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Introduccion

El cidofovir es un nucledtido monofosfatado
analogo de la citosina con una potente actividad
antiviral "in vivo" e "in vitro" frente a un amplio
espectro de herpes virus humanos como el virus
del herpes simple tipo 1 y 2. El cidofovir penetra
en las células por endocitosis y para ser activo
debe sufrir dos fosforilaciones consecutivas. A
diferencia de otros antivirales, su fosforilacion y
por tanto su activacion, no depende de la
presencia de enzimas virales, sino que es
catalizada por via celular[1].

Las formas farmaceuticas topicas convencio-
nales existentes con otros antivirales, presentan
una serie de limitaciones que hacen que
disminuya la eficacia 6ptima del farmaco y solo
se alcanza una cantidad minima de principio
activo en la epidermis basal, lugar de localizacion
del herpes virus.

La iontoforesis es una técnica no invasiva que
esta siendo estudiada para terapia local y
sistémica. Se ha definido como un método fisico
de transferencia de farmacos ionzados a traves
de una membrana, como puede ser la piel, con
aplicacion de una corriente eléctrica [2].

El objeto de este estuido ha sido modificar la
absorcion del cidofovir y para ello, hemos
empleado como vehiculo un gel hidrofilico de
carbopol, la piel ha sido tratada con terpenos,
acido oleico y etanol, y la absorcién percutanea
potenciada con la iontoforesis.

Materiales y Métodos

Materiales.

El cidofovir es suministrado por Gilead Sciences
(Foster City, C.A. USA). Los coadyuvantes

empleados en la elaboracion del gel hidrofilico
son: el propilenglicol USP (Roig Farma S.A.), el
carbopol ETD 2020 (BF Foodrich), la
trietanolamina 85% (Roig Farma S.A.) y el agua
destilada, proporcionada por el Departamento de
Farmacia y Tecnologia Farmaceutica. Como
promotores de la absorcion, se han usado el
timol (Genay, France), el acido oleico (Merck
eurolab), el eucalyptol (Fluka Switzerland) y el
etanol (Merck eurolab) en solucion reguladora de
pH 5,5. La solucién reguladora a pH 5,5, se
prepara con hepes (Sigma), cloruro sédico (Roig
Farma, S.A.), agua destilada e hidréxido sddico
(Prolabo).

Métodos.

Elaboracién del gel: para la preparacion de la
formulacion, se afiade 1g de cidofovir sobre la
mezcla de agua destilada (c.s.p.50g)/propilen-
glicol (5g); a continuacion se dispersa el carbopol
(500mg) y se mantiene bajo agitacion aproxima-
damente 12h, hasta completa homogeneizacion.
Finalmente, se neutraliza con trietanolamina 85%
hasta pH 6, que conlleva la formacion del gel que
dejaremos reposar al menos 24h antes de su
utilizacion.

Pretratamiento de la piel: para llevar a cabo los
pretratamientos de la piel, se prepararon
soluciones al 5% con los diferentes pro-
motores en etanol/solucién reguladora
(50:45) a pH 5,5.

Estudios de absorcion percutanea: para
llevar a cabo los estudios de absorcion, una
vez dermatomizada (Aesculap GA 630) la
piel de oreja de cerdo a 1,2 mm, se coloca
entre el compartimento dador y receptor de
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la celda iontoforética. Sobre la piel, dentro
del compartimento dador y en el lado que
constituira el catodo, 1,3g de nuestra
formulacién, ya que el cidofovir esta cargado
negativamente a pH 6, y por tanto llevaremos a
cabo una iontoforesis catodica. Tanto en el
anodo como el compartimento receptor
contienen solucién tampén a pH 5,5. A todo este
sistema, se le aplica una corriente de 0.28
mA/cm2 (APH 1000H, Kepco, Inc.), y por accién
de una bomba peristaltica (Gilson Minipuls 3), se
van recogiendo muestras de 1.5 ml en los
receptores del colector (Gilson FC 203B) cada 60
min, a lo largo de 7h. La cantidad de cidofovir
presente en los tubos receptores se determina
por HPLC-UV a 274 nm [4].

