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Resumen
En la presente tesis se realizé un estudio in vitro de difusién transdérmica de 7-hidroxi-

3,4-dihidrocadalina, metabolito secundario que concede propiedades antiinflamatorias
y antinociceptivas a la Heterotheca inuloides Cass mejor conocida como “Arnica
mexicana”, la cual es usada en la medicina tradicional en forma de infusiones,

decocciones o cataplasmas para tratar heridas cutaneas y procesos inflamatorios®23.

El resultado que se obtuvo del estudio utilizando cdmaras de Franz y una membrana
sintética de uso comercial como un modelo de piel humana, denominada Strat-M®; es
que la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina sigue un mecanismo de difusién pasiva, pero con
el tiempo la cantidad difundida disminuye, encontrandose una difusion en las primeras
dos horas de 0.1107 + 0.0003 mg/cm?h y otro de 2 a 4 horas de 0.0556 + 0.0121
mg/cm?h. Una manera de verificar si el metabolito seguia una difusién pasiva fue
determinando las propiedades fisicoquimicas de éste, demostrando que posee un bajo
peso molecular, un coeficiente de reparto (octanol/agua) de 2, el cual es ideal para que
no quede retenido en la membrana, ademds de presentar una baja solubilidad en el

medio receptor utilizado (Disolucién amortiguadora de Tris pH 7.5).
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1. INTRODUCCION

Heterotheca inuloides Cass (Arnica mexicana) es una planta empleada en la Medicina
Tradicional Mexicana para el tratamiento de contusiones, procesos inflamatorios y
heridas cutaneas?3?; utilizando principalmente las inflorescencias para la elaboracién
de infusiones o decocciones y algunos productos comerciales tanto en cremas,
unglientos y pomadas.

Se ha identificado que la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina es uno de los metabolitos
secundarios que concede dichas propiedades, por lo que en el presente estudio se
determinara la constante de permeabilidad utilizando un modelo in vitro de difusidn
transdérmica en cdmaras de Franz y una membrana sintética comercial (Strat-M"®)
como sustito de piel, la cual se ha reportado en trabajos anteriores reduce la
variabilidad, ademas de tener una mejor reproducibilidad en la experimentacién?, para
poder correlacionar el uso de la planta y sus propiedades de penetracién con el uso

tradicional.
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2. MARCO TEORICO

2.1. LA PIEL COMO BARRERA DE PROTECCION

La piel humana es una barrera eficiente®, su principal funcién es proteger al cuerpo
humano de la pérdida de agua (balance hidrico y termorregulacion), y la entrada de

componentes potencialmente toxicos, alergénicos, irritantes y microbioldgicos®.

2.2. ESTRUCTURA DE LA PIEL

La piel es el 6rgano mas extenso de todo el cuerpo humano, mide aproximadamente
1.4 metros cuadrados. Existe una gran variabilidad de la piel dependiendo del sexo,
edad, raza, actividades del individuo y region del cuerpo’. Estd conformada por capas
dividiéndose en epidermis (capa superficial), dermis o corion (porcidn profunda) y tela

subcutanea.

2.2.1. EPIDERMIS
La epidermis es la capa exterior de la piel. Es un epitelio escamoso, estratificado y

queratinizado. Carece de vasos sanguineos y se nutre por difusién de los capilares de la
dermis. Impide tanto la pérdida de humedad y la entrada de sustancias tdxicas®. Los
cinco estratos que lo conforman son: basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo.

Esquematizados en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema representativo de las capas celulares de la piel.
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2.2.1.1.  ESTRATO BASAL CILINDRICO
El estrato basal cilindrico o germinativo es la capa mas profunda e importante de la

piel, constituido por células columnares capaces de efectuar divisién mitdtica®, cuando
las nuevas células son formadas, sufren cambios morfoldgicos y nucleares de manera
gue se mueven hacia la capa superficial en forma simultanea, dando origen a todas las

capas externas de la epidermis'®,

2.2.1.2. ESTRATO ESPINOSO
Las células basales que se mueven hacia la superficie forman una capa de células

poliédricas conectadas por desmosomas, constituyendo el estrato espinoso,
denominado asi, ya que al observarse en el microscopio, se notan bandas
citoplasmaticas que le dan un aspecto espinoso caracteristico en los intersticios de las

células®.

2.2.1.3.  ESTRATO GRANULOSO
El estrato granuloso estd conformado por varias capas de células poliédricas que

acumulan en su citoplasma queratohialina, la cual es una proteina sulfatada precursora
de la queratina®. También llamado asi porque en este estrato aparecen los granulos
lamelares o cuerpos de Odland. Estos granulos contienen una carga lipidica que al
llegar al estrato cérneo serd liberada al espacio intercelular, formando asi la matriz de

lipidos en la que estan inmersos los corneocitos.

2.2.1.4.  ESTRATO LUcIDO
El estrato lUcido, situado debajo del estrato cdrneo, se compone por tres o cuatro

capas de células aplanadas que contienen granulos de eleidina®.

2.2.1.5.  ESTRATO CORNEO
El estrato Cérneo (5 a 600 um) estd constituido por células planas, que por su poca

nutricion y por estar alejadas de la red capilar dérmica, sufren un proceso necrético
bidtico®. Son conocidas con el nombre de células queratinizadas por su alto contenido
en dicha proteina.

