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1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto modulador del batil alcohol (BA)
sobre la permeacién transdérmica de un filtro solar muy utilizado; la avobenzona
(AVB). En el estudio de permeacion in-vitro utilizando celdas de difusién tipo Franz
y empleando como membrana piel de oreja de cerdo, se observd que la AVB
disuelta en Transcutol® es capaz de permear a travées de la piel obteniéndose un
flujo de 3.4 pg/cm?*h. Sin embargo, al adicionar el BA al 1% junto con la AVB en
Transcutol® no se detectdé AVB en la fase receptora, por lo que se puede decir que
el BA actia como retardante de la permeacién de AVB. También se encontr6 que
el BA redujo la cantidad de AVB retenida en la piel, pero no se encontr6 diferencia
significativa con la cantidad retenida de AVB en los estudios que no se empleo BA.
Se realizé la técnica de tape stripping (TS) para evaluar la distancia de penetracién
del filtro solar. Determinandose que la distancia de penetracion de AVB fue menor
al estar presente en la solucion el BA. El efecto retardante de este modulador de la
permeacion puede sugerir su posible aplicacion en fotoprotectores tépicos, con una
eficacia mejorada y efectos secundarios reducidos.

Palabras Clave: Permeacion transdérmica, Avobenzona, Filtro solar, Batil-alcohol,
Moduladores de absorcion.



2. INTRODUCCION

La radiacion solar es imprescindible para la vida, pero en ciertas circunstancias
puede causar efectos dafinos sobre la piel, la exposicion excesiva a esta radiacion
causa dafios que pueden ir desde quemaduras solares hasta cancer de piel, por lo
que el uso de fotoprotectores tdpicos ha ido en aumento, no obstante, algunos
fotoprotectores quimicos como la AVB pueden penetrar a través de la piel, no siendo
del todo seguros.

La radiacion solar que recibimos esta compuesta entre otras por las radiaciones
ultravioleta y visible. Los dafios producidos en la piel se deben a la radiacion
ultravioleta (UV), esta se divide en rayos UV tipo A (UVA), tipo B (UVB) y tipo C
(UVC) esta ultima no llega a la superficie terrestre gracias a la capa de ozono y de
la radiacion UV solo nos llega el 5%. Una medida de proteccion y prevencion para
evitar que la radiacion UV llegue a producir dafios es la aplicacién topica de
productos que contengan en su formulacién compuestos que de algiin modo eviten
el contacto de la radiacién con la piel, a estos compuestos se les llama filtros solares.
Existen dos tipos de filtros solares, los filtros solares inorganicos que reflejan y
dispersan los rayos UV y los filtros solares quimicos organicos que absorben la
radiacion solar y disipan la energia en radiacion de menor energia. Ademas de
clasificarse por su funcion, los filtros solares también se clasifican de acuerdo con
los tipos de rayos UV de los cuales protegen a la piel, ya que pueden resguardar de
los UVA, otros de los UVB e incluso existen filtros que acttan protegiendo de ambas
radiaciones (Gonzalez, 2010).

La regulacion que deben seguir los productores de filtros solares en México es la
NOM 141 SSA1/SCFI-2012 que regula y reglamenta las leyendas de las etiquetas
y con el Acuerdo por el que se determinan las sustancias prohibidas y restringidas
en la elaboracion de productos de perfumeria y belleza, que en su apartado quinto
enlista las sustancias que pueden utilizarse en la manufactura de filtros solares.

El llamado &cido para-amino benzoico (PABA) es el primer filtro solar que se utilizd
en la industria cosmética, su uso ha decaido enormemente debido a que pueden
causar alergias. Los filtros solares mas empleados en la industria mexicana son: la
Oxibenzona (OB), el Octil metoxicinamato (OMC) y la Avobenzona (AVB).

Es deseable que los filtros solares no sean absorbidos a capas profundas de la piel
y mucho menos que pasen a circulacion sistémica, ya que algunos han mostrado
tener efectos téxicos.

Dado que la sociedad busca protegerse con mayor eficacia y durante mayor tiempo.
La elaboracion de este trabajo es muy importante en la innovaciéon de estos
productos ya que se demuestra que el BA puede evitar que la AVB se absorba
guedando retenida en las capas superiores de la piel, lo que mejoraria la eficacia



del filtro solar al delimitar el paso en el EC exclusivamente que es en donde se
pretende ejerza su accion, por lo que el BA podria ser incluido en fotoprotectores
topicos aumentando la seguridad de estos.



3. MARCO TEORICO

3.1 La piel

La piel es un érgano complejo que protege al organismo del ambiente y, al mismo
tiempo, permite su interaccién con el mismo. La piel es una estructura dinamica y
compleja integrada por células, tejidos y elementos de la matriz extracelular (Wollf
et al. 2009). Es el 6rgano mas grande del cuerpo y no solo proporciona una
cobertura superficial, sino que también es un 6rgano sensorial dotado de mdltiples
terminaciones nerviosas que le confieren sensibilidad al tacto, a la presion, a los
cambios de temperatura y a los estimulos dolorosos (Palastanga, et al. 2000). En
los adultos, la piel ocupa una superficie alrededor de 2 m? y pesa entre 4,5y 5 kg,
es decir aproximadamente el 7 % del peso corporal total. Su grosor varia entre 0.5
mm en los parpados hasta 4 mm en el talén, sin embargo, en la mayor parte del
cuerpo su espesor oscila entre 1 y 2 mm. La diferencia se debe, sobre todo, a la
variacion en el grosor de la dermis y de epidermis (de las cuales se mencionaran
aspectos importantes posteriormente) y por ello existe una clasificacion que las
divide como gruesa o delgada (Anguiano, 2017). Tabla 1.

Se pueden utilizar diferentes criterios para clasificar la piel, uno de los mas
aceptados se basa en la naturaleza de la emulsion que se forma sobre la superficie
corporal entre las moléculas lipidicas y acuosas presentes en su superficie,
denominada manto hidrolipidico o emulsion epicutanea; ver Tabla 2.

Como ya se menciond, el grosor de la piel depende del espesor de la epidermis y la
dermis. En las palmas de las manos y plantas de los pies, la epidermis es
responsable del espesor de la piel, mientras que la dermis es relativamente fina.
Esta disposicidon protege la dermis subyacente, pues estas zonas estan sometidas
a un gran desgaste. El caracter de la superficie flexora y extensora de la piel difiere
en otros aspectos aparte del espesor. La piel de las areas extensoras de las
extremidades tiende a tener mas vello que la piel de las areas flexoras, si bien ésta
suele ser mucho mas sensible porque su inervacion es mas abundante (Palastanga,
et al. 2000).

La piel se divide en funcion de los puntos de referencia anatomo-topograficos en
distintas regiones cutaneas (regiones corporales): cara, cabeza con pelo (cuero
cabelludo, capitillium), cuello, pecho, abdomen, espalda, genitales, region anal,
periné, brazos y piernas. También se utilizan los conceptos de tronco (cuerpo sin
extremidades) y torso (cuerpo sin cabeza, cuello ni extremidades). La piel de cada
una de las regiones muestra diferencias claras en su grosor, color y en la distribucién
de los anexos. En determinadas circunstancias se puede demostrar divisiones de la
piel en forma de lineas. Para estimar de modo aproximado el porcentaje de
superficie que ocupa cada region cutanea se debe recordar la “regla de los nueves”:
cabeza 9%, cada brazo 9%, parte anterior del tronco 18%, cada pierna con gllteo
18% y genitales 1% (aplicable para los adultos ya que en los nifios los valores son



diferentes, ver Figura 1. Los labios, la mucosa oral, la region anal y perianal y la
region genital son zonas cutadneo-mucosas especiales (Rassner, 1997).

Tabla 1. Clasificacion de los tipos de piel de acuerdo con su grosor (Anguiano,

2017).
Tipo de Localizacion Caracteristicas
piel
Piel Palmas de las | La epidermis mide casi 0.5 mm de grueso, a
gruesa manos y plantas de | causa de una capa superficial muy gruesa de
los pies células muertas; el estrato cérneo (EC).
La dermis mide 0.2mm de grueso
Abundan glandulas sudoriparas ecrinas.
Ausencia de vellos y glandulas sebaceas.
Piel Resto del cuerpo Tiene una epidermis de casi 0.1 mm de
delgada grueso y un EC delgado.
La dermis mide 0.05 mm de grueso
Menor cantidad de glandulas sudoriparas.
Presencia variable de vellos y glandulas
sebaceas.
Tabla 2. Tipos de piel segun la secrecién (Altamirano, 2015).
Piel seca Piel normal Piel grasa
Tipo de emulsion o/w O/W* W/O*
Secrecion sebécea Escasa Media Alta
Tamafo de poro Pequefio Normal Grasa

*O/W: emulsion aceite en agua; W/O: emulsion agua en aceite



Figura 1. Porcentaje de superficie representada por cada una de las regiones
corporales (en porcentaje) (Rassner, 1997).

3.2 Estructura de la piel

La piel consta de una capa superficial de origen ectodérmico llamada epidermis y
de una capa mesodérmica mas profunda llamada dermis (Thews, 1983). La Figura
2 muestra la estructura general de la piel. La epidermis es una estructura que se
renueva continuamente y que da origen a estructuras derivadas denominadas
apendices (unidades pilocebaceas, ufias y glandulas sudoriparas) (Wollf, et al.
2009). La epidermis es avascular, mientras que la dermis esta vascularizada.
Debajo de la dermis esté el tejido subcutaneo, esta capa se llama hipodermis y esta
constituida por tejido conjuntivo laxo (aerolar) y adiposo. Las fibras que se extienden
desde la epidermis fijan la piel al tejido subcutaneo, el cual a su vez se adhiere a la
fascia subyacente, que ésta compuesta por tejido conectivo que rodea los musculos
y huesos. El tejido subcutaneo almacena grasa y contiene vasos sanguineos
grandes que irrigan la piel, esta region (y en ocasiones la dermis) también contiene
terminaciones nerviosas denominadas corpusculos de Pacini que son sensibles a
la presion (Anguiano, 2017).
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Figura 2. Estructura de la piel (Marieb, 2008).
3.2.1 Epidermis

La epidermis tiene un espesor de 0,4 a 1,5 mm mientras que el espesor total de la
piel es de 1,5 a 4,0 mm. La mayor parte de las células de la epidermis son
gueratinocitos que estan organizados en cuatro o cinco capas segun la region
corporal, denominadas segun su posicién o alguna propiedad estructural de sus
células. Estas células se diferencian progresivamente a partir de las células basales
proliferativas adheridas a la membrana basal epidérmica, hasta las células
terminalmente diferenciadas del EC queratinizado, la capa mas externa que
constituye la barrera de la piel intercaladas entre los queratinocitos a niveles
variados se encuentra otras células: melanocitos, células de Langerhans (células
dendriticas del sistema inmune) y células de Merkel (células del sistema nervioso
periférico) (Wollf et al., 2009).

e Queratinocitos: Alrededor del 90 % de las células de la epidermis son
gueratinocitos, que estan distribuidos en cuatro o cinco capas y producen la
proteina queratina. La queratina es una proteina fibrosa resistente que ayuda
a proteger la piel y los tejidos subyacentes de: las abrasiones, el calor, los
microorganismos y los compuestos quimicos. Los queratinocitos también
producen granulos lamelares, que liberan lipidos que repelen el agua y
disminuye la entrada y la pérdida de esta, ademas de inhibir el ingreso de
materiales extrafos.

e Melanocitos: Alrededor del 8% de las células epidérmicas son melanocitos,
solo se presentan en el estrato basal. Sintetizan las melaninas, unos
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pigmentos que van de color amarillo-rojizo a pardo-negruzco que contribuyen
a otorgarle el color a la piel y absorben los rayos UV.

Células de Langerhans: También denominadas células dendriticas
epidérmicas, se originan en la medula ésea migran a la epidermis y el epitelio
de la cavidad oral, el eséfago y la vagina. Se encuentran en dos capas de la
epidermis: el estrato espinoso y el estrato granuloso, la epidermis tiene
aproximadamente 800 células dendriticas por mm?, estas células participan
en la respuesta inmunitaria contra los microorganismos que invaden la piel y
son muy sensibles a la luz UV.

