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A Angel, in memoriam

Excmo. Sr. Presidente
IIma. Sra. e Ilmos. Sres. Académicos

Sras. y Sres.

Sean mis primeras palabras de inmenso agradecimiento a los Ilustres
Académicos de la Academia de Ciencias de la Regién de Murcia, por el
gran honor que me han otorgado al nombrarme Académica de Honor de tan

prestigiosa institucion.

Cuando se me consultdé sobre mi aceptacion del nombramiento, mi
primera sensacion fue de enorme sorpresa que, seguidamente, paso a la de
sentirme abrumada, pues no me consideraba con méritos para alcanzar tan

alta distincion.

En el desarrollo de mi dilatada vida profesional, como docente e
investigadora en Quimica Analitica, creo con toda sinceridad que solamente

podria aportar el haberla desarrollado con vocacion, gran esfuerzo y
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entusiasmo. Después de meditar un cierto tiempo, comprendi que debia

aceptar el nombramiento con complacencia y profundo reconocimiento.

En estos momentos, confieso publicamente que nunca pude ni
remotamente vislumbrar, que mi carrera universitaria finalizara con este
broche de oro que, por otra parte, me compromete a una modesta pero
ilusionada colaboracion con la Academia de Ciencias de la Region de

Murcia.

La primera y dificil disquisicion que se me presentd fue la eleccion
del tema cientifico que deberia exponer en este solemne acto. Después de
considerar varias ideas, y emprender algun intento, me decidi finalmente
por uno de los temas de investigacion incluidos en un proyecto de
investigacion concedido reciente por el Ministerio de Educacion y Ciencia,
al equipo de investigacion al que pertenezco. En consecuencia, el tema de
esta exposicion versa sobre “Los retos de la Quimica Analitica en la

Tontoforesis Reversa”.

Si consideramos la reciente definicion del Profesor Valcarcel “La
Quimica Analitica es una ciencia metrologica que desarrolla, optimiza y
aplica herramientas (materiales, metodologicas y estratégicas) de amplia
naturaleza, que se concretan en procesos de medida encaminados a obtener
informacion  (bio)quimica de calidad, tanto parcial (presencia

/concentracion en muestra de especies-analitos (bio)quimicos) como global
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sobre materias o sistemas de amplia naturaleza (quimica, bioquimica,
bioldgica) en el espacio y en el tiempo para resolver problemas cientificos,

técnicos, economicos y sociales”.

En esta amplia definicion se resalta el hecho de que en la actualidad,
el objeto, los contenidos y la proyeccion social de la Quimica Analitica son
muy amplios. Bajo esta vision, la lontoforesis Reversa se encuentra inmersa

dentro de la Quimica Analitica.

FUNDAMENTOS DE LA IONTOFORESIS REVERSA

El control continuo de ciertas sustancias en el organismo humano es
esencial para asegurar la eficacia en el tratamiento de varias enfermedades,
asi como para evitar efectos adversos. Los estudios farmacocinéticos en
general y el control terapéutico de farmacos en pacientes en particular, se
basan principalmente en la toma de muestras de sangre. Los muestreos
menos invasivos, como los de muestras de orina y/o saliva, sélo son utiles
para la determinacion analitica de ciertas especies. La naturaleza invasiva
de la puncidon para la obtencién de sangre limita en muchos casos la
frecuencia del control terapéutico, debido a la sensacion desagradable
asociada al proceso de toma de muestra y al riesgo de infeccion. Los casos
de pacientes insuficientemente controlados 6 sin datos farmacocinéticos

disponibles, pueden constituir un serio problema.
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Por todo ello, existe gran interés en el desarrollo de técnicas no
invasivas que suministren informacion acerca de las concentraciones
plasmaticas de sustancias enddgenas y de farmacos. La piel ofrece, en
principio, una superficie extensa y accesible para realizar el muestreo de
estas sustancias. Ya primeras investigaciones demostraron la utilidad del
paso a través de la piel (transdérmico) de sustancias por difusion pasiva y
por secrecion del sudor. Sin embargo, estos mecanismos son lentos y poco
eficaces, ya que se requieren tiempos largos para que se acumule la
cantidad de sustancia suficiente para que pueda ser analizada, lo que
convierte al método en impracticable para un seguimiento farmacologico.
Sin embargo, el flujo de sustancias a través de la piel se puede aumentar
considerablemente por “iontoforesis”, la cual implica la aplicacion de una
pequefia corriente eléctrica a través de la piel. Este proceso origina un
aumento en el transporte molecular a través de la barrera de la piel y ha

encontrado amplia aplicacién en la introduccion transdérmica de sustancias.