La estructura principal de este estrato consiste en:

e Corneocitos: Estan conformados por un conjunto de 18-20 células apiladas que

varian segun la parte del cuerpo y proporcionan una barrera fisica.
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e Corneodesmosomas: Funcionan como ligaduras para mantener juntos a los
corneocitos.

e Mezcla de lipidos: Permiten el paso de las moléculas entre los corneocitos. Esta
conformada por 13 especies de ceramidas, colesterol, y acidos grasos libres en
igual proporcidn para formar una barrera de permeabilidad.

e Enzimas proteoliticas: Estan involucradas en el proceso de formacién de una
pro-barrera conformada por lipidos y enzimas lipoliticas que degradan los
desmosomas, contribuyendo ambas al inicio de las actividades bioquimicas del
estrato cérneo.

e Secreciones: Son contenidas en el cuerpo laminar epidermal del estrato cérneo
y granuloso. Forman una pro-barrera laminar de lipidos, intercalados con

enzimas y péptidos antimicrobianos?!?.

2.2.2. DERMIS
La dermis es una capa proveniente del mesodermo. Estd compuesta por una red de

macromoléculas con filamentos intermedios de queratina que unen a los
gueratinocitos con las fibras de coldgeno en la dermis superficial. Presenta dos
estratos mal limitados que son el estrato papilar del tejido conectivo laxo y el estrato

reticular'?.

2.2.3. TELA SUBCUTANEA
Es una lamina de tejido areolar que suele contener grasa. Se le conoce como tejido

adiposo subcutdneo o aponeurosis superficial, une a la dermis con las estructuras

subyacentes®.

2.3. MECANISMOS DE PERMEABILIDAD Y LEY DE DIFUSION.
Las membranas celulares tienen una permeabilidad selectiva que depende de Ia

composicion de la membrana (lipidos y proteinas) y la molécula (tamafio, lipofilicidad y
movimiento al atravesar la membrana); es decir, las moléculas pequefias y solubles en
lipidos pueden atravesar directamente la membrana, mientras que, las moléculas mas
grandes o menos liposolubles no lo pueden hacer, a menos que la célula tenga un
mecanismo especifico para transportarlas. El movimiento de la molécula al atravesar la

membrana se clasifica de acuerdo a las necesidades fisicas y energéticas. De éstas
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]
ultimas surgen el llamado mecanismo de difusién, el cual se divide en pasivo o activo

dependiendo si utilizan o no energia para llevarse a cabo®3.

De acuerdo con las leyes de difusidon de Fick, la permeabilidad a través de la piel
incluye el proceso de difusién a través de la epidermis intacta y de los apéndices de la
piel. Estos Gltimos ocupan el 1% del total de la superficie del cuerpo humano, por lo
gue se considera a esta via poco usual. Principalmente, la permeabilidad estd limitada
por el estrato corneo, donde han sido identificadas dos rutas por las cuales se lleva a

cabo dicho proceso; la via intracelular y la intercelular314,

La via intracelular, como se puede ver en la Figura 2, se da a través de los espacios
intracelulares, rodeando a los corneocitos. Mientras que la ruta intercelular atraviesa

los corneocitos y los espacios intercelulares®?.

Intracelular Intercelular Folicular

Formulacidn

Estrato
corneo

o Queratinocitos

” g Cranulos lamelares

7 T
A = Uniones
ey s Destnosomas

e  Células de Lagerhans

g Melanocitos

@ Células dendriticas

Epidermis

Dermig

—ag@» Fibroblastos

Figura 2. Rutas de permeabilidad de la piel.

Existen varios modelos fisicoquimicos que explican la permeabilidad de las moléculas a
través de la piel, entre los principales se encuentran la primera y segunda ley de Fick.
La primera ley describe la difusién de un compuesto sin carga a través de una

membrana, donde el flujo en estado estacionario (J=moles/cms) por unidad de
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longitud del trayecto (6, cm) es proporcional al gradiente de concentracion (AC) y al
coeficiente de difusién (D cm?/s).

/-0

Denotando que el signo negativo indica que el flujo neto es en direccién al
compartimento de menor concentracion; y la segunda ley de Fick se utiliza en sistemas
cuya difusion no es constante (estado de no equilibrio), donde el coeficiente de
difusién es independiente del tiempo; estableciendo que la velocidad de cambio de la
composicion de la muestra es proporcional al coeficiente de difusién por la velocidad
de cambio del gradiente de concentraciéon'®; para calcular la constante de

permeabilidad (Kp; cm/h) se utiliza la siguiente ecuacion:

Donde At es la diferencia de tiempo, x es el cambio de concentracién en un puntoy D

es el coeficiente de difusidn?®.

Otros modelos que explican la difusiéon son los de Higuchi y Peppas. El modelo de
Higuchi describe el flujo de un soluto al atravesar una matriz usualmente polimérica;
aunque para explicarlo se basa en dos puntos principalmente. El primero es la
visualizacidn fisica de la barrera de la matriz, en donde hay una parte con soluto no
disuelto y la otra parte con el soluto disuelto, manteniéndose siempre el gradiente de
concentracién como se describe en la ley de Fick. Para terminar de describir el modelo,
el segundo punto es considerar el analisis como un estado pseudo estatico combinado

con un balance global de masas del cual se obtiene la siguiente ecuacién:

DCs(A-c
Mt = /DCsQA - Cs)t o] :% = %

Donde Mt es la cantidad acumulada de soluto a un tiempo por unidad de area de la

superficie expuesta y D el coeficiente de difusidon del soluto a través de la membrana?’.
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El otro modelo es el de Peppas, el cual en general es favorable para un tipo de difusion
Fickiana de un soluto a través de una membrana polimérica y se describe de la

siguiente forma'’:

Mt e
M,

Donde Mt es la cantidad acumulada de soluto a un tiempo, M. es la cantidad total
acumulada, K es la constante especifica del sistema y n es el exponente de difusién el
cual es un indicativo del mecanismo por el cual difunde el soluto. Cuando n es igual a
0.5 se dice que sigue una difusion de tipo Fickiana, cuando n igual a 1 se relaciona a

una cinética de orden cero o no Fickianals.

