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1. Resumen.

El presente estudio tiene como objetivo elaborar un gel de aplicacién tépica-
transdérmica como una alternativa para el fratamiento de sobrepeso y obesidad,
gue son enfermedades que se han convertido en un problema de salud publica
en varios paises, en México ocupa el segundo lugar a nivel mundial de obesidad
en la poblacién adulta y el primer lugar en la poblacién infantil.

La forma farmacéutica semisdlida en gel fue seleccionada, a partir de una revision
previa en la que se encontrd que no existe una forma farmacéutica como esta en
el mercado, sélo en preparaciones cosméticas. Esta forma farmacéutica en gel
ademds de ser innovadora proporciona una liberacion mds rapida del principio
activo. Para la formulacion del gel se utilizé como principio activo (PA) cafeina por
poseer la accién de reducir la grasa corporal a fravés de la lipdlisis y al dcido
hialurénico por fres funciones principales: 1) ayuda a solubilizar a la cafeina
mantenieéndola estable, 2) debido a que es un buen agente gelificante, y 3) por sus
propiedades humectantes. Se realizd un diseno de experimentos factorial
multinivel, a partir del diseno se obtuvo la formulacion éptima, esta formulacion nos
determind los mg de cada componente de la formulacidn, siendo de 884.468 mg
para cafeina y 455014 mg para el dcido hialuronico. Se caracterizd
fisicoguimicamente el gel, obteniéndose los siguientes resultados: tipo de fluido
tixotropico no Newtoniano, pH de 7.01, extensibilidad antes de aplicar peso fue de
3.3460 cm?, mientras que la extensibilidad después de someterlo a una pesa de 100
g fue de 41.7799 cm? densidad relativa de 1.0058 y contenido quimico del
99.5230%.

Se estudiaron cuatro modelos matemdticos para la cinética de liberacion del
farmaco: orden cero, orden uno, Higuchi y Korsmeyer-Peppas, se encontré que se
libera el 99.20% + 0.24 de la cafeina contenida en el gel en 21 minutos, ajustGndose
al modelo de Korsmeyer-Peppas. Se realizaron dos diferentes estudios de
penetfracion in vitro en celdas verticales tipo Franz, uno de ellos por difusion pasiva
y ofro usando microagujas metdlicas sélidas como promotor fisico de la
penetraciéon tfransdérmica, con el fin de comparar si existe diferencia significativa
entre dichos estudios, para la difusidén pasiva se obtuvo un flujo de (J) de 36.6
ug/cmz2h, una constante de permeabilidad de (Kp) 2.529X104 cm?/h y un tiempo
de latencia (T.) de 6.9 h, y usando microagujas el flujo fue de (J) de 44.1 ug/cm?h,
una constante de permeabilidad de (Kp) 2.94X104 cm?2/h y un tiempo de latencia
(T) de 4.26 h.

Palabras clave: Gel, cafeina, dcido hialurdnico, disefo de experimentos factorial multinivel,
cinética de liberacidn, estudios de penetracidn in vitro, sobrepeso y obesidad
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2. Infroduccion.

En México el sobrepeso y obesidad afectan a 7 de cada 10 adultos, de acuerdo a
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT, 2016) la prevalencia de
obesidad en el adulto es de 32.4% y 38.8% para sobrepeso. La obesidad es mayor
en la poblacién femenina mexicana de 37.5% mientras el género masculino es de
26.8%. (Davila Torres, 2014)

El sobrepeso y obesidad son enfermedades sistémicas, crénicas, progresivas y
multifactoriales que se definen como la acumulacién anormal o excesiva de grasa
(Hussian, 2011). Aumentado el riesgo de padecer enfermedades como diabetes,
enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial y dislipidemias, entre ofras.
Se clasifica utilizando el indice de masa corporal (IMC), que mide la relacién entre
el peso y la estatura en m2 (Cano Pérez, 2012). Las causas mds relacionadas al
sobrepeso y obesidad son la mala alimentacion, la elevada ingesta caldrica y el
sedentarismo. La base del tfratamiento para combatir el sobrepeso y obesidad
consta de una alimentacién sana, equilibrada y la actividad fisica. Pero en algunos
pacientes no es suficiente, cuando existe la evidencia de falta de respuesta en la
pérdida de peso es necesario el fratamiento farmacoldgico, como es el caso de la
cafeina y presentarlo en una forma farmacéutica semisdlida.

Estudios documentan que la cafeina tiene actividad terapéutica para la pérdida
de peso, el mecanismo de accidon que tiene la cafeina en el organismo es la
inhibicion de fosfodiesterasa, responsable de la degradacién del AMPc, un
importante estimulante de la lipdlisis que ocurre en el tejido adiposo, (Ramirez-
Montes & Henry Osorio, 2013), para que la cafeina tenga un efecto farmacolégico
su dosis varia entre 25 mg hasta 1200 mg al dia, ya que la FDA menciona que si se
excede de la dosis de 1200 mg podrian existir efectos secundarios importantes (que
incluyen taquicardia, arritmia ventricular y ataques). (FDA, 2018)

El objetivo de estudio es presentar a la cafeina en una forma farmacéutica
innovadora, cobmoda vy eficiente en forma de gel que puede ser utilizada por via
topica o transdérmica usando o no microagujas metdlicas solidas.
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3. Marco tedrico

3.1.1 Sobrepeso y obesidad.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, define al sobrepeso y obesidad
como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial
para la salud (OMS, 2018). Definicion que ha sido aceptada en la Norma Oficial
Mexicana para el fratamiento integral del sobrepeso y obesidad (NOM-008-SSA3-
2017). El exceso de grasas corporales, son generalmente triglicéridos, almacenadas
en el tejido adiposo, el sobrepeso y obesidad se reconocen actualmente como
uno de los retos mds importantes de salud publica en el mundo, debido a su
magnitud, la rapidez de su incremento y el efecto negativo que ejerce sobre |la
salud de la poblacién que la padece. El sobrepeso y la obesidad, incrementan el
riesgo de padecer enfermedades cronicas no trasmisibles (ECNT) y el costo social
de la salud, ademds de reducir la calidad de vida (Rivera, 2007).

3.1.1 Clasificacion de la obesidad.

La obesidad se puede clasificar con base en diferentes pardmetros, como:
1. Efiologia:
— Primaria: representa un desequilibrio entre Ia ingestion de alimentos y el
gasto energético.
— Secundaria: se deriva como consecuencia de determinadas enfermedades
gue provocan un aumento de la grasa corporal bien sea una alteracion
hormonal (sindrome de Cushing, hipotiroidismo, alteraciones hipotaldmicas)
o bien obesidades asociadas a enfermedades genéticas (sindrome de
Prader Willi, de Carpenter, etc.) (Alvarez Castro, 2005)
2. Segun la distribucion de la grasa: e s
— Androide o abdominal (en forma de o pera flpo manzana

manzana): la grasa se localiza en la
cara, cuello, fronco y parte superior del o
abdomen, es la mds frecuente en los

varones. e

— Ginoide o periférica (en forma de

pera): se presenta principalmente en

mujeres, se caracteriza por acumular
grasa o tejido adiposo a nivel de Ia Figura 1. Tipos de obesidad, la “ginoide”,

, . en la que predomina el tejido adiposo en
cadera, gluteos, piernas y muslos
(Figura 1).

caderas y piernas y la "androide” con
predominio en el abdomen (Z&rate, 2001).
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3. Segun el indice de masa corporal (IMC): El indicador actual para medir el
sobrepeso y obesidad propuesta por la OMS estd basada en el indice de
Masa Corporal (IMC), el cual corresponde a la relacién entre el peso
expresado en kilos y el cuadrado de la altura, expresada en metros. Se
calcula de acuerdo a la siguiente férmula:

IMC=peso en kg/m?2.
De esta manera, las personas cuyo cdlculo de IMC sea igual o superior a 30
kg/mZ2 se consideran obesas (observar tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de sobrepeso y obesidad segun el IMC. (OMS)

Clasificacion IMC (kg/m?) Riesgo asociado a la Salud

Peso bajo <18.5 Moderado

Peso normal (normopeso) 18.5-24.9 Promedio

Sobrepeso 25-29.9 Aumento

Obesidad grado | o moderada 30-34.9 Aumento moderado

Obesidad grado Il o severa 35-39.9 Aumento severo

Obesidad grado Il o mérbida > 40 Aumento muy severo
(Moreno, 2012)

Recientemente la Sociedad Espanola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO) ha
publicado ofra clasificacion de la obesidad segun el IMC como se muestra en la
(tabla 2), donde se incluya alguna categoria mds que en la clasificacion de la OMS.

Tabla 2. Clasificacion de sobrepeso y obesidad segun el IMC. (SEEDO)

Clasificacion IMC (kg/m?2) Riesgo asociado a la Salud
Peso bajo <18.5 Moderado
Peso normal (normopeso) 18.5-24.9 Promedio
Sobrepeso 25-29.9 Aumento
Obesidad grado | o moderada 30-34.9 Aumento moderado
Obesidad grado Il o severa 35-39.9 Aumento severo
Obesidad grado Il o mérbida = 40 Aumento muy severo
Obesidad grado IV o extrema > 50 Aumento extremo

(SEEDO, 2016)

4. Segun el indice de cintura-cadera: indice cintura-cadera y la medicion
exclusiva de la circunferencia de cintura, que se plantea estima con la
misma exactitud la grasa intraalbdominal como lo hace la relacion cintura
cadera. La OMS establece niveles normales para el indice cintura cadera
aproximados de 0.8 en mujeresy 1 en hombres; valores superiores indicarian
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obesidad, por lo que se considera a la medicidn un buen predictor. (Portes,
2006). El indice es una relacién matemdtica que se obtiene midiendo:

ICC= circunferencia cintura (cm)/circunferencia cadera (cm)
En la tabla 3 se describen los valores de indice de cintura-cadera en
hombres y mujeres adultas.

Tabla 3. Valores de indice cinfura-cadera.

Zona de alerta Zona de accién
Hombres 294 cm >102cm
Mujeres =280 cm =88 cm
(Moreno, 2012)

3.1.3. Factores determinantes del sobrepeso y obesidad.

No existe un factor Unico que induzca al desarrollo de sobrepeso y obesidad, pero
si pueden intervenir varios condicionantes que, conjunta o aisladamente
determinan el aumento acentuado de grasa corporal (Bastos, 2005). Entre estos
factores se encuentran:
e Un desequilibrio energético entre calorias consumidas y calorias gastadas.
e La disminucion de la actividad fisica producto del estilo de vida sedentario
debido a la mayor automatizacién de las actividades laborales
e Los métodos modernos de fransporte y de la mayor vida urbana (Moreno,
2012).

3.1.4. Datos y cifras en México.

México pertenece a las naciones con mayor obesidad en adultos en el mundo,
esto de acuerdo a la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmico
(OCDE). Al ano 2015, segun el reporte Obesity Update, mds de la mitad de los
adultos y casi 1 de cada é ninos padecian sobrepeso u obesidad en paises
asociados a la OCDE, los paises con mayor prevalencia son:

1. Estados Unidos, con 38.2%

2. Meéxico, con 32.4%

3. Nueva Zelanda, con 30.7%
Enla Encuesta Nacional de Salud y Nutricion ENSANUT 2016 se evalud la prevalencia
de sobrepeso y obesidad en ninos, adolescentes y adultos. Estos resultados variaron
segun sexo (masculino o femenino) y lugar de residencia (zona rural o urbana).
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NINOS EN EDAD ESCOLAR - 5 a 11 afos de edad
e Tres de cada 10 menores padecen sobrepeso u obesidad (prevalencia
combinada de 33.2%). En 2012, la prevalencia en este grupo de edad era
de 34.4%. En esta Ultima medicion se observa una disminucion significativa
del sobrepeso en ninos varones.
e Se observa un incremento progresivo en la prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad en zonas rurales en ambos sexos.

ADOLESCENTES - 12 a 19 anos de edad

e Casi 4 de cada 10 adolescentes presenta sobrepeso u obesidad
(prevalencia combinada de 36.3%). En 2012, esta cifra era de 34.9%.

e En mujeres adolescentes, se observd un aumento del 2.7 puntos
porcentuales en sobrepeso, alcanzando un nivel de 26.4%. La prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad en mujeres adolescentes fue de 39.2%

e En hombres adolescentes se presenta una reduccion, de 34.1% a 33.5% en
prevalencia combinada.

ADULTOS — Mayores de 20 anos de edad

o Siete de cada 10 adultos (prevalencia combinada de 72.5%) continUa
padeciendo exceso de peso (sobrepeso u obesidad) respecto a la cifra de
2012 de 71.2%.

e Se observa un aumento en las cifras de sobrepeso y obesidad en mujeres
adultas (prevalencia combinada de 75.6%). Este incremento es mayor en
zonas rurales (aumento de 8.4%) que en zonas urbanas (aumento de 1.6%).

e En hombres adultos (prevalencia combinada de 69.4%) se observa un
incremento continuo en zonas rurales, en el que la prevalencia de sobrepeso
y obesidad (67.5%) aumentd 10.5% respecto a 2012. (OMENT, 20146)

3.1.5. Tratamiento farmacoldgico para el sobrepeso y obesidad.

El tratamiento farmacoldgico constituye una de las alternativas mds empleadas,
surge como una herramienta complementaria a la dieta y la actividad fisica. Las
guias del tratamiento de la obesidad recomiendan la utilizacidon de medicamentos
en pacientes con un IMC mayor a 230 kg/m?2 o >27 kg/m?2 (Ascencién, 2010). Los
fadrmacos que son utilizados en el fratamiento de la obesidad se clasifican en los
siguientes grupos atendiendo a su mecanismo de accioén:

1. FArmacos anorexigenos, que disminuyen el apetito

2. Farmacos que disminuyen la absorcién de nutrientes



o
ﬁ Lic. en Farmacia.

3. Fdrmacos que aumentan el gasto energético
En la tabla 4 se presentan la clasificacién de fdrmacos para el tfratamiento de la
obesidad.

Tabla 4. Clasificaciéon de fdrmacos para el fratamiento de la obesidad.

o ANOREXIGENOS
Adrenérgicos: anfetaminag, dietilpropion, fenterming, mazindol,
fenilpropanolamina, fenproporex.
Serotoninérgicos:
Agonistas serotoninérgicos: fenfluramina, desfenfluramina
Inhibidores de recaptacion serotonina: fluoxeting, sertralina, paroxetina
Inhibidores de recaptacion serotonina y noradrenalina: sibutramina*

e INHIBIDORES DE LA ABSORCION
Orlistat*

e TERMOGENICOS
Efedrina

NOTA: * Medicamentos que solo han sido aprobados por la FDA. (Galicia, 2002)

Cabe destacar que la NOM-008-SSA3-2017 para el manejo integral de la obesidad,
menciona gque el médico serd el Unico profesional facultado la prescripcion del
tratamiento farmacoldgico del paciente.

3.2. La piel y sus anexos.

3.2.1. La piel.

La piel (ver figura 2), también conocida como membrana cutdnea, cubre la
superficie externa del cuerpo y es el érgano mds grande tanto en superficie como
en peso, la piel ocupa una superficie de alrededor de 2 m2y pesa entre 4.5-5 kg
aproximadamente el 7% del peso corporal total. Su espesor varia entre 0.5 mm en
los pdrpados hasta 4 mm en el taldn, la piel y sus anexos forman un érgano
complejo compuesto por muchos tipos de células diferentes (gldndulas sebdceas,
gldndulas sudoriparas, pelo y unas) (Tortora & Derrickson, 2013).

La piel es una barrera semipermeable ya que, las barreras a la permeabilidad estdn
situadas en varias capas de las células firmemente empaqgquetadas que forman la
superficie de la epidermis, la proteccién mecdnica es proporcionada por la dermis
gue se compone por sustancias secretadas por las células y situadas exteriormente
a ellas. La epidermis aislada es tan impermeable como la piel completa, mientras
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que una vez se elimina la epidermis, la dermis es completamente permeable
(Wilkinson & Moore, 1990).

: ./_../-Estrato basal
J ~w. 4 ———Capa papilar
Epidermis [ ) / e

Glandula sebacea

Dermis . Foliculo piloso

LR | ————Bulbo piloso
; : = M S
Hipodermis T \ 7

-~

Glandula sudoripara

Figura 2. Estructura de la piel. La piel y sus anexos (pelo, glédndulas sudoriparas,
gldndulas sebdceas y unas) reciben el nombre de tegumento. La piel puede ser
gruesa o fina segun el espesor de su epidermis. (Gartner & Hiatt, 2015).

3.2.2. Funciones esenciales de la piel.

e ActUa como una barrera que protege contra agentes fisicos, quimicos y
biolégicos del medio externo, ejemplo: barrera mecdnica, barrera de
permeabilidad, barrera ultravioleta.

e Provee informacién inmunoldégica obtenida durante el procesamiento
antigénico alas células efectoras adecuadas del tejido linfatico y defienden
al organismo confra microorganismos invasores.

e Participa en la homeostasis al regular la temperatura corporal y la pérdida
de agua.

e Transmite informacidén sensitiva acerca del medio externo al sistema
nervioso.

e Desempena funciones enddcrinas al secretar hormonas, citosinas y factores
de crecimiento y al convertir moléculas precursoras en moléculas maduras
con actividad hormonal como la vitamina D.

e Interviene en la excrecion a través de las glandulas sudoriparas y de las
gldndulas sebdceas (Ross & Pawlina, 2013). En la (figura 3) se muestra de
forma esquemdatica las funciones de la piel.
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Figura 3. Funciones de la piel. (B. Braun ©).

