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RESUMEN

Introduccién: los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) orales son eficaces para controlar el dolor
musculoesquelético, pero con frecuencia tienen efectos secundarios asociados. Por ello, los farmacos anti-
inflamatorios tépicos se consideran una alternativa adecuada en ciertos pacientes.

Objetivo: determinar la capacidad de penetracion en la piel y la eficacia antiinflamatoria de un gel de
salicilato de metilo (SM) con esencia de trementina, alcanfor y mentol (GelSMETAM).

Meétodos: se utilizaron 9 muestras obtenidas de 3 explantes de piel humana. Para medir la capacidad
de penetracion se cuantificaron los niveles de SM a diferentes intervalos utilizando cromatografia liquida
con espectrometria de masas (LC-MS/MS). Para el efecto antiinflamatorio, se cuantifico la expresion génica
de los principales factores proinflamatorios 30 minutos, 8 horas y 12 horas después de un impacto; com-
parando la aplicacion de GelSMETAM con controles sin tratamiento.

Resultados: los resultados mostraron que aproximadamente el 0,8% del salicilato de metilo total
aplicado penetrd en la piel con un aumento de la concentracion dependiente del tiempo. El efecto antiin-
flamatorio consistid en una reduccion significativa de la expresion génica de TNFa, IL1a, IL6, IL8 y NFKPB a
los 30 minutos (entre -39% y -53,6% en comparacion con el control), que se mantenia a las 8 h, excepto
para TNFa (entre -59% vy -92,6%) y que persistia incluso a las 12 h (-69,4 %) para la IL1a.

Conclusion: los resultados respaldan la hipotesis de que GelSMETAM proporciona una respuesta
antiinflamatoria eficaz y prolongada, situandolo como una opcién adecuada para el manejo del dolor
musculoesquelético.

Penetration capacity and local anti-inflammatory effect of a methyl salicylate
gel with turpentine essence, camphor, and menthol for the symptomatic local
treatment of muscular and joint pains

ABSTRACT

Introduction: Oral non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are effective in managing muscu-
loskeletal pain, but often are associated with side effects. Therefore, topical anti-inflammatory drugs are
considered a suitable alternative for certain patients.

Objective: To determine the skin penetration capacity and anti-inflammatory efficacy of a methyl
salicylate gel (MS) with turpentine essence, camphor and menthol (GelSMETAM).

Methods: Human skin explants were used (three biological replicates with 3 technical replicates each
were performed). To assess penetration capacity, methyl salicylate (MS) levels were quantified at different
intervals using liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). For the anti-inflam-
matory effect, the gene expression of major pro-inflammatory factors was quantified 30 minutes, 8 hours,
and 12 hours after an impact; comparing GelSMETAM application with untreated controls.
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Results:The results showed that approximately 0.8% of the total applied methyl salicylate penetrated
the skin with a time-dependent concentration increase. The anti-inflammatory effect demonstrated a sig-
nificant reduction in the gene expression of TNFa, IL1a, IL6, IL8, and NFKB at 30 minutes (between -39%
and -53.6% compared to control), which was maintained at 8 hours except for TNFa (between -59% and
-92.6%) and persisted even at 12 hours (-69.4%) for ILTa.

Conclusion: The results support the hypothesis that GelSMETAM provides an effective and prolonged
anti-inflammatory response, positioning it as a suitable option for the management of musculoskeletal pain.

INTRODUCCION

La respuesta inflamatoria es una reaccion compleja del
sistema inmunitario ante cualquier agresion a las células
o tejidos, ya sea por agentes bioldgicos, sustancias quimi-
cas, estimulos fisicos o estimulos mecanicos. Sus sintomas
incluyen dolor, calor, rubor, tumefaccion y una disminucion
de la funcionalidad del area afectada. Dado su caracter ge-
neralizado, la inflamacion se clasifica como una manifesta-
cion de la inmunidad innata por su naturaleza no especifica,
en contraste con la inmunidad adaptativa con capacidad
de reconocer y responder de manera especifica a cada tipo
de patdgeno (1). El proceso inicial de la inflamacion es la
irritacion, una condicion inflamatoria o reaccion dolorosa
frente a alergias o dafio celular. El estimulo o agente que
desencadena el proceso se conoce como agente irritante, y
pueden ser compuestos quimicos, pero también estimulos
mecanicos, térmicos o radiactivos (2).