2.4. ESTUDIOS DE DIFUSION.
Muchos estudios de difusién de farmacos son utilizados para analizar la permeabilidad

de éstos, por la via cutanea, ya que existe una pequefa diferencia entre los modelos
de difusién de la formulacién y la permeabilidad de los fadrmacos a través de la piel®°.
Los modelos in vitro son de gran utilidad pues permiten observar algunas diferencias
seglin su situacion fisioldgica (sitio anatomico, dafos o lesiones, enfermedad e

hidratacién)®.

Existen varias guias reguladas por comités que avalan la realizacién de estudios in
vitro. Entre las mas conocidas se encuentran la Guia No. 428 “Estudios del
comportamiento de la absorcion de la piel” creada por la Organizacion para la
Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OCDE) y el Centro Europeo para Ecotoxicologia y
Toxicologia de Quimicos (EXETOC); la guia “Métodos para la evaluacién de la
penetracién percutanea” de la Asociacion Europea de Cosméticos y Perfumes
(COLIPA); siendo la de mas importancia la elaborada por la Asociacién Americana de
Cientificos en colaboraciéon con la Administracién de Farmacos y Alimentos (HAPS/FDA)
cuyo trabajo radica en los perfiles de los estudios in vitro de penetracion de la piel
citados en la “Guia para la industria en formas semisélidas no estériles”. Sin importar
la guia que se siga, en la técnica utilizada se deben tener en cuenta las diversas

variables generadas por el tipo de cdmara, la piel (integridad, viabilidad y preparacion),
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medio receptor y la manera en cdmo realizar los célculos para determinar la constante

de permeabilidad?°.

Una manera de predecir la absorcién de un compuesto a través de la piel en una
prueba de difusion in vitro es usar cdmaras de difusion de Franz, que estdan compuestas

por un compartimento donador y un receptor separados por una membrana?’.

La piel humana es obtenida a partir de una operacion o de un cadaver y es considerada
como la “Ideal” por la alta correlacién que existe entre los datos de los estudios in vivo
e in vitro. Sin embargo, la piel humana no es de facil acceso y tiene grandes variaciones
intra e inter-individual de hasta de un 45%22; una manera de reducir la variabilidad es
el uso de membranas sintéticas, las cuales ayudan a disminuir la variabilidad bioldgica

asociada a la edad, sitio anatémico y género®.

2.5. MEMBRANAS SINTETICAS.
Las membranas sintéticas estdn compuestas de fragmentos poliméricos que permiten

el paso de componentes; entre los principales se encuentran: policarbonato,

polietersulfona, poliacetonitrilo y polipropanol?3.

Con base en su composicion existen dos tipos de membranas sintéticas que son usadas
en los estudios de difusion de farmacos en camaras de Franz, las cuales son isotrdpicas
y anisotrdpicas. Las isotrdpicas por tener una composicion y estructura definida son las
mas utilizadas, debido a que un supuesto de la Ley de Fick establece que el estrato

corneo es considerado como una capa homogénea?*.

Una membrana recientemente comercializada es Strat-M°. Fue reportada por Joshi y
colaboradores en el 2012* y posteriormente por Karadzovska en 2013%°, demostrando
gue el uso de esta membrana como sustituto de la piel humana en los modelos de
difusién dérmica, no tiene una variabilidad importante lote a lote, tiene una alta
seguridad de que los datos que se obtengan son confiables y no hay una limitacién de
almacenaje. La membrana estd compuesta de multiples capas de polietersulfona,
dando una morfologia similar a la piel humana. Aunque los experimentos no se
reproducen del todo en condiciones in vivo, sobre todo con respecto al metabolismo,
distribucién dérmica y el paso a torrente sanguineo, si ofrece una gran ventaja en que

las condiciones experimentales se pueden controlar con precisidon?>.
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2.6. COEFICIENTE DE REPARTO Y SOLUBILIDAD.
El coeficiente de reparto (K) en la ley de Fick muestra la importancia que tiene la

solubilidad de la substancia para penetrar la piel, ya que entre mas afin sea el
compuesto a la fase liposoluble, mas facil serd su penetracion por difusidon pasiva,
correlacionandose con la piel debido a la presencia de los lipidos intercelulares en el
estrato cérneo que le confieren propiedades lipofilicas, muy parecidas a las del n-

octanol?®.

La constante de difusidn representa la cantidad de farmaco que pasa a través de las
capas celulares, relacionandose ésta determinacién fisicoquimica con lo que pasa in

vivo?’,

2.7. HETEROTHECA INULOIDES CASS.
Heterotheca inuloides Cass, mejor conocida como “arnica mexicana”, es una planta de

gran interés de estudio debido a su amplio uso en la medicina tradicional para el

tratamiento de contusiones, procesos inflamatorios y heridas cutdneas®>?.

