas, gracias a su accién

regeneradora de las zonas cuténeas méas dafadas.
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Los excipientes en estudio son cuerpos no newtonianos
de comportamiento pseudoplastico v no tixotrépico, no

viéndose influidos por el tiempo de almacenamiento.

La adicién del principio activo, a-tocoferol, no

modifica la pseudoplasticidad ni la tixotropia.

La adicidén de a-tocoferol a su excipiente modifica 1la
viscosidad y extensibilidad, encontrandose para ambas

una relacién inversa.

Los parametros reoldgicos, viscosidad y extensibilidad,
de 1los preparados med}camentosos varian con el tiempo

de almaceramiento.

Considerando los valores de pH obtenidos se aprecia una
variacién del mismo tanto por la incorporacién del
dcido ascérbico (Excip. B) v a-tocoferol (Prepa. 2)
como por la influencia del tiempo. Esto puede deberse a
la oxidacidén del acido ascorbico (con produccién -de
compuestos marcadamente acidos) que determinarian una

mayor estabilidad del a~tocoferol.
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No se ha podido cuantificar la cantidad remanente de a-
tocoferol en 1los preparados bajo estudio,por posible
presencia de un compuesto intermedio que interfiere en

l1a deteccidén de la sustancia activa inmodificada.

En el ensayo de necrosis tisular producida por
doxorubicina se aprecian diferencias estadisticamente
significativa solamente en los diémetros de las dGlceras
de los animales tratados gon el Prepa. 2 respecto a su
excipiente y control. Esto indica que la asociacién a-
tocoferol / &cido ascobrbico es la que demuestra una

mayor capacidad de reduccidn del &rea dafiada.

Se demuestra que el a-tocoferol aplicado'por via tépica
en las condicioners de nuestra experiencia favorece la
regeneracidén de la piel. Sin embargo en los animales
tratados con el Prepa. 2 (a-T / AA) se contempla que en
el 67 % de los casos existe una fibrosis establecida
mientras con el Prepa. 1 ésta solamente se observd en

el 33 % de los casos.
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