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INTRODUCCION

Les principales funciones de la plel v en particular [a capa mis externa de la epider-
mis, ¢ estrato codmeo, consisten en proporconar una barrera frente a las Brasonas
externas, impidiendo la absorckin perawtdnea de compuestos xenobisticos y pres-
niendo la pérdida excesiva de agqua de la epidermis=®, En Ios alimos afios, esth arciud-
rlendo un gran protagonismo el uso de liposomas ocemo sistemas de liberacién estra-
legicos en la aplicackdn topica de un gran nimero de compuestas,

Aumgue s han descrito muchas teorias especulativas sobre 3 Interacsian liposormas-
piel, en la actualldad no se canocen los mecanismios exactos impEcados en la ahsorcln
de un principio active v la aplicacion de un conteride bpidics adicianal gue meodifigue ks
funcidm barrera del estrato cédrneo. Achualmente, hay ina concordancla clesstilica en acri-
buér al espacio Epidico intercelular un gran protagomismo en el mecanismo globed de |a
absorciin percutanea i en la prevencidn de la péndda transepidérmica de aguns,

La espactroscopia de infrarrajo con transtormada de Fourier (FTIE} es una téeni-
ca blofisica rouy adecuads para caracterizar la organizacion v el orden canformacional
en gisternas lipidicos, membranas biclagicas v membranas celudares intactas Esta béc-
nica no Imasiva de especiroscopia de infrarrojo se ha ulilizado dltimarsente pars eua-
luar in vive @l orden en las estructuras lipidicas del estrato cfirmeaos,

En al presente eshudio se ha pretendide delerminar la modiflcacitn estructural de
los lipidcs a diferentes profundidades dal estrato comeo. Para ello, se han evaluado las
frecuencias de la vibracian del CH de las Epides de la piel sometida o ne al efecto da
un lipcsoma consencional de fosfatidicooing, tanto en su superficie como en las dis-
tintas capas del estrato cdrneo, después de efectuar suceshvos strippings. Les propie-
dades que detarminan la perrmaeabilidad del estrato cérnes come la pérdida de agua,
cuntenld;ﬂ_ilim v &l estado de hidrataciin e la pigl, se han evaluado mediante las
becnicas blofisicas o invesives e TEWL., Sebumeter v Corneometes, respectvamearnta,

La carrelacian existente entre los datos estructurales de los lipidos por FTIR v las
propiedades hidratantes e s epidermis de la peal sin tratar pusden permitir conooer
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la funcién del espacio lipidico intercelular en el mecanismo global de la absorcion per-
cutanea. Asi mismo, el estudio de la piel a la que se le ha aplicado un liposoma puede
permitir conocer su efecto sobre la funcién barrera del estrato corneo ayudando a elu-
cidar el mecanismo de acciéon de los liposomas en la aplicacion topica.

Técnicas Biofisicas no invasivas

La determinacién de las propiedades responsables de la permeabilidad del estrato cor-
neo de los voluntarios humanos como el contenido lipidico, la pérdida transepidérmi-
ca de agua v el estado de hidratacién de la piel se ha llevado a cabo mediante el Sebu-
meter SM 810 PC, el Tewameter TM 210 (TEWL) y el Corneometer CM 825, todos
ellos de la firma Courage Khazaka. El Sebumeter mide el contenido lipidico de la piel
hasado en la fotometria de una cinta especial de plastico no adhesiva que se vuelve
transparente en contacto con los lipidos. El evaporimetro determina la TEWL a través
de la humedad relativa y la temperatura, empleando para su célculo la ley de Fick, que
cuantifica la cantidad de agua que se evapora a través de una superficie en un tiempo
determinado. Fl corneémetro determina la cantidad de agua presente en el estrato cor-
neo basado en la capacitancia del sistema cutaneo. Cuanto menor sea la cantidad de
agua, mas dificultad de paso tendré la corriente eléctrica.

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier v reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR) es una técnica no invasiva en la que la muestra se superpone
directamente sobre un cristal transparente de selenuro de zinc. Si el cristal, de forma
trapezoidal, estd montado a un éngulo critico, el haz de luz efectuard multiples refle-
xiones internas entrando v saliendo de la muestra, de modo similar a un efecto multi-
plicador en el paso 6ptico. El angulo de cristal en relacién al haz determina el nime-
ro de reflexiones en la muestra y también controla la profundidad de penetracion. Esta
gltima es proporcional a la longitud de onda de la radiacién de IR e invesamente pro-
porcional a la frecuencia. En un espectro de ATR-IR de piel, las sefiales a frecuencias
bajas provienen de capas de piel més profundas comparadas con las sefiales a mas
altas frecuencias. En general, en el intervalo de frecuencias de interés, la profundidad
de penetracion es cerca de 1 pm.

Fn este estudio se ha utilizado un espectrofotémetro Nicolet, modelo 901-510,
con un accesorio de ATR horizontal para sélidos Spectra Tech., modelo 0012-305, y
un cristal plano de selenuro de cinc (7,5x1em? con angulo 45°) modelo 0050-703. Los
espectros son la media de 100 scans (con un periodo de recogida de datos de 80s) con
una resoluciéon de 4 cmrt y rango de frecuencias de 4000 a 400 cm-.