Células de Merkel: Las células tactiles (de Merkel) son las menos
numerosas de la epidermis, estan localizadas en la capa mas profunda de la
epidermis, donde entran en contacto con prolongaciones aplanadas de las
neuronas sensitivas (células nerviosas) denominadas discos (tactiles) de
Merkel. Las células y los discos de Merkel perciben las sensaciones tactiles
(Anguiano, 2017).

La epidermis es la capa mas superficial y tiene un espesor variable, maximo en las
regiones palmo plantares (1mm) y minimo en los parpados (50um). Esta capa posee
una funcion protectora o de barrera: i) es semipermeable frente a la penetracion de
sustancias quimicas y de liquidos gracias a la capa coérnea constituida como
consecuencia de la maduracion de los queratinocitos, ii) es una proteccion frente al
sol gracias a la presencia de melanocitos como se menciond anteriormente, iii) es
una barrera inmunoldgica (Altamirano, 2015). La epidermis tiene cinco estratos:
basal, espinoso, granuloso, estrato Iicido y una capa cérnea gruesa, ver Figura 3.

Estrato basal: Formado de una capa de queratinocitos cubicos, ademas se
encuentran dispersos melanocitos, células de Langerhans y células de
Merkel. Esta capa es la mas profunda de la epidermis, siendo la funcién de
esta la formacion de nuevas células. Las células formadas sufren cambios
morfologicos y nucleares a medida que son empujadas hacia arriba por las
células en division que se encuentran por debajo de ellas, para asi pasar a
formar parte de los estratos mas superficiales de la piel.

Estrato espinoso: Situado en la parte superior del estrato basal, el cual esta
formado de 8-10 capas de queratinocitos cuya forma es poliédrica, algunos
de los cuales conservan su capacidad de division celular, a medida que se
les empuja hacia arriba dejan de dividirse, en cambio, producen cada vez
mas filamentos de queratina, lo que causa que su aspecto se aplane, por
tanto, cuanto mas arriba se observa el estrato espinoso, mas planas son las
células.

Estrato granuloso: Se le denomina de esta manera, debido a que en este
se encuentran presentes granulos de color oscuro que se debe a la proteina
denominada queratohialina. El estrato granuloso esta formado por 3 a 5
capas de queratinocitos aplanados, estando sus nucleos en proceso de
degeneracion constante. Su funcion es la de producir una capa impermeable

8



que retrasa la salida de liquidos corporales e impide la entrada de materiales
extrafios al cuerpo humano.

Estrato lGcido: Consiste en cuatro a seis capas de queratinocitos muertos,
que son aplanados y transparentes, contienen grandes cantidades de
queratina y membranas plasmaticas engrosadas. Esta presente Gnicamente
en la piel gruesa (yemas de los dedos, palmas de las manos, y planta de los

pies).

Estrato corneo (EC): Conformado de 25-30 capas de queratinocitos
muertos (corneocitos), cuya forma es aplanada. Estas células contienen la
proteina queratina y filamentos intermedios, entre estas células se
encuentran lipidos que le confieren permeabilidad selectiva al estrato. Este
estrato tiene la funcién de proteccion contra microorganismos, lesiones y
pérdida excesiva de agua. Esta compleja organizacion de células y lipidos
ofrece resistencia a la mayoria de los agentes cosméticos y farmacoldgicos,
por lo que es un obstaculo para que los productos administrados topicamente
ejerzan su efecto. Esto ha limitado el nUmero de candidatos cosméticos y de
farmacos que se pueden administrar por via transdérmica y los productos
transdérmicos comerciales que estan disponibles para uso humano solo
estan limitados a una cierta categoria de moléculas. En los ultimos 50 afios
se han llevado a cabo investigaciones considerables sobre las propiedades
de barrera de la piel y las formas de superarlas, evaluando los parametros
que rigen la penetracion de una molécula a través de esta (Altamirano, 2015;
Anguiano, 2017; Gabriel, 2014).

Estratro cérneo Estrato lucido Estrato granuloso

Estrato espinoso

Estrato basal

Figura 3. Estratos de la epidermis.
http://www.inexpertablog.com/2012/10/epidermal-re-texturizig-micro.htmL



3.2.2 Dermis

La dermis es un sistema integrado de elementos fibrosos, filamentosos, difusos y
celulares de tejido conjuntivo, en el que se localizan las redes vasculares y
nerviosas, los apéndices derivados de la epidermis, y contiene muchos tipos de
células residentes, entre las que se encuentran los fibroblastos, macréfagos, células
mastoideas y células circulantes transitorias del sistema inmunitario (Wollf et al.,
2009). Se divide en una capa superficial de textura fina llamada capa papilar, la
cual, aunque claramente separada, se interdigita con la epidermis, y una capa
reticular mas profunda y aspera, que se mezcla gradualmente con el tejido conectivo
subcutaneo subyacente (Palastanga et al., 2000).

e Capa papilar: Es una zona superficial de tejido conectivo laxo, que contacta
con la membrana basal. Representa alrededor de la quinta parte del grosor
total y consiste en fibras delgadas de colageno y elastina. Todas las papilas
dérmicas contienen asas capilares (vasos sanguineos) y algunas también
presentan receptores tactiles llamados corpusculos de Meissner o
corpusculos tactiles. Que son terminaciones nerviosas libres.

e Capareticular: Contiene la mayoria de los anexos de la piel. Esta constituida
por tejido conectivo con fibras elasticas que se disponen en todas las
direcciones y se ordenan en forma compacta, dando resistencia y elasticidad
a la piel. Posee fibras musculares lisas que corresponden a los muasculos
erectores de los pelos (Altamirano, 2015).

3.2.3 Hipodermis

La hipodermis es la capa mas interna de la piel, se trata de un tejido conjuntivo laxo
que, segun las zonas de la piel y el estado nutricional, resulta mas o menos rico en
tejido adiposo. Esta capa no esta distribuida con uniformidad; por ejemplo, se
encuentra casi ausente en el cuero cabelludo, pero es abundante en mamas,
abdomen, cadera y muslos. El grosor de esta capa es en promedio 8% mayor en
mujeres que en hombres y varia con la edad. La hipodermis rellena el cuerpo y une
la piel con los tejidos subyacentes, ademas sirve como depdsito de energia y
aislamiento térmico, sin embargo, la funcion principal de esta capa es transportar
los sistemas vasculares y neurales para la piel (Anguiano, 2017).

3.2.4 Anexos cutaneos

Estos apéndices (anexos) surgen en la epidermis y desempefian una funcion Gnica
en el mantenimiento de la homeostasis corporal. Podemos encontrar tres tipos: las
glandulas sudoriparas, foliculos pilosebaceos y ufias (Anguiano, 2017).
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e Glandulas sudoriparas: Las glandulas sudoriparas estan repartidas por la
piel. Su nimero varia; en promedio mas de 2.5 millones por persona. Hay
dos tipos de glandulas sudoriparas, ecrinas y apocrinas, ver Figura 4. En la
Tabla 3 se muestran las caracteristicas de éstas.

e Foliculos pilosebaceos: Aparece como invaginaciones de la epidermis que
penetran mas o menos profundamente en la dermis, llegando a veces a la
hipodermis, segun su grado de desarrollo. Estos foliculos pilosebaceos, ver
Figura 5 recubren toda la piel, con excepcién de las regiones palmoplantares
y labios. Estan constituidas por: foliculo piloso, el pelo, glandulas sebaceas
y musculo erector del pelo.

» Foliculo piloso: Las funciones del foliculo piloso son: sensorial,
excrecion de sebo y proteccion. El infundibulo es la parte superior del
foliculo piloso y consiste en una porcion superior e inferior. En total
cada individuo humano muestra un numero estimado de cinco
millones de foliculos pilosos, ver Figura 6.

» Pelo: Se distribuyen por toda la piel en ndmero, longitud y grosor
variables, a excepcion de ciertas regiones, como las palmas de las
manos y de los pies. Estan formados por células epiteliales
gueratinizadas sin ndcleo, contienen granulos de melanina (pigmento
responsable del color).

» Glandulas sebaceas: Se encuentran en toda la piel, el producto de
éstas se le conoce como sebo, que es una mezcla de sustancias
aceitosas y células fragmentadas, el sebo es un lubricante que
mantiene la piel suave, tersa y evita que el pelo se quiebre. El sebo
también contiene sustancias quimicas que inhibe las bacterias, de
modo que resulta importante para evitar que las bacterias presentes
en la superficie cutanea invadan las zonas mas profundas de la piel.

Glandula
sudoripara
ecrina

Glandula
sudoripara
apocrina

-

Figura 4. Glandula sudoripara ecrina y apocrina. Leger, C. (s.f). Clinica Leger.
Recuperado el 20 de agosto de 2017, de
http://www.clinicaleger.com.br/miradry.htmL
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Figura 6. Foliculo piloso (Patzelt & Lademann, 2015).

» Musculo erector del pelo: Son fibras musculares lisas cuyo extremo
profundo se inserta en el pelo mientras que el superficial lo hace en
la capa papilar de la dermis. Su contraccion bajo el efecto del frio,
miedo, etc., desencadena la ereccién de los pelos.

12



Tabla 3. Caracteristicas de glandulas sudoriparas ecrinas y apocrinas (Avril, 2004;
Cardelus et al., 2013; Marieb, 2008).

Glandulas sudoriparas ecrinas

Glandulas sudoriparas apocrinas

e Se encuentran por toda la piel,
en mayor numero en las
palmas, plantas de los pies y
manos. Su nimero oscila entre
2 y 5 millones en total.

e Estas glandulas producen
sudor, el cual es una secrecion
transparente  formada  por
sustancias, principalmente por
agua y algunas sales (NaCl),
vitamina  C, restos de
desperdicios metabdlicos
(amoniaco, urea, acido Urico) y
acido lactico (una sustancia que
se acumula durante la actividad
muscular vigorosa). El sudor es
acido (pH de 4 a 6), una
caracteristica que inhibe el
crecimiento de las bacterias,
gue siempre estan presentes en
la superficie cutanea.

e Son una parte importante y muy
eficaz en la regulacion del calor
corporal. Estan llenas de
terminaciones nerviosas que
hacen que secreten sudor
cuando la temperatura externa
o la temperatura corporal son
elevadas.

e Se encuentran en gran medida
en la zona de las axilas y la zona
genital del cuerpo.

e Suelen ser mayores que las
glandulas ecrinas y sus
conductos se vacian en los
foliculos capilares.

e Su secrecion contiene &cidos
grasos y proteinas, asi como
todas las sustancias presentes
en la secrecion ecrina; por tanto,
pueden tener un color lechoso o
amarillento, La secrecion es
inodora, pero cuando las
bacterias que viven en la piel
utilizan sus proteinas y grasas
como fuente de nutrientes para
su crecimiento, adquiere un olor
desagradable.

e Aunque su secrecion se produce
casi continuamente, las
glandulas sudoriparas apocrinas
desempefian una funcién infima
en la regulacioén térmica. Adn se
desconoce su funcion precisa,
pero las activan las fibras
nerviosas ante las sensaciones
dolorosas y estresantes.
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» Ufas: Cada una tiene un borde libre, un cuerpo (parte unida visible)
y una raiz (incrustada en la piel). Los bordes de la ufia tienen pliegues
cutaneos superpuestos, denominados pliegues ungueales, el pliegue
ungueal proximal grueso suele denominarse cuticula. La Figura 7
muestra la estructura de la ufia (Anguiano, 2017).

Matriz Raiz Pliegue ungual ‘
unsueal dela ufia proximal Lecho ungueal
=

Cuerpo . ' T— Cuticula CUETPC | gorde libre
— delaufia | ge 3 yfa

de la una r

Pliegue
ungueal —ad

lateral Hueso

de la punta

4 del dedo

Lanula V. ,‘
/4 t I
Cuticula Estrato basa

(a) Vista superficial (b) Seccion longitudinal de la parte distal de un dedo

Figura 7. Estructura de la ufia (Anguiano, 2017).

