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Capacidad de absorcion del clotrimazol por parte de diferentes polimeros
como material para impresion en 3D de las celdas de difusién vertical de
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The clotrimazole absorption capacity of different polymers as material for 3D printing of the
Franz cells: a preliminary study
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Resumen: Los ensayos biofarmacéuticos forman parte de una de las ramas de lafarmacologia denominada farmacocinética.
Estos ensayos son necesarios para determinar si las formulaciones farmacéuticas, cosméticas o alimentos funcionales,
pueden ser liberados de sus excipientes hacia el torrente sanguineo mediante técnicas in vitro y ex vivo haciendo uso
de las celdas de difusién vertical de Franz. Objetivo. Realizar andlisis quimicos para determinar la absorcion de farmaco
por parte de diversos polimeros termorresistentes como material para impresién 3D de las celdas de Franz. Materiales
y métodos. Se utilizaron tres diferentes polimeros: PEGT, ABS, y PLA. El clotrimazol fue utilizado como farmaco para el
ensayo de absorcion. La técnica utilizada para cuantificar el clotrimazol fue la espectrofotometria ultravioleta. Resultados.
Se descarté el ABS como material de impresion ya que, al sumergirse en diversos solventes, este se decoloré y, no asi,
el PEGT y el PLA. Conclusién. EI PEGT fue el mejor polimero ya que este no absorbié farmaco.

Palabras clave: Celdas de Franz, polimeros, espectrofotometria UV, impresion 3D.

Abstract: Biopharmaceutical trials are part of one of the branches of pharmacology called pharmacokinetics. These tests
are necessary to determine whether pharmaceutical formulations, cosmetics, or functional foods can be released from
their excipients into the bloodstream using in vitro and ex vivo techniques using Franz vertical diffusion cells. Aim. Perform
chemical analyses to determine drug absorption by various thermoresistant polymers as a material for Franz cell in 3D
printing. Three different polymers were used: PEGT, ABS, and PLA. Clotrimazole was used as the drug for the absorption
test. The technique used to quantify clotrimazole was ultraviolet spectrophotometry. Results. ABS was discarded as a
printing material since it discolored when immersed in various solvents, and the PEGT and the PLA did not. Conclusion.
PEGT was the best polymer since it did not absorb the drug.

Key words: Franz cells, polymers, UV spectrophotometry, 3D printing.
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Introduccion

La farmacologia es la ciencia que estudia la accion de
los farmacos sobre los sistemas bioldgicos tanto en huma-
nos como animales. Asimismo, es una ciencia basica no
solamente para la medicina sino también para farmacia, en-
fermeria, odontologia y medicina veterinaria'. Esta ciencia
se divide en dos areas muy bien diferenciadas: la farmaco-
dinamia y la farmacocinética. La farmacodinamia estudia el
efecto del medicamento, cosmético o alimento funcional en
el organismo, mientras que, la farmacocinética estudia el
efecto que ejerce el organismo en el medicamento?. Cuan-
do elaboramos un nuevo medicamento, alimento o cosmé-
tico, es importante saber si estos se podran liberar al sitio
de accion para ejercer el efecto deseado. Se sabe que para
ello se realizan ensayos clinicos en seres humanos, no obs-
tante, antes de llegar a esto es de vital importancia realizar
ensayos in vitro, in vivo (en animales de experimentacion)

y ex vivo. Para ello, se requieren de pruebas con material
biolégico ya sea piel, ojo, vagina, ufias, cuero cabelludo,
mucosa oral entre otros haciendo uso de un dispositivo de-
nominado celdas de difusién vertical de Franz®.

Las celdas de Franz fueron desarrolladas en 1975
como uno de los principales métodos utilizados para eva-
luar la liberacion de farmacos y la penetracion transepitelial
a través de los tejidos*. Estas celdas estan constituidas por
un sistema compuesto de dos compartimentos, uno dona-
dor y otro receptor, separadas por una membrana de origen
animal, humana o sintética que permite evaluar la difusién
de moléculas biolégicamente activas de un compartimento
a otro. En el compartimento superior se adiciona una solu-
cién o dispersion que contiene el compuesto activo (medi-
camento, alimento funcional, cosmético o cosmeceutico) y
en el inferior se agrega una sustancia biocompatible que si-
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mula la sangre. En la parte externa se encuentra un peque-
Ao tubo por donde se toman las muestras correspondientes,
que posteriormente son cuantificadas mediante técnicas
analiticas como espectrofotometria Ultravioleta (UV) o por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus
siglas en inglés). Dentro de los parametros que influyen
en la difusién de dicho compuesto, estan la temperatura, la
velocidad de agitacion, el tipo y naturaleza de la membrana
y el medio del compartimento receptor® (ver figura 1).