3.2.3. Epidermis.

La epidermis forma la superficie directa del cuerpo vy su limite con el entorno. Estd
formada por un epitelio estratificado plano queratinizado que se compone
principalmente de queratinocitos. La epidermis gruesa con un grosor de entre 0.4-
0.6 mm; en cambio, la piel fina es relativamente delgada (75-150 ym). Ademds, la
epidermis contiene melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel, la
epidermis no sélo es una capa protectora dindmica y adaptable sino también
secreta en forma activa y produce, péptidos antimicrobianos como las defensinas
(Welsch & Deller, 2010).

A continuacién, se describe y se observan (figura 4) los estratos de la epidermis, y
sus 3 tipos celulares adicionales:

e Estrato basal: estd constituido por células cilindricas o cubicas, que se
apoyan sobre la membrana basal que separa la dermis de la epidermis. Esta
capa, con abundancia de células madre de la epidermis, también se le
denomina estrato germinativo, las células del estrato basal contienen
flamentos intermedios de queratina (Junqueira &Carneiro, 2015).

e Estrato espinoso: estd formado por células cuboides o aplanas, de nicleo
central, citoplasma con protuberancias cortas contiene haces de
flamentos de queratina y se aproximan manteniéndolas unidas por medio
de desmosomas, lo que confiere a cada célula un aspecto espinoso. Los
flamentos de queratina y los desmosomas tienen un papel importante en el
mantenimiento de la cohesidn entre las células de la epidermis y su
resistencia al desgaste (Junqueira & Carneiro, 2015).

o Estrato granuloso: fiene solo entre 3 y 5 hileras de células poliédricas
aplanadas, con nucleo central y grdnulos basdfilos denominados grdnulos

9
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de queratohialina, esos grdnulos se fusionan con la membrana plasmdtica
y expulsan su contenido al espacio intercelular del estrato granuloso, donde
se deposita el material lipidico y asi contribuye a formar una barrera contra
la penetracién de sustancias e impermeabilizar la piel al agua para impedir
la deshidratacion del organismo (Junqueira & Carneiro, 2015).

Estrato l0cido: sélo estd presente en la piel gruesa de la yema de los dedos,
las palmas de las manos vy las plantas de los pies. Consiste en cuatro a seis
capas de queratinocitos muertos, que son aplanados y transparentes y
contienen grandes cantidades de queratina y membranas plasmdaticas
engrosadas, es probable que esta capa le proporcione un nivel adicional
de resistencia a esta regiéon de piel gruesa (Tortora & Derrickson, 2013).
Estrato cdérneo: compuesto por restos apilados de células muertas que
tienen una distribuciéon preferencial (piel gruesa) y reciben el nombre de
escamas (Gartner & Hiatt, 2015), la exposicion constante de la piel a la
friccion estimula la produccion celular y la sintesis de queratina que
conduce ala formacién de un callo, que es un engrosamiento anormal del
estrato coérneo (Torfora & Derrickson, 2013).

Melanocitos: alrededor del 8% de las células epidérmicas son melanocitos,
que derivan del ectodermo embrionario y producen el pigmento de la
melanina, la melanina es un pigmento de color amarillo-rojizo o pardo-
negruzco que contribuye a otorgarle el color de la piel y absorbe los rayos
ultravioletas (UV) nocivos (Tortora & Derrickson, 2013).

Células de Langerhans: conocidas como células dendriticas a causa de sus
largas prolongaciones, que derivan de la médula ésea y estdn situadas
sobre todo en el estrato espinoso, actian como células presentadoras de
antfigenos en las respuestas inmunitarias (Gartner & Hiatt, 2015).

Células de Merkel: estdn dispersas entre células del estrato basal y son las
mds abundantes en las yemas de los dedos. Terminaciones nerviosas
aferentes se acercan a estas células y forman complejos conocidos como
discos de Merkel, que se cree que funcionan como receptores del tacto
(Gartner & Hiatt, 2015).

10
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Estrato corneo
Estrato lucido

Estrato granuloso
Estrato espinoso

Célula de Langerhans
Célula de Merkel
Melanocito

Epidermis

Membrana basal
Vaso sanguineo

Estrato basal

Figura 4. Estratos y células de la epidermis. La epidermis de la piel gruesa estd
compuesta por capas definidas de queratinocitos (estratos basal, espinoso,
granuloso, lucido y cérneo) entremezclados con tres tipos celulares adicionales:
melanocitos, células de Merkel y las células de Langerhans. La epidermis de piel
fina carece de estrato lUcido y el estrato granuloso es muy poco desarrollado, pero
siempre hay células individuales representativas de estas capas epidérmicas
(Gartner & Hiaftt, 2015).

3.2.4. Dermis.

La dermis o corion es el tejido conjuntivo especial de la piel y junto con la hipodermis
totaliza alrededor del 15- 20% del peso del cuerpo, algunas funciones importantes
son la proteccién con las lesiones y el almacenamiento de agua. Ademds, le
confiere firmeza y elasticidad a la piel. La dermis estd compuesta por coldgeno,
fioras eldsticas, microfibrillas, hialuronano, fibronectina, nervios y vasos. La dermis
estd compuesta por dos capas: la capa papilar, capa reticular (Wolff & et.al., 2009).
e Capa papilar: estd debajo de la epidermis y forma las papilas conjuntivas
primarias y secundarias. Esta capa de estructura laxa contiene mas
coladgeno ftipo Il que coldgeno ftipo |. Posee capilares sanguineos
abundantes que sirven sobre todo para la nutricion de la epidermis.
e Capa reticular: es la capa profunda de la dermis, estd compuesta por un
tejido conjuntivo denso no modelado en el que predomina el coldgeno.
Ademds, hay fibras eldsticas gruesas (Welsch & Deller, 2010).

3.2.5. Hipodermis.

Debajo de la dermis estd el tejido subcutdneo, esta capa también se llama
hipodermis y estd constituida por los tejidos areolar y adiposo. Las fibras que se
extienden desde la dermis fijan la piel al tejido subcutdneo, el cual a su vez se

11
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adhiere a la fascia subyacente, que estd compuesta por tejido conectivo que
rodea los musculos y los huesos (Tortora & Derrickson, 2013). El tejido subcutdneo
almacena grasa y contiene vasos sanguineos grandes que irrigan la piel. Dentro de
las funciones de la hipodermis es un aislante térmico y una almohadilla anti-choque
(Welsch & Deller, 2010).

3.2.6. Anexos de la piel

Entre los anexos o apéndices de la piel estdn el pelo, las gldndulas sebdceas,
gldndulas sudoriparas y unas (ver figura 5). Estas estructuras cumplen varias
funciones importantes, el pelo y unas protegen al cuerpo y las gladndulas
sudoriparas ayudan a regular la temperatura corporal (Latarjet & Ruiz, 2012).

3.2.7. Pelo.

Los pelos son estructuras delgadas y queratinizadas que se desarrollan a partir de
una invaginacion de la epidermis. Su color, tamano y distribucion varian segun la
regidon del cuerpo. El pelo nace de una invaginacion de la epidermis, el foliculo
piloso es el pelo que se halla en la fase de crecimiento. Las células que recubren la
papila dérmica forman la raiz del pelo, de donde emerge el tallo del peso. Las
células centrales de la raiz producen células grandes, vacuolizadas y poco
queratinizadas que forman la corteza del pelo. (Junqueira & Carneiro, 2015).

Epidermis

) ‘
7 . M.é AR \\‘;w’l

Conducto de
la glandula
slandula \ sudoripara

sebacea

Masculo erector
del pelo

Vaina de tejido
conjuntivo

Glandula
sudoripara

W
Figura 5. Se muestra piel con un foliculo piloso, una glandula sebdcea y una
gldndula sudoripara cuyo conducto adquiere un trayecto helicoidal al atravesar la
epidermis. El conducto corto de la gldndula sebdcea se abre en el foliculo piloso,
en laregidon entre la insercion del musculo erector y la epidermis. El mUsculo erector
del pelo se inserta, de un lado, en la capa papilar de la dermis y del ofro, en la
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vaina de conjuntivo del foliculo piloso; es un musculo liso y, por ende, involuntario,
su confraccioén eriza el pelo (Junqueira & Carneiro, 2015).

3.2.8. Glandulas sebaceas.

Son gldndulas holocrinas que producen lipidos que ayudan a mantener el manto
hidrolipidico de la piel. Se encuentran localizadas en toda la piel excepto en
palmas y plantas. Su conductor excretor desemboca en el foliculo piloso. Presentan
una secrecion holocrina, es decir que su secrecion consiste en la excrecion de todo
el contenido celular (Merino Pérez & Noriega Borge).

3.2.9. Glandulas sudoriparas.

Son glandulas tubulares, que forman un glomérulo u ovillo en su extremo. Hay dos
tipos:

e Ecrinas: Tienen como funcién confrolar la temperatura. Se encuentran
localizadas en todo el cuerpo, habiendo una mayor cantidad en palmas y
plantas. Son las responsables de la produccién de sudor, cuya composicion
es: agua y sales (NaCl, amoniaco, dcido Urico, urea y acido Iactico).

e Apocrinas: fienen funciones odoriferas. Se encuentran localizadas en
regiones genitales y axilas. Producen una secrecién que se contamina
facilmente con bacterias y produce el olor corporal caracteristico (Merino
Pérez & Noriega Borge).

3.2.10. Unas.

Las unas son placas de células epidérmicas queratinizadas muertas, de
consistencia dura, que estdn agrupadas en forma densa y constituyen una cubierta
transparente sobre |la superficie dorsal de las porciones distales de los dedos (Tortora
& Derrickson, 2013).

La porcion proximal de la una se denomina raiz ungular, el epitelio del pliegue de
piel que cubre la raiz de la una se compone de Ias mismas capas que la epidermis.
El estrato corneo de ese epitelio forma la cuticula de la una o eponiquio (figura 6).
La placa crece por desplazamiento sobre el lecho ungular, que tiene la estructura
tipica de la piel y no participa en la formacién de una. (Junqueira & Carneiro, 2015).

13
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Plano sagital

Raiz de la una Eponiquio Lanula Cuerpo de la
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(b) Corte sagital que muestra los detalles internos

Figura 6. Estructura de la una de a) vista dorsal y b) corte sagital. (Tortora &
Derrickson, 2013).

3.3. Absorcién percutanea.

La absorcidon percutdnea generalmente se refiere a la penetracion de entidades
extranas en diferentes capas de la piel, y posteriormente la permeacion a través
de la piel hasta alcanzar circulacién sistémica. La absorcion percutdnea depende
de varios eventos, cuando un farmaco se aplica en la piel, éste difunde de forma
pasiva desde la formulacién y se particiona en el estrato cérneo. El gradiente de
concentracién es el principal promotor para la administracion transdérmica
(Shahzad, et. al., 2015). Tras la aplicacion tépica de un fdrmaco sobre la piel, se
pueden resumir en los siguientes procesos:

e Adsorcion: Es el proceso por el cual el fdrmaco queda retenido en la
superficie de la piel, generalmente por uniones fisicoquimicas, a
componentes cutdneos de elevado peso molecular (melanina, querating,
etc.)

e Permeacion: Consiste en el paso del fdrmaco a través de la piel por difusion
desde una capa histolégica a otra estructuralmente distinta.

e Absorcion: La absorcidn es el proceso que sufre un farmaco, tras su
aplicacién sobre la piel, para acceder a la circulacion sistémica (Dominguez
Delgado, 2006).

3.3.1 Vias de penetracion de farmacos a través de la piel.

La barrera cutdnea es el primer obstdculo que tiene que superar una sustancia
aplicada en la piel para poder acceder a los tejidos vitales. Por lo general no
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permite que ninguna sustancia difunda con facilidad, sin embargo, casi todas las
moléculas se absorben en cierta medida. Con la aplicaciéon de una sustancia en la
piel se pretende obtener un efecto cosmético (estético) o terapéutico. Si se
considera la segunda alternativa, la respuesta a la aplicacién tépica de un
fdrmaco surge de acontecimientos que dependen de las propiedades del
fadrmaco y del organismo. En la actualidad, la piel ya no se considera una barrera
inaccesible al paso de fadrmacos, sino una membrana con permeabilidad selectiva,
estableciendo las bases para el empleo de la piel como una via de administracion
de preparaciones con efectos sistémicos (Lopez Olvera, 2016), por lo tanto los
farmacos pueden atravesar la piel por vias diferentes. A través de los espacios
intercelulares o de las células constituyentes de la epidermis (via fransepidérmical)
que a su vez se dividen en intercelular e infracelular o bien, a través de las
gldndulas sudoriparas y los foliculos (via transapendicular), (Allevato, 2007), (ver
figura 7).

3.3.2 Via transapendicular.

La administracion transapendicular puede ocurrir a través de foliculos pilosos y
gldndulas sebdceas o de gldndulas sudoriparas. El drea ocupada por los anexos
cutdneos no es muy elevada, sin embargo, no debe despreciarse su consideracion
como posible ruta de penetracion. En este aspecto destacan los foliculos pilosos,
normalmente asociados a las gldndulas sebdceas. La unidad pilosebdcea permite
conseguir un reparto sistémico de principios activos debido a la red de capilares
asociados a esta (Gonzdlez Haro, 2017). Debido a la pequena superficie que
ocupan los foliculos y la relativa escasez de las gldndulas sudoriparas, la
contribucion de esta via es prdcticamente despreciable, sin embargo puede ser
utilizada prioritariamente por moléculas de gran volumen y cardcter lipofilico
(Calatayud Pascual, 2013).

3.3.3. Via transepidérmica.

La via fransepidérmica, la absorcion puede realizarse por dos rutas:

e Ruta intercelular: Se considera la principal para la mayoria de sustancias el
proceso de difusion estd regulado por la composicidon de la matriz lipidica
extracelular, asicomo porla excepcional disposicion estructural de los lipidos
que la conforman. Esta matriz lipidica de comportamiento liquido cristalino
es una bicapa que, rodeando a los corneocitos, conforma una estructura
similar a una pared, donde los corneocitos serian los ladrillos y los lipidos
intercelulares el cemento.
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e Ruta intracelular: La doble envoltura corneocitica constituye el principal
impedimento para el paso de compuestos mediante esta via. De este modo,
puede considerarse que la difusion pasiva de la mayoria de las sustancias
ocurre por laruta lipidica intercelular, aunque la penetracidén de compuestos
a través de los corneocitos no puede ser excluida de las posibles rutas de
penetracion (Gonzdlez Haro, 2017).

Vias de penetracion

Intercelular

Intracelular Intercelular
Folicular

Formulacién

R
Estrato cérneo
Estrato
granuloso Intracelular
EPIDERMIS =<
& Queratina
" g ‘_' > Desmosoma
X u ® Células de Langerhans
Estrato basal 4 % Melanocito
Q
S ~@¥Fibroblasto
Elastina y

DERMIS coldgeno

Figura 7. Representacion esquematica de las vias de penetracién y las diferencias
de las rutas intercelular e intracelular por la via transepidérmica y la via
transapendicular mediante foliculos (Amit & et. al., 2012).

3.3.4. Factores implicados en la absorcion transdérmica.

Son varios los factores a considerar en la absorcion fransdérmica de sustancias, que
implican aspectos bioldgicos y fisicoquimicos.

Dentro de los factores biolégicos influye la edad, debido que hay alteraciones
estructurales, funcionales, asi como mecdnicas y a nivel de circulacion que se
produce en la piel a medida que ésta envejece, se ha demostrado que la
absorcidon de sustancias es mayor en la infancia que en la edad adulta (Rodriguez
Ramirez, 2014).
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La raza también puede ser causa de diferencias, hay estudios que demuestran
diferencias en el espesor del estrato cérneo, ademds de diferencias en la cantidad
de agua presente en el estrato cérneo, contenido lipidico variable, esto se puede
traducir en diferencias en la absorcion transdérmica. Por otra parte, la piel de
individuos de raza negra presenta una menor permeabilidad debido a la densidad
de la misma (Calatayud Pascual, 2013).

En lo que respecta al flujo sanguineo al aumentarlo se reduce el tiempo de
permanencia de las sustancias en la dermis y aumenta el gradiente de
concentraciéon de las mismas, favoreciendo su difusidon desde la superficie cutdnea
hacia la dermis. Por ofra parte, cuando por alguna causa el flujo sanguineo
disminuye y no puede drenar la sustancia a medida que ésta penetra, este factor
se convierte en una limitante en la absorcién del fdrmaco.

Oftro factor importante, también sujeto a posibles variaciones es la hidratacion del
estrato cérneo, que tiene como consecuencia un incremento en la permeabilidad,
particularmente importante cuando se trata de moléculas polares (Calatayud
Pascual, 2013).

Al aumentar la temperatura de la piel existe una mayor penetracién de sustancias
y aumenta el coeficiente de difusion. Una elevada temperatura provoca desorden
en los lipidos del estrato cdérneo y en la estructura de queratina, asi como su
descomposicion (Park et. al., 2008).