El concepto de la iontoforesis no es nuevo, sus principios basicos
fueron ya establecidos por Leduc a principios del siglo pasado. Sin
embargo, ha sido recientemente cuando se ha conseguido que los sistemas
iontoforéticos de transporte transdérmico hayan llegado al mercado. El
proceso iontoforético de transporte hacia los tejidos, de sustancias con
actividad farmacologica disueltas en un electrolito, es actualmente un
método aceptado para la terapia con ciertos farmacos y ha alcanzado amplia

aplicacion. La técnica suministra un método no invasivo para controlar la
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administracion sistémica de pequefias cantidades de especies con actividad
farmacoldgica a través de la piel. El método de transporte es simple,

versatil, efectivo, seguro y puede adaptarse a las necesidades individuales.

Los componentes del equipo son: una fuente de alimentacidon, un
miliamperimetro, un reostato y un sistema electrédico (anodo y catodo).
Este proceso iontoforético que podriamos denominar “iontoforesis directa”
ha encontrado amplio campo de aplicacion en distintas especialidades
médicas. Asi, en Dermatologia se utiliza en el tratamiento de Ila
hiperhidrosis, en el tratamiento con sales cupricas para infecciones por
hongos, con sales de cinc para el tratamiento de Ulceras, con histamina en
pruebas de alergia y en la diagnosis de la fibrosis quistica mediante la
introduccion de pilocarpina para la producir la secreccion de sudor, entre
otras. En Oftalmologia, para la introduccion de diversos fAirmacos, como
atropina, fluoresceina ¢ gentamicina. En Estomatologia para evitar la
hipersensibilidad de la dentina y suministrar anestésicos locales. En
Cardiologia, para el suministro iontoforético miocardial de farmacos
antiarritmicos. Ademds, en general se utiliza para el suministro de
farmacos, tales como algunos agentes antihipertensivos, antiabéticos, anti-

reumaticos, hormonas, vasodilatadores y esteroides, entre otros.

Ahora bien, la simetria de la iontoforesis implica que también se
puedan extraer moléculas desde el compartimiento subdérmico a la
superficie de la piel. Se tiene entonces el proceso denominado “iontoforesis

reversa” que sera el tema de esta disertacion. El proceso de la “iontoforesis
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reversa” ofrece un potencial muy amplio para su uso en Analisis Clinico sin
necesidad de muestreo de sangre. Las aplicaciones pueden incluir la
quimica general sanguinea, el control de la glucosa, la deteccion de

marcadores diagnosticos y la monitorizacion terapéutica de farmacos.

El mecanismo de extraccidon de sustancias en la iontoforesis reversa
implica: electromigracion de especies cargadas al electrodo de polaridad
opuesta y transporte electroosmotico de moléculas polares neutras y
zwitterionicas hacia el catodo.  En la iontoforesis reversa, se aplica una
corriente constante de modo que se produce un flujo de electrones en los

conductores metalicos del circuito y un flujo de iones a través de la piel.
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Diagrama esquematico del dispositivo experimental y de los procesos
implicados en la iontoforesis reversa: (1) electromigracion y (2)

electroosmosis.

La cantidad de carga electronica que fluye a través del conductor
metalico estd exactamente compensada con la cantidad de carga idnica que
fluye a través de la piel. La ley de Faraday aplicada al transporte en el

estado estacionario relaciona el nimero de moles de iones que atraviesan la
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piel con la corriente eléctrica, el tiempo de paso de corriente y la carga del

ion;
M. =— (1)

donde M; es el nimero de moles del ion i, T es el tiempo en segundos, z; es
la valencia, F es la constante de Faraday (96.487 C mol™") y j; es la corriente

(A) transportada por la especie i.

Dado que habitualmente hay distintos iones en movimiento a traveés
de la piel, el nimero total de moles transportados (M) por la corriente total

que fluye (/) viene dado por:
M=YM =13 @)
i " F i Z;

con 1= (3)

i

lo que conduce al concepto de nimero de transporte del i6n (eficacia del
transporte), el cual corresponde a la fraccion de la carga total que

transporta dicho 16n:



CONCEPCION SANCHEZ-PEDRENO 10

i
t, ==L 4
=3 @
con lo que la ecuacién (1) puede escribirse como:
tIT
M, =-"—— 5
=T (5)

1

El flujo de extraccién del ion i medido experimentalmente (J;, mol s™) se
define como la relacion entre el nimero de moles transportados (M) y

tiempo de muestreo (7) (es decir la duracion de la iontoforesis reversa):

t.
=7 6
Fz ©)

1

J. =

Mi
T
La ecuacion (5) muestra que la extraccion iontoforética de un cierto 16n
viene determinada por la intensidad de corriente, el tiempo de iontoforesis y
la carga y el namero de transporte de dicho i6n. La intensidad de corriente
(/) estd directamente controlada por la fuente empleada, pero esta limitada
en la practica “in vivo” a no mas de 0,5 mA cm™. El tiempo de cada
extraccion debe ser suficientemente largo para que se disponga de una
cantidad suficiente de especie para su determinacion analitica, pero no tan
largo que se produzcan cambios clinicos significativos en la concentracion

sistémica. En cualquier caso, la iontoforesis reversa solo puede suministrar
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una estimacion del nivel medio del analito en el organismo durante el

periodo de muestreo.