La irritacion cutanea comprende diversos eventos que
conducen a una respuesta inflamatoria en el lugar de la ex-
posicidn. Las citocinas, constituidas por proteinas y glico-
proteinas, son esenciales en la modulacion de la respuesta
inflamatoria e inmune. Se ha identificado a las células epi-
dérmicas como principales productoras de estas molécu-
las, las cuales, en su calidad de mediadores quimicos, son
liberadas durante el proceso inflamatorio para amplificary
diseminar la respuesta inflamatoria (2). Dentro del amplio
espectro de citocinas, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) sobresale por su relevancia en la inflamacion sis-
témica y en la reaccion de fase aguda, ejerciendo funciones
criticas en la regulacion de células inmunitarias, induccion
de fiebre, apoptosis, caquexia, inhibicion de la génesis tu-
moral y replicacion viral en respuesta a sepsis, interaccio-
nando con células productoras de IL-1 e IL-6 (3). Por otro
lado, la interleucina 1 alfa (IL-1a), también denominada
hematopoyetina 1, es una citocina inflamatoria potente
que desencadena la inflamacion, y su desregulacion pue-
de resultar en inflamacion aguda o cronica severa (4). La
interleucina 1 beta (IL-1pB), por su parte, actia como una
citocina proinflamatoria clave en la respuesta inmune ante
infecciones y lesiones (5) y la interleucina 6 (IL-6) inter-
viene en procesos fisiologicos esenciales como la respuesta
de fase aguda, la diferenciacion y activacion de células B
y T, y el mantenimiento de la viabilidad celular (6). Asimis-
mo, la interleucina 8 (IL-8), liberada por fagocitos y célu-
las tisulares en respuesta a estimulos inflamatorios, es un
agente quimioatrayente primario para los neutrofilos (7).

Finalmente, el factor nuclear kappa B (NF-«kB) juega un
papel crucial en la regulacion de la transcripcion del ADN,
la produccion de citocinas y la supervivencia celular, res-
pondiendo a estimulos variados como citocinas, radicales
libres, metales pesados, radiacion ultravioleta, LDL oxidado
y antigenos bacterianos o virales (8,9).

La complejidad del papel de estas moléculas en el proce-
so inflamatorio es notable, ya que no solo modulan la activi-
dad y funcion de otras células, sino que también coordinan
y controlan la respuesta inflamatoria de manera precisa. Se
ha propuesto que las citocinas y quimiocinas pueden inte-
ractuar con los nervios sensoriales, a través de la activacion
de receptores de alta afinidad, lo que sugiere un mecanismo
por el cual podrian influir en la sensacién de dolor y en la
perpetuacion del estado inflamatorio (10,11).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) orales cons-
tituyen uno de los pilares fundamentales en el manejo del
dolor musculoesquelético. Sin embargo, pese a su eficacia,
la administracion de AINE por via oral o parenteral frecuen-
temente se asocia a efectos secundarios como erosiones de
la mucosa y hemorragia gastrointestinal que la mayoria de
veces cursan de forma asintomatica y se resuelven espon-
taneamente (12). Por ello, los antiinflamatorios topicos se
plantean como una alternativa valida en el manejo del dolor
articular y a menudo se considera la opcion mas adecuada
para determinados pacientes.