Dentro de los factores fisicoquimicos del principio activo, se consideran la
capacidad de los compuestos para difundir a fravés de las membranas biolégicas
depende del peso molecular, la solubilidad y el grado de ionizacion, determinado
este Ultimo por el pH de la piel y de la formulaciéon (Gonzdlez Haro, 2017).

En relacidon a la concentracion obedece a las leyes de Fick, la cantfidad de
farmaco que penetra por unidad de tiempo y superficie es proporcional a la
concentracién del mismo en el vehiculo, sin embargo, esto es vdlido hasta cierto
limite ya que, para concentraciones muy elevadas, la cantidad de fdrmaco
absorbido es superior de acuerdo a su concentracion en el vehiculo.

En el coeficiente de reparto, la lipofilia de un compuesto es un factor relevante en
la absorcion transdérmica del mismo, ya que, a la hora de establecer correlaciones
absorcién-lipofilia, la afinidad relativa que presenta un soluto por el medio acuoso
que lorodeay la membrana cutdnea marca su paso a través de la piel (Clari Pons,
2004).

Otro factor fisicoquimico es el pH debido a que los medicamentos son dcidos y
bases débiles, es importante tener en cuenta la influencia del pH, ya que la
proporcion en la que se encuentran ionizados depende tanto del pKa y del pH del
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medio en el que este disuelto (Cdzares-Delgadillo & et.al, 2005), se sabe que la
forma no ionizada se absorbe mejor que la forma ionizada.
Los factores que se ven implicados o condicionan en la absorcién fransdérmica, se

resumen en la figura 8.

FACTORES
IMPLICADOS EN LA
ABSORCION

=

—_—

Factores biolégicos

Factores
fisicoguimicos

Factores
biofarmacéuticos

——

*Edad

*Raza

*Hidratacion del 3C
*Flujo sanguineo
*Temperatura

—

*PA
*Coeficiente de
reparto
*Concenfracién
:FH

——

*Efecto del primer
paso

Figura 8. Factores implicados en la absorcion transdérmica.

3.3.5. Administracion transdérmica.

La administracion transdérmica utiliza a la piel como una alternativa para la
liberacién sistémica de farmacos, ésta via ofrece varias ventajas con respecto a
otras vias de administracién que se enlista en la tabla 5.
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Tabla 5. Ventajas y limitaciones de la administracion transdérmica.

Ventajas

Limitaciones

Gran drea superficial
Facilmente accesible

No invasiva o minimamente
invasiva

Posibilidad tanto de accidén
local, como de liberacién
sistémica

Posibiidad de lograr una
liberacioén sostenida y/o
confrolada

Evita degradaciéon en fracto
gastrointestinal ~ por  accién
quimica o enzimdatica y el efecto
de primer paso hepdtico
Permite reducir la frecuencia de

La principal limitante es la
funcion de la piel, la cuadl
protege la penetracion de
agentes extremos, limitando el
nUmero de activos capaces de
ser administrados por esta via

La absorciéon transdérmica es
“relativamente” lenta por lo que
no se puede producir un efecto
inmediato

Variabilidad en la permeacion
asociada a los  factores
bioldgicos como: la raza, edad,
sitio de aplicacién, hidratacion
de EC y temperatura de la piel

administracién y las dosis de
principio activo

o Util para farmacos con tiempos
de vida media corta

e Posibilidad de
autoadministracion

e Buena aceptacion por parte del
paciente

(Gamen Rondero, 2011), (Gonzdlez Iglesias, 2016).

3.4. Ley de Fick.

Para evaluar el paso de farmacos a través de una membrana, se fundamentan en
modelos matemdticos que describen el proceso de difusion pasiva que consiste
en el paso de una sustancia a través de la membrana en funcion del gradiente de
concentracién, pasando de la zona de mayor concentraciéon a la menor
concentracién, éstos modelos son regidos por la primera y segunda ley de Fick
(Godin & Touitou, 2007).

La primera ley de Fick establece que la velocidad de transferencia de una
sustancia, que difunde por unidad de drea, es proporcional al gradiente de

19



o
ﬁ Lic. en Farmacia.

concentracién (Rodriguez Bayén & Trujilo Cdsares, 2007). La ecuaciéon 1
corresponde a la primera ley de Fick.

jo_dM _ , dC
S.dt dx

Ecuacion 1.

Doénde: J es el flujo de materia que difunde (moles/cm?seg. o los g/cm?seg).

M es la masa (g)

S es la superficie de la membrana (cm?)

tes el tiempo (seg)

D es el coeficiente de difusion del principio activo (cm?/seg)

C esla concentracion del principio activo (moles/cm? o los g/cm3).

x es el grosor de la capa de difusidon (cm) (Ariza Osorio, 2004).
El signo negativo indica, que la difusion ocurre desde la zona de mayor
concentracién hacia la de menor concentracion (Talevi, Quiroga, & Ruiz, 2016).
Si queremos conocer el cambio que sufre la concentracidon de la sustancia que
penefra en un punto del sistema, ufilizamos la segunda ley de Fick. La
concentfracidon de las moléculas que difunden en un volumen determinado,
cambia con el tiempo (Ac/At), asi como el flujo de la cantidad difundida cambia
con la distancia (AJ/Ax, en la direccidn x).

dc _ ad
ot dx

Ecuacian 2.

Diferenciando la ecuacidn 1 con respecto a x, se obtiene:

2
- %i = gxg Ecuacion 3.

Al sustituir dc/ot de la ecuacion 3 en la ecuacion 4 se obtiene la segunda ley de Fick:

dc _ d%c
| axz

Ecuacion 4.

Que expresa la difusion sélo en una direccidn, x.

La segunda ley de Fick establece que el cambio de la concentracidon del
medicamento con el tiempo en una regidon determinada, es proporcional al
cambio de gradiente de concentracidén que experimenta en ese punto del sistema.
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Con la primera ley de este autor, ecuacion 1, podemos calcular la velocidad de
difusion por unidad de drea en el estado de equilibrio dindmico.

La segunda ley nos dice como varia la concentracién del medicamento a lo largo
del tiempo, (para cualquier distancia, x) (Ariza Osorio, 2004).

Es posible determinar el tiempo de latencia “t.” lo cual estd relacionado con el
tiempo para que la distribucion por difusién del principio activo desde las capas
mdads externas a las mds internas sea invariable y se calcula de acuerdo ala siguiente
ecuacion:

tL=—— Ecuacion 5.

Dénde: t. es el tiempo de latencia
h2es el grosor de la capa de la difusion.

3.5. Promotores de penetracion transdérmica.

Con la finalidad de mejorar la absorcién transdérmica de fdrmacos, se utilizan
mecanismos fisicos y quimicos para incrementar la penetracion, también llamados
promotores o potenciadores, que penetran en la piel para disminuir la resistencia
de la barrera cutdnea.

3.5.1. Promotores quimicos.

Son compuestos quimicos que interactian con los componentes del EC,
aumentando la permeabilidad de la piel en forma temporal, que se integran a una
formulacion para mejorar la difusion y la solubilidad de fdrmacos a través de la piel,
como se menciond reduce de forma reversible la barrera cutdnea, permitiendo
que el farmaco penetre mds facilmente a los tejidos de la piel y pueda tener un
efecto sistémico (Benson, 2012), (Amit & et. al., 2012) .
Para ser considerado un promotor quimico debe cumplir con los siguientes criterios
deseables:
e No debe irritar la piel, no debe ser toxico y tampoco alergénico
e Deberd tener un efecto rdpido, reproducible y predecible
e No debe tener actividad farmacoldgica
e Debe funcionar unidireccionalmente, es decir, mejorar la penetracion del
farmaco en la piel a la vez que previene la pérdida de material enddégeno
en el cuerpo
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e Una vezretirado el promotor quimico, la recuperacioén de la piel deberd ser
rdpida y completa

e Debe ser compatible con fdrmacos y excipientes de la formulacion

e Deben ser cosméticamente aceptables en la piel “sensacion”

e Se pueden incorporar a parches transdérmicos

e Son compuestos o solventes baratos y sencillos
Las ventajas que ofrecen los promotores quimicos sobre los fisicos (como
iontoforesis, sonoforesis, microagujas etc.) son la flexibilidad de diseno, facilidad de
aplicacién, posibilidad de autoadministracion y la administracién prolongada de
fadrmacos. Sin embargo hay algunas desventajas como: pueden causar irritacion,
algunos tienen una baja eficacia en niveles terapéuticos y no son adecuados para
la entfrega de macromoléculas (Dragicevic, Predic Atkinson, & Howard, 2015).
Segun Barry propone una teoria conocida como la particiéon lipido-proteina que
ayuda a describir como los promotores quimicos alteran la permeabilidad de la
piel, esta teoria sugiere tres posibles maneras en el cual se genera el transporte de

los farmacos:
1) Interrupcion de la bicapa lipidica intercelular (modificacion lipidica)
2) Interaccién con las proteinas intracelulares del EC (modificacion proteica)
3) Aumento de la particion de un fdrmaco, co-potenciador o co-disolvente en
el EC (promocion de particion) (Barry, 1991).
Los promotores quimicos actian generalmente por uno o mds modos de accién
propuesto por Barry. En la tabla 6 se muestran algunos promotores quimicos mas
usados y su probable mecanismo de accion.
Tabla 6. Promotores quimicos y su probable mecanismo.

Promotores quimicos Ejemplos Mecanismo de accion
Agua Agua g
Alcohol Metanol, etanol a, b
Alguilmetil sulféxidos Dimetil sulféxido, b
SOLVENTES Pirrolidonas dlr;i?ijglrirg;:gléO g
N-metil-2-pirrolidona
Laurocapram y sus AZONE® a
derivados

Oftros Propilenglicol f

Anidnico Lauril sulfato de sodio a, b, c

Catidnico Bromuro de cetil frimetil a, b, c

amonio

SURFACTANTES No iénico Polisorbatos (Tween ®) a, b, c
Acidos grasos Acido oleico y laurico a

Sales biliares Tioglicolato de calcio a, b, c
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Continuacion de la Tabla 6. Promotores quimicos y su probable mecanismo.

Promotores quimicos Ejemplos Mecanismo de accion
Urea Urea g
Terpenos y aceites Mentol y limoneno a
OTROS esenciales
Ciclodextrinas Ciclodextrinas e
Enzimas Fosfatasa dcida, d

fosfolipasa C
(Lopez-Cervantes & et al., 2006).

De acuerdo a la tabla 6 los mecanismos de accidn pueden resumirse de la
siguiente manera: a) Aumento de la fluidez de las bicapas lipidicas de la
membrana, con reduccion de la temperatura de transicion vitrea; b) extraccién de
lipidos intercelulares; c) interaccidén con componentes proteicos; d) alteracion de
la barrera enzimdtica; e) aumento de la actividad termodindmica del soluto; f) co-
difusién del potenciador y el soluto; y g) aumento de la hidratacion del estrato
cérneo (Lopez-Cervantes & et al., 2006).

3.5.2. Promotores fisicos.

lontoforesis

La iontoforesis es el movimiento facilitado de iones a través de una membrana
mediante pequenas cargas eléctricas (0.5 mA/cm?), se ha demostrado mejorar la
penetraciéon en la piel y la velocidad de liberacién de varios fdrmacos que tienen
un perfil de absorcidn deficiente. La potencia de la iontoforesis depende
bdsicamente de la polaridad, la valencia y la influencia del PA en la formulacion.
Los mecanismos de la iontoforesis transdérmica incluye: electroforesis (interaccion
de carga de campo eléctrico), electrodsmosis (flujo de solvente inducido por el
campo eléctrico) y electroporacién (incrementando la porosidad de la piel debido
al campo eléctrico) (Amit & et. al., 2012).

En la figura 9, se ejemplifica la funcidén de un sistema iontoforético que consta de
una bateria que funge como fuente de energia y dos electrodos, si el fdrmaco estd
cargado positivamente, se coloca con el electrodo de la misma carga y el
electrodo con carga opuesta se colocard a una cierta distancia del punto de
referencia.
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Figura 9. Sistema iontoforético, (Lopez Castellano, 2014).

3.5.3. Sonoforesis.

El ultrasonido conocido también por sonoforesis se refiere a las ondas de sonido
cuya frecuencia es > 20 KHz. El sonido es una forma de energia mecdnica que se
propaga de un punto a otro por la interaccion entre las particulas oscilantes
vecinas. La direccién de propagacion es paralela a la direccion de oscilaciéon vy,
por lo tanto, el sonido se define como una onda longitudinal (figura 10). Varios
fendmenos pueden ocurrir en la piel con la exposicion del ultrasonido para mejorar
el suministro fransdérmico. Estos incluyen:

a) Efectos de la cavitacion (generacion y oscilacion de burbujas).

b) Efectos térmicos (aumento de temperatura).

c) Induccién del tfransporte convectivo.

d) Efecto mecdnico (ocurrencia de tensiones debidas a la variaciéon de presion
inducida por ultrasonido) (Escobar Chdvez & et al., 2009).

Fuente de

alimentacion
Transductor

ulirasonico

Formulacién
aplicada

Figura 10. Ultrasonido modificaciéon del EC, (Lopez Castellano, 2014).
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3.5.4. Microagujas.

Las microagujas son agujas del tamano micrométrico que se utilizan para albrir
pequenos poros en la piel y crear microcanales para la administracion de
medicamentos, por lo tanto, cruzar el EC. Las microagujas entran en la capa
superior de la piel sin tocar los nervios, por o que se pueden administrar
medicamentos de forma transdérmica de una manera indolora. Las microagujas
generalmente tienen una longitud de 50 a 900 um.

Se pueden clasificar segun las aplicaciones (en medicina, farmacia vy
cosmetologia), por su amplia diversidad de material (metal, polimero, siliconas,
cerdmica y azicar), por su técnica de fabricacion (grabado, moldeo por
inyeccion, micromaquinado vy litografia) o por su disefo (huecas o sélidas). Las
microagujas deben tener la combinaciéon adecuada de resistencia mecdnica,
tenacidad y dureza para interrumpir el EC sin fracturas ni fallas en el pandeo.
Ademds, el tamano de la microaguja debe ser o suficientemente pequeno como
para garantizar la ausencia de dolor y no invasivas.

3.5.5. Microagujas por su material.

Silicona: Este material tiene una dureza relativamente alta, sin embargo, los
métodos de fabricacion de silicio son caros, ademds es un material fragil; por lo
tanto, las microagujas de silicona son propensas a fracturarse en el fransporte y la
aplicacién.

Metdlicas: Las microagujas de metal son matrices de acero inoxidable, titanio,
niquel, paladio y paladio-cobalto. Generalmente tienen propiedades mecdnicas
bastante bien integradas, que incluyen alta tenacidad, resistencia y dureza, que
pueden proteger a las microagujas contra fallas mecdnicas, se pueden fabricar a
un costo relativamente bajo, la limitante de las microagujas de metal es que
producen residuos en las puntas bio-peligrosas

Poliméricas: Hechas de polimeros generalmente tienen una alta tenacidad para
evitar fracturas durante su insercién en la piel, después de la insercion en la piel, los
medicamentos se liberardn con la degradacion o disolucion de estas microagujas
solubles. Las microagujas poliméricas biodegradables casi no provocan efectos
secundarios severos; estas microagujas se consideran los materiales mds
prometedores debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad,
resistencia a la rotura y bajo costo. Los principales materiales utilizados para este
tipo de microagujas son poli (metacrilato de metilo), poli (carbonato), (PVP), (PVA).
Cerdmicas: El principal tipo de cerédmica es la alumina, la principal ventaja de este
material es la resistencia y buena biocompatibilidad; sin embargo, tiene baja
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tension y es quebradiza, otros tipos de cerdmica utilizados para preparar
microagujas incluyen sulfato de calcio y fosfato de calcio dihidrato. Estos materiales
tienen buenas propiedades mecdnicas.

AzUcar: La maltosa es el azicar mds comuin que se Usa parda preparar microagujas,
los carbohidratos (trehalosa, sacarosa, manitol, xilitol y galactosa) son buenas
alternativas porque son accesibles y seguras. Sin embargo, las microagujas de
azicar presentan problemas en el procesamiento, almacenamiento y aplicaciéon
sobre la piel. Ademds, la principal desventaja de estas microagujas es que necesita
tratamiento térmico en la fabricacion.

3.5.4. Por su diseno microagujas sélidas y huecas.

Sdlidas: Estas microagujas penetran en la capa superior de la piel y permiten el
paso del medicamento a tfravés de las capas inferiores de la piel. El medicamento
se puede recubrir en la superficie de microagujas sélidas para insertarlo en la piel y
luego el medicamento se disuelve en la piel, posteriormente, se retiran las agujas.
En cuanto a la fabricacion, las microagujas sélidas son mds faciles de fabricar que
las microagujas huecas, y tienen mejor resistencia mecdnica y puntas mas afiladas.
Las microagujas sélidas se pueden fabricar con metales o polimeros, como PLGA,
PLA, PGA, dcido hialurénico, PVP, PVA, alginato de sodio, quitosdn,
carboximetilcelulosa (CMC) e hidroxipropilcelulosa (HPC).