La carga z; del i6n extraido viene determinada por su estructura
molecular y determina la polaridad del electrodo en el cual se ha de efectuar
el muestreo y el andlisis. El nimero de transporte, sin embargo, es dificil de
estimar tedricamente y depende de la contribuciéon de otros iones al
transporte de carga a través de la piel. Cuando se establece un campo
eléctrico a través de una membrana, los iones migran en la direccidon dictada
por su carga. La velocidad de migracion de un i6n viene determinada por
sus caracteristicas fisico-quimicas asi como por las propiedades del medio a

través del cual se mueve.

La suma de las cargas i6nicas individuales que fluyen a través de la
piel debe ser igual al nimero de electrones liberados por la fuente eléctrica
suministradora; en otras palabras, hay una competencia entre todos los
iones presentes para transportar la carga. EI nimero de transporte del i6n de

interés (i) puede expresarse también como:

t = GZiH; (7)

1 n

Z (c;z;44)

J=1
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donde ¢; es la concentracion (mol cm™), z; es la valencia y g es la
movilidad (cm® s' V') de cada uno de “n” iones en el sistema.
Logicamente, el numero de transporte depende de la concentracion (esto es
de la cantidad disponible de un i6n particular para participar en el transporte

de carga a través de la piel).

En la iontoforesis reversa, la concentracion del analito es la variable
de interés y dependerd, en el caso del control de un farmaco, del régimen de
dosificacion y de su farmacocinética. Por otra parte, respecto a la
electromigracion, solamente la fraccion ionizada del analito es extraible y
depende por tanto del valor de su pK,. Por otra parte, para los analitos que
se unen a proteinas, solamente la fraccion libre puede contribuir

significativamente al transporte de carga a través de la piel.

En resumen, podemos concluir que un 16n puede actuar como un
buen transportador de carga si: es pequefio, estd cargado, se encuentra en
alta concentracion y no estd enlazado significativamente a proteinas.
Idealmente, deberian minimizarse los iones competidores, lo que en la
practica no es posible en la iontoforesis reversa, donde los principales

transportadores de carga son Na' y CI".

Por ultimo es de resaltar que el nimero de transporte es un parametro
dependiente de la composicion de la muestra y aplicable por tanto a unas
condiciones dadas. El nimero de transporte #; se puede determinar

experimentalmente, por ejemplo, dividiendo la cantidad total del i6n
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transportado por la carga total liberada (ecuacién 1) o a partir del gradiente
de una representacion del flujo del 16n frente a la intensidad de corriente

(ecuacion 6).

Por otra parte, al pH fisiologico, la piel estd cargada negativamente
siendo por tanto selectivamente permeable a cationes. Cuando se impone un
campo eléctrico a través de este tipo de membrana aparece un flujo
convectivo o electroosmdtico de disolvente desde el &nodo hacia el céatodo.
Esta corriente de disolvente transporta solutos disueltos, por lo que aumenta
el transporte moléculas neutras y, especialmente, polares. La electro6smosis
refuerza por tanto el transporte de cationes mientras que actua contra el de
aniones. Las caracteristicas importantes del mecanismo de transporte
electrosmotico son: que el flujo en volumen de disolvente (J,,, volumen x
tiempo™ x 4rea’) es proporcional al gradiente de potencial a través de la
piel y que el flujo electrodsmédtico del soluto (J;) es independiente del
tamafio molecular. La relacion entre el fluyjo molar J; del soluto (i) y su

concentracion molar (c;) viene dada por:

J' = Jvdci (8)

Se ha determinado el valor de flujo de disolvente durante un proceso de

iontoforesis, encontrandose valores entre a 6y 19 pl h”' mA™.
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Ademas de la densidad de corriente, el pH y la fuerza idnica son
parametros que pueden influir en la electroosmésis. La variaciones del pH
sobre cualquier lado de la piel pueden cambiar la carga de la membrana y
por tanto la selectividad de la permeacion. En la préctica in vivo solamente

puede modificarse el pH de la superficie de la piel.

Para la extraccion catddica, el flujo electroosmoético aumenta al
disminuir la fuerza i6nica de la composicion quimica del comportamiento
electrédico. Este fendmeno es menos importante para la extraccion anodica.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que debe existir una cierta
concentracion de electrolito que contenga el anion cloruro, en ambos
compartimientos (particularmente en el &nodo) para el mantenimiento de la

electroquimica del sistema Ag/AgCl.

Para iones pequefios modviles la electromigracion es claramente el
mecanismo principal; sin embargo, para sustancias neutras polares domina
la electroosmosis ya que no hay electromigracion posible. Ambos
mecanismos de transporte dependen de la corriente aplicada, siendo este
efecto menos marcado en la electro6smosis. Cuando el tamafio del i6n
aumenta, su movilidad se reduce y se dificulta la electromigracién. Para
cationes esto significa que al aumentar el tamafio molecular el mecanismo
dominante cambia de electromigracion a electroosmosis; por el contrario,
para aniones las dos contribuciones podrian llegar a cancelarse y no se

observaria ningin transporte. Asi, un acido débil que se encuentre solo
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parcialmente ionizado al pH fisiologico, puede extraerse mas facilmente en

su forma neutra hacia el catodo.