3.3 Composicién quimica de la piel

La piel esta constituida principalmente por cuatro componentes quimicos:

e Agua: Constituye el 70-80% de la piel y el 10-15% pertenece a la capa
cérnea. Para que la capa cérnea permanezca bien hidratada, es necesario
gue exista un equilibrio entre la difusion (que es el paso de agua desde la
dermis hasta la epidermis) y la evaporacion en la superficie y al mismo
tiempo que la capacidad de la capa cOrnea para fijar el agua, sea optima.

e Carbohidratos: Glucosa y ciertos glucidos llamados mucopolisacaridos.

e Lipidos: Colesterol, fosfolipidos, entre otros, estos aseguran el
mantenimiento de las propiedades de barrera de la piel y su proteccion
contra los microorganismos.

e Proteinas: Son largas cadenas de aminoacidos, estas moléculas sirven
para formar los tejidos y componentes que le dan caracteristicas propias a
la piel como la elastina, el colageno, entre otras (Altamirano, 2015).
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3.4 Funciones de la piel

La funcion de la piel depende de su situacion unica entre el “entorno” y el “interior”.
Sus funciones principales de proteccion y comunicacion se realizan tanto respecto
del exterior como del interior.

3.4.1 Organo de proteccion y frontera

e Proteccion y frontera con el mundo externo.

> Defensa frente a las infecciones virales, bacterianas o por hongos: la
pelicula superficial cutanea tiene un efecto antimicrobiano, la capa
cérnea representa una barrera frente a los patégenos. Cuando se
produce una herida (puerta de entrada), se desencadena una
reaccion defensiva de la piel en forma de inflamacion local.

> Defensa frente a los estimulos mecanicos nocivos: Las propiedades
biomecanicas de la piel constituyen una barrera frente a las lesiones
y heridas. La capa cOrnea compacta y flexible y el tejido conjuntivo
rico en fibras de la dermis protegen a la piel de los estimulos nocivos
cortantes.

» Defensa frente a estimulos térmicos nocivos: la piel actia como
barrera aislante (sobre todo el tejido subcutdneo). La circulacion
sanguinea (un 90% de la circulacibn cutanea sirve para la
termorregulacion y un 10% para la nutricién) y la secrecion de las
glandulas sudoriparas permiten una termorregulacion reactiva.

» Defensa frente a las radiaciones nocivas: La piel refleja y absorbe la
luz. Después de la reflexion/absorcion de la luz en la pelicula
superficial y en la capa cornea, se produce la absorcion de los rayos
gue hayan penetrado por la melanina. No obstante, los dafios
celulares (de los acidos nucleicos) por la radiacion se evitan por los
mecanismos de reparacion enzimaticos.

» Frontera respecto del mundo interior: La piel impide el intercambio
incontrolado de sustancias entre el cuerpo y el entorno, por lo que
resulta fundamental para la homeostasis interna. Cuando se producen
lesiones o defectos existe el riesgo de pérdida de liquido, electrolitos
y proteinas con las consiguientes alteraciones del metabolismo o
pérdidas de sangre. La pérdida de la piel seria mortal y se han
empleado para la pena de muerte (desollamiento), como lo demuestra
la obra artistica del martirio de San Bartolomé (Miguel Angel, capilla
Sixtina) (Rassner, 1997).

3.4.2 Funcion sensitiva

La piel tiene receptores sensitivos repartidos en toda la superficie que le permiten
el reconocimiento del medio ambiente y la defensa ante los peligros. Los estimulos
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adecuados provocan las sensaciones de tacto, presion, temperatura y dolor y
permiten el reconocimiento de la intensidad y la procedencia del estimulo (palpacion
de un tumor cuténeo, picadura de insecto en la espalda, ufia dentro del zapato, agua
demasiado caliente). Los estimulos pueden desencadenar reacciones motoras
voluntarias o involuntarias reflejas (p. ej., control de la motricidad fina de la mano,
reflejo de huida ante un estimulo doloroso, etc.) (Rassner, 1997).

3.4.3 Funcion de comunicacion y expresion

La piel, como érgano superficial, desempefia un papel esencial en la comunicacion
psicosocial. Su aspecto sera valorado para obtener conclusiones acerca de su edad,
estado animico, caracter (“la piel como espejo del alma”), pero también para
descartar posibles enfermedades internas (“la piel como espejo de las
enfermedades internas”). El estado y el aspecto de la piel determinan también en
gran medida la propia imagen de uno mismo y por eso se manipulan de modo
voluntario (cosméticos). Por tanto, la piel normal y patologica tienen una importante
dimension psicosocial (Rassner, 1997).

3.4.4 Funcion metabdlica y de reserva

La piel puede acumular agua en forma de edema y desecarse ante una gran pérdida
de agua (exicosis). Cuando se produce una sobrealimentacién se puede acumular
un exceso de grasa en la piel (adiposidad), mientras que en la desnutricion se pierde
dicho deposito (caquexia). A nivel metabdlico destaca la sintesis fotoquimica de la
vitamina D (si falta la luz solar se puede producir raquitismo). Cuando se produce
un exceso de metabolitos normales o patoldgicos, estos se pueden acumular en la
piel (Rassner, 1997).

3.5 Permeacion/Administracion transdérmica

La permeacion transdérmica o percutanea se define como el paso de una molécula
a través de las capas de la piel. A pesar de gue la piel tiene como funcién el evitar
gue sustancias exdgenas entren al organismo, algunas sustancias al tener
propiedades de liposolubilidad adecuadas se abren paso a través de esta. La piel
tiene funcion de barrera, pero aun asi ciertos productos quimicos son capaces de
pasar a través de ella, es por ello por lo que en los ultimos afios se ha optado por
utilizarla como via de administracion de farmacos. Una de las principales limitantes
de esta via son las caracteristicas del farmaco y la adecuacion de éste a una
formulacion (Naik et al., 2000). En las Tablas 4 y 5 se muestran las caracteristicas
ideales que debe tener un farmaco para poder ser utilizado en la via transdérmica.
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Tabla 4. Caracteristicas ideales de un farmaco para la via transdérmica (Flores,

2013).
Coeficiente de particion 10< Ko/w < 1000
Peso molecular <400 Da
Punto de fusion <200 °C
Dosis terapéutica < 10 mg /dia
pH de saturacion de la solucién acuosa pH 5-9
Solubilidad acuosa >1mg /mL

Tabla 5. Capacidad de las moléculas para la penetracion transdérmica (Kingman

et al., 1984).

Grado de penetracion Caracteristicas

Pobre Polimeros de alto peso molecular y
macromoléculas (proteinas y
polisacaridos)

Pobre Electrolitos solubles en agua (Na*, CI")
Pobre Sustancias solubles en agua (glucosa,
urea)
Buena Sustancias liposolubles
Excelente Sustancias liposolubles, no polares,

bajo peso molecular

Los farmacos para que puedan ser absorbidos por la piel se enfrentan al EC y
posteriormente deben difundir a través de los demas estratos de la epidermis y
dermis, para asi poder acceder a la circulacion sistémica. Esto se lleva a cabo en
varias etapas, ver Figura 8:

1.
2.
3

ok

Disolucion y liberacion del farmaco a partir de la formulacion.

Equilibrio de particion del farmaco en la capa mas externa del estrato corneo.
Difusion del farmaco a través del estrato cérneo por medio de la via
intercelular lipidica.

Particion del farmaco del estrato corneo hacia la epidermis viable acuosa.
Difusion hacia la dermis superior.

17



6. Incorporacion del farmaco a la red capilar para su distribucién sistémica
(Flores, 2013).

FORMULACION

-Estrato corneo
{medio lipidico]

Liberacion del farmaco
de la formulacion

_ ———————— —
| ] Difusio del farmaco
_ Via intercelular y/fo transcelular
Epidermis l

(medio acuoso)

Dermis
(medio acuoso)

Particion lipidica del farmaco desde el
estrato corneo a la epidermis en
medio acuoso seguida por la difusion

Entrada a circulacion
sistémica mediante red
capilar

Figura 8. Representacion de la difusidon de un farmaco a través de la piel (Diez &
Dominguez, 1990).

Los farmacos aplicados sobre la superficie de la piel siguen dos vias de penetracion:

e Via transanexial/trans-apéndices: El area disponible para que una molécula
penetre a través de las glandulas corresponde solo al 0.1 % del area total de
la piel. Se efectla a través de los anexos cutdneos como foliculos pilosos y
glandulas sebaceas o sudoriparas. Es de mayor importancia para moléculas
gue sean polares de elevado peso molecular, que penetran lentamente a
través del EC.

e Administracion transdérmica: la molécula penetra a través de la epidermis.
Esta via esté limitada por la velocidad en que el farmaco se mueve a través
de la piel. Existen dos tipos de ruta transdérmica, la ruta intercelular y la ruta
intracelular/transcelular. La via intercelular (entre las células) es la mas
comun para moléculas lipofilas; depende de numerosos factores intrinsecos
de la molécula como son las propiedades fisicoquimicas (pKa, peso
molecular, solubilidad y coeficiente de reparto), la integridad y el espesor del
EC, variabilidad de la zona anatémica, estado de hidratacion de la piel, y del
metabolismo. La via intracelular (a través de las células) es mas comun para
moléculas polares, cabe mencionar que también depende de las
propiedades fisicoquimicas de la molécula (Gabriel, 2014; Pérez, 2005).

En las Figuras 9 y 10 se muestran las vias por las que una molécula puede pasar a
través de la piel.
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Estrato

Poro exterior S -

Epidermis
Capilar viva
subepidérmico
Canal Glér}dula
sudoriparo ‘ sebacea
Glandula
sudoripara
Foliculo
piloso
Plexo
vascular Dermls

Figura 9. Representacion de las principales vias de absorcidén percutanea: a)
Sudoripara; b) Transepidérmica y c) Pilosebacea (Diez & Dominguez, 1990).

Ruta Intercelular Ruta Transcelular

Membrana

. L0
Citoplasma Acidos Ceramida
celular grasos Acuoso

Espacio
Intercelular

Colesterol.o Lipido

Lipidos Acuoso  gylfato colesterilo minimo Queratina

Figura 10. Vias de administracion transdérmica. Intercelular y transcelular
(Anguiano, 2017).
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Existen 3 diferentes grados de penetracion a través de la piel, a continuacion,
explicamos cada uno de ellos.

e Absorcion: La sustancia penetra desde la superficie de la piel hasta los
capilares sanguineos para poder ser distribuida en todo el organismo.

e Penetracion: La sustancia llega hasta las capas basales, este grado de
penetracion es mas comun en cosmeticos.

e Contactacion: La sustancia no penetra solo se queda en la superficie de la
piel (Gabriel, 2014).

3.6 Ley de Fick

El paso de muchas moléculas a través de las membranas bioldgicas tiene lugar por
difusién pasiva, proceso por el cual una sustancia difunde en funcion del gradiente
de concentracion, por lo tanto, el transporte de moléculas a través de la piel se
mantendra hasta que las concentraciones en ambos lados de la membrana se
igualen (Anguiano, 2017).

El transporte molecular a través de una barrera se mide normalmente mediante
flujos, el flujo de un soluto se define simplemente como la masa o el nimero de
moléculas que se mueven a través de un area transversal dada, durante cierto
periodo de tiempo. La primera ley de Fick de difusion se puede utilizar para describir
la penetracion cutanea de moléculas haciendo una aproximacion del gradiente de
concentracion, esto debido a que no se puede medir facilmente (Gabriel, 2014). La
ecuacion 1 indica que el flujo es directamente proporcional al gradiente de
concentracion.

ecuacion (1)

Donde J es el flujo, D es el coeficiente de difusiébn y dc / dt es el gradiente de
concentracion. El signo negativo indica que la velocidad (variacion de la
concentracion en funcién del tiempo = dc/dt) disminuye con el tiempo, pues la
diferencia de concentraciones es progresivamente menor a medida que la molécula
pasa del compartimiento donde se encuentra mas concentrada al compartimiento
donde se encuentra menos concentrada. La velocidad de difusién que es la cantidad
de sustancia que difunde en la unidad de tiempo sigue una cinética de primer orden
ecuacion 2.