Comunmente, las celdas de Franz se elaboran con vi-
drio ya sea transparente o color topacio. Dicho equipo tiene
un precio en el mercado de aproximadamente 30,000 do6-
lares, con lo cual, no esta facilmente disponible para cual-
quier industria, laboratorios de investigacion y desarrollo o
en centros de experimentacion, especialmente en los pai-
ses donde los fondos para la investigacion son escasos.
Para ello se consider¢ fabricar estos dispositivos haciendo
uso de la impresion 3D vy, utilizando como material polime-
ros resistentes al calor y que no absorban el compuesto
activo que deseamos estudiar con el objetivo de obtener las
celdas en un menor costo y similar utilidad.

Bajo este contexto, previo a la impresiéon de las cel-
das de Franz, se propuso como objetivos: i. Elegir diversos
tipos de polimeros resistentes al calor, ii. Sumergirlos en
una sustancia comunmente utilizada como medio receptor
y observar la resistencia ante el mismo, y iii. Ensayar la ab-
sorcién de farmacos por parte de estos polimeros.

|
Materiales y métodos

Se utilizé Clotrimazol 99% de pureza obtenida de Aco-
farma (Barcelona, Espafia), Transcutol®-P donada por Ga-
ttefosse (Saint-Priest, France), propilenglicol, polietilengli-
col, buffer pH 4.0 y 7.0 obtenidos de Distribuidora Caribe
(Tegucigalpa, Honduras). Los polimeros utilizados fueron:
Polyethylen terephtalate glicol (PETG), Acrylonitrile buta-
diene styrene (ABS) y Polylactic acid (PLA). Cada polimero
fue impreso en 3D en placas con un tamafio de 10 mm x
10 mm x 1 mm.

Pruebas de calor

Las placas de PETG, ABS, y PLA se sumergieron en 30
mL de agua destilada y se colocaron en bafio maria a 32 +

A B
Donor chamber

Membrane

Receptor
chamber

0.5 °C durante 24 horas (n=3).

Pruebas en solucion

Las placas de PETG, ABS, y PLA se sumergieron en 10
mL de Transcutol®-P, propilenglicol, polietilenglicol, solucién
pH 4.0 y 7.0 y se colocaron en bafio maria a 32 £ 0.5 -C
durante 24 horas (n=3).

Pruebas de absorciéon

Se disolvieron 0.5 g de CLT en 50 mL en Transcutol®-P
y se agitaron hasta completa disoluciéon a 25 -C (Solucién
A). Posteriormente, se tomaron 2 mL de la solucién A en
un recipiente de polipropileno y se sumergieron las placas
de PETG, ABS y PLA a 25 £ 0.5 -C durante 24 horas. Se
tomo una muestra para cuantificar el CLT antes de agregar
los polimeros. Por ultimo, las placas de PETG, ABS y PLA
sumergidas en Transcutol®-P se colocaron a 32 + 0.5 -C
durante 24 horas (n=3). Esto para determinar si la tempe-
ratura aplicada permite la absorcién de farmaco por parte
de los polimeros.

Pruebas de cuantificaciéon de CLT en las placas de
PEGT, ABSy PLA

Las muestras obtenidas de los ensayos de absorcion
de CLT por parte de los polimeros fueron analizadas por
espectrofotometria UV-Vis.

Para el andlisis, primero se prepar6 una curva de cali-
bracion tomando 10 mg de CLT en 10 mL de metanol grado
HPLC. Seguidamente, se tom6 1 mL de la solucién ante-
rior y se llevo a 10 mL con una mezcla de K,HPO, al 0.05
M y metanol 75:25 v/v. Posteriormente, se tomaron las si-
guientes alicuotas: 2000 pL, 1000 uL, 500 yLy 250 Ly se
llevaron a 10 mL con una mezcla de K2HPO4 al 0.05 M y
metanol 75:25 v/v.

Posteriormente, las muestras se trataron de la siguien-
te manera: se disolvié 1.0 g de CLT en 100 mL de Transcu-
tol®-P hasta total disolucion. Posteriormente, se tomaron 2
mL de la solucion y se disolvieron en 2 mL de propilenglicol,
2 mL de polietilenglicol, 2 mL de buffer pH 4.0 y 2 mL de
buffer pH 7.0. Seguidamente, se tomé una muestra de 100
ML de cada una de las soluciones y se llevaron a 10 mL con
metanol grado HPLC. Finalmente, se tom6 1.5 mL de la so-
lucion anterior y se llevo a 10 mL con la mezcla de K,HPO,
0.05 M v metanol 75:25 v/v.