INNOVACIONES EN LA IONTOFORESIS REVERSA PARA EL
ANALISIS CLINICO

Para aumentar el niimero de aplicaciones de la iontoforesis reversa
en andlisis clinico y mejorar la tecnologia existente, pueden seguirse cuatro
estrategias principales. La primera y de relacion més directa con la Quimica
Analitica, consiste en el desarrollo de métodos analiticos més sensibles para
la determinacidn de las especies de interés. Con ello se podrian determinar
cantidades extraidas inferiores, ampliandose asi el numero de especies y
farmacos que pueden ser monitorizados, asi como disminuirse el tiempo de

muestreo.

La segunda estrategia consiste en la optimizacion de las condiciones
iontoforéticas: intensidad, densidad y perfil de la corriente, asi como la
composicion de la fase receptora mas apropiada para la extracciéon de cada
especie. Estd bien comprobado que el transporte iontoforético es
directamente proporcional a la intensidad de corriente y a su tiempo de
aplicacion. Sin embargo, en la practica existen limitaciones en el aumento

de estos parametros. Respecto a la densidad de corriente, hay unanimidad
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en que 0,5 mA cm™ es el maximo valor tolerable por el ser humano. Podria
pensarse en aumentar la corriente total mediante el aumento de superficie
de extraccion. Sin embargo, manteniendo la densidad de corriente fija, la
sensacion experimentada por el paciente aumenta con el area tratada,
debido probablemente al mayor nimero de nociceptores dérmicos
activados. Existen al menos otras dos dificultades asociadas con el aumento
de la corriente total y el aumento del area expuesta: mas corriente significa
que los electrodos utilizados (Ag/AgCl) deben recubrirse con una capa
mayor de AgCl para asegurar un funcionamiento electroquimico correcto
durante todo el periodo de muestreo y que, una mayor area implica el uso
de un volumen mayor de disolucién para recoger la especie de interés,

disminuyendo por tanto la concentracioén del analito.

Se ha sugerido que la utilizacién de impulsos de corriente en los que
se va alternando la aplicacién de corriente con periodos de reposo, puede
disminuir el enrojecimiento de la piel que se puede producir durante la
iontoforesis. Sin embargo, no se han demostrado dichos beneficios teniendo
en cuenta que, como la extraccion es ineficiente durante el periodo de
reposo, se tiene que aumentar el tiempo total de muestreo. Tampoco se ha
demostrado que el uso de corrientes alternas produzca beneficios, si bien el
cambio en la polaridad del electrodo al finalizar cada periodo de muestreo,
tiene la gran ventaja de que se produce la regeneracion de los electrodos
Ag/AgCL.
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La tercera estrategia consiste en encontrar un método que evite la
necesidad de calibrar el proceso de iontoforesis reversa con una extraccion
de sangre. En efecto, la cantidad del analito extraido se diluye en el fluido
aceptor. Su concentracion depende de la eficacia del proceso de extraccion
y del volumen de aceptor. Se precisa por tanto una calibracion que relacione
la cantidad de analito extraido con su concentracion en sangre. Para evitar
la extraccion de sangre se propuso el empleo de un “estandar interno”. El
fundamento del mismo se basa en que durante la iontoforesis reversa se
extraen varios compuestos al mismo tiempo, por lo que puede determinarse
ademads del analito de interés (A4), alguna otra sustancia cuya concentracion
en sangre sea constante (E/). Debe existir una proporcionalidad entre la
relacion de flujos de extraccion de A y de EI (J4/Jg) y la relacion de las

concentraciones subdérmicas o sanguineas (C,/Cg)) :

oKt ©)

Si Cg; es fija y conocida, puede calcularse la concentracion sanguinea del

analito:

¢ _Cats (10
K J,
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Si la constante de proporcionalidad es determinable y es constante en una
poblacion de pacientes, la determinacion de J,/Jg junto con el término
constante Cg/K permite conocer C,, sin necesidad de tener que hacer un

muestreo de sangre en el paciente.

El éxito de esta idea depende de que el transporte iontoforético del
analito y el del estandar interno, sean independientes entre si. Es decir, que
un cambio en el nimero de transporte del analito, debido por ejemplo a una
bajada en su concentracidn sistémica, no se compense con un aumento en el
numero de transporte del estandar interno. En este caso fallaria la ecuacion
(9). El primer éxito de esta idea se obtuvo con la extraccion iontoforética
reversa del anidn valproato usando acido glutdmico como estandar interno.
Aunque la concentraciéon de glutamato in vivo no es lo suficientemente
constante para que este aminoacido se pueda considerar como un estandar

interno ideal, si sirvid para comprobar la validez de esta idea.