-dQ/dt =K (C;—C,)

ecuacion (2)
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Donde Cd y Cr son la concentracion de la molécula en el compartimiento del
donante (es decir, en la superficie del EC) y en el compartimiento del receptor (es
decir, el cuerpo), respectivamente. Ya que puede despreciarse la concentracion de
la molécula en el compartimiento receptor, puesto que es muy pequefia en relacién
con la concentracion del compartimiento de partida, se puede establecer una
relacion lineal entre la velocidad de difusion y la concentracién de la molécula. K es
el coeficiente de permeabilidad de la molécula en la piel, este engloba
caracteristicas de la membrana y de la molécula, como su tamafio y liposolubilidad
(ecuacion 3) (Lorenzo et al., 2008).

K=D* P/L
ecuacion (3)

Donde D es el coeficiente de difusion obtenido a partir del coeficiente de
permeabilidad K, el coeficiente de particién del soluto P y L es el grosor total de la
piel. De la ecuacion 2 esté claro que puede obtenerse una velocidad constante de
penetracion de la molécula sélo cuando la concentracion de farmaco en la superficie
del EC (Cd) es consistentemente y sustancialmente mayor que la concentracion de
farmaco en el cuerpo (Cr). Se obtiene la ecuacion 4 (Lorenzo et al., 2008).

DQ/dt=K*C,

ecuacion (4)

La cantidad acumulada que permea (Q) la barrera con el area superficial eficaz de
permeacion (A) en un tiempo dado (t) se calcula usando la ecuacién 5:

Q= KAC,t
ecuacion (5)

El coeficiente de permeabilidad (P) puede obtenerse a partir de la pendiente de un
grafico de permeacion experimental.

Como se muestra en la Figura 11, la curva de permeacion acumulativa tiene dos
porciones, la porcion inicial de la curva representa la difusion no estacionaria y la
porcioén lineal corresponde a la difusion en estado estacionario. La parte no estable
de la curva puede ser descrita matematicamente por la segunda ley de Fick,
mientras que la porcion lineal estable por la primera ley de Fick. El tiempo requerido
para alcanzar el estado estacionario se llama tiempo de latencia (TL). El tiempo de
latencia se puede determinar extrapolando la porcion lineal de permeacion al eje de
tiempo (Zaid et al., 2015).
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Figura 11. Grafico tipico de un estudio de permeacion (Zaid et al., 2015).

Con el tiempo de latencia la ecuacion se puede reescribir de la siguiente manera:
{1: KﬂCd (t — tL)

ecuacion (6)

El tiempo de latencia puede calcularse mediante la ecuacion 7:

t; =12/ 6D

ecuacion (7)

En este campo los moduladores de la permeacién han sido una de las estrategias
mas prometedoras de los ultimos afios para afrontar el suministro de sustancias a
través de la piel.

3.7 Moduladores de la permeacion

Un modulador de la absorcion percutanea puede ser un promotor y/o retardador y
estos se definen como aquella sustancia que incrementa o disminuye la particion y
difusién de agentes activos hacia y a través de la barrera de permeabilidad de la
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piel. Son empleados como vehiculos de los principios activos, siendo elementos de
gran importancia que permitirdn la mejor absorcion o el control de ésta a través de
las membranas corporales (Vazquez, 2004).

3.7.1 Promotores de la absorcion

El nUumero de moléculas capaces de penetrar por si mismos el EC en cantidad
suficiente para alcanzar la circulacion sistémica y producir una respuesta
terapéutica es bajo. Para aumentar el nimero de moléculas candidatas a ser
administradas transdérmicamente, es indispensable incrementar la penetracion de
estas moléculas a través de la piel. Por lo que en las ultimas décadas se han
realizado estudios dirigidos a reducir la funcién de barrera del EC empleando para
ello promotores de la absorcion tanto de tipo quimico como fisico.

3.7.1.1 Promotores fisicos

Es complicado introducir farmacos cargados o de peso molecular elevado, por ello
se utilizan promotores fisicos (Escobar et al., 2010; Lane, 2013). Por ejemplo:

1. lontoforesis: es la aplicacidon de corriente eléctrica (0.5 mA) sobre la piel por
largos periodos (hasta 8 h), permite al farmaco alcanzar la circulacion
sistémica.

2. Electroporacion: logra que el farmaco penetre al administrar voltajes de 100
V por fracciones de segundo, generando poros en las capas de la piel; trabaja
por via transcelular.

3. Sonoforesis: maneja la tecnologia de ultrasonido para formar burbujas que
rompen o desorganicen las estructuras de los lipidos del EC, abriendo los
espacios que se necesitan para introducir el farmaco.

4. Radio frecuencia: el farmaco alcanza circulacion sistémica al colocar un
parche y administrar ondas electromagnéticas.

5. Microagujas: perforan las diversas capas de la piel sin causar dolor,
ingresando el farmaco facilmente.

3.7.1.2 Promotores quimicos

Como ya se menciono, la piel actia como barrera contra la entrada de sustancias.
El EC, la capa mas externa, esta formada por células queratinizadas tiene un grosor
aproximado de 15 um) es la principal barrera por vencer para que una molécula
pueda penetrar a través de la piel (Kawakami et al., 2015). Las propiedades
quimicas de las moléculas determinaran la via de permeacién, que sera en mayor
proporcién intercelular si el compuesto es mas hidrofébico, o transcelular si tiene
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una mayor afinidad por la fase acuosa (Albery & Hadgraft, 1979). Los promotores
quimicos son moléculas especiales que interactian con los componentes del EC
para aumentar la permeacion de moléculas a través de la piel. Se han evaluado
numerosos compuestos de diferentes estructuras quimicas y se han propuesto
varios posibles mecanismos de accion que a continuacion se enlistan: (Coufalova
et al., 2013; Hadgraft et al., 1999; Moser et al., 2001; Pellet, 1994).

e Extraccion de lipidos intercelulares.

e Alteracion de la barrera enzimatica.

¢ Interaccién con componentes proteicos.

e Incremento de la fluidez de la bicapa lipidica de la membrana, con la
consecuente disminucién de la temperatura de transicion vitrea de los lipidos.

e Incremento de la hidratacion del EC.

e Co-difusion del promotor y el soluto.

e Aumentando el coeficiente de difusidn desorganizando los lipidos del EC,
aumentando la difusividad del compuesto modelo (e.g., acidos grasos o
tensioactivos).

e Aumentando la solubilidad del principio activo en la membrana. Los
promotores que siguen este mecanismo son el PG, etanol, Transcutol® y N-
metil pirrolidona.

¢ Aumentando tanto el coeficiente de difusion y de solubilidad. Combinando
diferentes promotores de la absorcidn con efectos aditivos y sinérgicos, se
potenciara la penetracion por ambos mecanismos.

e Aumentando el nivel de saturacion. La actividad termodinamica de un
principio activo puede aumentarse incrementando la concentracién en el
vehiculo o disminuyendo la solubilidad del principio activo en el disolvente.

3.7.1.2.1 TRANSCUTOL® (Carbitol o monoetil éter de dietilenglicol)

Dentro del extenso grupo de promotores de penetracion el éter monoetilico de
dietilenglicol (Transcutol®), su estructura molecular se muestra en la Figura 12; ha
mostrado una clara influencia en la absorcidén transdérmica de muchos farmacos,
principalmente en combinacion con otros agentes promotores de la penetracion.
También se ha demostrado que se incrementa el paso de varios farmacos a través
de la piel s6lo por el hecho de estar disueltos en Transcutol® (Padilla, 2011).

El Transcutol® es un liquido higroscopico que es facilmente miscible tanto con
disolventes polares como no polares. El Transcutol® ha sido reconocido como un
potenciador de la permeacion transdérmica debido a su no toxicidad, su
biocompatibilidad con la piel y sus excelentes propiedades solubilizantes (Godwin
et al., 2002). En la Tabla 6 se muestran las propiedades fisicoquimicas del
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Transcutol®. Se han propuesto diversos mecanismos por medio de los cuales el
Transcutol® ejerce su efecto promotor: 1) incremento de la solubilidad del farmaco
que genera un cambio en el coeficiente de particién de este; 2) acumulacion del
activo en capas superficiales de la piel, por formacion de un “deposito intracutaneo”
debido al hinchamiento de los lipidos intercelulares y 3) cambios en la composicion
del vehiculo, por absorcion de agua del ambiente y de la misma piel (Padilla, 2011).

HO/\’/O\/\O/\

Figura 12. Estructura quimica del Transcutol® (Padilla, 2011).

Tabla 6. Propiedades del Transcutol® (Godwin et al., 2002).

Peso molecular 134.2
Densidad especifica (20°C) 0.99
Punto de ebullicién 202 °C
Punto de fusién -76 °C
indice de refraccién (20°C) 1.4300

3.7.2 Retardadores de la absorcion

Se reconoce plenamente que uno de los principales inconvenientes cuando se
administran farmacos a traves de la piel, especialmente cuando se busca un efecto
sistémico, es la penetraciéon limitada de la mayoria de estos farmacos debido a la
presencia de la barrera impuesta por las caracteristicas estructurales del EC. En las
tltimas décadas, se han probado diferentes enfoques para superar la barrera de la
piel, incluida la disrupcion mecanica y eléctrica, asi como la modificacion quimica.
Sin embargo, en casos especificos, como pesticidas, agentes de guerra quimica,
protectores solares, repelentes de mosquitos y agentes dirigidos al EC, donde es
deseable que residan en la superficie de la piel, se busca un aumento en la
impermeabilidad del EC. Mientras que algunos potenciadores de la penetracion
actian sobre los lipidos de la piel, creando un entorno mas fluido y luego
promoviendo la penetracion de agentes terapéuticos, existen moléculas con un
efecto opuesto. Estas moléculas conocidas como retardadores o reductores de la
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penetracion pueden ser Utiles al restringir la ubicacion de los farmacos a las capas
superiores de la piel, no solo en aquellos casos donde el sitio objetivo es la superficie
de la piel, sino también cuando la absorcion puede conducir a efectos secundarios
o0 toxicidad no deseados.

Aunque los mecanismos de accion de los retardadores no se han entendido
completamente, se ha propuesto que pueden actuar (i) como antidisolventes,
evitando la particiéon del farmaco en el EC; (ii) mediante la adicibn de moléculas
lipidicas en las bicapas lipidicas para endurecer el EC; (iii) ordenando la disposicion
lipido-lipido en el EC y luego disminuyendo el coeficiente de difusién del farmaco.

Los alquilgliceroles (AG) (éteres alquilicos de glicerol) se encuentran en fuentes
naturales, principalmente en el aceite de higado de tiburdn. Los principales AG,
cuyas estructuras se muestran en la Figura 13, incluyen los éteres de chimil
(hexadecilo), batil (octadecilo) y selaquilo (E-octadec-9-enilo). Otra fuente de 1-O-
alquilgliceroles puede ocurrir naturalmente como éteres lipidicos en la leche de
vaca, la leche humana y los 6rganos productores de sangre (médula 6sea, higado
y bazo) (Bernal et al., 2017).

HO Batil-alcohol

- . . o~ - L
HO — 'D'\""'\-u..__-"'-'ﬂ'*.\_,.--""-au_,-""r"""--L_.-"'-'-' o __..-"x___ l____.-""-a.._\_\_h_____-' _____.-' -\"""'\-\-..__,-'

Chimil-alcohol

Selaguil-alcohol
v.'\O\i/W
_._'_'_,.,-'-"'

Figura 13. Alquilgliceroles principales

3.8 El sol

3.8.1 Radiacion solar

El sol es una esfera gaseosa de 2x102’ toneladas y de 696.000 km de radio (100
veces el de la Tierra) que esta situado a 149.000.000 km de la Tierra. Esta central
termonuclear (con una temperatura de 15.000.000 °C) produce en el espacio que la
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rodea una inmensa radiacion electromagnética, formada por una infinita y continua
serie de radiaciones constituidas por pequefias particulas de energia llamadas
fotones que se propagan a una velocidad constante (300.000 Km/s) en forma de
una onda que se caracteriza por una doble periodicidad en el tiempo. Las
radiaciones electromagnéticas son tanto mas energéticas cuanto menor es la
longitud de onda. Los fisicos clasifican en tres categorias las diferentes ondas
electromagnéticas emitidas por el Sol. Esto es, de mas a menos energéticas: las
radiaciones ionizantes, las radiaciones opticas y las ondas hertzianas.