Es una planta herbdcea perenne o anual®®, sus flores estan dispuestas en cabezuela
sobre pedunculos de hasta 8 cm de largo, receptdculo plano o casi plano de unos 2 cm
de ancho y desnudo, involucro anchamente campanulado a hemisférico, bracteas
numerosas, lineales a subuladas, graduada con las exteriores mas cortas, las interiores
de 9 mm a 13 mm de largo, pilo-hispida, flores dimorfas y simpétalas de color amarillo,
las periféricas femeninas de 25 a 40 ligulas de 8 a 15 mm de largo, las del disco
biaxiales tubulares de 40 a 150, los aquenios dimorfos de la flores liguladas triquenias
de 2 a 4 mm de largo glabros o poco pubescente, vilano ausente o en forma de corona
breve, el disco de las flores obovado u oblanceolados de 2 a 5 mm de largo, sericeos,
cerdas o escamita exteriores de 0.3 a 0.6 mm de largo, cerdas interiores del vilano de 4

a 7 mm de largo, blanquecinas o rojiza. Posee olor débil y sabor amargo?® (Figura 3).
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Figura 3. Heterotheca inuloides Cass “Arnica mexicana”.

Se han identificado varios constituyentes como flavonoides, sesquiterpenos,
triterpenos y esteroles!. En el 2010 Rocha-Gonzélez y colaboradores determinaron el
efecto antinociceptivo de los extractos de hexano, metanol, diclorometano y acetato
de etilo de las inflorescencias de H. inuolides; donde se encontré mas activo el
hexanico, por lo cual se realizé el fraccionamiento e identificacidn de los principales
componentes, encontrandose el oxido de cariofileno (a), cedreno (b), 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina (c) y 7-hidroxicadaleno (d) (Figura 4.). Se demostré que la 7-hidroxi-

3,4-dihidrocadalina, es el constituyente activo mas potente3.
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Figura 4. Metabolitos secundarios de H. inuloides.

La 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina es un sesquiterpenoide, tiene aspecto de cristales

blancos con un punto de fusion de 101-103 ° C%. Adicionalmente se han reportado

efectos antimicrobianos y antiinflamatorios?.
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3. JUSTIFICACION.

La planta Heterotheca inuloides, mejor conocida como Arnica mexicana es utilizada en
la medicina tradicional en forma de infusiones, decocciones o soluciones
hidroalcohdlicas sobre la piel, para tratar procesos inflamatorios y de dolor.

En un trabajo previo se demostré que el metabolito secundario 7-hidroxi-3,4-
didrocadalina, es uno de los compuestos que concede las propiedades antes
sefialadas, pero se desconocen las propiedades de penetracién a través de la piel, por
lo cual en este trabajo se abordd este tema para poder correlacionar las propiedades
de penetracion, de uno de sus componentes activos en un modelo in vitro utilizando
membranas sintéticas con el uso vernaculo de aplicaciéon tépica de esta planta

medicinal.

4. HIPOTESIS

La 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina, uno de los componentes activos de Heterotheca
inuloides difundira eficientemente siguiendo un mecanismo de difusidon pasiva en las
membranas sintéticas Strat-M°, lo que permitird relacionar las propiedades de difusion

de este compuesto con el uso tépico cutdneo de la planta.
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5. OBIJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio de difusidon transdérmica in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina
aislada de Heterotheca inuloides (Arnica mexicana) utilizando membranas sintéticas

Strat-M° para verificar que sigue un mecanismo de difusién pasiva.

5.2. OBIJETIVOS PARTICULARES
e Determinar el coeficiente de reparto y la solubilidad de la 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadalina por métodos analiticos.

e Determinar el modelo cinético que sigue la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina por un
analisis de regresion lineal al realizar estudios de permeabilidad a través de
membranas sintéticas.

e Determinar el coeficiente de permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina
a través de la membrana sintética Strat-M"° utilizando la ecuacién que describe

la primera ley de difusién de Fick.
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6. METODOLOGIA

6.1 MATERIAL QUIMICO.
Se utilizdé el metabolito 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina previamente aislado,
caracterizado e identificado mediante RMN 'H, RMN 3C y EM (Figuras 8, 9 y 10)

mostrados en el Anexo 1, 2 y 3331 n-octanol (Sigma Aldrich), Tris Base Ultrapure (US

Biological), Tween 20 y cafeina (Sigma Aldrich).

6.2. MEMBRANAS
Membranas sintéticas Strat-M® (Millipore, Merck, México).

6.3. APARATOS
Se utilizd una cdmara de Franz construida de vidrio como se muestra en la Figura 5. El

compartimento donador tiene una capacidad de 1.5 mL, con un didmetro de contacto

con la membrana de 8 mm, el compartimento receptor tiene una capacidad de 4.5 mL.

€4 3

b o — A f
—

i

~ (™Y ;

Figura 5. Camara de Franz. Compartimento donador (a), membrana (b),
compartimento receptor (c), barra magnética (d), chaqueta de calentamiento (e) y

salida para toma de muestra (f).