Huecas: Permiten el flujo del fdrmaco a través de los orificios de las agujas, la
inyeccion de soluciones de medicamentos utilizando microagujas huecas puede
proporcionar control sobre el tiempo y la cantidad de medicamento entregado;
Una vez que la inyeccidn se aplica en la piel, el medicamento se difunde a fravés
de la epidermis para ser absorbido por los vasos sanguineos en la dermis. Uno de
los principales beneficios de las microagujas huecas es que permiten una difusion
continua a fravés de la piel.

En la figura 11 se esquematiza los diferentes fipos de microagujas (Serrano-
Castaneda & Escobar-Chavez, 2018).

26



o
ﬁ Lic. en Farmacia.

Figura 11. Representacion esquemdtica de diferentes tipos de microagujas y
mecanismos de aplicacién para la administracion transdérmica de farmacos: A)
microagujas sélida, B) capa y punzones de microagujas sélidas, C) microagujas
biodegradables con mecanismo de empuje vy liberacién, D) microagujas huecas
para inyecciones (poke and flow) (Serrano-Castaneda & Escobar-Chavez, 2018).

3.6. Métodos para cuantificar fdrmacos a fravés de la piel.

Las evaluaciones in vifro e in vivo son necesarias para caracterizar la calidad y
eficacia en el diseno de formulaciones topicas y fransdérmicas, se han desarrollado
diferentes métodos de cuantificaciéon de fadrmacos que a confinuacion se
describen.

3.6.1. Métodos in vivo.

3.6.2. Tape stripping.

El tape stripping (TS) es una técnica que consiste eliminar secuencialmente el EC
mediante la aplicaciéon repetida de cintas adhesivas apropiadas (en promedio 30
veces) (figura 12), las cinta se pesa en balanzas de precisidon (analiticas) y se
determinan por diferencia de peso la cantidad de EC eliminada en una tira de
cinta (Escobar-Chdvez, Merino-Sanjudn, & et. al., 2008). La cuantificacion de la
sustancia de interés se realiza posteriormente un método analitico adecuado, para
que finalmente, por un andlisis matemdtico determinar cudnto penetrd (Lopez-
Cervantes & Escobar-Chdvez, 2017). Los pardmetros que pueden influir en la
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eliminacién del EC es la hidratacion de la piel, la cohesidn entre las células, el sitio
de aplicacion y diferencias interindividuales.

Cinta adhesiva

Capas superiores Estrato cérneo

|

Capas mds profundas

Epidermis

Figura 12. Técnica Tape Stripping (Pailler-Mattei & et. al., 2011)

3.6.3. Microdidlisis cutanea.

La microdidlisis cutdnea se han utilizado para diferentes propdsitos como la
cuantificacién de neurotransmisores cerebrales, monitoreo de glucosa en diabetes
mellitus, medicidn de niveles de antibidticos. Entre estas aplicaciones, también se
ha descrito la evaluacion de la absorcidon cutdnea in vivo de fdrmacos de
formulaciones topicas y transdérmicas. Aunque las evaluaciones farmacocinéticas
tradicionales evalle el fdrmaco total en la muestra (unidn fadrmaco-proteina y
fraccion de fadrmaco libre), esta técnica mide solo la fraccion de farmaco libre
directamente en el tejido. La microdidlisis cut@nea se clasifica como una técnica
poco invasiva en la que se inserta una sonda de microdidlisis semipermeable en
capas cutdneas definidas (epidermis o dermis), directamente debajo de la
formulacion (Figura 13). La solucion fisiologica se perfunde lentamente mediante el
uso de una bomba (1-10 yL / min). Los compuestos en el liquido intersticial del tejido
se difunden en el dializado en la sonda. Las muestras estdn libres de proteinas y
otras macromoléculas debido al corte de peso molecular de las membranas
semipermeables (20-100 kDa). El fdrmaco se analiza mediante algun un método
analitico adecuado, por ejemplo HPLC (Morais Ruela & et. al, 20146).
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Muestreo Formulacién tépica o transdémica

;]:.}} R

Bomba peristdltica

Sonda de
microdidlisis

Figura 13. Microdidlisis cutdnea (Morais Ruela & et. al, 2016).

3.6.4. Biopsia en la piel.

Se puede realizar colocando una pelicula de cianoacrilato en la piel que polimeriza
y al refirarlo se desprende el estrato cérneo y se calcula cuando el PA penetrd en
el EC. Otra forma de hacerlo es marcar cierta drea de la piel y succionar mediante
vacio por lo que se separa la dermis de la epidermis y entre ellas se acumulan
liguido linfatico, dando la apariencia de deformacion de “blisters” o ampollas, la
cantidad de activo se cuantifica tanto en el liquido linfatico, la epidermis y la
dermis. El uso de biopsias de la piel para cuantificar fdrmacos en ella, al ser un
proceso invasivo no ha sido desarrollado ampliomente, debido al malestar e
incomodidad que genera en el paciente (Lopez-Cervantes & Escobar-Chdvez,
2017).

3.6.5. Método in vitro.

3.6.6. Celdas de difusion tipo Franz.

Los estudios que se llevan a cabo en celdas fipo Franz, son estudios in vitro que
permiten obtener informacién de los perfiles de permeabilidad de farmacos al
simular las condiciones reales, con el fin de entender fendmenos que se puedan
presentar en la permeabilidad de una molécula a través de una membrana como
la piel o similar a la piel, que permite establecer el efecto de variables
operacionales como: temperatura, pH, concentracién, velocidad de agitacion,
fipo de membrana, famano de poro de la membrana, entre ofros, en el proceso
cinético de permeacion (Lasso Reyes & Ruiz Durango, 2017).

La configuracion del aparato experimental se compone de dos compartimentos
(figura 14): a) el compartimiento donador, en donde la formulacion se aplica a una
membrana semipermeable donde el fdrmaco liberado debe impregnar, y b) una
cdmara receptora, en donde se pueden extraer muestras para el andlisis de
fadrmacos. Los medios receptores recomendados son amortiguadores acuosos
relacionados con el entorno fisioldgico, la celda de difusion vertical es una
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modificacion de la celda de difusion Franz original, este aparato ha sido utilizado
para evaluar diferentes formulaciones, como geles, cremas, pomadas y parches
(Morais Ruela & et. al, 2016). Se debe condicionar este estudio, con una agitacion
y temperatura constante, asi como en condiciones “sink”, la cuantificacién se
determina por algun método analitico (espectrofotométrico, o cromatogrdfico),
(Lopez-Cervantes & Escobar-Chavez, 2017).

Compartimento
donador —»

& Formulacién
< Piel

/ ~= 4— Acceso para el

muestreo

Pinzas de soporte
(unen a las dos celdas)

/ 4—— Cdmara receptora

Compartimento

receplor \
Barra mdgnetica —— | <F Medio liquido

Figura 14. Representacion esquemdtica de una celda de difusion (Anguiano
Almazdn, 2017).

3.7. Modelos matematicos para la cinética de liberacion.

3.7.1. Modelo orden cero.

La denominacion del modelo de orden cero surge como la base tedrica
desarrollada para el estudio cinético de reacciones quimicas, en las que el término
“orden” de reaccién se refiere a la forma en que la concentracién de una
sustancia influye en la velocidad de una reaccién quimica, de manera que se
denomina ‘cinética de orden cero” aquella en la que la velocidad es
independiente de la concentracion (Viseras lborra, 2008).

La liberacién de farmacos que no se disgregan y se liberan lentamente se
representa mediante la siguiente ecuacion.

Qo — Q: = Kyt Ecuacion 6.
Se reordena la ecuacion 5 de la cual se obtiene lo siguiente:
Q= Qo+ Kot Ecuacién 7.

Dénde: Q: es la cantidad de medicamento disuelto en el tiempo t

Qo es la cantidad inicial de medicamento en la solucion (la mayoria de
las veces, Qo = 0)

Ko es la constante de liberacidon de orden cero expresada en unidades de
concentracién/tiempo.
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Para estudiar la cinética de liberacion, los datos obtenidos de los estudios de
liberaciéon de fdrmacos in vitro se grdfica como la cantidad acumulada de
fadrmaco liberado en funcién del tiempo (Dash, Narasimha, & et. al., 2010).

El modelo de orden cero, se puede usar para describir la disolucidn del fdrmaco de
varios tipos de formas farmacéuticas de liberacién controlada, como en el caso de
algunos sistemas transdérmicos, asi como tabletas matriciales recubiertas con
farmacos poco solubles, sistemas osmoticos.

3.7.2. Modelo orden uno.

Este modelo se ha empleado para describir la absorcidon y/o eliminacion de algunos
farmacos, aunque es dificil conceptualizar este mecanismo sobre una base tedrica.
La liberacion del fdrmaco que sigue la cinética de primer orden se puede expresar

mediante la ecuacion:

dc .,
pral —Kc Ecuacioén 8.

Doénde: K es la constante de velocidad de primer orden expresado en unidades de
fiempo'.
La ecuacién 7 se puede expresar como:
logC = log Cy, — Kt/2.303 Ecuacion 9.

Doénde: Co es la concentracion inicial del farmaco

K es la constante de velocidad de primer orden

t es el tiempo
Los datfos obtenidos se representan graficamente como porcentaje acumulativo
logaritmico del fdrmaco restante frente al tiempo (farmaco Vs tiempo).
Aplicacién: Esta relacion se puede usar para describir fdrmacos solubles en agua
en matrices porosas (Dash, Narasimha, & et. al., 2010).

3.7.3. Modelo Higuchi.

Originalmente desarrollado para predecir la cinética la liberacidon de principios
activos desde formulaciones topicas, el modelo de Higuchi puede también
utilizarse para explicar la liberacion de sistemas matriciales planos usualmente
poliméricos controlados por difusion. EI modelo se aplica en las siguientes
condiciones:
e Laliberacién del ocurre bdsicamente por difusion (debido a un gradiente de
concentracion
e La velocidad de disolucidon del fdrmaco es mayor que la velocidad de
difusion
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e Inicialmente la concentracion del fdrmaco en la matrizes mucho mayor que
la solubilidad del fdrmaco (por lo menos diez veces mayor)

e Laliberaciéon del farmaco se restringe a una Unica direccion, por lo tanto, es
unidireccional

e Las particulas del farmaco son mucho mds pequenas que el grosor del
sistema

e El hinchamiento y la disolucién de la matriz son despreciables

e La difusividad del farmaco es constante

e Se mantienen en condiciones sink

La expresion del modelo estd dada por la siguiente ecuacion.

Mt
— = Kt1/2 Ecuacién 10.
Moo

Mt ., . . .
Donde: Iy es la fraccion de farmaco liberado en un tiempo t
[ee]

K es la constante de velocidad de liberaciéon
Aplicacion: Esta relacion se puede usar para describir la disolucion del fdrmaco de
varios tipos de formas farmacéuticas de liberacién modificada, como en el caso
de algunos sistemas transdérmicos y tabletas de matriz con fdrmacos solubles en
agua (Dash, Narasimha, & et. al., 2010).

3.7.4. Modelo Korsmeyer-Peppas.

Korsmeyer-Peppas describen la liberacién del fdrmaco de un sistema polimérico e
infenta explicar los mecanismos de liberaciéon de fdrmacos donde se presenta
erosion y/o disolucion de matriz, el modelo de Korsmeyer-Peppas se ajusta hasta el
60% de los datos de la liberacion del fdrmaco y la ecuacién es la siguiente (Jitendra
C. & Deshpande, 2014):

— = Kt" Ecuacion 11.

. M . . . .
Donde: M—t es la fraccidon de farmaco disuelto a fiempo t

o0

K es la constante de velocidad de liberacidén que incorpora caracteristicas
estructurales y geométricas del sistema de liberacion

n es el exponente de liberacion que indica el mecanismo mediante el cual
ocurre la liberacion.
Valores de 0.45 < n corresponde a un mecanismo de liberacién Fickiano,
0.45<n<0.89 es un fransporte no Fickiano o andmalo, n=0.89 es un fransporte caso
Il (generalmente ocurre relajaciéon de las cadenas poliméricas), y n > 0.89
corresponde a un transporte sUper caso Il (Dash, Narasimha, & et. al., 2010).

32



o
ﬁ Lic. en Farmacia.

3.8. Formas farmaceéuticas semisolidas.

Las formas farmacéuticas semisdlidas incluyen ungUentos, cremas, geles
supositorios, pastas y espumas, su caracteristica en comun, es la capacidad de
adherirse a la superficie de aplicacién y permanecer hasta ser removidos, o hasta
en algunos casos desaparecer. Esta caracteristica se debe a sus propiedades
reoldgicas, lo que permite a las formas semisdlidas conservar su forma y adherirse
como una pelicula hasta que se le es aplicada una fuerza externa, en cuyo caso
se deforma y fluyen. Las formas farmacéuticas semisdlidas se pueden aplicar
generalmente en la piel, asi como en mucosas, ejemplos, mucosa nasal, cérneaq,
bucal, vaginal (Lachman & Lieberman, 1989).

3.8.1. Geles.

De acuerdo a la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, define a un gel
como una preparacidon semisdlida, que contiene el o los fdrmacos y aditivos,
constituido por lo general por macromoléculas dispersas en un liguido que puede
ser agua, alcohol o aceite, que forman una red que atrapa al liquido y que le
restringe su movimiento, por lo tanto son preparaciones viscosas, y sus vias de
administracion pueden ser bucal, oral o topica (FEUM, 2008).

La definicion de gel establecida por la USP dice: son sistemas semisdlidos que
consisten en suspensiones compuestas por pequenas particulas inorgdnicas, o
largas moléculas orgdnicas interpenetradas por un liquido (USP, 2011).

3.8.2. Clasificacion de los geles.

Los geles pueden clasificarse de acuerdo al nUmero de fases que lo conforman:

e Geles monofdasicos: Consiste en macromoléculas orgdnicas distribuidas de
modo uniforme a fravés de un liquido de manera que no existan limites
aparentes entre las macromoléculas dispersas y el liquido. Pueden obtenerse
de macromoléculas sintéticas o de gomas naturales, los geles generalmente
sON Acuosos, pero pueden utilizarse alcoholes o aceites como fase continua.

o Geles bifasicos: La masa del gel consiste en una red de particulas pequefias
separadas. En un sistema bifdsico el tamano de las particulas de la fase
dispersa es relativamente grande.

De acuerdo a su comportamiento frente al agua.
e Hidréfobos: También llamados lipogeles, oleogeles, las bases de los geles
hidrofobos por lo general consisten en parafina liquida con polietieno o
aceites grasos gelificados.
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o Hidrofilicos (hidrogeles): Son preparaciones cuyas bases generalmente son
agua (85-95%). glicerol y propilenglicol gelificado con la ayuda de agentes
gelificantes apropiados tales como almiddn, derivados de la celulosa,
carbdmeros y silicatos de magnesio y aluminio (Gennaro, 2003).

3.8.3. Ventajas y desventajas de los geles como forma farmacéutica.

En la tabla 7 se enlistan las ventajas y desventajas de los geles como una forma
farmacéutica.

Tabla 7. Ventajas y desventajas de los geles.

Ventajas Desventajas

Son bien tolerados Al ser la piel una barrera de proteccion
algunas mezclas no penetfran
completamente

Aplicacién externa y facil Las moléculas de alto peso molecular
presentan penetracién variable

Pueden tener efecto local y/o sistémico Pueden causar irritaciéon en el drea de

aplicacién
Por ser solubles en agua son lavables y Contaminacion  microbiana  sobre
se eliminan con facilidad todos los geles hidrofilicos
Si la base es agua, puede permitir la A temperaturas elevadas pueden
respiracion cutdnea volverse liquido

Permanecen en la zona de aplicacion
por un tiempo razonable

(Gibson, 2009), (Gennaro, 2003), (Lachman & Lieberman, 1989).

3.9. Acido Hialurénico.

3.9.1. Usos.

El dcido hialurénico (HA), un biopolimero de alto peso molecular, es de especial
interés como material portador en la administracién de medicamentos debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades viscoeldsticas especiales y la
capacidad de crear una red densa en la que se pueden incorporar
medicamentos. Una de las principales aplicaciones médicas del HA, ademads del
cuidado de la piel y como vehiculo para el suministro dérmico, es su inyeccioén
intraarticular  (IA) en el fratamiento de la artritis reumatoide, efectos
anfiinflamatorios y analgésicos ligeros. Otfra aplicacion médica importante estd en
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el campo de la oftalmologia, como componente principal del cuerpo vitreo del
ojo, para amortiguar muchos procedimientos quirdrgicos. Ademdads, él HA posee
propiedades no newtonianas, es un buen agente lubricante e hidratante para la
superficie cutdnea, ademds de su capacidad de solubilizar a la cafeina
(Dragicevic, Predic Atkinson, & Howard, 2015), (Dangol, Suyong, & et. al., 2017)

3.9.2. Propiedades fisicas y quimicas de acido hialurénico.

Estructura quimica (figura 15):

CO,H CH,OH o
o o o
CO.H e 0 OH F
= OH
OH (o) N
OH il
OH N, 1
OH o\\c/ P CHs
|
2 CH, J@n-1)

ACIDO HIALURONICO

Figura 15. Estructura quimica de la molécula de dacido hialurénico (Lopez Tricas,
2015).