Las radiaciones ionizantes comprenden los rayos cdésmicos, tan potentes que son
capaces de atravesar el globo terragueo; los rayos y, que pueden destruir un ser
Vivo, y los rayos X, suficientemente potentes para poder atravesar en parte el cuerpo
humano. Las radiaciones Opticas comprenden la radiacion ultravioleta (UV), no
visible para el ojo humano y la radiacion visible (Avril, 2004).

La exposicion a la radiacion solar tiene efectos benéficos y perjudiciales sobre el
cuerpo humano, dependiendo de la duracion, frecuencia, intensidad de la luz y
sensibilidad del individuo. En general la accion del sol sobre el hombre tiene dos
efectos contrastantes; por un lado, tenemos el efecto benéfico, el sol calienta la
superficie terrestre y por consiguiente a sus habitantes con lo que obtenemos un
efecto antirraquitico y antidepresivo, y por el otro lado tenemos el efecto adverso,
ya que posee una gran influencia en el envejecimiento de la piel lo que inclusive nos
puede conducir a desarrollar cancer, es decir la piel es el érgano que mas sufre a
largo plazo de la exposicion crénica a la radiacion solar (Bouzas, 2003).

En la Figura 14 se observa la transmision de la luz del sol en la piel.
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Figura 14. Transmision de la luz del sol en la piel (Avril, 2004).
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La radiacion UV a su vez se divide en UVA, UVB y UVC. La radiacion UVC, conocida
como radiacién germicida o radiacion ultravioleta corta, se encuentra ente los 200 y
290 nm, es perjudicial para el tejido, pero es filtrada por el ozono (O3) de la
atmosfera. Puede producirse por fuentes ultravioleta artificiales. No es eficaz en la
estimulacién del bronceado y causa eritema, es una radiacidbn muy toxica, letal para
la mayoria de los microorganismos, tales como bacterias, levaduras y protozoos,
asi como para la mayoria de las plantas.

La radiacion UVB, se encuentra entre las longitudes de onda comprendidas entre
los 290 y 320 nm. Se le conoce como la radiacion de quemaduras solares o
radiacion ultravioleta media. Es la radiacion responsable de la produccion de
quemaduras solares, asi como reacciones irritantes que producen la formacion de
melanina y el desarrollo del bronceado. Representa el 0.1 % de la radiacién
electromagnética que alcanza la tierra, pero su energia es 100 veces mas eficaz
para producir eritema que la UVA.

La radiaciéon UVA, denominada radiacion ultravioleta de onda larga, tiene longitudes
de onda comprendidas entre 320 y 400 nm. Esta es la radiacién responsable del
bronceado directo de la piel. Este tipo de radiacion tiene una mayor longitud de onda
que la UVB y por tanto su energia es menor. Tiene una gran capacidad de
penetracion en la piel, representa el 4.9% de la radicacién solar que llega a la tierra
(Bouzas, 2003). En la Tabla 7 hay una comparacion entre las radiaciones UVA y
UVB.

La luz visible (39% de la radiacion total), de 400 a 800 nm, que puede ser percibida
por el ojo humano y se puede descomponer a través de un prisma o en el arco iris
en siete colores: violeta, afiil, azul, verde, amarillo, naranja y rojo (Bouzas, 2003).

Los rayos infrarrojos (IR) (56% de la radiacion total), de 800 a 5000 nm, que pueden
ser absorbidos por las estructuras liquidas, agitan las moléculas de agua y producen
calor, promueve ademas una dilatacion de los vasos capilares y poros de la piel
como consecuencia del aumento de la temperatura, se activa el mecanismo de la
transpiracion, que mantiene la temperatura estable del cuerpo humano (Avril, 2004;
Bouzas, 2003).

Las ondas Hertzianas no son absorbidas por las moléculas del cuerpo humano y no
tienen efectos bioldgicos conocidos: microondas, ondas radar, television y radio.

La radiacion electromagnética es emitida por el sol en todas las direcciones y solo
una pequena parte de ella va a llegar a la tierra, después de haber sido “filtrada” por
el ozono estratosférico. Esta capa de ozono, situada entre 15 y 35 Km de altitud,
retiene las radiaciones ionizantes y la radiacion éptica de muy corta longitud de onda
(La totalidad de los rayos UVC y una parte de los UVB). La capa de 0zono es un
escudo protector esencial y su disminucion daria lugar a modificaciones
fotoclimaticas globales que podrian tener consecuencias para la salud humana. Se
cree que la reduccion del 5% de la cantidad de ozono provocaria un aumento del
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10% de la radiacion UVB que llegaria a la superficie terrestre, provocando
previsiblemente un aumento de la incidencia de canceres cutaneos, aparicion
precoz de cataratas y alteraciones en las defensas inmunitarias. Asi la radiacion
que llega a la superficie terrestre esta constituida por 55% de rayos infrarrojos, 40%
de luz visible y 5% de rayos ultravioleta. Los rayos UVB solo representan el 2% de
la radiacion ultravioleta, pero son extremadamente energéticos. Los rayos UVA
(98% de los UV) (Avril, 2004).

Tabla 7. Comparacion de las radiaciones UVA y UVB (Gonzalez, 2010).

Luz ultravioleta B

Luz ultravioleta A

Comprende de los 290- 320 nm

Comprende de los 320-400 nm

Son bloqueados parcialmente por la
atmosfera terrestre (principalmente
por la capa de 0zono).

No son bloqueados, atraviesan la
atmosfera terrestre.

El 70% son reflejados por la capa
cérnea

El 30% atraviesan la epidermis o son
absorbidos por la melanina. El 10%
de este 30% llegan a la dermis
superficial

El 80% de ellos pueden penetrar
hasta la dermis.

El 20% penetra a las capas internas
de la piel (dermis).

Causa eritema y quemaduras

No causa eritema, ni quemaduras

Interviene en la sintesis de vitamina
D3

No interviene en sintesis de vitamina
D3

No traspasa vidrios

Traspasa vidrios

Responsable de foto-envejecimiento

Produce carcinogénesis de alto
grado

Produce carcinogénesis en bajo
grado

Causa bronceado inmediato

Responsables del bronceado de
efecto acumulativo

Son muy energéticos y
biolégicamente muy activos

Menos energéticos, pero mas
abundantes
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3.8.2 Penetracion de la radiacion UV en la piel

Ciertas radiaciones luminosas, al ponerse en contacto con la piel son mas o menos
absorbidas por las moléculas de queratina y melanina. La mayoria de los rayos UVB
(70%) son retenidos por la capa cOrnea, pero el 20% alcanza la capa espinosa y el
10% llega a la dermis superficial. La mayoria de los rayos UVA atraviesan la capa
cornea, pero solo de un 20 a un 30% alcanzan la parte mas profunda de la dermis.
La radiacion visible y la infrarroja atraviesan la epidermis y llegan hasta la dermis
(Avril, 2004).

3.8.3 Reacciones biologicas fotoinducidas

Los efectos biolégicos de las radiaciones Opticas sobre la piel se manifiestan en
todos los individuos, siempre y cuando la dosis de irradiacion (intensidad o duracion)
hayan sido suficientes. Sin embargo, las consecuencias moleculares intracelulares
pueden ser importantes, aunque no se aprecien lesiones cutaneas clinicamente
perceptibles (Avril, 2004).

3.8.4 Efectos benéficos del sol a la piel

La exposicion moderada a la radiacion solar produce una sensacion de salud y
bienestar general, estimula la circulacidbn sanguinea, aumenta la formacion de
hemoglobina, promueve la reduccion de la presién sanguinea y desempefia un
papel vital en la produccién de vitamina D activando el 7-dihidrocolesterol
(provitamina D3) presente en la epidermis, disminuye la sensibilidad de los
individuos a ciertas infecciones. El sol y en especial la radiacion UVB tienen un
efecto antirraquitico, ya que permite la sintesis de vitamina D en la piel. La
exposicion de las partes del cuerpo de 10 a 15 minutos durante el verano de dos a
tres veces a la semana es suficiente para cubrir los requerimientos del organismo.
Existen datos que muestran mayor incidencia de osteoporosis en los individuos que
“huyen” del sol por temor al cancer. La accién antidepresiva del sol es facilmente
demostrada. La luz ayuda a tratar las “depresiones invernales”, interviniendo en la
modulacion de las funciones hormonales del cerebro (melatonina). Se ha
demostrado en los paises nordicos que existe una mayor frecuencia de depresion
como producto de la baja insolacion. La radiacion ultravioleta puede influir en la
recuperacion de ciertas enfermedades como psoriasis, dermatitis atopica,
fotodermatosis, ictericia neonatal, entre otras (Avril, 2004).
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3.8.5 Agresiones de los radicales libres

Los fotones solares, en funcion de su longitud de onda son absorbidos por ciertas
moléculas denominadas croméforos. ElI cromdéforo “activado” puede modificar su
estructura, establecer enlaces con las macromoléculas que lo rodean y sobre todo
transmitir la energia absorbida a moléculas vecinas, creando especies reactivas de
oxigeno (EROs), comunmente denominadas “radicales libres”: oxigeno molecular
singulete, anidén superéxido, peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo. Estos
radicales libres son moléculas extremadamente reactivas, con una gran capacidad
oxidante de numerosas moléculas intracelulares en las que las alteraciones
secundarias al estrés oxidativo van a modificar las funciones biologicas en las que
se encuentran implicadas. Las dianas biolégicas de las EROs son, sobre todo:

- El acido desoxirribonucleico, en el que se producen alteraciones y roturas de
las cadenas de ADN, responsables de modificaciones de la expresion del
material genético con riesgo de mutaciones.

- Los lipidos insaturados de las membranas celulares, en los que la
lipoperoxidacion puede llevar a una inactivacion de los receptores de las
membranas, a una ruptura de las membranas que provoca una liberacion de
los mediadores implicados en la inflamacién (citocinas) y de productos
mutagénicos.

- Los aminoéacidos, que llevan a una desnaturalizacion de las proteinas con
una perturbacién de su actividad.

Estas agresiones de los radicales libres se van a acumular poco a poco con un
envejecimiento celular y las exposiciones solares, alterando las células epidérmicas
y las dérmicas. Afortunadamente, las células cutaneas disponen de mecanismos de
defensa antirradicales libres (Avril, 2004).

3.8.6 Proteccion antirradicalar

Todos los érganos pueden verse afectados por las reacciones inducidas por los
radicales libres, pero la piel es el primer 6rgano que recibe las agresiones del
entorno luminoso, particularmente por parte de los fotones UVB y UVA, que son
capaces de generar especies reactivas de oxigeno, toxicas para las células
epidérmicas y dérmicas. Afortunadamente, existe una homeostasia celular que es
capaz de mantener un equilibrio entre la produccion de radicales libres y su
eliminacion. En su estado fisiologico, las células disponen de numerosos y
complejos sistemas de defensa antioxidante:
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- Enzimas antioxidantes: las superoxidodismutasas cobre-zinc y manganeso,
las glutationperoxidasas selenio independientes, las catalasas y las
tiorredoxinas reductasas.

- Sustancias antirradicales libres: el acido ascorbico (vitamina C), el tocoferol
(vitamina E), los carotenoides (B-caroteno), el glutation, &cido Urico y los
aminoacidos azufrados.

- Proteinas de estrés y citoquinas.

Si estos sistemas de defensa antioxidante no son suficientes para eliminar los
radicales libres producidos por la exposicidn excesiva a la radiacion solar, estos
degradaran las estructuras cutaneas. Por ejemplo, la ausencia fisiolégica en la
dermis de superoxidodismutasas (enzimas claves en la defensa frente a los
radicales libres) provoca que los fibroblastos, las fibras elésticas y las colagenas
capten directamente los radicales libres, con lo que se producen degradaciones
acumulativas, responsables de las elastosis (Avril, 2004).

3.9 Filtros solares

A partir del conocimiento del dafio que puede causar la exposicion cronica a la
radiacion solar, se ha popularizado el uso de protectores solares topicos,
aumentando cada vez mas la demanda de estos. Esta demanda ha ocasionado la
introduccién al mercado de una alta gama de productos cosméticos y no cosméticos
conteniendo una diversa variedad de activos conocidos cominmente como filtros
solares.