Posteriormente se ha conseguido un éxito similar con el par Li'/Na"
(analito/estandar interno). El ion sodio es un estandar interno 1til y practico
debido al hecho de que su concentracion in vivo no varia fuera del intervalo
125-145 mM (e incluso un intervalo menor); el Na', por otra parte es
también el mayor transportador de carga en la iontoforesis en direccion al
catodo (asi como el CI" hacia el anodo). Medidas in vivo en pacientes,
confirmaron la constancia de la constante de proporcionalidad K de la

ecuacion (9).
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Experiencias realizadas in vitro indicaron que el Na' podria usarse
también como estandar interno para la glucosa. Sin embargo, estudios
posteriores realizados in vivo pusieron de manifiesto que el flujo
electroosmotico, que es el mecanismo de transporte para la glucosa, es un
proceso muy sensible y puede variar hasta en un factor de diez, mientras
que el flujo electromigratorio del Na' permanece inalterado. En
experiencias mas recientes in vitro se han ensayado otros estandares
internos para la determinacion iontoforética reversa de la glucosa: urea,
glicerol, manitol y sacarosa. Se han encontrado relaciones de flujo
constantes con los cuatro estandares internos ensayados, debido a que para
estas especies el mecanismo de electrotransporte es idéntico al de la

glucosa.

Las ventajas del estdndar interno deben sopesarse frente a la
necesidad de validar el uso del estandar interno bajo condiciones

fisiologicas y frente a la quimica analitica necesaria para su cuantificacion.

Una cuarta estrategia para la innovacidon en iontoforesis reversa se
dirige hacia el empleo de geles termorreversibles como vehiculos
recolectores. En iontoforesis reversa se suelen emplear disoluciones acuosas
en los comportamientos electrodicos, en las cuales se extrae el analito de
interés. Mientras esta modalidad facilita la determinacion analitica con poca
o ninguna preparacion de la muestra, en la practica tales vehiculos

recolectores no son muy faciles de adaptar sobre la superficie de la piel. De
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hecho, en el proceso de iontoforesis directa para la introduccion de
farmacos se ha comprobado el efecto favorable del empleo de geles o
formulaciones poliméricas en los compartimentos electrodicos vy,
actualmente, se ha generalizado su utilizacion. En iontoforesis reversa un
receptor adecuado para aplicaciones in vivo, tiene que poseer una
consistencia fisica suficiente para permitir una facil adaptacion a la piel y
retirada del mismo, unas propiedades conductoras apropiadas y facilidad en
la etapa del anélisis de la especie de interés. Se ha investigado la posibilidad
de usar estos geles termorreversibles en la iontoforesis reversa. En
experimentos realizados in vitro para la extraccion simultinea de Li’
(analito de interés) y Na' (estandar interno) se ha empleado el Pluronic
F127, un polimero de polioxietileno y polioxipropileno (70/30 p/p, peso
molecular 11.500) que forma un gel a la temperatura ambiente que permite
la facil aplicacion tépica, asi como su retirada. Posteriormente el
enfriamiento del gel a 4°C, hace que se vuelva fluido permitiendo la
recuperacion posterior del analito y del estdndar interno para sus

correspondientes determinaciones.

ESTUDIO DE CASOS

La iontoforesis reversa se aplicO por vez primera en 1954 por
Benjamin et al, para la extraccion de los iones sodio y potasio. Las

experiencias se realizaron in vivo en el hombre, con el empleo de una placa
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metalica como electrodo. Aplicaron una densidad de corriente de 0,5 mA
cm” sobre una superficie de piel de 8,3 cm®, durante 5-10 minutos. En un
total de casi cien sujetos encontraron que ni la edad, género, ubicacion,
tiempo de medida y temperatura ambiente afectaban significativamente a
las cantidades de los iones extraidos. Sin embargo, en las experiencias
realizadas con tiempos de duracion largos se producian dafios en la piel,
debido al hecho de que en la disolucion del compartimiento catddico
aumentaba el pH desde 6-7 hasta cerca de 11. Esto se debe a que se produce
la electrolisis del agua y por tanto es conveniente utilizar en los estudios
iontoforéticos, electrodos electroquimicamente reversibles (por ejemplo
Ag/AgCl).

Sin embargo, el potencial practico de la iontoforesis reversa se
aprecié muy posteriormente, en 1989, cuando se demostrd que la cantidad
de sustancia extraida de esta forma a través de la piel, estaba relacionada
linealmente con la concentracion subdérmica del analito y por extrapolacion
con su concentracion sistémica. Esta relacion se encontrd al efectuar
experiencias in vitro utilizando piel sin pelo de ratén, con clonidina,
teofilina y glucosa, es decir con un catidon, un anion y una molécula neutra

polar.