Membrane

Figura 1. Celdas de Franz. A. Diferentes camaras y tubo de extraccion de muestra. B. Diferentes tipos de membranas
que se pueden colocar entre el compartimento donador y receptor. Fuente: elaboracion propia.
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Las lecturas de absorbancia se llevaron a cabo a una
A =220 nm utilizando una microcubeta de cuarzo con una
capacidad de 800 yL de muestra en un espectrofotome-
tro Amersham Biosciences Ultrospect 1100 Pro UV/Visible
(Amersham Biosciences, Piscataway, New Jersey).

|
Resultados

Pruebas de calor

Las placas no se dafiaron al ponerse en contacto con
agua a temperatura de 32 °C. Las piezas no se destifieron
por lo que estos materiales resisten a la temperatura apli-
cada.

Pruebas en solucién

Las piezas de PETG, ABS, y PLA resistieron en las di-
versas soluciones ensayadas. Unicamente se observé que
el ABS se decoloré sumergido en el Transcutol®-P. Para el
caso del propilenglicol, polietilenglicol, solucién pH 4.0 y pH
7.0, los polimeros no se decoloraron.

Concentracion (mg) Absorbancia
0.02 1.477
0.01 0.802
0.005 0.432
0.0025 0.209

Tabla 1. Valores de las absorbancias en dependencia de la
concentracion al momento de elaborar la curva de calibra-
do. Fuente: elaboracion propia.

Pruebas de absorcion

Se obtuvo una curva de calibracién con un r? de 0.9978.
El valor de la pendiente fue de 71.61 y con un intercepto de
0.0587 (ver figura 3). En la tabla 1 se puede observar el
valor de las absorbancias.

Referente a la absorcién de CLT por parte del PEGT
y PLA, podemos decir que los resultados fueron similares
para ambos. No obstante, la concentracién de CLT absorbi-
da por el PLA fue ligeramente mayor que la de PEGT espe-
cialmente al haberse sumergido en el propilenglicol y polie-

] tetmm

tilenglicol. En la tabla 2 se pueden observar los valores en
porcentaje de CLT cuantificado antes y después de colocar
las placas de polimero.

|
Discusién

Las celdas de Franz convencionales que se utilizan en
los laboratorios de desarrollo de matrices farmacéuticas,
cosméticas y alimenticias se fabrican comunmente de vi-
drio y las podemos ver en diferentes formas y tamafos de-
pendiendo de las condiciones experimentales requeridas’.
Al ser estas celdas de vidrio, son fragiles y el manejo que
se le debe de dar por parte del analista debe ser cuidadoso
tanto al montar el experimento como al desmontarlo ya que
se pueden sufrir cortaduras y contaminacion del material de
estudio. Es por ello que, las nuevas tecnologias emergen-
tes como la impresion 3D permiten la fabricaciéon de estas
celdas utilizando diferentes materiales poliméricos. Estos
han mostrado excelente potencial para la produccion de di-
versas piezas de equipo de laboratorio®. Los materiales de
bajo coste han hecho que las impresoras 3D se vuelvan im-
prescindibles. Asimismo, mediante estas técnicas, los en-
sayos biofarmacéuticos haciendo uso de celdas de Franz
sean mucho mas econémicos con resultados equivalentes
al utilizar celdas de vidrio.

En el presente estudio se utilizaron tres tipos de poli-
meros: ABS en color azul, PEGT en color negro y PLA en
color blanco como posible material para la fabricacién de las
celdas de Franz. Las tres placas resistieron a la aplicaciéon
de temperatura a 32-C. Esta temperatura es la utilizada al
realizar ensayos con piel humana por lo que los polimeros
deben ser termorresistentes. Condicion que los 3 polime-
ros cumplieron. Asimismo, cuando se realizan ensayos de
liberacion de farmacos y permeaciones transepidermicas,
en el medio receptor de la celda de Franz, se colocaron
diversas sustancias las cuales deben cumplir la caracte-
ristica de biocompatibilidad. Dentro de las sustancias mas
utilizadas tenemos el agua®, propilenglicol', Transcutol-P'",
soluciones tamponadas'?. En este estudio fuerdn utilizados
el propilenglicol, polietilenglicol, soluciones buffer a pH 4.0
y pH 7.0 y Transcutol®-P. Especificamente, el polietilengli-
col fue utilizado ya que el farmaco con el que se trabajo

Propilenglicol
Polietilenglicol

L

Figura 2. Representacion esquematica del procedimiento realizado para elegir el polimero para la fabricacion de la celda

de Franz. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3. Curva de calibracién del CLT. Fuente: elaboracién propia.

