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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar la absorcion
percutanea del &cido all-trans retinoico - AR -y
del retinol - ROL — en un gel similar que contenia
0,1% de 4cido all-trans retinoico — AR - 0 1% de
retinol — ROL -. Los resultados indican que el -
AR -y - ROL - tienen una distribucion similar
después de la aplicacién local de gel. Desde
luego, los componentes activos se retienen
principalmente en la epidermis y el riesgo
sistémico de absorcidn parece ser limitado a las
dosis ensayadas. Estos aspectos resultan
beneficiosos para el uso tépico comdn del - AR -
y — ROL -, que ejercen su actividad sobre la piel
y presentan toxicidad sistémica y teratogenidad.

Abstract

The purpose of the study was to evaluate
cutaneous penetration of all-trans retinoic acid —
RA - and retinal - ROL - with a similar gel
contained 0.1 % all-trans retinoic acid - RA - or 1
% retinal — ROL -. The results indicate that — RA -
and - ROL - have a similar distribution after
topical application of gel. Indeed, active
components are mainly retained in the epidermis
and systemic absorption risk seems to be limited
at tested doses. These features are beneficial for
common topical use of - RA - and — ROL -, which
exert activity on skin and present systemic
toxicity, notably teratogenicity.

Introduccion

Los Retinoides conforman una clase de
compuestos de gran interés (1). Ejercen efectos

farmacoldgicos notables a nivel cutaneo sobre la
proliferacion y diferenciacion celular. Han
demostrado su eficacia en la administracion local
y se utilizan ampliamente en el tratamiento de
diversos desérdenes cutineos. Tanto el &cido
all-trans retinoico (AR) como su precursor
metabolico retinol (ROL), se utilizan en el
tratamiento local del acné y en los productos
cosmeéticos  antienvejecimiento. Sin embargo,
estos compuestos a nivel sistémico, pueden
provocar importantes efectos adversos entre los
que se encuentran su elevada toxicidad y
teratogenicidad; de ahi que muchos estudios
estén dirigidos a evaluar la absorcién percutanea
de los retinoides (2-4).

El objetivo del trabajo fue por tanto evaluar la
absorcion percutanea del &cido all-trans retinoico
(AR) y del retinol (ROL) en geles.

Materiales y Métodos

Preparacion de los geles

Se elaboraron geles con 0,1 % de &cido all-trans
retinoico — AR - (SIGMA Chem. Co, St. Louis,
USA) 0 1 % de retinol - ROL - (SIGMA Chem.
Co, St. Louis, USA) en vehiculos de 95 % etanol
(Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia),
agua, hidroxipropil celulosa (Guinama, Valencia,
Espafia) y 0,1 % de Butil hidroxitolueno (BHT,
Guinama, Valencia, Espafia). Se evalué su
estabilidad en condiciones aceleradas (24 horas
a 32 °C y 15 dias a 40 °C) y antes de cada
ensayo almacenadas 24 dias a 4 °C.




Preparacion de la piel

Las muestras de piel procedian del abdomen de
de ratas sin pelo con edades comprendidas entre
3 y 6 meses. Los animales se sacrifican por
decapitacion, la piel de la zona abdominal se
retira cuidadosamente mediante cirugia. La piel
se limpio, y la grasa subcutinea se eliming. A
continuacidn, las muestras de piel se lavaron con
lauril sulfato sodico al 1 % p/p (lado epidérmico)
y éter (lado dérmico), y después con agua
bidestilada. La integridad de las muestras de piel
se evalud por un método fisico, Pérdida de agua
transepidérmica — TEWL - (Tewameter® TM
210). Antes de la medida, la sonda se ubicd
sobre la piel durante 2 minutos a fin de
estabilizar sus sensores. Se midi¢ la pérdida de
agua transepidérmicas en las muestras de piel
durante 1 minuto (media + desviacion estandar,
SD, g.htcm?). Quisiéramos indicar que las
muestras que dieron un TEWL de mas de 15 g.h-
Lem2 se eliminaron. El espesor de la piel se
determing utilizando un medidor del espesor
(Mitutoyo, Japoén, 0,01-10 mm). Los discos de
piel - 2,54 cm? - se almacenaron a — 20 °C hasta
su uso (5).

Preparacion de las células de difusion

Las muestras de piel se montaron en células de
difusién - 2,54 cm2y 10 ml - de forma que el lado
dérmico se expuso al fluido receptor - FR -y el
estrato corneo — EC - al aire (condiciones no
oclusivas).

El fluido receptor consisti6 en una mezcla de
isopropanol y agua (30:70, viv).

Los geles se aplicaron a una dosis de 8 mg/cm?
formando una pelicula perfectamente extendida.
Las células se llenaron con 10 ml de fluido
receptor y se pusieron en un bafio
termostatizado de agitacion horizontal para
asegurar la homogeneidad del - FR - y el
mantenimiento de la temperatura de la piel en
32,0 £ 0,1 °C. Los ensayos se realizaron por
sextuplicado.