Extraccion del farmaco retenido en piel: tras las
7h de experiencia, se lava la piel con agua
destilada y se congela embebida en un
crioprotector (tissue-tek, O.C.T) para llevar a
cabo los cortes horizontales a 30 nm en criostato
(Leica CM 1900) a -25 C. Para extraer el
farmaco, se adiciona a los cortes 300 nide agua
destilada, se calientan en el bafio entre 60-70°C
durante 15 min y finalmente se centrifugan 10
min a 8000rpm. Se filtran y se cuantifica el
cidofovir retenido en cada estrato por HPLC-UV
a274nm.

Resultados y Discusion

La iontoforesis se ha descrito en numerosos
articulos como un metodo fisico efectivo para
mejorar la absorcion percutanea de diversos
farmacos [3], respecto de su difusién pasiva. Si
ademas se llevan a cabo pretratamientos de la
piel previos a la aplicacion de la técnica
iontoforética, esta absorcion aumenta ain mas.
En nuestros estudios y en concordancia con
otros autores, los mejores valores de flujo
iontoforético se obtienen cuando se utiliza como
promotor el eucalyptol 5% y el &cido oleico 5%
(Fig.1). Los resultados muestran una tendencia
similar cuando la piel se pretrata con cualquiera
de ellos, aunque los valores maximos se al-
canzan a las 3h con el terpeno y a las 4h con el
acido. En el caso del timol 5% y el etanol 50%, la
absorcion va aumentando lentamente a lo largo
de las 7h de experimentacion.

El pretratamiento durante 2h con eucalyptol 5%,
timol 5% y etanol 50%, también mejora el flujo
pasivo, sin observarse grandes diferencias entre
una sustancia u otra (Fig 2). Los maximos se
observan a las 3h para el pretratamiento con
timol 5% o con eucalyptol 5%, seguido de una
tendencia descendente durante la cuarta y quinta
hora.

—4— Eucaypd 9o—e— TmolSYo—4— Band % Addo 0ei0 5%

8§ 8888

Flujo de cidofovil
(nmol/cm 2)

[

5 o 8

Tiermpo (hores)

Fig 1. Perfiles de absorcion iontoforética del cidofovir
tras un pretratamiento de la piel con &cido oleico 5%,
eucalyptol 5%, timol 5% y etanol 50%.
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Fig 2 Perfiles de absorcion pasiva del cidofovir tras
un pretratamiento de la piel con eucalyptol 5%, timol
5% y etanol 50%.

Respecto del cidofovir retenido en piel,
generalmente la cantidad detectada en los
diferentes estratos, disminuye al aumentar la
profundidad de cortes. En la superficie de la piel,
hasta 180 nm, ha sido encontrada la mayor

concentracion de farmaco. Sin embargo, el
pretratamiento de la piel con terpenos al 5%,
etanol 50% o &cido oleico 5% y la posterior
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aplicacion de la iontoforesis, también ha
permitido detectar cantidades de farmaco
aprecialbes a 400nm de profundidad (Fig 3).
Este hecho, en el caso del cidofovir presenta una
especial relevancia ya que a esta profundidad se
considera el lugar de insercion de los herpes
virus tipo 1y 2, frente a los que nuestro farmaco
presenta su mayor actividad. La difusion pasiva
realizada con piel pretratada con cualquiera de
los promotores objeto de estudio, también puso
de manifiesto la presencia de cidofovir a esta
profundidad pero en cantidades mucho menores

(Fig 4).
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Figura 3. Concentracion de cidofovir retenido por cm3
de piel pretratada con &cido oleico 5%, eucalyptol 5%,
timol 5% vy etanol 50% tras 7h de absorcion
iontoforética. Cada columna repre-senta el valor
medio = D.S. para n=3.
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Figura 4. Concentracion de cidofovir retenido por cm3
de piel pretratada con eucalyptol 5%, timol 5% vy
etanol 50% tras 7h de absorcion pasiva. Cada
columna representa el valor medio + D.S. para n=3.
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Cuando el pretratamiento se realiza con etanol
50%, se observa que en los cortes de piel mas
superficiales, la concentracion de farmaco es
mayor por difusion pasiva que por iontoforesis,
hecho que se invierte burscamente en las capas
sucesivas. Esto se debe a una saturacion de la
memebrana y en este momento, la iontoforesis
influye de forma decisiva aumentando tanto el
flujo del farmaco, como su penetracion hacia
capas mas profundas de la piel.

Los estudios de difusion pasiva con &cido oleico
como promotor se realizaran proximamente en
el Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacedtica de la Universidad de Navarra.
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