Descripcion: Es un polisacdrido constituido por unidades repetidas de disacdridos,
dcido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina, enconfrdndose en su estado
natural con una disposicion lineal en el espacio. El dcido hialurénico (HA) es un
glicosaminoglicano anidnico, no sulfatado, distribuido ampliamente a lo largo de
los tejidos conjuntivo, epitelial y neural. Es Unico entre los glicosaminoglicanos ya
que no estd sulfatado, se forma en la membrana plasmdatica en lugar del Golgi, y
puede ser muy grande, con su peso molecular. Uno de los principales componentes
de la matriz extracelular, el dcido hialurénico contribuye significativamente a la
proliferacién y migracion celular, y también puede estar involucrado en la
progresion de algunos tumores malignos.

Aspecto: polvo blanco, cristalino, Solubilidad: altamente soluble en agua,
inodoro, e higroscépico. 1 g de HA puede retener hasta 6 L de
pKa: 3.0 agua, insoluble en acetona.

Formula molecular: (CisH21INO11)n
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3.10. Cafeina.

La cafeina (1, 3, 7 trimetilxantina) es un alcaloide presente en el café, té, cacao,
guarand. Pertenece al grupo de sustancias denominadas metilxantinas
(paraxanting, teofilina, teobromina) las cuales son estructuralmente similares a los
nucledtidos ciclicos e interacttan con las fosfodiesterasas de los nucledtidos
ciclicos, la cafeina actia como un estimulante del SNC aumentando el estado de
alerta, como diurético débil, coadyuvante analgésico, e incrementa la actividad
lipolitica (Ramirez-Montes & Henry Osorio, 2013).

3.10.1 Propiedades fisicas y quimicas de cafeina.

CH3

< W/

~CHj

Estructura quimica (figura 16):

H3C 5

Figura 16. Estructura quimica de la molécula de cafeina (DrugBank, 2018).

Denominacién de la UIPAC: 1,3,7-frimetil-1H-purina-2,6-diona.

Formula quimica: CsHioN+Ox.

Peso molecular: 194.19 g/mol.

Descripcion: Polvo blanco cristalino o agujas brillantes generalmente aglomeradas.
Solubilidad: Faciimente soluble en cloroformo; ligeramente soluble en agua, poco
soluble en alcohol y éter dietilico.

Temperatura de fusion: Entre 235-237 °C.

pKa: 10.4 (a 40 °C) (FEUM, 2017), (DrugBank, 2018).
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3.10.2. Farmacocinética.

Absorcion: En su administracion por via oral, la cafeina se absorbe rdpidamente a
través del tracto gastrointestinal; niveles elevados de cafeina pueden aparecer en
la sangre entre 15-45 minutos de su ingesta (una hora en promedio). Presenta una
biodisponibilidad del 100%, se mueve a través de las membranas celulares con la
misma eficacia que se absorbe y se distribuye a los tejidos (Ramirez-Montes & Henry
Osorio, 2013).

Distribucién: Se distribuye rdpidamente por toda el agua corporal y atraviesa
rdpidamente  las membranas celulares, como también la  barrera
hematoencefdlica y placentaria, alcanzando grandes concentraciones en todo el
cuerpo, se une a proteinas plasmdaticas por medio de la albUmina, en un
porcentaje aproximado del 30% (Aguilar Ros, 1992), (Ramirez-Montes & Henry
Osorio, 2013).

Metabolismo: Se realiza principalmente en el higado, por las enzimas del citocromo
P-450. Y transformdndola para la produccion de los metabolitos paraxantina (85%),
teobromina (10%) y teofilina (5%). Cada uno de estos metabolitos sufre una
desmetilaciéon adicional para convertirse en monometilxantinas que son sustrato de
la xantina oxidasa.

Eliminacion: La cafeina es metabolizada préacticamente en su totalidad en el
higado, excretdndose sélo 1% por la orina (Aguilar Ros, 1992).

3.10.3. Farmacodinamia.

3.10.4. Estimulante del SNC.

Los efectos estimulantes de la cafeina sobre el sistema nervioso central son debidos
a la inhibicidn competitiva de los receptores de adenosina, principalmente
receptores A1y A2A. Los receptores Al est&n ampliamente distribuidos a través del
SNC. Estdn localizados en las terminaciones presindpticas y median los efectos
inhibitorios de la adenosina sobre la liberacion de otros neurotfransmisores,
incluyendo glutamato, acetilcolina y dopamina. La administracion de cafeina
mejora la liberacién de acetilcolina a través de sus efectos sobre receptores Al. El
bloqueo del receptor A1 aumenta el efecto motor de los agonistas D1. Por ello, se
cree que la cafeina produce sus efectos estimulantes y la excitacion, el estado de
alerta y la fatiga mediante la liberacién de la inhibicion tonica de la dopamina
(Moratalla, 2008), (Ramirez-Montes & Henry Osorio, 2013).
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3.10.5. Efecto diurético.

Toda las xantinas produce diuresis, la cafeina es un diurético débil a través del
incremento de la filtracion glomerular y mediante el bloqueo de la reabsorcion
tubular de iones de sodio (Aulton, 2004).

3.10.6. Efecto antiinflamatorio.

La cafeina actua como adyuvante antiinflamatorio, los efectos antinociceptivos
ocurre por el bloqueo de los receptores de adenosina A2a y A2b, principalmente.
Otros mecanismos no relacionados con el bloqueo de la adenosina, como las
alteraciones en la actividad y la sintesis de enzimas ciclo-oxigenasas en ciertas
regiones, también estadn implicadas en el efecto antinflamatorio-analgésico
adyuvante de la cafeina (Tavares & Kimiko-Sakata, 2012).

3.10.7. Efecto lipolitico mecanismo de accion.

El efecto que ejerce la accion lipolitica de la cafeina funciona mediante la
inhibiciéon de la enzima fosfodiesterasa (PDE) que es responsable del aumento en el
AMPc vy cataliza la conversion de AMPc a AMP, las altas concentraciones tisulares
resultantes de la AMP ciclica activa la lipasa inactiva sensible a hormas
promoviendo la lipdlisis y/o la degradacion de grasas, también el efecto de la
cafeina sobre el metabolismo de lipidos es mediado parcialmente (60%) por las
catecolaminas liberadas por la estimulacion del sistema nervioso simpdatico, lo cual
sugiere que el efecto de la cafeina sobre la lipdlisis ocurre también por otro
mecanismo diferente.

El consumo de cafeina no solo contribuye a la lipdlisis de grasas sino también a la
movilizacion de lipidos y la oxidacion de grasas (Acheson, Gremaud, & et. al., 2004).

3.10.8. Reacciones adversas.

Debido a la gran variabilidad interindividual, una misma dosis de cafeina puede
provocar reacciones adversas en una persona y presentar una buena tolerabilidad
en ofra persona. Los efectos adversos que se ha detectado son: cefaleq, insomnio,
ansiedad, nduseas, irritabilidad, nerviosismo, temblores, taquicardia, gastritis, Ulcera
péptica, reflujo gastroesofdgico, palpitaciones, crisis de angustia (Ramirez-Montes
& Henry Osorio, 2013).
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3.10.9. Toxicidad.

La vulnerabilidad a la intoxicacion por cafeina en ninos y jdvenes, quienes no son
consumidores habituales de cafeina, puede estar incrementada debido a la
ausencia de tolerancia farmacoldgica. Los factores genéticos también pueden
contribuir a la vulnerabilidad individual a las alteraciones relacionadas con la
cafeina, incluidas la dependencia, los sinftomas de abstinencia y la intoxicaciéon. La
toxicidad aguda por cafeina se observa tipicamente a dosis >1 g y dosis de 5-10 g
son consideradas potencialmente letales (Ramirez-Montes & Henry Osorio, 2013).
Segun la FDA se observan efectos de intoxicaciéon en dosis aproximadamente de
1200 mg o 1.2 g (que incluyen taquicardia, arritmia ventricular y convulsiones). Una
dosis de cafeina que amenaza la vida generalmente se estima entre 10y 14 g (FDA,
2018).
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4. Justificacion y planteamiento del problema.

La obesidad y el sobrepeso se han convertido rdpidamente en una de las
principales enfermedades sin una resolucidén previsible en un futuro, estos
padecimientos son un problema de salud publica debido a la asociacidon de
enfermedades como el sindrome metabdlico y cardiovascular, afectando de
manera indirecta a la economia del sector salud en la poblacién mexicana. Los
profesionales de la salud creen que la combinacion del consumo excesivo de
alimentos altos en grasa, con un estlo de vida sedentaria promueve
sinérgicamente el aumento de peso y la obesidad.

Actualmente hay una variedad de terapias disponibles para combatir estos dos
padecimientos; sin embargo, las tendencias recientes en la prevalencia de la
obesidad proporcionan una fuerte evidencia de que las intervenciones actuales
son insuficientes para frenar efectivamente el desarrollo de obesidad.

Por ello la importancia de establecer nuevas estrategias para el fratamiento de
dichos padecimientos, el papel que desempena estd investigacion esla bUsqueda
de nuevas formas farmacéuticas eficaces y seguras que ayuden a reducir el peso
corporal, paralo cual se propone en el presente estudio, elaborar una preparacion
farmacéutica en forma de gel cargado con cafeina de aplicaciéon tépica-
transdérmica, la administraciéon transdérmica es Util para evitar el efecto del primer
paso hepdtico, y eliminar efectos secundarios que presentan las formas
farmacéuticas sélidas que se manifiestan en trastornos a nivel estomacal. El uso de
la cafeina pudiera funcionar como un complemento a la dieta y ejercicio, ya que
colabora con la pérdida de peso.
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5. Objetivos.

5.1. General.

Desarrollar y caracterizar un gel cargado con cafeina para aplicaciéon tépica-
transdérmica por medio de pruebas fisicoquimicas y estudios biofarmacéuticos en
piel humana con el propdsito de obtener una forma farmacéutica novedosa,
coadyuvante en el fratamiento de sobrepeso y obesidad.

5.1.2. Particulares.

e Formular un gel cargado con cafeina a través de un diseno de experimentos
para la optimizacion de la formulacion.

e Caracterizar al gel cargado con cafeina mediante pruebas fisicoquimicas
como densidad relativa, pH, extensibilidad, viscosidad y contenido quimico,
asi mismo verificar sicumple con las especificaciones requeridas para un gel
comercial.

e Realizar perfiles de liberacion utilizando bolsas de didlisis de membrana de
celulosa, para obtener el porcentaje liberado mediante diferentes modelos
matemadticos y determinar el mecanismo de liberacion.

e Lllevar a cabo y comparar estudios de permeacion in vitro en piel humana
cuando se administra por difusion pasiva y al utilizar un agente promotor
fisico con microagujas metdlicas para conocer sus pardmetros
biofarmacéuticos.

é. Hipotesis.

El desarrollo de un gel cargado con cafeina que cumpla con las especificaciones
fisicogquimicas requeridas, adecuados perfiles de liberacion y buenos estudios de
permeacioén in vitro en piel humana podrd proponerse como una alternativa
novedosa e importante que coadyuve en el tratamiento de sobrepeso y obesidad
en la poblacién mexicana.
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7. Metodologia.

7.1.1. Material y método

La metodologia se representa de manera general en el plan de trabajo que se
observa a continuacion en la figura 17.

PLAN DE TRABAJO

nvestigacion
documental
[ [
i Desarrollo Validacién del
Preformulacion tecnolégico p 21
meétodo analitico

Diseno factorial Caracterizacién
multinivel fisicoquimica Validacién del
Statgraphics optima del gel sistema: Linealidad,
precision

Evaluacion y

seleccion de la Perfiles de liberacién
formulacion 6ptima y estudio de . -
permeacién in vitro Validacion del método:

‘ Linealidad, precision,
exactitud y repetibilidad

Figura 17. Plan de trabajo para el desarrollo y caracterizacion del gel de cafeina.

7.1.2. Material.

Reactivos.
e Cafeina (Bruluart)
e Acido Hialurénico (Future Foods)
e Benzoato de sodio (Cosmopolita)
e Hidroxido de sodio 97.0 % (Meyer)
e HEPES 99.5% (Sigma — Aldrich)
e Alcohol etilico (J.T Braker)
e  Membrana semipermeable de celulosa poro de 25 mm (Sigma — Aldrich)
e Agua destilada.
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Material de laboratorio.

Vasos de precitados 10, 50,
100, 150, 250, 500 mLy 4 L
Pipetas volumétricas 2, 4, 6,8y
10 mL

Matraz volumétrico 25, 50, 100,
250,500 mLy 2 L

Probeta 25 mL

Celdas de difusion tipo Franz
Pinzas de sujecion de celdas
Barras magnéticas
Termdmetro 100° C.

Equipos e instrumentos.

Balanza andlitica (Radwag)
Agitador multiplaza (Rehiland)
Potencidmetro (Science MED
SM - 3BW)

Espectrofotbmetro rango

UV - VIS (Velab)

7.2. Métodos.

Lic. en Farmacia.

Agitador vortex

Calibrador Vernier (Truper
CALDI-GMP)

Pesa de 100 g

Estuche de diseccién médico
Rodillo de microagujas 2.5 mm
(MT Roller)

Microscopio electréonico de
barrido (JSM-6010LA In Touch
Scope)

Aparato de secado critico
(Samdri 780A).

Material biolégico.

7.2.1. Diseno de experimentos Statgraphics.

Se utilizd piel humana de
paciente
procedimiento de lipectomiaq,
la cual fue donada por el
Hospital San  Angel Inn

Chapultepec.

infervenido a un

Los datos se codificaron en el programa estadistico Statgraphics Centurion,
colocando los factores de experimentacion en tres niveles. El programa arrojd la
preparacion de 27 formulaciones a 3 niveles de concentracion alto, medio y bajo
con cantidades de 350, 875 y 1400 mg (de cafeina y HA). Los resultados del
programa se muestran en la tabla 7.

7.2.2. Metodologia de la preparacion de los geles.

La preparacion del gel (ver figura 18) consiste en:

a) Pesar en balanza anadlitica cada ingrediente (cafeina y HA) conforme al
numero de la formulacién que se obtuvo del programa Statgraphics. El
benzoato de sodio funge como conservador es constante para todas las

formulaciones (70 mg).
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b) Hidratar al agente gelificante HA con agua desionizada previamente
pesado y agitar a 70 -100 rom con ayuda de una barra magnética.

c) Yaque, se haya hidratado completamente él HA, agregar el principio activo
cafeina hasta disolverse por completo.

d) Por Ultimo, agregar el conservador.

e) Una vez homogénea la formulacion, se almacena y se etiqueta para
posteriormente evaluar sus propiedades fisicoquimicas y organolépticas.

QUL

T HA

) Cafeina
Q Benzoato oL

Acondicionamiento
y efiquetado

Figura 18. Correspondiente a la preparacion del gel.

7.2.3. Viscosidad.

a) Colocar en una probeta de 25 mlL el gel cargado con cafeina a
temperatura ambiente (25°C).

b) Medir viscosidad por medio de un viscosimetro marca Brookfield (Modelo
DV-E) ufilizando aguja del nimero $-62 a formulaciones que contengan
menos de 1400 mg de HA o cafeina, para las formulaciones que contengan
1400 mg de algunos de los componentes utilizar la aguja S-63

c) Tomar lecturas de forma ascendente y descendente de 5 a 100 rom. Se
espera 60 segundos en cada medicion, con el fin de obtener lecturas
confiables.

d) Registrar la viscosidad en cP.

En la figura 19, se observa el viscosimetro utilizado para la medicion de la
viscosidad.
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Figura 19. Determinacion de la viscosidad del gel con el viscosimetro Brookfiel.

7.2.4. pH.

a) Agregar en un vaso de precipitados muestra suficiente de gel, para cubrir el
electrodo del potencidmetro.

b) Registrar el valor de pH y lavar el electrodo en cada lectura con abundante
agua desionizada (figura 20).

Figura 20. Potencidémetro digital utilizado para medir pH.
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7.2.5. Extensibilidad.

a) Pesar con un cuenta gotas 0.5 g de gel sobre un acetato.

b) Después de pesar el gel, colocar el acetato sobre una hoja milimétrica.

c) Medir el diadmetro de la gota de gel antes de someterla a peso, con ayuda
de un calibrador vernier y registrar el didmetro de la gota (“extensibilidad
antes”).

d) Poner ofro acetato sobre la gota del gel (de modo que la gota del gel
quede en medio de los dos acetatos), colocar la pesa de 100g y esperar un
minuto para que el gel se extienda.

e) Posteriormente retirar la pesa y medir el didmetro resultante (“extensibilidad
después”).

En la figura 21, se puede observar el Vernier, calibrador digital marca Truper
instrumento con el cual se mide el didmetro de la muestra. En la Figura 22, se tiene
la pesa de 100 g que se utiliza para someter a la muestra a ese peso durante un
minuto sobre el acetato y determinar la extensibilidad del gel.

| 4
- TRUPER

et st

23

Figura 21. Vernier, calibrador digital, marca Truper. Figura 22. Pesa de 100 g.

La extensibilidad “antes de aplicar un peso” y “después de aplicar el peso” se
calcula de acuerdo la siguiente ecuacion.