Seguidamente, el maximo interés de la iontoforesis reversa se dirigio
hacia la determinacion de glucosa. Obviamente, la posibilidad de disponer

de un método no invasivo para controlar la glucosa en sangre de diabéticos,
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aportaria un beneficio médico inmenso. El método convencional del
pinchazo en el dedo, aunque es efectivo y preciso, raramente se utiliza con
la frecuencia suficiente para evitar episodios hipo e hiperglucémicos, a
pesar de la influencia de que dicho control tiene un impacto muy
significativo sobre el progreso cronico de la enfermedad. Experimentos in
vitro de iontoforesis reversa y estudios iniciales in vivo en personas no
diabéticas establecieron las bases para el desarrollo comercial de un
dispositivo, el Glucowatch Biographer (2000) el cual extrae glucosa
iontoforéticamente a través de la piel y la determina in situ. El mecanismo
de transporte de la glucosa es por electrodsmosis. Durante cada periodo de
muestreo (inicialmente de 20 minutos y un tiempo muy inferior en la nueva
version Glucowatch G2) la cantidad de glucosa disponible para su andlisis
es muy pequeia, encontrandose en el intervalo de 50 a 200 picomoles, lo
que equivale a concentraciones del orden de 100 a 10.000 veces inferiores a
las presentes en sangre. Por esta razon, se le exigid a la Quimica Analitica
un nuevo reto: la aportacion de un método analitico muy sensible para
glucosa que permitiera ademas su determinacion in situ. Este reto se
resolvid mediante una version muy optimizada del biosensor enzimatico

amperométrico de glucosa.

Como es conocido, las distintas modalidades del biosensor
amperométrico de glucosa contienen inmovilizado el enzima glucosa
oxidasa. La reaccion de oxidacion de la glucosa por el oxigeno, catalizada
por el enzima, produce 4cido gluconico y peroxido de hidrogeno, el cual se

detecta amperométricamente. En la version optimizada del nuevo
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Glucowatch, el biosensor de glucosa alcanza un limite de deteccion muy
bajo gracias a la utilizacion de un electrodo de trabajo de gran area
superficial, compuesto de platino y grafito construido mediante técnicas de
impresion, y a su operacion bajo la modalidad culombimétrica. Ademas,
gracias a estas modificaciones el biosensor puede operar a un potencial
mucho mas bajo del habitual, lo que permite aumentar su selectividad y

evitar asi la interferencia de tirosina y triptofano.

Se han publicado gran cantidad de datos experimentales para
demostrar la eficacia de la técnica de iontoforesis reversa, para controlar los
cambios en los niveles de glucosa en sangre de diabéticos en todo el
intervalo de glucemia. La cantidad y calidad de las informaciones obtenidas
permitieron que el “Glucowatch” fuese autorizado para su empleo en
adultos por el U.S. Food and Drug Administration, en el afio 2001. Trabajos
posteriores permitieron la aprobacion en el afio 2002 para su utilizacioén en

niflos y jévenes (7-17 afios).

La utilidad del Glucowatch debera corrobarse a largo plazo, pero no
puede ponerse en duda que este primer paso para el control no invasivo de
glucosa en sangre ha supuesto un salto paradigmatico en este campo. Por
ahora, las limitaciones que presenta son solo aparentes: un tiempo corto de
precalentamiento antes de tomar las medidas, para eliminar la reserva de
glucosa en la piel, y la necesidad de un pinchazo en el dedo para calibrar el

dispositivo. Si bien esta ultima limitacion se ha percibido como una
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desventaja, el GlucoWatch proporciona mucha mdas informacién al
diabético que uno o dos ensayos diarios convencionales con pinchazo.
Ademas, como se comentd anteriormente, esta limitacion esta en via de

solucion con el uso de un estandar interno.

Otras aplicaciones de la iontoforesis reversa pueden dividirse en
diagnosis/control y control terapeutico de farmacos. Un aplicacion
innovadora de la iontoforesis reversa fue su utilizacion como herramienta
diagndstica para inflamaciones cutaneas. Se determind la prostaglandina E2
(PGE;) en el compartimiento anddico, como respuesta al suministro
iontoforético de farmacos irritantes: clorpromacina, cloroquinona,
promacina, tetracaina y metoclopramida y se encontré que los niveles de
prostaglandina se encontraban en buena correlacion con los procedentes de
otras formas de determinacion de la irritacidn mas clasicas (por ejemplo el

test de Draize).

Otro caso estudiado ha sido la extraccion iontoforética reversa de
fenilalanina. Como es conocido, en la enfermedad metabolica grave de la
fenilcetonuria no existe el enzima que biotransforma la fenilalanina. La
deteccion precoz de la enfermedad y el control posterior de la dieta son
esenciales. Los niflos que padecen la enfermedad se controlan
frecuentemente mediante extracciones de sangre y por ello, la aplicacioén de
una técnica no invasiva seria de gran interés. Al pH fisiologico la
fenilalanina es zwitterionica por lo que se extrae durante la iontoforesis

reversa por el mecanismo electroosmotico. Como sucede también con la
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glucosa, se ha demostrado que las cantidades encontradas de fenilalanina en
el compartimiento catddico son proporcionales a sus concentraciones
subdérmicas. Sin embargo, aun en casos de fenilcetonuria, las
concentraciones sistémicas de fenilalanina son muchos menores que los
niveles tipicos de glucosa en diabéticos. De aqui que se le planteen nuevos
retos al investigador en Quimica Analitica para que aporte métodos
significativamente sensibles para el anélisis de dicha especie. Sin embargo,
debe considerarse que en pacientes con fenilcetonuria no es necesario un
control continuo tan frecuente como en el caso de la glucosa en diabéticos;
bastara un dispositivo que recolecte la muestra una vez al dia o a la semana

para su envio al laboratorio analitico.