Para mantener en agitacion se utilizdé un agitador magnético y una barra magnética, un

bafio de agua para mantener la temperatura constante de 37°C.
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El analisis de las muestras se realizd en un Cromatégrafo de Liquidos de Alta

Resolucién con las siguientes especificaciones:

Bomba Waters Delta 600 (Waters Corp., Milford, MA, USA), Inyector Waters 717 Plus,
Controlador automatico de gradientes Waters 600, Detector UV con arreglo de diodos

Waters 2996, Software Waters Empower Pro.

6.4. DETERMINACION DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

(COEFICIENTE DE REPARTO Y SOLUBILIDAD)
La solubilidad aparente se determind colocando en agitacién aproximadamente 5 mg

de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en una solucién amortiguadora de Tris a pH 7.5

manteniendo a 37°C por 24 horas.

El coeficiente de reparto se determind manteniendo en agitacién por 24 horas 1 mL de
n-octanol y 1 mL de solucién amortiguadora de Tris pH 7.5, para saturar ambos medios
a 37°C, después de las 24 horas se adicion6 aproximadamente 1 mg de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina, se continud con la agitacidon a la misma temperatura por 24 horas,
para su analisis por HPLC (Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién por sus siglas

en inglés) separando ambas fases.

6.5. ESTUDIO DE DIFUSION
Para realizar el estudio de permeabilidad se colocé una solucién amortiguadora de Tris

pH 7.5 (la solucién amortiguadora fue preparada de acuerdo a la FEUM3?) en el
compartimento receptor, mientras que en el compartimento donador se colocé un
mililitro de una suspension de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en solucién amortiguadora
de Tris pH 7.5 (1.8 mg/mL). Entre ambos compartimentos se colocé la membrana
sintética Strat-M® (Millipore) con un didmetro de 0.8 cm y un grosor de 30 um, el

estudio se realizé a 37°Cy agitacién constante.

Se dejé estabilizar la membrana entre los compartimentos a la temperatura y agitacion
indicadas anteriormente por 30 minutos antes de colocar la suspensién de 7-hidroxi-
3,4-dihidrocadalina en el compartimento donador; el muestreo se realizé a los 0, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 210, 240 minutos tomando 0.5 mL del compartimento

receptor y recuperando el volumen.
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6.6. CONDICIONES DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS POR HPLC.
Las condiciones para el andlisis por cromatografia fueron las siguientes:

e Soporte: Columna de acero inoxidable Luna 5 p C18, 5 um (150x4.6 mm).
e Precolumna: LC-18 (Supercol®, tamafio de particula de 5 um).

e Fase movil: Acetonitrilo grado HPLC.

e Flujo: 1.0 mL/min.

e Detector: UV/VIS ajustado a 220 nm.

o Volumen de la muestra: 10 pL.

e Temperatura de la columna: 30°C.

e Tiempo de corrida: 7 min.

El andlisis de datos se realizé a partir de las dreas bajo la curva del cromatograma, las
cuales se convirtieron a concentraciéon (mg/mL), interpolando en una curva con
concentraciones conocidas. Posteriormente, se construyd un gréafico de cantidad
acumulada (mg) contra el tiempo (horas), para obtener la pendiente, la cual permitié
calcular el coeficiente de permeabilidad (Kp) a partir de la ecuacién de difusion de la
primera ley de Fick.

J= KpCO
Donde:
J=Pendiente de la curva correspondiente al flujo de la membrana (mg/cm?h).

ko= Coeficiente de permeabilidad (cm/h).

Co= Concentracion inicial en el compartimento donador (mg/cm?3).

6.7. VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION
La validacién del método analitico se realizd siguiendo lo establecido en la Guia de

Validaciéon de Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos

Bidlogos.>3
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7. RESULTADOS

7.1. Determinacion de propiedades fisicoquimicas

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de la determinacion de las propiedades
fisicoquimicas de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina; se encontré que es un molécula
lipéfila o altamente soluble en n-octanol a 37°C utilizado como medios n-

octanol/disoluciéon amortiguadora de Tris pH 7.5

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina: Solubilidad
aparente en disolucion amortiguadora de Tris pH=7.5 y coeficiente de reparto

octanol/disoluciéon amortiguadora de tris pH7.5.

Solubilidad aparente £ S.D. Coeficiente de

(mg/mL) (n=3) reparto £ S.D.
(n=3)

7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina 0.6056 + 0.0055 2.1518 + 0.057

7.2. Estudio de difusién in vitro.
Se determind que el coeficiente de permeabilidad (Kp) de la 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadalina fue de 0.1993+0.0005 cm/h en las primeras dos horas y de 0.0996%

0.0121 cm/h en las siguientes dos horas.

La constante de permeabilidad fue calculada utilizando la ecuacidon que describe la
primera ley de Fick, en la cual es necesario conocer el flujo (pendiente) que tiene la 7-
hidroxi-,4-dihidrocadalina al atravesar la membrana, el cual es representado en la
Figura 6; como se puede observar existe un cambio de pendiente; en las primeras dos
horas para la primera parte del grafico se tiene que es de 0.1107 + 0.0003027 mg/cm?h
de las 0 a las 2 horas y de 0.05535 + 0.01213 mg/cm?h para la segunda parte de este,
encontrandose una disminucion en la difusion de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina a

través de la membrana sintética Strat-M°.
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Figura 6. Perfil de difusién de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina. (n=6 +S.D)

Para determina la cinética de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en la difusion a través de
las membranas se calculé el orden cinético de la concentracion remanente
(concentracion en el compartimento donador a un tiempo), teniendo una mejor

correlacién para una cinética de Orden 1 como se puede ver en la Figura 7, por lo que

. . L (d
se dice que es dependiente de la concentraciéon (d—f = f(c)).
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Figura 7. Orden cinético para la difusién de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina. Panel A

cinética de orden cero y Panel B cinética de primer orden. En el recuadro se presenta

el coeficiente de correlacion.