Ecuacion 12.
E =nr
Donde:
E= es el drea de extensibilidad
= 3.1416
r2=es el radio promedio en cm.
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El radio se calcula por medio de la siguiente ecuacion.
Ecuacion 13.

D
T:E
Donde:
r=es el radio

D = didmetro.

7.3. Manufactura y caracterizacion del gel éptimo.

La elaboracién de la formulacion éptima, se realizé de acuerdo al programa
Statgraphics, donde se obtuvieron las cantidades éptimas de cada componente
de la formulacién, la cual se describe en el apartado 7.2.2.

En cuanto a la caracterizacion de la formulacion éptima se llevaron a cabo las
mismas pruebas como son viscosidad (ver punto 7.2.3.), pH (ver punto 7.2.4.) y
extensibilidad (ver punto 7.2.5.), agregando dos pruebas mds, la determinacion de
la densidad relativa (ver punto 7.3.1.) y contenido quimico de cafeina en el gel (ver
punto 7.3.2.).

7.3.1 Densidad relativa.

La determinacién de la densidad relativa consta de 3 etapas vy se realizd usando
un picnémetro metdlico (ver figura 23). La determinacién se hizo por friplicado.

1) Pesar picndmetro metdlico vacio.

2) Pesar picnédmetro metdlico con agua.

3) Pesar picndmetro metdlico con muestra.
La densidad relativa se calcula mediante la ecuacion 14:
Ecuacion 14.

picnémetro con muestra — picnéometro vacio
picnémetro con agua — picnémetro vacio

Densidad relativa =

Figura 23. Picndmetro metdlico utilizado para medir la densidad relativa en sistemas
semisolidos.
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7.3.2. Contenido quimico.

El contenido quimico para el gel de cafeina se realizd de acuerdo al método
analitico, que previamente fue validado (ver anexo 1).

a) Se pesaron 10 muestras de 1 g aproximadamente bien conocidos de gel en
un vaso precipitados de 100 mL y se disolvid con 40 mL de agua desionizada.

b) Transferir el contenido del vaso a un matraz volumétrico de 250 mL y aforar
con agua desionizada.

c) Tomar una alicuota de 6 mL con pipeta volumétrica, adicionar el contenido
de la alicuota en un matraz volumétrico de 25 mL y llevar a la marca de
aforo con agua desionizada.

d) Medir la absorbancia de cada una de las muestras a 217 nm en un
espectrofotdbmetro UV - VIS Velab (figura 24).

e) Calcular el contenido del gel de cafeina, usando la ecuacion de una curva
de calibracion.

Figura 24. Espectrofotdmetro UV - Vis, Velab.

7.3.3. Estudios de liberacion del farmaco.

El estudio de liberacion se realizé mediante seis sistemas de la formulacién éptima,
como se muestra en la figura 25. Usando membrana semipermeable de celulosa
para didlisis de un tamano de poro de 25 mm, como medio de disolucion se
utilizaron 60 mL de Buffer de HEPES pH de 7.4, se mantuvo la temperatura a 37 £ 0.5
°C y a una agitacion de 50 rom. Se tomaron muestras de 4 mL a los 30 segundos, 3,
6, 9,12 15, 18, 21, 24, 27 y 30 minutos con reposicion del medio de 4 mL, para
mantener un volumen constante, posteriormente se llevé a cabo la cuantificacion
de cafeina en funcidon del tiempo de cada muestra mediante el método
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espectrofotometria UV-VIS a 271 nm.

— —

Figura 25. Montaje de equipo utilizado para el estudio de la liberacion del farmaco.

7.3.4. Cinética de liberacion.

Para determinar el mecanismo de liberacién los datos se analizaron de acuerdo a
los modelos matemdticos de orden cero, orden uno, Higuchiy Korsmeyer — Peppas,
como se menciona en el marco tedrico punto 3.7.

7.3.5. Estudios in vitro de absorcion percutdnea.

Para este estudio se realizaron 6 sistemas utilizando, como membrana piel
abdominal humana, la cual se montd entre los dos compartimentos de las celdas
verticales tipo Franz.
a) En el compartimento receptor se colocd una barra magnética y se agregd
buffer de fosfatos a pH de 7.4.
b) Entre el compartimento receptory donador se coloca la piel, posteriormente
se ensamblan ambos compartimentos con ayuda de pinzas de soporte.
c) En el compartimento donador se agregd el gel de tal manera que el gel
quedard sobre la piel y se sella el compartimento con papel parafim.
d) Los sistemas se mantuvieron en agitacion constante a una velocidad de 50
romy a una temperatura de 37 = 0.5 °C.
e) Se tomaron muestras de 2 mL del compartimento receptor alas 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,24, 26, 28 y 30 horas reponiendo el medio a la misma temperatura.
Finalmente, las muestras fueron analizadas espectrofotométricamente a una
longitud de 271 nm. En la figura 26 se muestra el montaje de la celda.
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Figura 26. Montaje de la celda vertical tipo Franz.

7.3.6. Tratamiento de la piel.

a) Se congeld la piel a-20° C.

b) Parala limpieza, se retird todo el exceso de grasa.

c) Se cortd la piel, en forma de cuadrado de 6 cm aproximadamente.
d) Se almacend nuevamente a -20 ° C, hasta su utilizacion.

7.3.7. Estudios in vitro de absorcion percutdnea, con arreglo de microagujas.

El estudio se realizé de la misma manera que el estudio anterior (ver punto 7.3.5)
con la diferencia que el drea de la piel se le hizo pasar un arreglo de microagujas
metdlicas de 2.5 mm (Derma Roller ™), 10 veces en cada direccidn como se ilustra
en la figura 27.

Figura 27. Direcciones de microagujas sobre la piel y rodillo de microagujas que se
utilizé para el arreglo.
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7.3.8. Micrografias de las perforaciones formadas con el arreglo de
microagujas sobre la piel.

a) Se cortaron 4 muestras de piel aproximadamente de 1 cm?2, donde dos se
etiqguetaron como muestras control y las otras dos como muestras a las que
se les aplico el arreglo de microagujas.

b) A las muestras se le agregd una solucién Carnoy que es un fijador y se
mantuvieron en el fijador durante 4 dias, posteriormente se retird el fijadory
se le hicieron lavados con buffer HEPES a pH 7.4.

c) Se deshidrataron las muestras con alcohol al 30% durante 10 minutos y se
retird el alcohol por decantacion.

d) Se repitié el paso anterior cambiando el alcohol del menos concentrado al
mds concentrado desde 30, 40, 50, 60, 70, 80 90, 95y 100%, el cambio de
alcohol al 100% se realizé por duplicado.

e) Las muestras se llevaron a punto critico, se colocaron las muestras en el
aparato de secado a punto critico (figura 28 a).

f) Se observaron y se capturaron las micrografias de las muestras en el
microscopio electronico de barrido (figura 28 b).

Emeri-780A

Figura 28 a. Aparato de secado critico Samdri-780A. Figura 28 b. Microscopio
electronico de barrido (JMS-6010LA).
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8. Resultados y discusion.

8.1.1. Diseno de experimento.

El diseno de experimentos desempena un papel importante denfro del desarrollo
de medicamentos y optimizacién de procesos y productos particularmente en
dreas de manufactura, lo cual encamina a la mejora continua que nos lleva a un
diseno robusto en condiciones contraladas. Por definicidn un experimento
disenado es una prueba o serie de pruebas en las cuales se inducen cambios
deliberados en las variables de entrada de un proceso o sistema de manera que
seqa posible observar e identificar las causas de los cambios en la respuesta de
salida (Montgomery, 2005). Por lo que, un diseno de experimento (DoE) nos
proporciona evidencias objetivas que permitan responder las interrogantes
planteadas en la experimentacion y de esa manera, clarificar los aspectos inciertos
de un proceso, para resolver un problema o lograr mejoras.

Se realizé un diseno factorial con el objetivo de analizar el efecto de dos o mds
factores sobre una o varias respuestas, donde se fijaron 3 niveles de concentracion
alto, medio y bajo que corresponde a disenos factoriales 2ky 3k donde la k son
factores, cada uno con 2 o 3 niveles de prueba segun correspondan, el diseno
factorial implicitamente nos indica el nUmero de ensayos que deberdn realizarse
para un diseno factorial completo, se evalud un diseno 33, donde se estudia el
efecto de tres factores, viscosidad, extensibilidad antes y después de aplicar una
pesa y pH, se tendrdn que realizar 27 ensayos o formulaciones, ya que, este es el
resultado de elevar el 3 (niveles) al cubo, donde se establece todas las posibles
combinaciones de los niveles de los factores implicados en el diseno experimental
(Tapia Bolanos, 2014), las cuales se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados del DoE al caracterizar las formulaciones dadas por programa
Statgraphics.

Formulaciéon Cantidad Cantidad Viscosidad Extensibilidad Extensibilidad pH

Cafeina HA cP antes después
(mg) (mg) (cm?) (cm?)
1 350 875 375 3.13 67.88 7.46
2 875 875 375 4.31 48.18 7.39
3 1400 875 340 4.64 56.12 7.3
4 350 1400 4644 3.61 28.79 7.31
5 875 1400 4339 2.74 24.47 7.28
6 1400 1400 4219 2.96 24.36 7.3
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Continuaciéon de la tabla 8. Resultados del DoE al caracterizar las formulaciones
dadas por programa Statgraphics.

Formulacion Cantidad Cantidad Viscosidad Extensibilidad Extensibilidad pH

Cafeina HA cP antes después
(mg) (mg) (cm?) (cm?)

7 350 350 22433 2.68 16.44 7.63
8 875 350 22466 3.13 19.50 7.73
9 1400 350 23400 2.86 16.78 7.14
10 350 875 176 3.37 62.00 7.32
11 875 875 215 3.29 66.43 7.28
12 1400 875 131 3.25 58.98 7.28
13 350 1400 3857 3.52 31.92 7.29
14 875 1400 4400 3.60 20.32 7.2
15 1400 1400 3984 3.20 24.89 7.27
16 350 350 23956 2.62 17.85 7.72
17 875 350 23760 2.71 11.10 7.73
18 1400 350 25623 2.50 15.52 7.77
19 350 875 185 3.13 55.68 7.61
20 875 875 200 3.78 55.31 7.51
21 1400 875 221 3.40 65.68 7.33
22 350 1400 3899 2.62 28.49 7.34
23 875 1400 38945 2.68 27.80 7.37
24 1400 1400 2864 2.92 26.76 7.34
25 350 350 19700 2.54 22.72 7.23
26 875 350 20400 2.72 16.69 7.2
27 1400 350 21666 2.51 16.99 7.52

8.1.2. Andlisis ANOVA.

El andlisis de la varianza ANOVA nos presenta la variabilidad de la variable
respuesta explicada por cada factor. La suma de cuadrados mide la variabilidad
dentro de cada factor. El F es el valor de la media de cuadrados de cada factor
dividido entre la media de cuadrados de los residuos. El P-valor indica el nivel de
significatividad de cada factor. Los efectos que tienen un valor de P menor de 0.05
indican que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza de
95%.

El error estdndar del estimado muestra la desviaciéon estdndar de los residuos. El error
medio absoluto es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson

53



o
@ Lic. en Farmacia.

prueba los residuos para determinar si hay alguna correlacion significativa basada
en el orden en que se presentan los datos, cuando el valor de P es mayor que 5.0%,
no hay indicacion de autocorrelacién serial en los residuos con un nivel de
significancia del 5.0%, en todas las respuestas P es mayor al 5.0%.

El estadistico R2explica el porcentaje en que el modelo explica la variabilidad de
cada respuesta, el estadistico R? ajustada se utiliza cuando se tienen 3 o mds
factores que expliquen la variable de respuesta. Una R2 cuadrada a partir del 70%
es un modelo que funciona bien, pero aun puede mejorar, a partir del 80% es un
modelo excelente, pero si se llega a un 95% es un gran logro, pero a partir del 5%
hasta el 100% de la explicaciéon seguramente existe algun error. Pero una R2de mds
de 50% también puede tomarse en cuenta como vdlida, ya que estd explicando
mas de la mitad de la variaciéon (Anguiano Almazdan, 2017).

De acuerdo a la tabla 9, para la viscosidad la R2es de 70% lo que explica que el
modelo funciona a la variabilidad de la respuesta, para lo cual, el dcido hialurénico
tiene efecto en este pardmetro y puede llegar a ser proporcional. La Rz para pH

(tabla 10) es baja con 29% esto se debe a que no hay datos correlacionados entre
si. Para la extensibilidad antes de aplicar un peso, en la tabla 11 se observa que se
obtuvo una Rz de 64% lo que indica que puede tomarse como vdlida ya que
explica mdas de la mitad de la variacion. Por ofro lado, en la tabla 12 que
corresponde a la extensibilidad después de aplicar el peso correspondiente, se
obtuvo un valor de R2es de 95% lo cual es indicativo de un modelo excelente,
indica cantidades de algun componente que tiene efecto proporcional a la
propiedad estudiada.

Tabla 9. Resumen ANOVA para viscosidad.

Fuente SC Gl CM F P

A: Cafeina 577096 1 577096 0,01 0.9144

B: HA 2,28E9 1 2,286E9 46,12 0,0000

AA 8,69E7 1 8,696E7 1,78 0.,1960

AB 1,79E6 1 1,797E7 0,04 0,8496

BB 7.42E7 1 7 424E7 1,52 0,2308

Error total 1,023E9 21 4,875E7

Total (corr.) 3,436E9 26

R2= 70,2044 porciento

R2= (ajustada por g.l.) = 63,1102 porciento
Error estdndar del est = 6982,24

Error absoluto medio = 3418,6

Estadistico Durbin-Watson = 2,3321 (P =0,7519)
Autocorrelacién residual de Lag 1 =-0,166755

Donde, SC = suma de cuadrados, Gl = grados de libertad, CM = cuadrado medio.
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Tabla 10. Resumen ANOVA para pH.

Fuente SC Gl CM F P
A: Cafeina 0,0242 1 0,0242 0,74 0,3988
B: HA 0,0786 1 0,0786 2,42 0,1362
AA 0,0008 1 0,0008 0.03 0,8698
AB 0,0090 1 0,0090 0,28 0,6032
BB 0,1400 1 0,1400 4,31 0,0517
Bloques 0,0103 2 0,0051 0,16 0,8543
Error total 0,6171 19 0,0324
Total (corr.) 0,8804 26
R2= 29,8962 porciento
R2= (ajustada por g.l.) = 13,2048 porciento

Error estdndar del est = 0,180234

Error absoluto medio =0,11607

Estadistico Durbin-Watson = 1,1726 (P = 0,0036)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =0,412443

Donde, SC = suma de cuadrados, Gl = grados de libertad, CM = cuadrado medio.

Tabla 11. Resumen ANOVA para extensibilidad antes.

Fuente SC Gl CM F P
A: Cafeina 0,0472 1 0,04726 0,35 0,5612
B: HA 3,4924 1 3,49246 25,85 0,0001
AA 0,0063 1 0,0063 0,05 0,8307
AB 0,1928 1 0,1928 1,43 0,2469
BB 0,1418 1 0,1418 1,05 0,3183
Bloques 0,8265 2 0,4132 3,06 0,0705

Error total 2,5671 19 0,1351
Total (corr.) 7.2746 26

R2= 64,7105 porciento

R2= (ajustada por g.l.) = 56,3082 porciento

Error estndar del est = 0,36758

Error absoluto medio = 0,246416

Estadistico Durbin-Watson = 2,16291 (P = 0,4225)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,130975

Donde, SC = suma de cuadrados, Gl = grados de libertad, CM = cuadrado medio.

55



o
@ Lic. en Farmacia.

Tabla 12. Resumen ANOVA para extensibilidad después de aplicar la pesa.

Fuente SC Gl CM F P
A: Cafeina 36,692 1 36,6922 1,78 0,1976
B: HA 8135,82 1 8135,82 395,36 0,00
AA 62,86 1 62,86 3,05 0,0966
AB 0,7106 1 0,7106 0,03 0,8545
BB+ 850,0 1 850,0 41,31 0,00
Bloques 10,271 2 5,1356 0,25 0,7817
Error total 390,98 19 20,5783
Total (corr.) 9487,34 26

R2= 95,8788 porciento

R2= (ajustada por g.l.) = 94,8976 porciento

Error estndar del est = 4,53633

Error absoluto medio = 2,83665

Estadistico Durbin-Watson =2,08131 (P = 0,3475)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,0994513

Donde, SC = suma de cuadrados, Gl = grados de libertad, CM = cuadrado medio.

8.1.3. Diagramas de Pareto.

En los diagramas de Pareto se observan una linea vertical de color azul, en el que
indica un nivel de significancia del 5%, los factores e interacciones que estén del
lado izquierdo de la linea azul no son significativos y aquello que sobrepasan lalinea
azul si lo son, el color de la barra indica el sentido en el cual el factor modifica la
respuesta. El color gris representa un sentido positivo (el factor aumenta la
respuesta), mientras el color azul representa un sentido negativo (el factor
disminuye la respuesta) (Tapia Bolanos, 2014).