Otro problema clinico interesante es la monitorizacion de urea.
Recientemente se ha aplicado con éxito la extraccion iontoforética de urea
en pacientes de 21 a 35 afios que presentaban disfuncidn renal. La urea se
extrajo en el catodo por electrodsmosis con aplicacion de una corriente
eléctrica durante cinco minutos. Las cantidades de urea extraidas mostraron
una buena correlacion con los niveles de urea en sangre. Una aplicacion
logica e interesante de esta investigacion seria conocer cuando debera
efectuarse didlisis en pacientes con enfermedad renal, sobre todo
pediatricos. Se realizd una prueba practica de esta investigacion con seis
pacientes juveniles (9-16 afios) que demostrd claramente que las cantidades
de urea extraidas antes y después de la didlisis eran muy diferentes. Los

métodos analiticos utilizados para la determinacion de la urea se basan en la
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hidrolisis de la urea, catalizada por el enzima ureasa, con deteccion
espectrofotométrica del amoniaco producido, 6 potenciométrica basada en

el aumento del pH relacionado con la concentracion de urea.

Una consideracion importante para valorar las posibilidades reales de
la iontoforesis reversa en el seguimiento terapeutico de farmacos, es el
grado en el que el componente de interés se encuentra enlazado a proteinas.
Solamente la especie libre del farmaco es electrotransportada a través de la
piel, ya que las proteinas son moléculas demasiado grandes para poder ser
extraidas. Este hecho ha sido comprobado con dos agentes anticonvulsivos,
el acido valproico y la fenitoina, el 90% de los cuales se encuentran
enlazados a las proteinas del plasma. La extraccion iontoforética de ambas
especies se estudid en un amplio intervalo de concentracion que incluia los
niveles libres observados en pacientes sujetos a tratamiento. El valproato se
extrae en el &nodo mientras la fenitoina (pK, 8,3) se recoge en ambos: en el
anodo la fraccion ionizada de la especie extraida por electromigracion y en
el catodo la forma neutra, por electro6smosis. En experimentos realizados
in vitro se demostr6 que cuando se redujo el nivel de proteinas en el
comportamiento subdérmico, aumentaba la cantidad de especie extraida de
acuerdo con el aumento de especie libre. Igualmente cuando se monitorizo
fenitoina a un nivel subdérmico fijo de proteinas, la introduccion de
valproato produjo una mayor extraccion de fenitoina, debido al aumento de
la cantidad libre de la misma por el efecto competitivo entre ambos
farmacos en su enlace con las proteinas. La sensibilidad del método para

responder de esta forma a los cambios en la concentracion de fArmaco libre,
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ofrece una utilidad potencial para monitorizar sustancias con un intervalo

terapéutico estrecho.

Se debe resaltar que en el caso de especies lipofilicas, tales como las
mencionadas, el &4cido valproico y la fenitoina, sus concentraciones
sistémicas libres son muy bajas (50-105 uM y 4-8 uM, respectivamente) y
en consecuencia las cantidades extraidas por iontoforesis reversa son
extremadamente bajas. De aqui que las experiencias que se acaban de
describir in vitro se llevaran a cabo con especies radioactivas. Una vez mas
se le presenta otro gran reto a la Quimica Analitica para la posible

determinacion de éstas y otras especies lipofilicas in vivo.

Otro interesante caso estudiado es el del 16n litio, un fArmaco muy
usado en Psiquiatria en el tratamiento de trastornos bipolares. En este caso
el problema de su determinacion analitica es menos dificil. En primer lugar
debido a que el Li" es un catién pequefio y no esta enlazado a proteinas, por
lo que se extrae por iontoforesis reversa mucho mas eficazmente que otros
tipos de farmacos. En segundo lugar, debido a que las concentraciones
efectivas de Li" en el plasma son relativamente altas y en consecuencia las
cantidades extraidas pueden determinarse por alguno de los métodos
analiticos existentes, como cromatografia i6nica, si bien deberian

desarrollarse métodos que permitan la determinacion in situ.
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Las primeras experiencias in vitro demostraron que se produce una
extraccion rapida y lineal de Li". Cuando se varié la concentracion de Li"
en el comportamiento subdérmico simulando un perfil farmacocinético, el
perfil de extraccion obtenido tuvo una buena correlacion con el anterior,
siguiendo las fases de absorcion y eliminacion del farmaco. Estudios
posteriores efectuados in vivo en pacientes tratados con litio, demostraron el
potencial de la iontoforesis reversa como herramienta clinica de gran
utilidad. Los flujos de extraccion iontoforética de Li' estaban en buena

correlacion con las concentraciones de litio en el plasma.