Los tratamientos topicos pueden llegar a proporcionar
un efecto analgésico equivalente al de los tratamientos ora-
les. Sin embargo, la piel por su compleja arquitectura es-
tratificada plantea un reto importante para la penetracion
eficaz de los farmacos (13). El estrato corneo (EC) actua de
barrera externa de la piel que dificulta la penetraciéon y di-
fusion hacia la epidermis y la dermis de cualquier farmaco
aplicado topicamente (14). Este freno generalmente conlleva
que, mas alla del EC, sélo se alcance una concentracion ac-
tiva minima, un fenémeno que usualmente motiva la incor-
poracion de potenciadores de la permeacion cutanea (PPC)
para fortalecer el paso transdérmico del farmaco. Tras alcan-
zar el lugar de accidn, el farmaco debe mantenerse en una
concentracion 6ptima para disminuir eficazmente la sintesis
de prostaglandinas, reduciendo asi la inflamacion y el dolor.
Se postula que, en estados inflamatorios agudos, los AINE
tdpicos ejercen su efecto primordialmente a través de la ate-
nuacion local de los sintomas, mas alla de su absorcion sisté-
mica. Los estudios han demostrado que las concentraciones
tisulares de AINE topicos alcanzan niveles eficaces capaces
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de inhibir selectivamente la ciclooxigenasa-2 (15,16), mien-
tras que las concentraciones plasmaticas resultantes repre-
sentan solo una minima fraccion (generalmente inferior al
500), limitando asi los efectos adversos sistémicos.

El salicilato de metilo (SM) es un éster del acido salicilico
(AS), que a su vez es el principal metabolito activo del acido
acetilsalicilico o aspirina, considerado como el primer farma-
co antiinflamatorio no esteroideo (AINE). La aspirina, sinteti-
zada por primera vez a finales de la década de 1890, presenta
propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas por
inhibicion de la ciclooxigenasa, y desde sus inicios se popula-
riz6 como analgésico oral. El desarrollo farmacéutico poste-
rior fue el que condujo al uso medicinal de los salicilatos para
su aplicacion cutanea, concretamente el uso topico del acido
salicilico (AS) por su efecto queratolitico, antimicrobiano y
fotoprotector; y del SM principalmente para el tratamiento
del dolor musculoesquelético, contribuyendo de forma eficaz
al manejo del dolor a lo largo de los afios (13,17).

Los beneficios terapéuticos del SM son el resultado
de su accion multimodal que incluye el incremento de la
temperatura local de la piel y una mejora en la circulacion
sanguinea, esenciales para el alivio sintomatico y la ace-
leracion del proceso curativo. El SM topico esta indicado
como analgésico y antiinflamatorio (generalmente en una
concentracion del 10 al 30%) (13). Presenta una alta afini-
dad lipofilica, lo que le permite atravesar la barrera cutanea,
transformandose rapidamente, mediante hidrdlisis por este-
rasas, en acido salicilico tanto en la epidermis como en la
dermis para lograr una accion analgésica (15).

Se ha comercializado una presentacion en forma de gel
de un medicamento topico a base de salicilato de metilo,
esencia de trementina, alcanfor y mentol, indicado en el ali-
vio local sintomatico de dolores musculares y articulares (18).

El objetivo del estudio fue, por una parte, determinar la
capacidad de penetracion del SM en la piel vehiculizado en
forma de gel (GelSMETAM) y por otra, confirmar su eficacia
antiinflamatoria al ser administrado por esa via.

MATERIAL Y METODOS

Se ha evaluado la capacidad de penetracion cutanea de GelS-
METAM vy su efecto antiinflamatorio en explantes de piel hu-
mana, que incluian epidermis y dermis superior, obtenidos de
donantes que firmaron un consentimiento informado y permi-
tieron el uso de estos explantes para fines de [+D y empiricos.

Estudio de capacidad de penetracion cutanea (19)
Se realizaron tres réplicas explantes con 3 réplicas téc-
nicas cada una. Los explantes se ubicaron en una celda

Franz estatica a una temperatura constante de 32 + 1°C
durante 20 minutos para alcanzar el equilibrio con el
fluido receptor. A continuacion, se aplico GelSMETAM en
la piel con una concentracion de SM de 22.000 ng/mg
de producto (cantidad total: 79.200 ng de SM y 3,6 mg
de producto), sequido de una incubacion de 12 horas. Se
tomaron muestras de fluido receptor en intervalos de O,
1, 4, 8 y 12 horas, y se procedio a la cuantificacion de
los niveles de salicilato de metilo mediante cromatogra-
fia liquida con espectrometria de masas (LC-MS/MS). El
analisis se llevo a cabo utilizando un sistema LC-MS/MS
Qtrap 6500 plus de Sciex, con columnas analiticas Ac-
quity C18 BEH (1,7 um; 50 x 2,1 mm) a una temperatura
de 35 °C.