Diagrama de Pareto Estandarizada para Viscosidad

B:Acido hialurénico+blogue |
AA -

BB

AB

ACafeina+blogue

e |

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 29. Diagrama de Pareto estandarizado para viscosidad.
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En la figura 29, se representa el diagrama de Pareto para la viscosidad en el cual
se puede observar como el dcido hialurdnico influye a la viscosidad de manera
positiva y significativa, lo que demuestra que el dcido hialurénico es el agente
gelificante y por ende viscosante, de modo que la viscosidad es directamente
proporcional a la cantidad presente de dcido hialurénico en la formulacidn.

Diagrama de Pareto Estandarizada para pH
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Figura 30. Diagrama de Pareto estandarizado para pH.

La figura 30, nos muestra que ninguna variable tiene un efecto significativo vy
positivo para pH, esto se puede confirmar con la tabla 10 de andlisis de ANOVA en
consecuencia con la R? que es baja e indica que no existe una correlacion de
datos.

Diagrama de Parete Estandarizada para Extensebilidad antes
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Figura 31. Diagrama de Pareto estandarizado para extensibilidad antes de aplicar
la pesa.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Extensibiidad después
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Figura 32. Diagrama de Pareto estandarizado para extensibilidad después de
aplicar la pesa.

En la figura 32, se muestra que el Unico factor significativo y positivo es el BB: que
representa al dcido hialurénico esto es légico ya que es nuestro agente gelificante
0 viscosante y es el componente determinante para la prueba de extensibilidad,
mientras que lo demds factores a pesar de que son negativos no impactan de
manera significativa en la formulacion (figura 31y 32).

8.1.4. Superficies de respuesta.

La Metodologia de Superficies de Respuesta (MSR) es la estrategia experimental y
de andlisis que permite resolver el problema de encontrar las condiciones de
operacidon optimas de un proceso, es decir, aquellas que dan por resultados
“valores 6ptimos”

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

1500 Fom—— '~~~ "7 Deseabilidad

1200 |- | mmm 0,102
3 i . 0,2-0,3
= - ] 0,3-0,4
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5 9007 ] mm 0405
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g 600 | I 060,7
2 C 1 mm 0708
300 |- - 0,8-0,9
I “‘. 1 W 0910
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Figura 33. Grdfico de superficie de respuesta estimada para la formulacion éptima.
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Después de recabar todos los datos del diseno de experimentos, se obtienen las
cantidades éptimas para la formulacion del gel.

En la figura 33, se puede apreciar el grafico de superficie de respuesta en el que se
observa doslineas rojas que representan las cantidades éptimas de cafeina y dcido
hialurénico.

8.2. Formulacién éptima.

Tabla 13. Cantidades y funcion de los componentes de la formulacion optima.

Componente Cantidad en mg Funcién
Cafeina 884.468 Activo
HA 455.014 Agente viscosante,
solubilizante y humectante
Acido Benzoico 70 Conservador
Agua cbp Disolvente

De acuerdo a la tabla 13, se procede a la optimizacion y a la caracterizacion
fisicogquimica del gel, se realizaron las siguientes pruebas: viscosidad, pH,
extensibilidad antes de aplicar la pesa y después de la aplicacion de la pesq,
densidad relativa, contenido quimico.

8.2.1. Viscosidad.

La viscosidad de un fluido puede describirse simplemente como su resistencia al
flujo o al movimiento (Vila Jato, 2001), para determinar la viscosidad es necesario
estudiar la reologia. La reologia, se basa en el estudio de coémo los materiales se
mueven o deforman cuando estdn sujetos a una fuerza aplicada. Las superficies se
mueven siguiendo una relacion enfre si e imponen una fuerza de demanda
(esfuerzo de cizalla) o una deformacion (velocidad de deformacion por cizalla o
deformacion de cizalla) (Duffy & Carrington, 2018). En la viscosidad existen dos tipos
de fluidos que son:

e Fluido Newtoniano, se deforma con una velocidad proporcional a la fuerza
aplicada y no depende del fiempo de aplicaciéon de la fuerza (la viscosidad
permanece constate).

e Fluido no Newtoniano, no hay proporcionalidad entre la fuerza aplicada y la
velocidad de deformaciéon, debido a que la viscosidad no se mantiene
constante.
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La prueba se realizd a temperatura ambiente 25 °C, de forma ascendente vy
descendente en cada lectura se tuvo como referencia de medida un minuto por
cada nivel de velocidad. En la tabla 14, se observan los resultados de las lecturas.

Tabla 14. Resultados de la viscosidad a diferentes velocidades de cizalla.

Velocidad de cizalla Viscosidad ascendente Viscosidad descendente

(rpm) (cP) (cP)
1 815 924
1.5 810 210
2 788 908
2.5 764 890
3 685 830

4 652 894

5 590 856

6 557 785
10 513 753
12 508 667
20 494 634
30 483 606
50 416 556
60 403 535
100 326 337

—o— Ascendente —@—Descendente

1000
800

600

Viscosidad (cP)
D

N
o
o

o

0 20 40 60 80 100 120
Velocidad de cizalla (rom)

Figura 34. Reograma, comparacion de la viscosidad en funcién de la velocidad
de cizalla, de forma ascendente y descendente.
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Al analizar el fipo de fluido del reograma (figura 34), se observa que se trata de un
fluido no Newtoniano tixotrépico. Fluido no Newtoniano, es debido que no hay
proporcionalidad entre la fuerza aplicada y la velocidad de deformaciéon (la
viscosidad no se mantiene constante) y tixotrépico porque su viscosidad disminuye
al aumentar la velocidad de deformacion o cizalla.

8.2.2. pH.

El pH de la piel varia entre 4.5 — 6.67 dependiendo de la zona anatdémica del
cuerpo (Lucero, 2017). El valor promedio registrado de pH (ver tabla 15) en la
formulacion del gel fue de 7.01 lo que se le conoce como pH neutro, este valor de
pH no lo hace tan decisivo en la formulacidon ya que no es muy alcalino, es
importante tener presente que la mayoria de las preparaciones de aplicacion
topica, el pH es ligeramente alcalino o débimente dcido, de este modo se
garantiza que no se produzca irritacion y/o dano a la piel.

Tabla 15. Datos de pH para la formulacion del gel.

Medicién pH
1 7.15
2 7.0
3 6.90

Promedio 7.01

8.2.3. Extensibilidad.

La extensibilidad se puede definir como el incremento de la superficie que
experimenta una cierta cantidad de gel cuando se le somete ala accidn de pesas
crecientes enintervalos fijos de tiempo (Ferndndez-Montes, 2003). La determinacion
se realizd de acuerdo al punto 7.2.5, sometiendo la muestra a tres pesos diferentes
de 50, 100 y 150 gramos por triplicado con un intervalo de tiempo de 1 minuto, los
resultados se muestran en la tabla 16. En la figura 36, se observa la representacion
grdfica de la extensibilidad antes y después de aplicar las pesas.
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Tabla 16. Area en cm? extensibilidad antes y después.

Peso Muestra Radio (cm) Area (cm?) Promedio drea
sometido (9) (cm?)

(9) Antes | Después | Antes | Después | Antes | Después
0.5048 1.0515| 3.5975 | 3.3735| 40.6586

50 0.5048 0.9995] 3.4185 |3.1384 ) 36.7131 | 3.2601 | 40.0261
0.5001 1.02 3.687 | 3.2685| 42.7068
0.5003 0.975 | 3.6255 | 2.9864 | 41.2939

100 0.5039 0.999 3.686 | 3.1353 | 42.6836 | 3.3460 | 41.7799
0.5036 0.9635] 3.6285 | 3.9164 | 41.3623
0.5002 1.085 | 3.8805 |3.6983 | 47.3070

150 0.4998 1.0795| 3.875 | 3.6609 | 47.1730 | 3.8621 | 48.16%90
0.5018 1.16 3.9905 | 4.2273 | 50.0271

En la figura 35, se ejemplifica la prueba de la extensibilidad antes y después de
someter a diferentes pesos la muestra de gel y coémo el drea de superficie se
expande. En la figura 36, se observa la representacion grdfica de la prueba de

extensibilidad antes y después de someter peso.

Figura 35. Medicion de la prueba de extensibilidad antes y después.
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Figura 36. Grdfico de extensibilidad antes y después, drea en (cm?) en funcién del
peso en (g).

La prueba de extensibilidad es importante para la formulacidn ya que sus
caracteristicas influyen con su facilidad de aplicacion y su adherencia a la piel,
estas caracteristicas tienen repercusion con la viscosidad, si el gel cuenta con una
buena viscosidad y extensibilidad, contribuye positivamente con la aceptaciéon por
parte del paciente en la formulaciéon empleada.

8.2.4. Densidad relativa.

La densidad relativa de acuerdo a la FEUM (MGA 0251) menciona que la
descripcion de esta prueba se basa en la relacidén que existe entre el peso de un
volumen de una sustancia y el peso del mismo volumen de agua, a una
temperatura dada. Porssisola la densidad, es la relacion entre la masa y el volumen
de una sustancia.

La prueba de densidad relativa se realizé por triplicado a temperatura ambiente
25 °C, se obtuvo como resultado (ver tabla 17) que la densidad relativa del gel
cargado de cafeina es de 1.0058 + 0.0002.

Tabla 17. Datos, densidad relativa para el gel cargado con cafeina.

Muestra Picnémetro Picndmetro Picndmetro Densidad Densidad Desviacion

vacio con agua con relativa relativa estandar
muestra promedio
1 50.5450 62.1553 62.2196 1.0055
2 50.5452 62.1427 62.2133 1.0060 1.0058 0.0002
3 50.5464 62.1450 52.2140 1.0059
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8.2.5. Contenido quimico.

El contenido quimico o uniformidad de dosis se define como el grado de

homogeneidad en la cantidad de principio activo de las unidades de dosificacion.
La evaluacién se realizéd por triplicado, para medir la cantidad de activo se elabord
una curva de calibracion (anexo 1) en el cual se interpold la absorbancia de la

muestra para determinar la concentracion y la cantidad de activo. En la tabla 18,

se presentan las cantidades obtenidas.

Tabla 18. Contenido quimico de cafeina.

Concentracion

Porcentaje

Muestra Absorbancia cafeina (ug/mL) recuperado cafeina
‘ 0.549¢6 11.9154 98.1067
2 0.559 12.1193 99.7856
3 0.5585 12.1084 99.6963
4 0.5598 12.1366 99.9284
5 0.5539 12.0086 98.8747
6 0.5547 12.0260 99.0176
7 0.5543 12.0173 98.9461
8 0.5755 12.4772 102.7326
9 0.5512 11.9501 98.3925
10 0.5588 12.1149 99.7498

Promedio 99.5230
Desviacion estandar 1.2870
C.V. % 1.2932

De acuerdo a la FEUM, los requisitos para confenido quimico en sistemas

transdérmicos se cumplen si, empleando el método de uniformidad de contenido
se encuentra dentro del intervalo de 85,0 a 115,0 % del valor tedrico declarado, y
la desviacion estandar relativa es menor o igual a 6,0 %. Conforme a los resultados
se comprobd que el contenido de principio activo estd dentro de la especificacion
de la FEUM con un porcentaje de 99.5230% del valor tedrico y una desviacion
estdndar de 1.2870 ya que con estos resultados se garantiza la homogeneidad en
la cantidad de principio activo en cada dosificacion.
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8.3. Estudios de liberacion in vitro del gel cargado con cafeina.

La liberacién del fdrmaco es el proceso por el cual una molécula de fdrmaco migra
a partir de su posicion inicial en el sistema de liberacidn hacia el medio de
liberacién, posteriormente esta molécula, estard sujeta al proceso farmacocinético
y eventualmente disponible para su accidon farmacoldgica. En el caso de la
administracién transdérmica, la liberacién puede darse en la superficie donde el
sistema se aplicd y a partir de ahi el fdrmaco difunde hacia el interior de la piel, o
bien, puede que el sistema llegue a capas mdas profundas (Rodriguez, 2018). En la
figura 37, se observa que la cafeina se libera del gel en un 99.20% en 21 min, lo que
se asegura la liberacién completa del principio activo para su absorcién a través
de las capas de la piel.

120
100
80

60

40

% Liberado

20

5 10 15 20 25 30 35

-20
Tiempo (min)

Figura 37. Perfil de liberacion para la formulacion éptima del gel cargado con
cafeina.

Los perfiles de liberacidn se realizaron de acuerdo al punto 7.3.3, lo que se interesa
evaluar es la velocidad a la que se libera el fdrmaco y el mecanismo por el cual
ocurre, es por ello, que se han propuesto distintos modelos matemdaticos para
explicarlos.

Entre los modelos matemdticos y ecuaciones que se utilizaron fueron: los modelos
de orden cero (figura 38), orden uno (figura 39), Higuchi (figura 40), Korsmeyer-
Peppas (figura 41). Los resultados obtenidos para la cinética de liberacion de estos
modelos se encuentran en la tabla 19.
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Tabla 19. Datos de r2 para la cinética de liberacion.

Modelos matematicos r2
Orden cero 0.5387
Orden uno 0.924
Higuchi 0.9559
Korsmeyer-Peppas 0.9979 n=0.26
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Figura 38. Modelo cinético orden cero.
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Figura 39. Modelo cinético orden uno.
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Figura 40. Modelo cinético Higuchi.
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Figura 41. Modelo cinético Korsmeyer-Peppas.
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De acuerdo a la tabla 19, se muestran los coeficientes de correlacion (r2) de los
cuatro modelos aplicados a la cinética de liberacion, para obtener r2 y la
pendiente se realizé la regresion lineal de la ecuacion de la recta, donde el
coeficiente de correlacion mds cercano a 1 representa el mejor ajuste, se puede
observar que el modelo que mejor se ajusta corresponde a Korsmeyer-Peppas con
un r2 de 0.9979 y un valor de n<0.45, n es el valor de la pendiente e indica el
mecanismo en el que ocurre la liberacién, lo cual demuestra que la liberacién
sucede por difusion, denominada liberacion Fickiana, esto demuestra que sigue la
ley de Fick con una n = 0.26. El dcido hialurénico por tratarse de un hidrogel
representa a la matriz polimérica, su comportamiento es controlado por difusidon e
hinchamiento, de tal manera que se difunde con el agua hacia el interior de la
matriz haciendo una relajacidon de las cadenas poliméricas, provocando que se

abran poros y pueda liberar al f&rmaco de cafeina en el medio.

8.4. Estudios in vitro de absorcion percutdnea.

El estudio de permeacion tiene como finalidad predecir su absorcion percutdnea
del fdrmaco in vivo, para ello se utilizan celdas de difusidon tipo Franz. Se realizaron
dos estudios de permeacion con piel humana, uno de ellos con el fratamiento de
microagujas solidas de longitud de 2.5 mm y el segundo por difusion pasiva con
“piel intacta”, con el fin de comparar si existe diferencia significativa entre ellos,
esto se llevd a cabo siguiendo la metodologia de acuerdo al punto 7.3.5. A
temperatura fisioldgica.

Se calculd la cantidad acumulada en mg de cafeina para cada sistema y fambien
la cantidad acumulada por drea expuesta del gel, esta es el drea de contacto con
la que la piel estuvo en contacto con la formulacion del gel en el interior de la
celda, este cdiculo se obtiene dividiendo la cantidad acumulada entfre 2.01 cm?.
En la tabla 20 se presentan los resultados obtenidos.
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Tabla 20. Resultados de la cantfidad acumulada de cafeina y la cantidad
acumulada por drea expuesta del gel en difusion pasiva y con el tratamiento de
microaguijas.

Difusion pasiva Microagujas
Tiempo Cantidad Cantidad acumulada Cantidad Cantidad acumulada

(h) acumulada de de cafeina por drea acumulada de de cafeina por drea

cafeina (mg) expuesta (mg/cm2) cafeina (mg) expuesta (mg/cm?)
1 0.0929 0.0462 0.0945 0.0470
2 0.2078 0.1033 0.2102 0.1045
3 0.3382 0.1682 0.3681 0.1831
4 0.4808 0.2391 0.5744 0.2856
5 0.6177 0.3072 0.7186 0.3574
6 0.7530 0.3745 1.0317 0.5131
7 0.8794 0.4373 1.3778 0.6852
8 1.0147 0.5046 1.5149 0.7534
24 1.1986 0.5961 1.6928 0.8419
25 1.3586 0.6757 1.8477 0.9189
26 1.4632 0.7277 1.9797 0.9846
28 1.5589 0.7753 2.1258 1.0573
30 1.6748 0.8330 2.2424 1.1153

Las cantidades acumuladas por drea expuesta en mg/cm? se grafican contra el
tiempo y asi obtener el perfil de permeacion a través de la piel.

1.2

"y = 0.0441x - 0.1882
0.8 R? = 0.9575

Cantidad acumulada de
cafeina por drea expuesta en

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

Figura 42. Perfil de permeacién en piel humana usando microagujas.
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Figura 43. Perfil de permeacion en piel humana por difusion pasiva.

En la figura 42 y 43, se muestran los perfiles de permeacién para el gel de cafeina
usando microagujas y difusién pasiva. En ambos perfiles se observan tendencia de
la curva en dos colores, el color azul representa la difusion no estacionaria y la de
color naranja es el fragmento que corresponde a la difusion en estado estacionario,
es decir la parte azul de la curva esta descrita por la segunda ley de Fick, mientras
la parte naranja son explicados por la primera ley de Fick.