En el analisis espectral cualitativo de ATR-FTIR se han examinado las siguientes
vibraciones de los grupos CH? provenientes de las cadenas hidrocarbonadas de los lipi-
dos del estrato corneo:

1. Vibracion de tensién asimétrica (~2.920 cmt) (asymmetric stretch)

2. Vibracién de tension simétrica (~2.850 cm) (symmetric stretch)

3. Flexion de tijera {(~1.450 cm™) (scissoring)

4. Flexién de balanceo (~720 cm) (rocking)

Experimentos .
El fin de este estudio es evaluar las propiedades espectrales de IR v las propiedades de
permeabilidad a diferentes profundidades de la barrera del estrato corneo tras someter
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la piel 0 no a la accién de liposomas. Para conseguirlo, las diferentes capas del estra-
to-cOrneo se han exfoliado mediante tape stripping.

Cinco voluntarios sanos (22-40 afos) participaron e este estudio. Después de
aclimatarse durante 30 minutos en una habitacién acondicionada (20°C, 60% HR), se
delimit6 un area de 2 x 10 cm? en el antebrazo, en la cug] se aplicaron 50 ot de Ia
Muestra a evaluar. Pasados 30 minutos, se llevaron a cabo 15 sucesivos strips con
cinta adhesiva Scotch 810 magic tape de 19 mm (3 M Francia), Se efectud el espec-
tro de FTIR y se evaluaron las propiedades de permeabilidad antes de la aplicacion de
las muestras (-1}, antes del primer strip (0), después del strip 1,27y 15(1, 2. 7. 1 5)

La solucién de liposomas unilamelares de aproximadamente 200 nm se iaréparc’;
con fosfatidilcolina de soja (5-100 Lipoid, Alemania) por extrusién de vesiculas unila-
melares grandes obtenidas por el método de evaporacién por fase reversa®. La solu-
cién final contiene 10 mg/ml de fosfatidilcolina en solucién salina NaCl 0,9%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras determinar el tipo de piel de los cinco voluntarios y comprobar que no habian sido
sometidas a ningln tratamiento previo con hidratantes o emulsionantes con el Sebu-
meter, se aclimataron los sujetos y se delimitaron las zonas a evaluar. Se efectud el
espectro de FTIR y se evaluaron las propiedades de permeabilidad de Ia plel intacta.
Como se pretendia evaluar el efecto del liposoma que se hallaba suspendido en una solu-
cion salina, se aplicé en un brazo la solucién liposémica v en el otro solucién salina
como blanco para descartar el posible efecto de dicha solucién. Pasados 30 minutos, se
volvieron a efectuar las determinaciones biofisicas Y se empezaron a efectuar los strip-
pings repitiendo después de los strips 1, 2, 7 y 15 las mediciones mencionadas.

Las medias de los valores obtenidos para cada parametro evaluado se representan
frente al ntimero de strip tomandose (~1) como valor para la piel intacta y (0) como
valor de piel sometida a aplicacién liposémica o salina. Asi se ha podido ver [a modi-
ficacién de la piel al aplicarse las dos soluciones tanto a nivel superficial como en las
diferentes protundidades del estrato cérneo.

El grado de hidratacion de la piel y de pérdida transepidérmica de agua a diferentes
profundidades del estrato cérneo se pueden observar en las figuras 1 y 2 respectiva-
mente. En la figura 1 se puede destacar el aumento del grado de hidratacién de la piel
a medida que se profundiza en el estrato corneo, siendo el gradiente mucho més alto en
los primeros strips, es decir, en las capas méas externas. La similitud entre las dos curvas
indica la poca influencia que ejerce la solucién liposémica en el estado de hidratacién de
la piel. En la figura 2 se puede observar también un aumento en la pérdida transdérmi-
ca de agua a medida que se profundiza en el estrato corneo; sin embargo, en este caso
el gradiente es mucho més marcado en los Gltimos strips, o sea, en las capas més inter-
nas del estrato corneo. También en este caso hay un paralelismo entre las dos curvas
que carrobora la poca influencia que tienen los liposomas en la pérdida transdérmica del
agua. De acuerdo con estos resultados, Kalia y cols. demostraron que el estrato corneo,
membrana de estructura heterogénea, se comporta como una barrera homogénea fren-
te al transporte de agua in vivo, y observaron su concordancia con la variacién del valor
de TEWL en funcién de la profundidad del estrato cérneo, presentando un aurmento més
acusado después de eliminar 6-8 um, es decir, en los strips més profundos, mientras que
el aumento de la hidratacién de la piel es més pronunciado en las capas mas externas,
que comprenden aproximadamente los primeros 4 pmit,
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Figura 1. Dependencia del grado de hidratacién del estrato cérneo con la profundidad del mismo. Strip (1)
se asigna a la piel intacta.
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Figura 2. Variacion de la pérdida transepidérmica de agua en funcién del nmero de strip. Strip (1) se asig-
na a la piel intacta; '
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Figura 3. Variacién de la frecuencia de vibracion de tension C-H asimeétrica en funcién de la profundidad del
estrato corneo. Strip (-1) se asigna a la piel intacta.