Estudio de eficacia antiinflamatoria

Los explantes de piel humana se sometieron a un impac-
to significativo, consistente en dejar caer un bloque de
metal de 1 kg desde una altura de 30 cm. Inmediatamen-
te después de este evento, se aplico Gel[SMETAM sobre la
piel. Posteriormente, los explantes fueron procesados para
analizar la expresion génica de factores clave, como TNFg,
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, NF-kB, y COX-2 en tres intervalos
de tiempo de incubacion (30 minutos, 8 horasy 12 horas),
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polime-
rasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). La extraccion
del ARN total se realizo utilizando el kit RNeasy de Qia-
gen, sequido de un tratamiento con DNAsa-| para eliminar
posibles contaminaciones de ADN gendmico. La calidad
y cantidad del ARN se verificaron empleando un espec-
trofotometro Nano-Drop, y se utilizaron 500 ng de ARN
total para llevar a cabo la sintesis de cDNA con el kit de
primera hebra de TaKaRa. Finalmente, se llevd a cabo una
PCR cuantitativa (qQPCR) en una maquina de PCR en tiem-
po real (QuantStudio 5, Applied BioSystem), utilizando el
gen B-ACT como gen de referencia para la normalizacion
de los datos. Para cada intervalo de incubacion, la qRT-
PCR se establecid en 3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas
técnicas cada una.

Se incorporé en el estudio un grupo de control sin tra-
tamiento GeISMETAM utilizando tres explantes de piel hu-
mana distintos, obtenidos de diferentes voluntarios, como
tres repeticiones bioldgicas. Cada explante se dividio en tres
secciones para abordar las repeticiones técnicas.

Métodos estadisticos

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis es-
tadistico mediante un ANOVA de una via. Para evaluar la
significancia, se aplicé un intervalo de confianza del 9509,
considerando significativo un valor de p<0,05.
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RESULTADOS

Estudio de capacidad de penetracion cutanea

El analisis mediante LC-MS/MS en el fluido receptor, de-
tectd dos picos de SM, uno a los 5,2 minutos (tiempo de
retencion), que con el tiempo desaparece y otro nuevo que
se forma a los 4,8 minutos, lo que sugiere que esa forma
de la sustancia se transforma o degrada. Los resultados de
penetracion mostraron que aproximadamente el 0,89% del
salicilato de metilo total aplicado penetrd en la piel. El au-
mento de la concentracion de SM fue dependiente del tiem-
po para ambos picos (figura 1), con un flujo de penetracion
calculado de 53,2 + 4,0 ng/cm#*h.
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Figura 1 Salicilato de metilo total (ng) durante el tiempo
de muestreo de 12 h del fluido receptor en el sistema de
células de difusion Franz tras la aplicacion de GelSMETAM
en explantes de piel humana. Se aplicé un total de 79.200 ng
de salicilato de metilo a los explantes de piel humana, siendo
aproximadamente el 0,8 % de producto el que penetro en la
piel humana

Estudio de eficacia antiinflamatoria

Los resultados a los 30 minutos mostraron que el impacto
aumento significativamente los niveles de expresion gé-
nica de TNFa, IL1a, IL6, IL8, NFKPB e IL1B en comparacién
con el control. En cambio, en las muestras tratadas con
GelSMETAM, la expresion génica de TNFa, IL1a, IL6, IL8
y NFKB se redujo significativamente en comparacion con
las muestras impactadas no tratadas (figura 2a). También
se analizaron los niveles de expresion génica de la COX-2
en las muestras tratadas y no tratadas con GelSMETAM,
pero no se detectaron aumentos significativos como con-
secuencia del impacto en ninguna de ellas.