Ensayo in vitro de absorcidn percutdnea

Después de un tiempo de exposicion de 1, 6y 24
horas, se tomaron muestras del fluido receptor
(FR), dermis (D) y epidermis (E). El fluido
receptor — FR - se retird y la epidermis — E - se

separd de la dermis — D - de forma mecénica con
la ayuda de pinzas, previa inmersion de la
muestra en agua a 60 °C durante 45 segundos.

Extraccion y dosificacion de los Retinoides

Para la cuantificacion de los retinoides en los
geles y la piel - E, Dy FR - se desarroll6 y validé
un método analitico directo y muy sensible. Los
retinoides se extrajeron con IPP mas 0,05 %
BHT. Las determinaciones se realizan en un
Cromatégrafo HPLC (System Gold® Beckman
Ltd.), equipado con un detector UV de longitud
de onda variable (Detector 166) y un sistema de
dos bombas de presion en paralelo (Solvent
Module 125); columna Genesis C18 - 4 um, 150
x 4,6 mm -, La fase movil filtrada — 0,45 pm -
consistid en una mezcla metanol:agua con 1%
acido acético (85:15 viv) a una velocidad de 1
ml/min; deteccion a 340 nm.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron con el software
Prismas®. La diferencia en las concentraciones
de retinoides en el fluido receptor, dermis y
epidermis para cada formula se compar6 por un
ttestt. Una P < 0,05 se consider6
estadisticamente significativa (6).

Resultados y Discusion

Estabilidad de los retinoides en los geles

Las concentraciones de &cido all-trans retinoico —
AR - y retinol - ROL - fueron 0,112 %y 1,039 %,
respectivamente.  Los  resultados  bajo
condiciones aceleradas muestran que ambos
geles resultaron relativamente estables a las
condiciones experimentales - 24 h'y 32 °C -
(Tabla 1). Las concentraciones de retinoides se
verificaron también antes de cada ensayo de
absorcion percutanea (Tabla 2).

Tabla 1. Estabilidad de los retinoides.

1h 32°C 6h 32°C 24h 32°C 15d40°C

AR 0124% 0,117% 0,095% 0,104 %
ROL 1015% 1012% 1006% 0,012%

Tabla 2. Concentracion de retinoides a 4°C.

1d 7d 15d 24d
AR 0112% 0107% 0117% 0,119%
ROL 1039% 0961% 0948% 0,926 %




Ensayo de absorcion percutanea

Los resultados indican que la mayor parte de los
retinoides - AR 0 ROL -, se detectaron en la
epidermis. Estas cantidades disminuyen a las 24
horas, pero la disminucion del - ROL - fue mas
brusca que la del - AR - (Figura 1).

En la dermis se detectd una cantidad inferior de
retinoides (Figura 2); en el caso del - ROL - la
cantidad se mantuvo constante desde la primera
hora, mientras que en el caso del - AR - esta
cantidad aumento a las 24 horas.

No se encontraron en ninguno de los dos casos
retinoides en el fluido receptor. Por tanto, se
puede decir que el estudio mostré un gradiente
de concentracion en la piel, con concentraciones
altas de retinoides en la epidermis, y bajas
cantidades en la dermis debido a su carécter
lipdfilo (7). Sin embargo, una parte del — ROL -
desaparecio de la epidermis a las 24 horas y no
fue detectado en ninguna otra parte. Desde
luego, resulta extrafio puesto que el - ROL - no
difundié a la dermis, ni se transformé en — AR -.
En estudios complementarios se podria evaluar
si el - ROL - se degrada o metaboliza en
compuestos que se detecten a otra longitud de
onda o a un tiempo de retencion mas largo que
los utilizados en este estudio (8). En la dermis, el
- AR - no alcanzé su maximo nivel rapidamente,
mientras que en el caso del - ROL - la cantidad
se mantuvo constante desde la primera hora, lo
que lleva a pensar que el - ROL - difunde mas
rapido en la dermis que el — AR -. Por ultimo, se
puede decir, en funcién de los resultados
obtenidos que tanto - AR - como - ROL - no
difundieron completamente a través de la piel.
Esta cuestion nos lleva a apuntar que quizas,
como el - AR - ejerce su accién también sobre
los foliculos, una fraccién del mismo podria
haber tomado el sendero transfolicular (9).

Finalmente, se puede concluir que el acido all-
trans retinoico y el retinol tienen una distribucién
similar después de la aplicacion local del gel.
Los retinoides se retienen principalmente en la
epidermis y el riesgo de absorcién sistémica
parece ser limitado a las dosis ensayadas. Estos
aspectos resultan beneficiosos para el uso local
comun del &cido all-trans retinoico y el retinol,
que ejercen su actividad sobre la piel y reducen
la toxicidad sistémica (10).

Figura 1. Valores relativos de difusion en epidermis.
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Figura 2. Valores relativos de difusion en dermis.
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