0.01 0.015 0.02 0.025
Concentracion en mg
Buffer pH 7.0 | Propilenglicol Polietilenglicol

Antes de aplicar Buffer pH 4.0

los polimeros

Concentracion 66.65 + 5.56%

de CLT
Después de Buffer pH 4.0
aplicar los

polimeros a 32

oC
Concentracion | 71.40 = 2.54%
de CLT/PEGT
Concentracion | 72.52 +2.73%
de CLT/PLA

65.68 +2.98%

Buffer pH 7.0

64.42 +1.98%

63.72 = 4.95%

73.08 £3.28% @ 68.89 +6.28%

Propilenglicol Polietilenglicol
75.59 + 1.09%

74.76 +2.87%

62.75+4.96% | 62.47+3.17%

Tabla 2. Concentracion de CLT antes y después de aplicar los polimeros ensayados.

fue el CLT. Este farmaco es soluble en polietilenglicol apli-
candole un poco de temperatura. Como el parametro de la
solubilidad es muy importante, primero se solubilizé el CLT
en Transcutol®-P hasta tener una solucién completamente
transparente. Posterior a ello, se realizaron las soluciones
de CLT con las sustancias elegidas para el ensayo.

De los resultados obtenidos en el ensayo especificado
en la seccién 2.2.3, fue descartada la placa de ABS, ya que,
esta destifid completamente al ponerse en contacto con el
Transcutol®-P. Con base en lo anterior, los ensayos de ab-
sorcion de farmaco se realizaron Unicamente con las placas
de PEGT y PLA. En el presente estudio, el método de cuan-
tificacion para el CLT fue por espectrofotometria UV-Vis,
ya que esta técnica fue validada previamente siguiendo la
metodologia de Soriano et al con algunas modificaciones.
La ventaja de la espectrofotometria UV-Vis frente al HPLC
es que es mas econdmica y facil de realizar'*'5. Ademas,
mediante HPLC se tuvieron algunas dificultades como una
ligera precipitacion por parte del K,HPO,.

De las placas de PEGT y PLA, la de PEGT no absorbié
farmaco después de ponerse en contacto con los solventes
elegidos y a temperatura de 32 -C. Referente a las placas
de PLA, absorbieron un contenido bajo de farmaco. Esto
podria deberse a la porosidad del PLA (aunque el PEGT
también es poroso) y a que suele ser menos resistentes
a las sustancias quimicas que el PEGT. Estudios median-
te microscopia de barrido (SEM, por sus siglas en ingles)
son necesarias para determinar con mas certeza esta ca-
racteristica. Asimismo, para impresiones en 3D, el PETG
también es conocido por ser mas rigido que el PLA, lo que
también tiene sus propios beneficios, especialmente en
aplicaciones industriales. Ademas, el PEGT es mas dura-
dero en el tiempo que el PLA. También, el PEGT es mejor
para producir piezas flexibles pero resistentes a los golpes
y es resistente a los rayos UV con lo cual podriamos rea-
lizar ensayos de liberacion de sustancias fotosensibles sin
que estos se degraden durante los ensayos tales como las
vitaminas o antimicéticos como la nistatina y la Anfotericina
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B. Ofra ventaja del PETG es que suele tener una mayor
resistencia al calor que el PLA, lo que significa que puede
estar expuesto a los elementos mas que el PLA antes de
comenzar a descomponerse. No es un material téxico con
lo cual se pueden utilizar con seguridad por parte de los
analistas’®. No obstante, aunque en este estudio los me-
jores resultados se obtuvieron con el PEGT, estudios han
demostrado que el PLA es optimo para la impresion de cel-
das de Franz en 3D recomendando tener cuidado con la
eleccion del filamento utilizado en el proceso de impresion
debido a las posibles interacciones con el farmaco'”.

Algunos solventes como Dimetil Sulfoxido (DMSO)
también ha sido utilizado como medio receptor en las cel-
das de Franz para ensayos de liberacion. (18,19) Para este
estudio no se pudieron realizar pruebas con DMSO. Estu-
dios futuros son necesarios para determinar si esta sustan-
cia podria ser compatible con el PEGT y PLA. Asimismo,
estudios a 37 -C son necesarios especificamente para rea-
lizar ensayos con membranas biolégicas como vagina, ojo,
oreja e intestino.

|
Conclusiones

En el presente estudio se utilizaron tres polimeros para
futuras impresiones en 3D de las celdas de Franz, ABS,
PEGT y PLA. El polimero ABS se descart6 del estudio ya
que el color que contenia interactuaba con uno de los sol-
ventes utilizados (Transcutol®-P). El PEGT y el PLA utili-
zados para los ensayos de absorcion de farmaco (CLT),
no destifieron ni se desintegraron. De ambos, el polimero
que no absorbié CLT fue el PEGT. Por otro lado, el PLA ab-
sorbid, pero en pequefos porcentajes. Por lo que el PEGT
es el polimero de eleccion para la impresién en 3D de las
celdas de difusion de Franz. Estudios con otros solventes
como el DMSO son necesarios para algunos ensayos con
farmacos que son extremadamente lipofilos e insolubles en
la mayoria de los solventes organicos e inorganicos.
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