A las 8 horas del impacto, los niveles de expresion de
los genes TNFa, IL1a, IL6, IL8, NFKP e IL1B seguian presen-
tado un aumento significativo respecto al control mientras
que, en las muestras tratadas con GelSMETAM, ese incre-
mento de expresion génica se redujo significativamente
(figura 2b). A las 12 h tras el impacto, la expresion génica
de ILTa aun sequia estando significativamente elevada res-
pecto al control. Sin embargo, al igual que en los intervalos
de tiempo anteriores, su incremento se vio significativa-
mente reducido en un 69,4% en la muestra tratada con
GelSMETAM (figura 2c).

DISCUSION

Los resultados de los estudios ex vivo con explantes de piel
humana demuestran que la formulacién del medicamento
en forma de gel (GelSMETAM) alcanza unos niveles de pe-
netracion cutaneos del 0,8% (de la concentracion de SM)
dependientes del tiempo, siendo estos niveles elevados si los
comparamos con la penetracion habitual de otros productos
de absorcion percutanea (20). Los resultados también mues-
tran un efecto antiinflamatorio importante en los primeros
30 minutos que se prolonga a las 8 h de su aplicacién con
reduccion significativa de la mayoria de las interleucinas y
mediadores inflamatorios que se elevan en respuesta a una
lesion (en este modelo de un impacto). Dicho efecto antiin-
flamatorio se prolonga incluso hasta las 12 h en el caso de
la citocina IL1 que sigue persistiendo elevada tras el golpe
sobre la muestra piel, a diferencia del resto de citocinas que
a las 12 horas ya han disminuido mucho sus niveles tras la
respuesta inicial.

El sistema de difusion en células de Franz se ha estable-
cido como una metodologia de investigacion esencial para
evaluar la permeabilidad cutanea y ofrecer informacion so-
bre la interaccion entre la piel, los farmacos y sus formula-
ciones, asi como la identificacion de posibles toxicidades y la
calidad de los productos (21). En este estudio la técnica de
células de difusion de Franz se ha utilizado junto con el ana-
lisis cromatografico acoplado a espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS), para la deteccion del salicilato de me-
tilo, por ser el principio activo de GelSMETAM mas estudiado.

Farm Comunitarios. 2024:16(3):5-11. doi:10.33620/FC.2173-9218.(2024).15

Originales


https://doi.org/10.33620/FC.2173-9218.(2024).15

Vidal M, Roldan T.

Capacidad de penetracion y efecto antiinflamatorio local de un gel de salicilato de metilo con esencia de trementina, alcanfor y mentol

para el tratamiento local sintomdtico de dolores musculares y articulares

(Eo’/‘o";e::’i';ef:::i:i:)RG v HIT L NF L1 IL6 IL8 NFKB IL1B

30 minutos -53,60% | -39,000% | -44,30% | -50,40% | -42,80% | -27,00%
8 horas 046% | -92,60% | -46,80% | -84,20% | -59,00% | -61,50%
12 horas 13,10% | -69,40% | -9,40% ~53,5000 ~26,60% ~55,8000

*p<0,05; *p<0,01; **p<0,001; *** p<0,0001.

C: control; HIT: muestras con impacto sin tratamiento; RG: muestras con impacto y aplicacion de GelSMETAM.

4

Figura 2 Analisis de la expresion génica mediante gRT-PCR. Aumento en la expresion génica de TNFa, IL-1a, IL-6, IL-8, NFK,
IL-1B a diferentes intervalos de incubacion tras el impacto: (a) 30 minutos, (b) 8 horas, (c) 12 horas

Los resultados muestran que el SM se detecta a los 5,2 mi-
nutos, manifestandose como un pico caracteristico en el
tiempo de retencion. No obstante, con el transcurso del
tiempo, se evidencia una disminucién progresiva de este
pico, coincidiendo con la emergencia de un nuevo pico a los
4,8 minutos. Estos cambios sugieren la posible conversion
del SM en acido salicilico, principal metabolito en el proce-
so de degradacion del SM, lo que seria esperable teniendo

en cuenta que se trata de un fenomeno ya observado ante-
riormente en otros estudios (17,22).