Se denomina protectores solares o fotoprotectores a todos aquellos productos
(cremas, lociones, leches, etc.) que se aplican sobre la piel con el fin de protegerla
de los efectos perjudiciales de las radiaciones solares ultravioleta A y/o B; tienen la
capacidad de absorber dentro del rango comprendido entre los 100 y los 400 nm.
Esto es posible porque en su composicion llevan unas sustancias denominadas
filtros, capaces de frenar la accion de uno y/u otro tipo de radiaciéon (Bouzas, 2003;
Ribera et al., 2003).

Los protectores solares para ser eficaces deben ser de baja penetracion en la piel
y alta fotoproteccion. Estas caracteristicas son importantes para la seguridad
cosmeética de la proteccion solar. Los protectores solares se aplican repetidamente
a la piel expuesta en una gran area superficial: aproximadamente 1,8 m? para un
adulto de 70 kg (Fernandez et al., 2000).

Los productos cosméticos de proteccion solar se han utilizado durante casi 75 afios
y comprenden sustancias (comunmente denominadas filtros ultravioleta (UV)
capaces de absorber la radiacién UV y proteger la piel humana de la exposicion
directa a las dafiinas longitudes de onda de la radiacion solar.
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Los filtros solares dispersan con eficacia la luz incidente o absorben la porcion
eritematdégena de la energia radiante del sol. Las propiedades imprescindibles en
un filtro solar son:

- Deben absorber eficientemente la radiacion eritemogena en el intervalo de
290-320 nm sin descomposicion que pueda reducir su eficacia u originar
compuestos toxicos o irritantes.

- No deben ser volatiles y deben ser resistentes al agua y a la transpiracion.

- Tener caracteristicas adecuadas de solubilidad para hacer posible la
formulacion del producto deseado con la cantidad requerida de filtro solar.

- Deben ser inodoros o al menos tener un olor aceptable por el usuario y tener
propiedades satisfactorias al tacto (no deben ser grasosos, etc).

- No deben ser toxicos, irritantes o sensibilizantes.

- Capaces de retener su propiedad protectora por varias horas

Los filtros solares se pueden clasificar en filtros inorganicos, filtros organominerales
y filtros orgéanicos.

3.9.1 Filtros inorganicos

Los filtros inorganicos (anteriormente llamados filtros fisicos son impermeables a la
radiacion solar y actian sobre ella por reflexion. Son de amplio espectro, controlan
el UV, visible e IR. Son los mas utilizados en nifios. Debido a que el tamafio de
particula es grande, los filtros solares son opacos y pueden alcanzar a brindar
proteccién hasta contra la luz visible, por lo cual son muy utiles en fotodermatosis
como el lupus eritematoso sistémico. No obstante, debido a la sensacion de
mascara que pueden dejar (efecto minimo) y a su capacidad de producir
comedones, se ha buscado mejorarlo cosméticamente, disminuyendo el tamafio de
particula, a tamafos ultrafinos, o micronizados, mejorando visiblemente sus
propiedades cosméticas. En la Tabla 8 se observan los principales filtros solares
inorganicos (Altamirano, 2015).

Tabla 8. Principales filtros inorganicos (Altamirano, 2015).

Filtros fisicos Radiacién ala que actuan

Dioxido de Titanio

Oxido de Zinc UVA, UVB, Visible e IR

Mica
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3.9.2 Filtros organicos

Son sustancias quimicas que absorben longitudes de onda del espectro UV (UVB o
UVA) y las transforman, impidiendo que las radiaciones afecten a las estructuras
cutaneas.

Estos compuestos generalmente poseen estructuras aromaticas Unicas o multiples,
a veces conjugadas con dobles enlaces carbono-carbono y/o restos carbonilo,
capaces de atenuar la transmision de fotones solares energéticos que alcanzan la
superficie de la tierra. Mas especificamente, los filtros UV absorben fotones y
vuelven rapidamente al estado fundamental al emitir térmicamente la energia a
través de una serie de transiciones vibratorias (relajacion vibratoria) (Giokas, 2007).

En la Tabla 9 se enlistan las principales familias de filtros solares orgénicos y la
radiacion sobre la que actdan. Actualmente se investigan nuevas moléculas
inocuas con capacidad de filtracion del UVA-lejano, causante de las reacciones de
fototdxica y fotoalérgica. El uso de fotoprotectores con filtros UVB aumenta la
exposicion a radiacion UVA, ya gue al evitar el eritema alargan la exposicién al sol
sin filtrar el UVA (Altamirano, 2015).

Tabla 9. . Principales familias de filtros organicos (Altamirano, 2015).

Filtros organicos Radiacién sobre la que actian

Derivados del acido-para-amino- uUvB
benzoico
Cinamatos uvB
Salicilatos uvB
Benzofenonas UVA, UVB

Antralinatos UVA
Dibenzoilmetanos UVA

En su mecanismo de accion se utilizan dos procesos: dispersion y absorcion. Los
protectores solares tienen sustancias que actuan mediante ambos mecanismos.

e Dispersion: ocurre cuando los rayos ultravioleta chocan con una pelicula o
pantalla que desvia su trayectoria, lo cual permite que se disipe en el entorno.
e Absorcion: en este caso, las moléculas del protector solar absorben la
radiacion ultravioleta. Implica la incorporacion de energia en la estructura del

34



protector. Los fotones son absorbidos hasta alcanzar la piel y conducidos en
forma de calor (Altamirano, 2015).

La monografia mas reciente de la FDA incluye 14 filtros solares quimicos, que son
considerados seguros y eficaces para su utilizacion como productos de adquisicion

sin receta. En la Tabla 10 se presentan los filtros solares aprobados por la FDA, y

el acuerdo de COFEPRIS por el que se determinan las sustancias prohibidas y
restringidas en la elaboracion de productos de perfumeria y belleza y sus

concentraciones maximas permitidas para uso en cosméticos (Gonzalez, 2010).

Tabla 10. Filtros solares aprobados por la FDA.
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/ICFRSearch.cfm?CFRPart
=352&showFR=1&subpartNode=21:5.0.1.1.27.2

Ingrediente [maxima] [maxima] Comentarios
activo (%) (%)
FDA En México
Acido Causa alergias, ya casi ho se
aminobenzoico utiliza
(PABA) 15 >
Acido Soluble en agua
fenilbencimidazol
. 4 8
sulfénico
Avobenzona 3 5 Fotoinestable
Cinoxato 3 3 Derivado del cinamato
Padimato O 8 8 Se utiliza como derivado de
PABA
Homosalato 15 10 Estos 3 salicilatos son
_ absorbedores débiles
'I'Srollgr_rl?a 12 fotoestables
alicilato
12
Ocitil salicilato 5 5
Octil 7.5 10 Filtro UVB fotolabil
metoxicinamato
Octocrileno 10 10 Fotoestable
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Continuacion de la Tabla 10.

Ingrediente [maxima] [maxima] Comentarios
activo (%) (%)
FDA En México
Oxibenzona 6 10 Son derivados de

Benzofenona que tienen picos
en UVB y UVA fotoestables

Dioxibenzona 3 3
Sulisobenzona 10 5
Mentol 5 5 Filtro UVA
antranilato

Los protectores solares deben ser eficaces frente a la radiacion solar que llega a la
tierra, tanto frente a la UVB, mas energética y mas dafina, como frente a la UVA,
menos energética, pero, con un mayor poder de penetracion en la piel. A pesar de
que la radiacion UVB es la principal causante del enrojecimiento de la piel (eritema
solar) y del cancer de piel, se debe tener en cuenta la contribucién de la radiacién
UVA, que ademas provoca el envejecimiento prematuro de la piel. También hay que
tener en cuenta que ambos tipos de radiacion afectan al sistema inmunitario. Sin
embargo, aunque el uso de protectores solares es necesario, también puede
entrafar ciertos riesgos para los usuarios (Lionetti & Rigano, 2017).

Los riesgos mas comunes son la posible aparicion de problemas dermatologicos
como consecuencia de reacciones alérgicas (por contacto o fotoalergias)
producidas por algunos filtros UV. Por otro lado, se ha puesto de manifiesto la
actividad estrogénica de algunos filtros UV ampliamente utilizados.

Otro tipo de efecto secundario estudiado es la influencia en la generacion de
radicales libres. Algunos autores indican que los filtros solares Octocrileno (OCR),
Butil metoxidibenzoilmetano (BDM) o avobenzona (AVB) entre otros aumentan los
niveles de radicales libres generados tras su aplicacion. Los radicales libres
desencadenan multitud de procesos oxidativos que dafian las macromoléculas del
tejido conjuntivo y alteran la sintesis de las nuevas moléculas, lo que conduce a un
envejecimiento prematuro de la piel. No obstante, existe cierta controversia ya que
otros autores indican el papel protector de los filtros UV ante la generacion de dichos
radicales (Lionetti & Rigano, 2017).

Todos estos efectos secundarios adquieren una especial relevancia si se tiene en
cuenta que, ademas, algunos filtros solares son capaces de ser absorbidos
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percutdneamente, pasando al torrente sanguineo, lo que podria ocasionar la
aparicion de efectos sistémicos (a largo plazo), especialmente si el uso de
protectores solares que los contienen es continuado. Ademas, algunos filtros UV
parecen tener un efecto sinérgico sobre la absorcidon percutdnea de determinados
pesticidas, lo que debe tenerse en cuenta cuando los usuarios de los protectores
solares son agricultores (Lionetti et al., 2010).

En el contexto anteriormente descrito es necesario evaluar la permeacion
transdérmica de filtros solares y determinar si los moduladores de la permeacion
pueden impedir que sean absorbidos.

3.9.3 Fotoprotectores organominerales

Son un hallazgo reciente y consisten en filtros quimicos insolubles. Combinan el
efecto cosmético de los filtros quimicos con la seguridad de los filtros fisicos, ya que
no penetran en la piel. Ademas, actdan por un triple sistema de filtro: por absorcion,
por reflexidbn y por dispersion, poseen gran capacidad filtrante de UVA, los
principales filtros solares de ésta categoria son los derivados del benzotriazol; como
el metilen-bis-benzotriazolil-tetrametil butil-fenol, comercializado como Tinosorb® M
(Altamirano, 2015).

3.10 Avobenzona

La AVB (1-(4-ter-butil-fenil)-3-(4-metoxifenil) propano-1,3-diona) es un filtro solar
quimico soluble en aceite, capaz de absorber la radiacion a lo largo de todo el
espectro de UVA. Esta absorcion se debe a su grupo fenil cetonico. La AVB junto al
didxido de titanio y 6xido de zinc son los Unicos aprobados por la FDA para proteger
contra UVA. Por lo que se considera un filtro solar muy efectivo. La AVB tiene
nombres comerciales como Parsol 1789, Eusolex 9020, Escalol 517 (Gonzélez,
2010).

La AVB es uno de los filtros UVA mas comunes presentes en formulaciones
cosmeéticas; sin embargo, se degrada significativamente bajo la exposicién a la
radiacion ultravioleta, reduciendo sus efectos de proteccion contra los rayos UVA,
lo que da como resultado una pérdida de eficacia y la generacién de foto-productos.
Las reacciones fotoalérgicas a menudo se han asociado con la AVB debido a la
generacion de productos de fotodegradacién como bencilos (Kawakami et al.,
2015).

Hasta hace poco este filtro solar se consideraba seguro, sin embargo, se ha
reportado que la AVB sufre fotodegradacion que resulta en la generacion de
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radicales libres, lo que puede aumentar el riesgo de cancer. La Figura 15 muestra
la fotodegradacion irreversible de la AVB.
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Figura 15. Fotodegradacion irreversible de la AVB (Lionetti et al., 2010).

Recientemente ha habido una tendencia a utilizar compuestos naturales, como los
polifenoles (Kawakami et al., 2015), en un esfuerzo por mejorar el potencial de los
filtros solares para evitar los efectos nocivos inducidos por los rayos UV. Esto se
debe principalmente a algunas limitaciones de los filtros UV organicos
convencionales, que se caracterizan por su estrecho espectro de proteccion y baja
fotoestabilidad.