Se determind el porcentaje permeado a lo largo del tiempo de experimentacion,
demostrandose que a las 2 horas a pasado a través de la membrana sintética Strat-M®
el 60% de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina (Figura 8). Con esta relacion se utilizaron los

modelos de Higuchiy Peppas para ver su ajuste (Figuras 9 y 10).
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Figura 8. Grafico del porcentaje permeado en funciéon del tiempo (n=6 £S.D.).

Se utilizaron los modelos de Higuchi y Peppas para determinar el tipo de difusién que
tiene la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina, demostrando que se tiene una mejor correlacién

para el de Higuchi.
El modelo de Higuchi (Figura 9) presenta una correlacion de 0.9842.

1.5+

1.0+

Mt/Mq.

0.54

0.0 T T 1
0.0 0.5 1.0 15

Tiempo (h'?)

Figura 9. Grafico de la fraccidn difundida en funcion del tiempo siguiendo el modelo de

Higuchi. (n=6 £ S.D.)
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El modelo de Peppas (Figura 10) no se ajusta al no tener una buena correlacion

(0.9632).

0.0+
-0.2-
-0.4-

-0.6-

Ln Mt/Mq,

-0.8-

-1.0 T T T
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Ln tiempo
Figura 10. Grafico de la fraccidn difundida en funcién del tiempo siguiendo el modelo
de Peppas.

Para verificar la funcionalidad de las membranas Strat-M® se realizé un experimento
basado en un trabajo previo*; los pardmetros determinados fueron el orden cinético

de difusion, el flujo y la constante de permeabilidad de la cafeina.

Se determind que sigue un orden cinético uno, ya que tiene una mejor correlacidn

(Figura 11).
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Figura 11. Orden cinético para la difusidon de cafeina. Panel A cinética de orden cero y
Panel B cinética de primer orden. En el recuadro se presenta el coeficiente de

correlacion.
Ademas de identificar el orden cinético se determiné el flujo que tiene la cafeina a

través de la membrana Strat-M; y a partir de este pardmetro la constante de
permeabilidad (Cuadro 2).

Cuadro 2. Determinacién del flujo y coeficiente de permeabilidad de cafeina.

Flujo (J) #S.D.

mg/cm?h

Cafeina 0.0334+0.0019 0.0418+0.0023

Para saber que seguia una cinética parecida a lo reportado se hizo el grafico de
cantidad permeada por area de exposicién en funcidon del tiempo, mostrada en la
Figura 11.
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Figura 12. Perfil de difusién de Cafeina.

Para verificar que los resultados obtenidos en la realizacién de la determinacién de la
permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina fueran confiables se valido el
método, mostrandose en el Cuadro 3 un resumen, incluyendo los criterios de
aceptacion.
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Cuadro 3. Resumen del método de validacion para la cuantificaciéon de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina.

Determinacion Metodologia Criterios de Resultados Conclusién

aceptacion
Repetibilidad  Hacer un minimo de 3 CV.<2% CV.=1.3% Aceptado
réplicas a 3 diferentes
concentraciones.
Exactitud Se evalua utilizando un El porcentaje de 98.9% Aceptado
minimo de seis recuperacién debe
determinaciones de cada estar entre el 90 y
concentracion (80, 100 y 100% del valor

Precision 120% de la concentracién tedrico.
normal de trabajo)
Precisidn Se determina realizando un C.V.<2% C.V.=1.02% Aceptado
intermedia minimo de seis

determinaciones al 100% de
la concentracién esperada.
(Diferentes dias, analistas y

equipo).
Especificidad Habilidad de un método Presentar Anexo 4 Aceptado
para distinguir entre un cromatogramas y
analito e impurezas, verificar que no
precursores sintéticos, interfieran con la

metabdlicos o productos de sefial del analito.
degradacion.

Limite de cuantificacion Es la concentracion que Calcular el limite Aceptado
proporciona una razén, de cuantificacion LD = 0.00482
sefial o ruido con una LD = (10xSb)b, 5 mg/mL
relaciéon 20 a 1y es menoro 2= 0.98 e =09912
igual al 5% de la precision
para lo cual se preparan 3
concentraciones de la
sustancia de interés a
valores menores o que
incluya la especificacion del
contenido/ valoraciéon; vya
sea por dilucion o pesada
independiente.

Simultaneamente prepar 5
blancos y medir la respuesta
analitica.

Linealidad Se adicionard a 3 muestras C.V.<2% C.V.=1.02% Aceptado
la cantidad correspondiente r?<0.98 r’=0.9912
al 100% del analito. % de recobro= 98- % Se recobro=
Seleccionar 2 niveles 102% 98.9%
superiores e inferiores de la
concentracion
correspondiente al 100% y
realizar por triplicado.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina presentd una cinética de permeabilidad de orden uno
con dos coeficientes de permeabilidad; uno de las cero a las dos horas y otro (menor)
de las dos a las cuatro horas (Figura 6). El primer coeficiente de permeabilidad fue
0.0615+0.003 cm/h y el segundo de 0.0375+0.0067 cm/h, lo que nos indica el cambio
de flujo al atravesar la membrana sintética Strat-M°; también se observé que 70% del
compuesto difundidé a las cuatro horas, aunque esta relacién no permite conocer si

tiene un efecto terapéutico.