Los resultados de |a presente investigacion muestran que
un 0,89% de la dosis total de SM aplicada logré atravesar la
barrera epidérmica. Esta proporcion de absorcion represen-
ta un incremento en comparacion con el 0,2-0,26 % docu-
mentado en estudios in vitro anteriores (20). Este hallazgo
sugiere una mayor permeabilidad en los tejidos humanos
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que lo reportado previamente en la literatura, aunque esta
divergencia podria ser debida a diferencias en las variables
de los estudios, como por ejemplo el estado de hidratacion
de la piel o el resto de componentes de la formulacion (23).

El SM se ha utilizado para tratar el dolor de tejidos
blandos durante muchos afios (13,16,24). Al igual que otros
AINE, su accion farmacoldgica se basa en la supresion de la
produccion de sustancias proinflamatorias y en su actividad
inhibitoria sobre la ciclooxigenasa que reduce la sintesis
de prostaglandinas (PGE2) a partir del acido araquiddnico
(24,25). Para este estudio, los efectos antiinflamatorios de
GelSMETAM se evaluaron mediante el analisis de la ex-
presion génica de citocinas proinflamatorias (QRT-PCR) en
explantes de piel humana. Cuando se produce una irrita-
cion cutanea por cualquier tipo de estimulo, incluidos los
mecanicos como el modelo utilizado para este estudio, se
desencadenan diversos eventos que conducen al desarrollo
de una respuesta inflamatoria en el lugar de exposicion. Las
citocinas actuan como mediadores quimicos liberados du-
rante el proceso, lo cual contribuye a intensificar y propagar
la respuesta inflamatoria. Los resultados de esta investiga-
cion mostraron un aumento de la expresion génica de las
citocinas proinflamatorias evaluadas en los explantes de
piel tras ser sometidos a un golpe, validando asi el impacto
como modelo de evento capaz de desencadenar una reac-
cion inflamatoria local en las muestras utilizadas. La dismi-
nucion de la expresion génica de las citocinas proinflama-
torias observada tras la aplicacion de GelSMETAM, confirmo
el efecto antiinflamatorio de este producto, cuyo principal
componente con efecto antinflamatorio es el SM.

Es importante reconocer que, en este estudio, la ausen-
cia de una respuesta de la COX-2 al experimento realizado
(impacto sobre los explantes cutaneos) ha impedido evaluar
el posible efecto inhibidor de GelSMETAM sobre la ciclooxi-
genasa. Sin embargo, a diferencia de la evidencia existente
sobre la inhibicion no selectiva de la COX1y la COX2 por los
salicilatos y sus derivados cuando se administran de forma
sistémica, no parece haber ningun estudio que establezca
una conexion entre el salicilato de metilo por via topica y
las ciclooxigenasas.

Una limitacion de este estudio es que, a pesar que los
modelos ex vivo ofrecen un entorno controlado que permite
un analisis detallado de los tejidos y células fuera del con-
texto del organismo completo, esta separacion del entorno
fisiologico natural podria afectar la extrapolacion de los re-
sultados a situaciones in vivo.

CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados obtenidos en el estudio res-
paldan la hipotesis consistente en que la aplicacion tépica
de GelSMETAM proporciona una respuesta antiinflamatoria
eficaz en el contexto clinico, ofreciendo una perspectiva

interesante para el tratamiento de afecciones musculoes-
queléticas, que podria limitar los eventos adversos sisté-
micos al maximizar la accidn local y minimizar la biodis-
ponibilidad sistémica del farmaco. Este trabajo posiciona
a GelSMETAM como una opcion adecuada para el manejo
del dolor musculoesquelético. con menor riesgo de compli-
caciones gastrointestinales en comparacion con los AINEs
orales.
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