Debido a lo expuesto anteriormente es necesario utilizar estrategias que limiten el
paso de este filtro solar a través de la piel, para evitar el dafio producido por los
radicales libres generados, una de estas estrategias es empleando retardadores de
la permeacion. Por lo que las actividades experimentales realizadas estan
enfocadas en evaluar la permeacion transdérmica de AVB a través de piel de oreja
de cerdo.
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4. JUSTIFICACION

Desde el descubrimiento del agujero en la capa de 0zono y su posterior aceptacion
por los gobiernos de los diferentes paises, los filtros solares han ido cobrando dia a
dia una mayor importancia ya que pueden proteger la piel de los efectos dafiinos de
la radiacion solar. Las personas que se ven mas afectadas son aquellas con un tono
de piel claro, sin embrago, eso no significa que las personas de piel oscura no se
vean afectadas por los efectos dafinos de la radiacion solar. En México un color
bronceado en la piel ha sido un signo de buena salud, sin embargo, la excesiva
exposicion a la radiacion solar causa dafios que pueden ir desde quemaduras
solares hasta cancer de piel. El rapido crecimiento en la demanda de los protectores
solares por parte de los consumidores para contrarrestar los efectos negativos por
la excesiva exposicion al sol ha ocasionado una introduccién masiva de agentes
activos conocidos como protectores solares que se encuentran en una alta gama
de cosméticos y articulos de tocador (Hernandez, 1994).

El cancer de piel es el segundo més frecuente en México, segun datos del 2001. Es
una manifestacion de dafio solar acumulado: la excesiva y recurrente exposicion al
sol, desde la infancia y sin cuidados, es el factor nimero uno en el desarrollo de
esta enfermedad (Roldan, R., 2017).

Debido a la gran promocion que existe actualmente sobre la necesidad de
protegerse contra el sol, principalmente en paises donde sus habitantes poseen
pieles mas sensibles, las ventas de productos contra la radiacion solar no solo se
ha mantenido, sino que han ido en aumento. Esta demanda es dia con dia mayor,
debido a que la gente cada vez es mas consiente de los riesgos que implica la
exposiciéon prolongada al sol sin la proteccién adecuada, por lo que con el paso de
los afos los protectores solares han pasado poco a poco de ser considerados un
articulo de lujo a un producto necesario para la vida cotidiana.

Actualmente existe una gran cantidad de innovaciones en productos de proteccion
solar y es importante sefialar que constantemente aparecen nuevas formulaciones
realizadas por empresas que se dedican a la produccion, venta y distribucion de
estos productos. Por lo tanto, el cuidado de la piel es un area muy importante que
cubrir en nuestra sociedad, ya que generalmente al pensar en protectores solares
nos viene a la mente periodos en los cuales estamos de vacaciones en un lugar
soleado, por consiguiente, buscamos una forma extra de protegernos, sin embargo,
no olvidemos el gran nimero de personas que laboran largas jornadas bajo el sol,
por lo tanto, el uso de protectores solares ya no deberia ser exclusivo de usarse
solo en época vacacional. Debemos considerar que el uso de estos protectores
solares varia de acuerdo con la situacion particular de cada pais, ya que el consumo
de estos depende de la conciencia educativa de cada sociedad.
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La eficacia de las formulaciones de proteccion solar depende directamente de la
afinidad que los diferentes filtros solares tienen con la superficie de la piel, el EC. La
AVB (1-(4-ter-butil-fenil)-3-(4-metoxifenil) propano-1,3-diona) es un filtro solar
quimico soluble en aceite, capaz de absorber la radiacion a lo largo de todo el
espectro de UVA. La eficacia de las formulaciones de proteccion solar también
depende de la fotoestabilidad de los filtros organicos utilizados. Hasta hace poco
este filtro solar se consideraba seguro, sin embargo, se ha reportado que la AVB
sufre fotodegradacion que resulta en la generacion de radicales libres, lo que puede
aumentar el riesgo de cancer. Debido a lo expuesto anteriormente es necesario
utilizar estrategias que limiten el paso de este filtro solar a través de la piel, para
evitar el dafio producido por los radicales libres generados, una de estas estrategias
es empleando retardadores de la permeacién (Reddy, 2002). Se ha reportado que
algunos alquilgliceroles, entre estos el BA retardan la penetracion transdérmica de
algunos farmacos como Piroxicam, Diclofenaco y Naproxeno (Bernal et al., 2017)
por lo que en el presente trabajo se evalla si el BA puede retardar la permeacion
transdérmica de la AVB.
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5. HIPOTESIS

Si el batil-alcohol (BA) funciona como modulador de la permeacion transdérmica
con efecto retardante entonces la aplicacion conjunta de este compuesto con
avobenzona en la piel retardara la permeacion transdérmica de este filtro solar,
aumentando la seguridad de este y haciendo posible su aplicacién en la formulacién
de protectores solares.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Realizar estudios de difusién in vitro a través de piel de oreja de cerdo, para evaluar
el efecto modulador del BA sobre la permeacion de AVB.

6.2 Objetivos particulares

e Evaluar la permeacién in vitro de AVB en presencia y/o ausencia BA en
celdas de difusion tipo Franz, utilizando como membrana bioldgica piel de
oreja de cerdo

e Desarrollar métodos analiticos espectrofotométricos para la cuantificacion de
AVB.

e Determinar la profundidad de absorcion transdérmica de AVB en el EC con
la técnica de Tape-Stripping.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Reactivos, material y equipos

Reactivos

Alcohol etilico, etanol (Reactivos Quimica Meyer, México).

AVB (Escalol™ 517), (Ashland Specialty Ingredients, EUA).

BA (Sigma-Aldrich, USA).

Fosfato monobéasico de potasio (KH2PO4), (Macron fine Chemicals™,
México).

Hidroxido de Sodio (NaOH, Pellets), (Macron, Suecia).

Polioxietilen 20 sorbitan monolaurato (Tween® 20), (Hysel de México S.A. de
C.V.).

Polioxietilen 80 sorbitan monolaurato, Polisorbato 80 (Tween® 80), (Hysel de
México S.A. de C.V.).

Transcutol® (2-(2-Etoxietoxi) etanol), (Sigma-Aldrich, USA).

Material

Barras magnéticas

Celdas de cuarzo

Celdas de Franz

Cinta adhesiva para empaque T-182 (Tuck®, México)
Cuenta gotas

Espatula

Matraces volumétricos de 25, 50, 100, 200, 1000 mL
Membranas de policarbonato, tamafio de poro 0.45 um (Isoporo®, Milipore,
Bedford, MA, EUA).

Microespatula

Ligas de goma

Probetas de 10, 100, 500 mL

Pipetas Pasteur

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4, 5, 6 mL

Tubos eppendorf

Vasos de precipitados de 5, 10, 20, 50, 1000 mL
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Material bioldgico

Piel de oreja de cerdo. Esta se obtuvo del rastro localizado en Cuautitlan Izcalli,
Estado de México. Se desprendio la parte superior de la piel con ayuda de un bisturi
y se corté con un dermatoma para tener un espesor de 700 um, una vez cortada se
congel6 a -20°C hasta su uso.

Equipos

e Agitador magnético multiplaza (Barnstead International, EUA).
e Dermatoma (Zimmer, Reino Unido).

e Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania).

e Bafo de agua de acrilico

e Espectrofotometro (UV-Vis HITACHI U-5100, Japdn)

e Microcentrifuga (Hettich EBA 12, Alemania)

e Termostato (PolyScience, EUA)

¢ Microbalanza (E. Mettler, Suiza)
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7.2 Metodologia

7.2.1 Preparacion de la solucion amortiguadora de fosfatos (SAF) pH
7.4

La preparacion de la SAF pH 7.4, se realiz6 de acuerdo a la Farmacopea de los
Estados Unidos de América No. 22.

7.2.2 Determinacion de la A de maxima absorcion de la AVB en etanol

Se midié una masa de 15.2 mg de AVB, se disolvi6 con etanol para después llevarlo
a un matraz volumétrico de 100 mL, se efectuaron 3 lavados con etanol al
contenedor para asegurar que la cantidad agregada de analito se encuentre en su
totalidad. Se llevo a nivel de aforo con etanol. Se tomo una alicuota de 3 mL con
pipeta volumétrica y se trasvasé a un matraz volumétrico de 25 mL, con etanol se
llevo a volumen de aforo para obtener una concentracion de 18.24 ug/mL.

Se determiné su espectro de absorcidén para obtener la longitud de onda de maxima
absorcion.

7.2.3 Prueba de solubilidad

La prueba de solubilidad se efectu6 por triplicado, con los siguientes disolventes:
Etanol, SAF pH 7.4, Tween® 20.

Se prepararon cinco sistemas:

a) Etanol

b) SAF pH= 7.4

c) SAF pH=7.4 + 30 % de etanol

d) SAF pH= 7.4 + Tween® 20 al 6%
e) SAF pH= 7.4 + Tween® 20 al 2%.

En contenedores de vidrio con tapa se colocaron 5 mL de cada uno de los
disolventes, se adicion6 una cantidad de AVB capaz de sobresaturar los sistemas,
se evitd la evaporacion de los disolventes utilizados durante la prueba, sellando
perfectamente el contenedor utilizado, se homogeniz6 durante 24 horas con ayuda

45



de un agitador magnético a temperatura ambiente, la prueba se realizé por
triplicado.

Pasadas las 24 horas de agitacion magnética se recuperaron los 5 mL de cada
solucion y se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos, se separo
cuidadosamente el sobrenadante del precipitado con ayuda de una pipeta Pasteur
transfiriendo los contenidos en tubos limpios, se tomo una alicuota de 2 mL y se
trasvasaron a un matraz volumétrico de 10 mL, se llevo hasta la marca de aforo con
etanol. Se leyé en un espectrofotometro UV/VIS a una longitud de onda de 357.5
nm para obtener su absorbancia.

Al obtener los resultados de cada solucion se compararon para obtener una
estimacion de la cantidad disuelta de AVB con esto se eligié el medio para la
realizacion del método analitico.

7.2.4 Preparacion del medio para el método analitico para cuantificar
la AVB que pasa a traves de la piel

El modelo de piel utilizado en los estudios de permeacién fue tejido cutdneo porcino.
Por lo que el método analitico debia ser estructurado de forma que la piel usada
fuese parte del medio para ser analizado. Se desarroll6 un método que simulara el
tiempo de experimentacion y con ello el tiempo en que la piel estara en contacto con
la solucion receptora.

Se lavo la oreja con agua corriente durante un lapso adecuado para eliminar
cualquier rastro de tierra u otras particulas, se retir6 el tejido cutaneo suave de la
oreja con ayuda de un bisturi, se eliminé el tejido graso en su totalidad con ayuda
de un bisturi.

Se coloco en un vaso de precipitados de 1 litro la SAF pH=7.4 + 6% de Tween® 20,
se situd la piel de cerdo de modo que la dermis este en contacto con la solucion,
con ayuda de un agitador magnético se agito la solucion durante un lapso de 24
horas. Pasado este tiempo de homogeneizacion se efectué una prefiltracion a
gravedad para eliminar componentes de la piel extraidas por el movimiento de la
solucion. Para asegurar que las particulas de piel extraidas no influyeran en la
lectura al espectrofotdmetro se realizé una filtracion con membranas de celulosa
con un tamafio de poro de 0.45 um.

Este medio fue el que se utilizo para desarrollar el método analitico para la
cuantificacion de la AVB que pasa a través de la piel.
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7.2.5 Obtencion de la A (longitud de onda) de maxima absorcion de
AVB en SAF pH=7.4 + 6 % de Tween® 20 + piel.

Se midié una masa 15.3 mg de AVB en una balanza analitica, se disolvié con alcohol
etilico posteriormente se trasvasaron a un matraz volumétrico de 100 mL para tener
una concentracion de 0.153 mg/mL (solucion A).