PERSPECTIVAS REALES DE LA IONTOFORESIS REVERSA

Las metodologias de muestreo no invasivas son obviamente
beneficiosas para todos los pacientes, al menos por las siguientes razones:
se obtiene mayor informacion ya que el muestreo puede llevarse a cabo mas
frecuentemente, se disminuye el dolor y el malestar, se disminuye el riesgo
de infeccion y se puede realizar el seguimiento en el propio domicilio. Mas
aun, hay poblaciones especiales de pacientes para las que un diagnostico no
invasivo y una monitorizacion tienen un interés especial: pacientes
sometidos repetidamente a extracciones sanguineas, pacientes incapaces de
reconocer, comunicar o tolerar problemas relacionados con efectos
colaterales inesperados producidos por los farmacos y, aquellos que por

cualquier otra razon se encuentran infra o sobredosificados. Entre tales
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poblaciones se encuentran enfermos criticos bajo cuidados intensivos,
enfermos de céncer y sida, mujeres embarazadas, pacientes sometidos a
tratamiento simultaneo con varios farmacos, tales como personas mayores,

y especialmente pacientes pediatricos.

Aun cuando la iontoforesis reversa es mucho mas eficiente y
reproducible que la extraccion por difusion pasiva, las cantidades de analito
extraidas en la superficie de la piel son necesariamente pequefias y al ser
recogidas en el compartimiento electrodico se producen diluciones del
analito muy elevadas. En consecuencia, las demandas que se le piden a la
Quimica Analitica, en especial la sensibilidad del método, son muy
exigentes ya que si los periodos de muestreo son muy largos, se pueden
producir cambios en la concentracion sistémica del analito de interés. Estos
cambios no son aceptables, por ejemplo, en el control de la glucosa. Sin
embargo, el problema puede ser menos importante en el control de
farmacos en la zona de estado estacionario, ya que entonces no es necesario
un control continuo. En estos casos resulta razonable un tiempo de
muestreo prolongado que proporcione, durante dicho periodo, una
concentracion media de analito que sea adecuada para su determinacidon
analitica. Entonces puede efectuarse la iontoforesis reversa durante unas

pocas horas en el domicilio y enviar la muestra al laboratorio de andlisis.

Una limitacion importante se produce cuando en la piel se acumula

. . , —+
el analito de interés, como ocurre con la glucosa y el Li'. En estos casos, la
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muestra inicial extraida proporciona principalmente informacion acerca de
la acumulacion local. Es necesario entonces esperar durante un periodo de
precalentamiento antes de que la lectura sea indicativa de los niveles

sistémicos.

También es cierto que el flujo en iontoforesis reversa no alcanza
inmediatamente un estado estacionario. El tiempo necesario para alcanzarlo
depende de la molécula de interés y del mecanismo dominante de
electrotransporte. Sin embargo, no esta bien demostrado si esta limitacion
es significativa. Para ciertos analitos, se ha obtenido incluso una correlacion
aceptable entre el flujo de extraccidon anterior al estado estacionario y su

concentracion subdérmica.

Una limitacion adicional y significativa es que la iontoforesis reversa
no es factible con moléculas que poseen determinadas propiedades fisico-
quimicas. Por ejemplo, las proteinas son moléculas demasiado grandes para
poder ser extraidas en cantidades que puedan ser cuantificables. Asimismo,
compuestos muy lipofilicos con solubilidades extremadamente bajas en
agua tampoco pueden determinarse; desafortunadamente el colesterol se

encuentra dentro de esta categoria.
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CONCLUSION

En esta exposicion se ha pretendido resaltar la amplia conexion entre
la Quimica Analitica y la Iontoforesis Reversa, asi como los nuevos retos
que se le presentan a la Quimica Analitica y que se pueden concretar en: la
optimizacion del proceso de toma de muestra, mediante una seleccion
adecuada de la fase receptora y de las condiciones de corriente, y el
desarrollo de nuevos métodos analiticos de gran sensibilidad y selectividad
para la determinacidon, preferiblemente in sifu, de ciertas especies

enddgenas y de farmacos.

Algunos de estos retos se afrontan en el proyecto de investigacion
multidisciplinar anteriormente mencionado. Las investigaciones se han
iniciado con: estudios electroquimicos basicos sobre los procesos de
transferencia a membranas de iones con actividad farmacologica; el disefio
de una célula para iontoforesis reversa; y el desarrollo de sensores
potenciométricos, amperométricos y culombimétricos selectivos para las
especies mencionadas, dirigidos a su aplicaciéon en andlisis clinico con

iontoforesis reversa.
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