Otros modelos que se utilizaron para explicar matematicamente la difusiéon de la 7-

hidroxi-3,4-dihidrocadalina fueron el modelo de Higuchiy el modelo de Peppas’’*®

El principal criterio para saber si los resultados de la difusiéon se ajustaban a los
modelos antes mencionados fue el coeficiente de correlacion siendo para el modelo de
Higuchi de 0.9842 y para el de modelo de Peppas de 0.9627, sugiriendo que sdlo se

ajusta al modelo de Higuchi.

Como ya se habia mencionado la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina es un sesquiterpenoide,
en cuya estructura se encuentra presente un grupo hidroxilo fendlico, dos metilo y un
radical isopropilo que debido a sus caracteristicas definen a la molécula como un acido
débil con un pka de 10.53 (Calculado usando Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) Software V11.02 (© 1994-2013 ACD/Labs)). En el medio receptor (Solucidn
amortiguadora de Tris pH 7.5) la molécula se encuentra en su forma no disociada, lo
cual es ideal para favorecer su permeabilidad3*. Entre otros factores que favorecen la
permeabilidad de una molécula a través de la piel, se encuentran la solubilidad vy el

coeficiente de reparto, parametros que fueron calculados en este trabajo.

Es necesario determinar la solubilidad en el medio receptor a utilizar, ya que ésta
cambia con el vehiculo, modificando el flujo de la solucién del compartimento donador
al receptor a través de la membrana y la Kp; ademas que, para la realizacién del
experimento de permeabilidad se deben asumir condiciones Sink (el farmaco se
encuentra a no mas del 10% de la concentracidn de su saturacidn en el medio), por lo
gue al saber que la solubilidad es de 0.6 mg/mL y considerar el volumen total de la

camara se pudo conocer la concentracion optima a la temperatura de trabajo (37°C), y
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poder asegurar que se encontraba en condiciones Sink en la solucion amortiguadora

de Tris pH 7.5.

El siguiente pardmetro calculado fue el coeficiente de reparto, que es una propiedad
fisicoquimica determinada para evaluar las caracteristicas lipofilicas o hidrofilicas de
una molécula. De acuerdo a la determinacidon de este pardmetro la 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina es una molécula lipofilica, al tener un coeficiente de reparto
octanol/solucion amortiguadora de Tris pH 7.5 de 2.15 (Cuadro 1), ya que se ha
descrito que una molécula con un coeficiente de reparto igual a 2, es una molécula
ideal para permear a través de la piel, ya que si esta es mas alta puede quedar retenida
en la membrana, mientras que si es menos lipdfila entonces tendra menos afinidad a
los lipidos y se dificultard su difusion a través del estrato cérneo®. Por lo
anteriormente expuesto, se asume que la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina estd en el

intervalo de las moléculas capaces de difundir a través de la piel.

Se realizé la validacion del método de cuantificacién (Anexo 4) utilizando como medio
la solucién amortiguadora de Tris pH=7.5, encontrandose todos los parametros
aceptables de acuerdo con la Guia de Validacién de Métodos Analiticos del Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos.
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9. CONCLUSION

El coeficiente de reparto determinado para la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina fue de
2.15, mientras que la solubilidad de 0.6056 indicando que cumple con las propiedades

para poder a travesar la membrana sintética.

El orden cinético que sigue el metabolito al pasar a través de la membrana sintética es

de primer orden.

El coeficiente de permeabilidad de en las primera dos horas es de 0.7036 cm/h y en las
siguientes dos de 0.2409 cm/h con un paso del metabolito del 70%, considerandose

una difusidn eficiente.

La 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina sigue una difusién pasiva a través de las membranas

sintéticas y por ende en la piel.
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10. PERSPECTIVAS
Con base en los resultados obtenidos de este trabajo se proponen lo s:

Utilizar diferentes concentraciones de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina, evaluando
si existe una diferencia en el coeficiente de permeabilidad.

Realizar estudios con otros disolventes para solubilizar la 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina.

Realizar estudios de permeabilidad de distintas formulaciones farmacéuticas de
uso tépico (Gel, ungliento, parche, pomada y emulsién), que contengan la 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina.

Realizar experimentos in vivo que nos permitan hacer una correlacién con el

trabajo presentado.
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6. ANEXOS

ANEXO 1. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *H
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ANEXO 2. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear 13C.
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6.8. ANEXO 4. Validacién del método para 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina.
Selectividad

La Selectividad se evalud obteniendo el Cromatograma del medio receptor (Buffer de
Tris pH=7.5) y los demas componentes de la muestra que corresponde al blanco a fin
de verificar la ausencia de interferencia a la longitud de onda establecida para el
estudio (220 nm).
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Figura 16. Cromatograma del blanco.
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Figura 17. Cromatograma de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina.

Como se puede ver en las Figuras 15 y 16, el tiempo de retencidn en una lectura de
220 nm de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina es de 3.54 minutos mientras que la sefial
gue corresponde al blanco a la misma longitud de onda, no se nota una sefal, por lo
gue se puede decir que el método es selectivo.
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Linealidad
Se prepard una curva de calibracién de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en una solucién

amortiguadora de Tris pH=7.5 a partir de una solucidn Stock, incluyendo un blancoy 6
diferentes concentraciones (Cuadro 4).