2852
—&—  Solucién liposdmica
—@-  Solucion salina
2851 —
§
I 2850 -
g
E
D
(.
284G -
2848 I 1 ; | 1 i ; e
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 i6
NGmero de strip

Figura 4. Variacién de la frecuencia de vibraciéon de tensién C-H simétrica en funcién de la profundidad del
estrato cérneo. Strip (1) se asigna a la piel intacta.
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Como se ha indicado en el apartado experimental, se estudiaron los espectros de
FTIR de la piel en los diferentes estadios detallados anteriormente. Asi, se hizo espe-
cial hincapié en las bandas de las vibraciones tanto de tensién como de flexion de los
grupos CHz que indican el orden de las estructuras lipidicas a diferentes profundidades
del estrato corneo.

Las medidas de las vibraciones de flexion, tanto la de tijera {(~1450 cm?) como la
de balanceo en el plano (~720 cm) se han utilizado como un método muy sensible
para monitorizar cambios cualitativos intermolecuiares en el empaquetamiento de los
lipidos alquilicos. Asi, cuando estas vibraciones sufren un acoplamiento que hace
que se desdoble cada una en dos picos (tijera ~1.460 y1.470 cm y balanceo ~720 y
730 cm), este hecho implica la presencia de una estructura cristalina ortorrémbica.
Por el contrario, la ausencia de este acoplamiento sin desdoblamiento de picos impli-
ca la pérdida de este orden molecular apoyando la existencia de un estado de gel® 1.
En nuestro caso se han estudiado estas zonas haciendo la segunda derivada de los
espectros v se ha hallado para las diferentes aplicaciones, tanto a nivel superficial como
a diferentes profundidades del estrato corneo, desdoblamiento de picos que implican
la presencia en todos los casos de una ordenacién de los lipidos del estrato corneo
como una estructura cristalina ortorrémbica.

Las medidas de las vibraciones de tensién tanto asimétrica (~2.920 ¢} como
simétrica {(~2.850 cm™) se han utilizado para monitorizar cambios cualitativos intra-
moleculares en el orden conformacional de las cadenas de los lipidos alquilicos. Asi,
una conformacion muy ordenada, con la mayoria de las cadenas alquilicas en confor-
macién trans, da lugar a frecuencias méas bajas, mientras que un aumento del desor-
den, debido a presencia de conformaciones cis desplaza la energia de estas vibracio-
nes a frecuencias mas altas®’. En nuestro caso se han estudiado estas zonas del
espector y los valores medios obtenidos para cada tipo de vibracidn en ios diferentes
estadios evaluados se han representado en las figuras 3 y 4.

En primer lugar, cabe resaltar en las dos figuras la disminucion de las frecuencias
a medida que se profundiza en el estrato cérneo, lo que implica un aumento del orden
de las estructuras lipidicas principalmente hasta el strip 7. Por otro lado, cabe desta-
car el marcado aumento de las frecuencias en el caso de la piel tratada con liposomas
sobre todo a nivel muy superficial, manteniéndose ligeramente por encima en el inte-
vior del estrato corneo. En estudios realizados sobre la penetracién percuténea de fluo-
resceina sédica encapsulada en el mismo tipo de liposoma, se obtuvieron resultados de
penetracion paralelos a los hallados en este estudio, lo que puede apoyar la teoria de
que el mecanismo de penetracion intensificado por liposomas es principalmente debi-
do a una modificacion estructural del estrato corneoi?. Asi este significativo aumento
de desorden vy, por lo tanto, el incremento de la fluidez de las bicapas lipidicas mas
externas del estrato cérneo explicarian el efecto de promotor de los liposomas en la
absorcion percuténea demostrado tanto por métodos in vitro como in vivo.

CONCLUSIONES

El estudio de las propiedades hidratantes de la piel a diferentes profundidades del estra-
to corneo indica el aumento marcado del grado de hidratacién de la piel, sobre todo
en las capas mas externas, asi como el aumento de la pérdida transepidérmica de agua
al efectuar los strips, sobre todo en los més profundos. Cabe destacar el efecto ina-
preciable de la aplicacién de una solucién liposémica en estas propiedades.
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La evaluacion de las frecuencias de la vibracién del CH-stretch es una medida del
orden conformacional de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato cérneo: a
mayor frecuencia, mayor grado de libertad conformacional y mayor permeabili dad
Asi, el grado de orden de los lipidos intercelulares aumenta a medida que se profund?
za en el estrato corneo, manteniéndose casi constante a partir del séptimo strip. Este
aumento del orden muy acusado en las capas mas superficiales del estrato corneo se
puede relacionar con el mayor grado de hidratacion que aumenta notablemente a nivel
superficial. :

El estudio espectroscopico de la piel sometida a la aplicacién de liposomas, tanto
en su superficie como en las diferentes capas del estrato cérneo {tras efectuar los dife-
rentes strippings) permite determinar la modificacion estructura de mayor desorden de
los lipidos, sobre todo a nivel superficial, y relacionar este hecho con una variacién en
su permeabilidad obtenida en otros estudios.
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