Tabla 21. Pardmetros de permeacion por difusion pasiva y usando microagujas.

Tu (h) J (ng/cm?h) Kp (cm?/h)
Difusion pasiva 6.90 36.6 2.529X104
Microagujas 4.26 44.1 2.94X104

Aplicando la primera ley de Fick se obtuvieron los pardmetros biofarmacéuticos (a
partir de la ecuacién de la recta) los cuales son: tiempo de latencia T, (h), flujo J y
coeficiente de permeabilidad Kp.

El tiempo de latencia T, se relaciona con la cantidad de farmaco que se libera
constante en el estado estacionario en funcidn del tiempo a través de la piel. El
cual se calcula dividiendo la ordenada al origen entre la pendiente de la ecuacion
de la recta del estado estacionario

El flujo J, es la cantidad de farmaco que difunde por unidad de superficie y tiempo
(Mg/cm?h). Y corresponde a la pendiente de la recta del estado estacionario en
Mg.

El coeficiente de permeabilidad Kp, representa la cantidad de fadrmaco que
atraviesa la membrana de la piel. Este pardmetro se obtiene al dividir el flujo entre
la cantidad de fdrmaco contenido en el gel.

70



—

A
@ Lic. en Farmacia.

En la tabla 21, se muestra la comparacion de los pardmetros biofarmacéuticos por
difusién pasiva y con microagujas. De los cuales, si existe diferencias entre los dos
estudios de permeacién. Demostrando que en el caso de la difusion pasiva el
tiempo de latencia (T.) es de 6.90 h, siendo mucho mayor, que con el arreglo de
microagujas con un tiempo de latencia (T.) de 4.26 h. De igual maneraq, el flujo y la
constante de permeabilidad son menores por difusidn pasiva que con microagujas
(ver tabla 21). Esto comprueba que la piel se comporta como una barrera de

penetraciéon selectiva y es una limitante en la absorcidon percutdnea, en cambio
usando microagujas como promotor fisico el paso del fdrmaco de cafeina se ve
favorecido mediante la formacion de microcanales (pozos) por medio de las
microagujas, permitiendo el paso de la cafeina.

8.5. Estudio de MEB y micrografias de las perforaciones generadas por

el arreglo de microaguja sobre la piel.

La finalidad de este estudio de microscopia electronica de barrido (MEB), es
permitir la observacion y caracterizacion superficial de la piel con el arreglo de
microagujas y asi asegurar que se formaron “pozos” o microcanales en la piel, la
metodologia de este estudio se realizd de acuerdo al punto 7.3.8. La MEB tiene una
gran profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran
parte de la muestra. En la figura 44, se observan las micrografias ftomadas a la piel
control y a la piel tratada con microagujas a diferentes objetivos de X100, X250 y
X500.

SEl 15KV WD22mmSS43
Sampie

Figura 44. Micrografias tomadas a la piel control y tratada con microagujas a
diferentes objetivos de X100, X250 y X500.
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9. Conclusiones.

Se logré desarrollar y caracterizar un gel cargado con cafeina para
aplicacién topica-transdérmica, con el propdsito de obtener una forma
farmacéutica novedosa, coadyuvante para el tratamiento de sobrepeso y
obesidad.

Se formuldé un gel cargado con cafeina a fravés de un diseno de
experimentos para la optimizacion de la formulacion.

Se evalud al gel cargado con cafeina mediante pruebas fisicoquimicas
como densidad relativa, pH, extensibilidad, viscosidad y contenido quimico,
cumpliendo con las especificaciones requeridas para un gel comercial.

Se realizd perfiles de liberacién utilizando bolsas de didlisis de membrana de
celulosa, obteniendo el porcentaje liberado del 99.20% en 21 min
asegurandose la liberaciéon completa de la cafeina, ajustdndose al modelo
Korsmeyer-Peppas con una r2 = 0.9979 y se determiné el mecanismo de
liberacién lo cual ocurre por difusidn Fickiana con n = 0.26.

Se llevd a cabo la comparacion estudios de permeacion in vitro en piel
humana cuando se administra por difusion pasiva en el que se obtuvo un
flujo de (J) de 36.6 ug/cm?h, una constante de permeabilidad de (Kp)
2.529X104 cm?/h y un tiempo de latencia (T.) de 6.9 h, y usando microagujas
como promotor fisico un flujo de (J) de 44.1 ug/cm2h, una constante de
permeabilidad de (Kp) 2.94X104 cm?/h y un tiempo de latencia (T.) de 4.26
h.

10. Perspectivas.

Realizar estudios de estabilidad de acuerdo ala norma NOM-073-SSA1-2015,
ya que, es la evidencia que demuestran el periodo de vida Util del gel. Dicho
estudio, permite confirmar los periodos de caducidad y establece las
condiciones de almacenamiento.

Realizar estudios de permeacién por difusion pasiva, usando un promotor
quimico compatible con la formulacién en el que permita una mayor
absorcién percutdnea en menor tiempo y se traduzca en una reduccién en
costos.

Probar los geles en un modelo in vivo con ratas Wistar inducidas con
sobrepeso, para comprobar el efecto terapéutico del medicamento.
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12. Anexo 1.

12.1.1. Validacién del método andlitico por espectrofotometria por UV-Vis,
para la cuantificacion de cafeina en el gel de HA.

El protocolo fue realizado de acuerdo a la Guia de Validacion de Métodos
Analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos
A.C.

12.1.2. Procedimientos.

12.1.3 Condiciones de andilisis.

Se analizaron las muestras por espectrofotometria UV en equipo Velab, a una
longitud de onda de 271 nm utilizando como blanco agua desionizada en celdas
de cuarzo de 1 cm? a temperatura ambiente.

12.1.4 Espectro de absorcion de cafeina.

Para la determinacién de longitud de absorcion mdxima de cafeina, se realizé un
barrido espectrofotométrico.
Se prepard una solucion de 20 ug/mL con agua desionizada y un barrido de 190-
900 nm.
Para la preparacion de la solucion se realizd de acuerdo al siguiente
procedimiento:
1. Pesar aproximadamente bien conocidos 25 mg de cafeina
2. Disolver la cafeina con la minima cantidad de alcohol efilico (4mL)
3. Transferir la solucién a un matraz de 100 mL y llevar a volumen con agua
desionizada (Solucién A)
4. Tomar una alicuota de 5 mL de la solucidn A, y transferirlo a un matraz de 50
mL por Ultimo aforar con agua desionizada (solucion B)
5. Realizar el barrido de la solucion B a un rango de 190-200 nm

12.1.5. Preparacioén de la solucion stock de cafeina a una concentracion de
250 pug/mL.

1. Pesar aproximadamente bien conocidos 25 mg de cafeina y agregar 5 mL
de etanol

2. Agitar por medio de agitacidon magnética hasta que la cafeina este
completamente soluble.
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3. Transferir la solucidon a un matraz de 100 mL y llevar a la marca de aforo con
agua desionizada
4. Etiguetar como solucion stock cafeina.

12.1.6. Preparacion de la curva de calibracion de cafeina.

Una vez que se haya preparado la solucion stock de cafeina (ver punto12.1.5)
tomar alicuotas de 1, 2, 3, 4, y 5 mL, y transferir a matraces volumétrico de 50 mL
para formar 5 sistemas, aforar con agua desionizada. Los cinco sistemas forman
parte de la curva de calibracién con el intervalo de concentracion de 5 a 25

Hg/mL.

12.1.7. Pardmetros de desempeno.

12.1.8. Precision del sistema.

Tomar una alicuota de 4 mL de la soluciéon stock de cafeina a 250 ug/mL (ver punto
12.1.5) transferir a un matraz de 50 mL y aforar con agua desionizada.
Homogeneizar la solucién y leer la muestra (que tendrd una concentraciéon de 20
ug/mL), en el espectrofotdbmetro a 271 nm. Realizarlo por sextuplicado. Medir la
respuesta analitica de la muestra y calcular Sy CV%.

12.1.9. Linealidad del sistema.

Preparar por triplicado la curva de cafeina (ver punto 12.1.6.) y leer la respuesta
analitica bajo las mismas condiciones (ver el punto 12.1.3.).
Reportar la relaciéon entre la concentracion y la respuesta calcular r2, CV%, IC (B1).

12.1.10 Linealidad del método.

Preparar un gel placebo de dcido hialurénico, pesar 10 g de gel placebo, disolver
con 30 mL de agua y adicionar 80 mg de cafeina. Transferir a un matraz volumétrico
de 250 mLy llevar a volumen. Tomar una alicuota de 5 mL de esta solucién y aforar
en un matraz volumétrico de 100 mL. Leer en el espectrofotébmetro a 271 nm. Repetir
este proceso fres veces para obtener la respuesta analitica (absorbancia para el
porcentaje de 80%). Para las muestras de gel cargado al 100% y 120% pesar 100 mg
y 120 mg respectivamente y seguir la metodologia antes mencionada.

Calcular el porcentaje de recobro para cada placebo al obtener el cociente de
la cantidad recuperada respecto a la cantidad adicionada expresada en
porcentaje. Calculary, S, CV%, 12, IC (B1) € IC (u).
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12.1.11. Exactitud y repetibilidad del método.

Preparar un lote de 15 g de gel cargado con cafeina. Pesar 11.3062 g de gel
cargado con cafeina. Disolver con agua desionizada y frasvasar a un matraz
volumétrico de 250 mL y aforar. Tomar un alicuota de 5 mL de esta preparacion y
aforar en matraz de 100 mL. Leer en el espectrofotdbmetro a 271 nm. Repetir el
proceso por sextuplicado medir la respuesta analitica y calcular el porcentaje de
recobro de cada sistema, al obtener el cociente de la cantidad recuperada,
respecto a la cantidad adicionada expresada en porcentaje. Calculary, S, CV%,
r2, IC (u) del porcentaje de recobro.

12.1.12 Precision del método.

Preparar un lote de 15 g de gel cargado con cafeina. Pesar 11.3062 g de gel
cargado con cafeina. Disolver con agua desionizada y frasvasar a un maftraz
volumétrico de 250 mL y aforar. Tomar un alicuota de 5 mL de esta preparacion y
aforar en matraz de 100 mL. Leer en el espectrofotdbmetro a 271 nm. Repetir el
proceso por triplicado medir la respuesta analitica y calcular el porcentaje de
recobro de cada sistema al obtener el cociente de la cantidad recuperada
respecto a la cantidad adicionada expresada en porcentaje. Calculary, S, CV%,
del contenido quimico.

12.1.13. Criterios de aceptacion.

e Precision del sistema. %CV de la respuesta analitica debe ser < 1.5%

e Lineadlidad del sistema. El valor de lar de la relacién entre la concentracion
y la respuesta analitica debe ser 20.98 y el IC (B1) no debe incluir el cero.

e Linealidad del método. El valor de la r dela relaciéon cantidad adicionada Vs
cantidad recuperada debe serr > 0.98, el IC (B:1) debe incluir la unidad y el
%CV no debe ser mayor al 3%. Segun el porcentaje de recobro IC (u) debe
incluir el 100% o el promedio aritmético del % de recobro debe incluirse en el
intervalo de 97-103% con un %CV no mayor del 3%

e Exactitud y repetibilidad del método. El IC (u) debe incluir el 100% o el
promedio aritmético del % de recobro se debe incluir en el intervalo del 97-
103%. El %CV del porcentaje de recobro no debe ser mayor del 3%

e Precision del método. El %CV del contenido quimico no debe ser mayor del
3%.
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12.2. Resultados y dictamen.

12.2.1. Espectro de absorcién de cafeina.

Se redalizé el barrido para conocer cudl es la longitud de onda donde la cafeina
tiene mayor absorcién. En la figura 45 se observa que la cafeina tiene una maxima
absorcion de 271 nm, segun la literatura la cafeina absorbe a 271nm.
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Figura 45. Espectro de absorcién de cafeina a (20 ug/mL).

12.2.2. Precision del sistema.

Se analizaron 6 muestras a partir de una solucidn stock de cafeina. En la tabla 22 se
observan los resultados.

Tabla 22. Datos de la precision del sistema.

Muestra Absorbancia
1 1.0632
2 1.0669
3 1.0669
4 1.069
5 1.0676
6 1.0692
PROMEDIO 1.06713
S 0.0021704
%CV 0.20338
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12.2.3. Linealidad del sistema.

Se prepard una curva de calibracion con 5 niveles de concentracion por triplicado,
los resultados se observan en la tabla 23, y en la tabla 24 se muestran el andlisis
estadistico. En la figura 46 tal se representan el grdfico de la concentracion en
funcion de la absorbancia para las 3 curvas de calibracion de cafeina para
determinar la linealidad del sistema.

Tabla 23. Datos de la linealidad del sistema.

Concentracion de solucion stock 250 Absorbancia
Hg/mL

Muestra Vol. (mL) Hg/mL Curval Curva 2 Curva 3
1 1 o 0.2377 0.2325 0.2293
2 2 10 0.4734 0.4662 0.4656
3 3 15 0.697 0.6934 0.691
4 4 20 0.9214 0.9206 0.9205
5 5 25 1.1428 1.1475 1.1553

Tabla 24. Evaluacion de la linealidad del sistema.

Curva Criterios de aceptacion
r2 IC (B1) %CV
1 0.99987 0.0459 0.0473 1.700681103
2 0.99997 0.0459 0.0465 0.658144
3 0.9995 0.0459 0.0463 0.571796

Doénde: r2 = coeficiente de determinacion, IC (Bi)=intervalo de confianza para
pendiente poblacional, %CV= coeficiente de variacion.

Para el andlisis de las tres curvas de calibracion los valores de r2y %CV estdn dentro

de los criterios aceptables con rzcercano a 1y %CV menor al 3%, por lo tanto,
cumple con la especificacion.
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Figura 46. Grdfico linealidad del sistema para cafeina.

12.2.4. Linealidad del método.

Se analizé una curva de concentracién con gel de dcido hialurénico placebo
adicionado al 80, 100 y 120% de cafeina. Los resultados se muestran en la tabla 25
y en la figura 47 en el cual, el grdfico representa la relacién entre la cantidad
recuperada y la adicionada.
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Figura 47. Grdfico linealidad del método para cafeina.
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Tabla 25. Datos y criterios de la linealidad del método.

Nivel Muestra Absorbancia Concentracion Concentracién Cantidad Cantidad %
A Adicionada Recuperada adicionada recuperada Recobro
ug/mL ug/mlL (mg) (mg)
1 0.7093 16 15.37961 80 76.89805 96.12256
80 2 0.7377 16 15.995662 80 79.97831 99.97289
3 0.735 16 15.937093 80 79.68547  99.60683
4 0.9235 20 20.02603 100 100.1302 100.1302
100 5 0.903 20 19.581345 100 97.90672  97.90672
6 0.9233 20 20.021692 100 100.1085 100.1085
7 1.1098 24 24.067245 120 120.3362 100.2802
120 8 1.2107 24 26.255965 120 131.2798 109.3999
9 1.2085 24 26.208243 120 131.0412  109.201
Promedio 101.4143
S 4.672963
%CV 4.607795
R2 0.9919
IC (B) 1.1873
42705
IC () 98.361
104.46

12.2.5. Exactitud y repetibilidad del método.

Se andalizaron los porcentajes de recobro para 6 placebos de dcido hialurénico
cargado al 100% de cafeina, en el cual en la tabla 26 se observan los resultados
obtenidos.

Tabla 26. Datos y criterios, para la exactitud y la repetibilidad del método.

Muestra Absorbancia Concentracién Concentracién Cantidad % Recobro
Adicionada Recuperada adicionada
Hg/mL ng/mL (mg)
1 0.9235 20 20.0260304 100.1301 100.1301
2 0.9236 20 20.0281996 100.1409 100.1409
3 0.923 20 20.0151844 100.0759 100.0759
4 0.9233 20 20.021692 100.1084 100.1084
5 0.9235 20 20.0260304 100.1301 100.1301
6 0.9232 20 20.0195228 101.1822 101.1822
CUMPLE Promedio 100.2946
S 0.43544875
CUMPLE CV% 0.43416969
IC () 99.946 100.643
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12.2.6. Precision del método.

Se evalud el contenido quimico a 3 muestras de gel de dcido hialurénico cargado
con cafeina 100 mg con dos andalistas y en dos dias, los resultados se muestran en

la tabla 27.

Tabla 27. Datos y criterios para la precision del método.

Dia 1

Anadlista Mvuesitra Absorbancia

Concentracion
Recuperada pg/mL

Cantidad de cafeina
recuperada (mg)

1 0.9203 19.95662 99.78308
1 2 0.9271 20.10412 100.5206

3 0.9236 20.0282 100.141
1 0.9231 20.01735 100.0868
2 2 0.9213 19.97831 99.89154
3 0.931 20.18872 100.9436

Dia 2

1 0.9211 19.97397 99.86985
1 2 0.9194 19.93709 99.68547
3 0.9372 20.32321 101.6161
1 0.9251 20.06074 100.3037
2 2 0.9396 20.37527 101.8764
3 0.9285 20.13449 100.6725
Promedio 100.4492
S 0.714706

CVY% 0.71151
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