Cuadro 4. Curva de calibracidon de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina.

Concentracion 1 2 3 4 5 6 Error Error
(mg/mL) Area Area Area Area Area Area  estandar absoluto
medio
0.8512 9790378 9790378 9790378 9502406 9502406 9502406 9646392 64392.5
0.6810 8327162 8209773 8395982 8149075 8000448 8237455 8219983 56596.84
0.5448 6180343 6260639 6138743 6109238 6269445 6137680 6182682 27664.910
0.4086 3746413 3680635 3746413 3797136 3865232 3824463 3776715 26832.78
0.2043 939744 957011 961615 933302 946772 934475 945486.5 4821.088
0.1362 106305 105489 105309 152928 156729 158246 130834.3 11263.04
1.5x107-
1.0x1074
Pt %
1Y
~< .
5.0x10°6-
0 T T |

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Concentracién mg/mL

Figura 18. Curva de Calibracidn del sistema de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina.
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Cuadro 5. ANOVA de la linealidad

Fuente Ycuadrados G.L. Cuadrado medio Razon F Valor P
Tratamiento 3.428X1010 5 6.857X10° F (1.591, 7.956)=0.7286 P =0.4819
Individual 4.488X10" 5 8.976X10% F(5, 25)= 9538 P< 0.0001
Residuo 2.353X 1011 25 9.411X10°
Total (Corr.)  4.491X10" 35

Coeficiente de correlacion= 0.9912
Ecuacién de la linea recta (Y=1.395X107*X-1.754X10°)

Precision del método

A partir de los datos de linealidad, se evalud la precision intra-laboratorio e inter-dia, al
determinar el C.V., del 100% de la concentracién, por triplicado procesadas dos dias.

Cuadro 6. Precision del método de cuantificacion de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina.

Analista/dia C
(mg/mL)
1/1 0.5448 6180343 6260639 6138743 6.193 61963 1.0
2/1 0.5396 6269445 6223745 6109238 6.201 82529 1.33
1/2 0.5384 6109238 6269445 6137680 6.172 85476  1.38
2/2 0.5402 6180343 6269445 6095982 6.182 86742 1.40
CV.L2

Cuadro 7. ANOVA de la reproducibilidad del método.

G.L. Cuadrado medio Razon F Valor P

Ycuadrados

Modelo 1.430x10° 3 4.768x108 F (3, 8) =0.07485 P=0.9718
Residuo 5.096x101° 8 6.370x10°
Total (Corr.) 5.239x101° 11

No se encuentra diferencia entre los analistas y el dia, por lo que se dice que el método
es reproducible.

Repetibilidad

Se prepararon tres concentraciones de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en buffer de Tris
pH 7.5 con 3 repeticiones cada uno.
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Cuadro 8. Repetibilidad del método de cuantificacién de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina.

Concentracion 1 2 3 Media S.D.

(mg/mL) Area Area Area
0.5384 6109238 6269445 6137680 6.172x10° 85476 1.38

0.4038 3797136 3865232 3824463 3.829x10° 34268 0.89
0.2019 933302 946772 934475 938183 7461 0.80

Cuadro 9. ANOVA de la repetibilidad del método.

Fuente Ycuadrados  G.L. Cuadrado medio Razén F Valor P
Modelo 4.124x1013 2 2.062x1013 F (2, 6) = 7247 P <0.0001
Residuo 1.707x10%0 6 2.845x10°

Total (Corr.) 4.126x1013 8

Al realizar una prueba de Brown-Forsythe no se encuentra una diferencia entre las areas por
lo que se dice que el método es repetible.

Exactitud

La exactitud se evalué mediante el recobro de 3 diferentes concentraciones de 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina, las cuales se analizaron por sextuplicado. Se determiné la
concentracion experimental (Cexp) mediante la interpolacion en la curva de
calibraciéon, comparandose con la concentracidn tedrica (Cteo) a fin de determinar el %
recuperado.

Cuadro 10. Exactitud del método para la cuantificacion de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina.

C % Recobro S.D. C.V.
(mg/mL) %
0.8412 98.5 98.5 98.5 985 98.5 98.5 98.49 0.0104 0.01
0.5384 98.1 100.2 984 989 100.0 98.5 99.03 0.8849 0.89
0.4038 99.9 99.1 98.6 98.6 99.1 100.0 99.18 0.6253 0.63
Limites

El limite de cuantificacion (LOQ) se calculd en base a la desviacién estandar de la
respuesta (o) y la pendiente de la curva de calibracion (m).

LOQ =222 = 2067299) _ 4 h0489mg/mL
m 139500000

39



Estudio de difusién transdérmica in vitro de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina aislado de Heterotheca inuloides Cass (Arnica
mexicana) utilizando membranas sintéticas Strat-M®.

Para la cuantificacion de cafeina en el estudio de difusidn, se realiz6 una curva estandar
(Figura 19) con la cual interpolando nos permitié conocer la concentracién difundida. Se

encontré un coeficiente de correlacidn (r?) de 0.9892 y una ecuacion de la linea recta igual a
Y=1.882x106*X + 895964,

3000000+

2000000+

Area

10000001 ¢

0 I I I I 1
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Concentracion mg/mL

Figura 19. Curva estandar de cafeina.
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