Se tomo una alicuota de 3 mL de la solucion Ay se llevo aun matraz volumeétrico de
25 mL, se llevo hasta la marca de aforo con la SAF pH= 7.4+ 6% de Tween® 20 +
Piel para obtener una concentracion final de 18.36 ug/mL. Se determinaron los
siguientes espectros de absorcion usando como linea base SAF pH=7.4:

1.- SAF pH=7.4 + 6% de Tween® 20 + Piel.
2.- SAF pH=7.4 + 6% de Tween® 20 + Piel + AVB

7.2.6 Desarrollo del método analitico

7.2.6.1 Determinacion de la linealidad del método.

En un vaso de precipitados se midié una masa de 15.3 mg de estandar de AVB en
una balanza analitica, se solubiliz6 la AVB con etanol después se trasvasd a un
matraz volumétrico de 100 mL y se llevd hasta la marca de aforo con etanol, se
tomaron alicuotas de 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mL con una pipeta y se llevaron a matraces
volumétricos de 25 mL, se llenaron hasta la marca de aforo con la solucion de SAF
+ 6 % de Tween® 20 + Piel. Cada punto de la curva de calibracion se efectu6 por
triplicado asegurando la aleatoriedad en la preparacion de los sistemas.

Se leyo en el espectrofotdmetro UV/VIS a una longitud de onda de 360 nm, se
registraron los datos obtenidos y se realiz6 el tratamiento de datos correspondiente.

7.2.6.2 Determinacion de la precision del método

Se midié una masa de 15.4 mg de estandar de AVB en una balanza analitica, se
solubilizé la AVB con etanol se llevo a un matraz volumétrico de 100 mL y se diluyo
hasta la marca de aforo con alcohol etilico. Se tomaron alicuotas de 0.5, 2, 4 mL
con una pipetay se colocaron en matraces volumétricos de 25 mL, se llevaron hasta
la marca de aforo con la SAF + 6 % de Tween® 20 + Piel. Cada punto se efectud
por sextuplicado, asegurando la aleatoriedad en la preparacion de los sistemas, se
leyé en el espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 360 nm.
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Se registraron los datos obtenidos y se realiz6 el tratamiento de datos
correspondiente

7.2.6.3 Determinacion de la exactitud del método

Se midié una masa de 7.5 mg de estandar de AVB en una balanza analitica, se
solubilizé la AVB con etanol. Se llevo a un matraz volumétrico de 25 mL y se llevo
hasta la marca de aforo con etanol (solucién A). Se tomé una alicuota de 1 mL con
una pipeta volumétrica de la solucién A y llevé a un matraz volumétrico de 25 mL
(solucién B). Se llevé hasta la marca de aforo con SAF + 6 % de Tween® 20 + Piel
efectuando esta metodologia por sextuplicado. Se ley6 en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 360 nm.

7.2.6.4 Limite de deteccion y cuantificacion del método

Se midié una masa de 10.6 mg de estandar de AVB en una balanza analitica, se
solubilizé la AVB con etanol. Se llevé a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevo
hasta la marca de aforo con etanol (solucion A).

Se tomé una alicuota de 12 mL con una micropipeta de la solucién Ay se coloco en
un matraz volumétrico de 50 mL, se llevo hasta la marca de aforo con alcohol etilico
(solucién B). Se tomaron alicuotas de 0.5, 2, 3, 4, 5 mL con una pipeta y se coloco
en un matraz volumétrico de 25 mL, se llevo hasta la marca de aforo con la SAF +
6 % de Tween® 20 + Piel.

Cada punto se efectlo por triplicado, asegurando la aleatoriedad en la preparacion
de los sistemas. Se leyo en el espectrofotdmetro UV/VIS a una longitud de onda de
360 nm.

7.2.6.5 Preparacion de la curva de calibracion para cuantificar la
cantidad de AVB en las cintas adhesivas.

Se cortaron 25 cintas de 4 cm?. Se efectu6 el Tape-Stripping, retirando las cintas en
direcciones contrarias cada vez, obteniendo EC, se cortaron y se colocaron en un
vaso de precipitados, se adicionaron 500 mL de etanol. Se mantuvo bajo agitacion
constante durante 24 horas, para asegurar que las particulas de piel extraidas no
influyeran en la lectura en el espectrofotbmetro se realizd0 una filtracion con
membranas de celulosa con un tamafo de poro de 0.45 pum.

Se midié una masa de 15.6 mg de AVB, se solubilizé la AVB con etanol, se trasvaso
a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevo hasta la marca de aforo con etanol.
Se tomaron alicuotas de 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mL con pipetas volumétricas y se llevaron
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a matraces volumétricos de 25 mL, se llend hasta la marca de aforo con el medio
obtenido a partir del Tape-Stripping.

Cada punto de la curva de calibracion se efectué por triplicado, se aseguré la
aleatoriedad en la preparacion de los sistemas, se leyo en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 360 nm. Se registraron los datos obtenidos y se realizo el
tratamiento de datos correspondiente

7.2.7 Evaluacion de la permeacion pasiva in vitro de AVB con/sin BA.

Como se menciond anteriormente la técnica para el estudio del comportamiento de
nuestro analito sobre la piel, fue con celdas de difusion tipo Franz, a continuacion,
describimos la metodologia empleada.

Las celdas de difusion tipo Franz se colocaron en un bafio de agua temperado a 37
°C.

Se midi6 una masa de 605.9 mg y 600.1 mg de AVB respectivamente en una
balanza analitica, se disolvié con 10 mL Transcutol® para obtener una solucién al
6% de AVB.

Se escogi6 una oreja de cerdo con color uniforme, sin manchas y sin dafios en la
piel, se removio el tejido cutaneo suave de la oreja con ayuda de un bisturi cuidando
de retirar solamente la piel y no la grasa que pudiera contener, con ayuda de un
Dermatoma, se corté la piel para obtener el tejido cutaneo con un grosor de piel de
aproximadamente 750 um, los cortes de la piel obtenida se cortaron a su vez en
circulos que tuvieran el area de las celdas de permeaciéon, con un area total de
0.7854 cm?.

Se realiz6é un sistema blanco que se etiquetd con el nimero 1 y otro sistema con
AVB con 7 réplicas que se denominaron 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 respectivamente, se
hidrat6 la piel con SAF + 6 % de Tween® 20 durante media hora a 37°C, colocando
el medio tanto en la fase receptora como en la donadora. Posteriormente, se retird
el medio de hidratacién y en la fase receptora se colocaron 2 mL de SAF pH 7.4 +
6% de Tween® 20.

A la camara donadora del sistema 1 (blanco) se adicioné 1 mL Transcutol®. A los
demas sistemas: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 se adicion6 1 mL de la solucion de AVB al 6%
en Transcutol®. Se tomaron muestras cada 1.5 horas, durante 7.5 horas con
reposicion del medio y a las 24 horas, las muestras obtenidas se leyeron en un
espectrofotometro UV/VIS a 360 nm para determinar su absorbancia.

En los estudios de permeacion con BA se siguié el mismo procedimiento descrito
anteriormente, solo que se adicioné ademas de la AVB al 6%, el BA al 1%.
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7.2.8 Determinacion de la distancia de penetracion de AVB mediante
Tape-Stripping

Se cortaron y se determiné la masa de 20 cuadrados de cinta adhesiva con un area
de 2.25 cm? por cada sistema montado. La piel utilizada en el estudio de permeacion
in-vitro fue removida de los sistemas para enjuagarla con la SAF pH=7.4 con
suficiente cantidad para remover el exceso de analito y asegurar la evaporacion del
solvente, se dejo reposar la piel durante 3 horas, se colocé la cinta sobre el area de
contacto de la piel con la AVB retirando cada cinta hacia un sentido diferente cada
vez, para pegar las cintas al EC se hizo uso de una espatula con una masa de
20.3029 g, la cual se le aplicé una fuerza constante para cada cinta después se
determiné la masa nuevamente a las cintas adhesivas para obtener la cantidad de
EC removido mediante diferencia de masas.

Las cintas No. 1, 2, 3, 4,5 se cortaron y se colocaron individualmente en un vial tipo
ambar, se adicioné 5 mL de etanol y se selld6 completamente para evitar la
evaporacion del disolvente, las cinta 6, 7 y 8 se cortaron y se colocaron en un vial
tipo ambar adicionado cada vez 5 mL de etanol y se sell6 completamente para evitar
la evaporaciéon del disolvente, se siguieron colocando tercias de cintas adhesivas
cortadas hasta la cinta No. 20 pero en estos casos la cantidad de etanol adicionada
fue de 3 mL se prosiguié a someter cada extraccion a una agitacion constante
durante 24 horas, se ley6 en el espectrofotometro a 360 nm para determinar su
absorbancia.
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8. RESULTADOS Y DISCUCION
8.1 Métodos analiticos

8.1.1 Determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion de
AVB en etanol

En la Figura 16 se muestra el espectro de absorcion UV de la AVB en etanol,
obteniéndose una longitud de onda de maxima absorcion de 357.5 nm. Esta Amax
se utilizo para evaluar la solubilidad de la ABV en los diferentes medios probados.
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Figura 16. Espectro de absorcion en la region ultravioleta de AVB en etanol como
disolvente. A max a 357.5 nm

8.1.2 Determinacion de la solubilidad de la AVB

Con la finalidad de determinar el medio a utilizar en los estudios de permeacion y
mantener condiciones sink durante el experimento (saber si no se saturaria el medio
receptor con la AVB durante las permeaciones) se determiné la solubilidad de la
AVB en diferentes medios: SAF pH 7.4 (medio comunmente utilizado), SAF
adicionado con etanol, o Tween® 20 en dos proporciones diferentes (2 y 6 % p/v),
esto debido a la escasa solubilidad acuosa de la AVB. La solubilidad de la AVB
resulto ser mayor (1.5 mg/mL) en SAF pH 7.4 adicionada con 6% de Tween® 20. El
uso de aditivos en el medio receptor es necesario en algunos casos para aumentar
la solubilidad del farmaco, pero estos aditivos no deben comprometer la integridad
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de la membrana o alterar la permeabilidad. De acuerdo con los resultados obtenidos
en las pruebas de solubilidad se seleccion6é como medio receptor la SAF adicionada
con 6 % (m/v) de Tween® 20 para los estudios de permeacién y que el medio no
limitara la difusion del filtro solar a través de la piel. En el Anexo | se muestran los
resultados con todos los medios probados.

Aunque es deseable emplear un medio receptor que sea similar a las condiciones
fisiolégicas de la piel, es asi mismo importante asegurar la liberacion del farmaco
en el medio. El factor mas importante para la seleccion del medio receptor es la
solubilidad del activo, de tal manera que el medio receptor apropiado puede ser una
solucion amortiguadora para farmacos solubles en agua, un medio hidroalcohdlico
para farmacos moderadamente solubles en agua o se pueden utilizar también
soluciones acuosas de surfactantes (Moser et al., 2001). El Tween® 20 es un
tensioactivo no i6nico muy usado como emulsificante en formulaciones de uso
topico, tanto farmacéuticas como cosméticas. Se ha reportado el empleo de
Tween® 20 y 80 para promover la solubilidad y mantener condiciones sink en la
fase receptora.

Una vez que se determind el medio receptor se procedioé a desarrollar y validar el
meétodo analitico para cuantificar la AVB que difunde a través de la piel en los
estudios de permeacion.

8.1.3 Determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion de
AVB en SAF pH=7.4 adicionada con 6% de Tween® 20 en contacto con
piel

En la Figura 17 se observa el espectro de absorcion en la regién ultravioleta en SAF
adicionada con 6% de Tween® 20 en contacto con piel, obteniéndose una longitud
de onda de maxima absorcion de 360 nm.
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Figura 17. Determinacion de la longitud de absorcién maxima en SAF- 6%
Tween®20- Piel.
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8.1.4 Especificidad

Para determinar que el medio elegido para los estudios de permeacion no interfiere
en la cuantificacion de la AVB se el espectro de absorcién del medio (SAF pH=7.4
adicionada con Tween® 20 en contacto con piel) con y sin AVB utilizando como
blanco SAF pH= 7.4. En la Figura 18 se observa que el medio no interfiere en la
determinaciéon de AVB a una longitud de onda de 360 nm.
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Solucion SAF-6%Tween 20-Piel Solucion SAF-6%Tween20-Piel-AVB

Figura 18. Espectros de absorcion en la region ultravioleta de AVB en SAF pH=
7.4- Tween® 20- Piel y SAF pH=7.4-Tween® 20- Piel

8.1.5 Linealidad del sistema. Curva de calibracion para cuantificar AVB
en un medio biolégico (SAF pH= 7.4- 6% Tween® 20- Piel de cerdo)

La cuantificacion de AVB en la solucién receptora durante los estudios de
permeacion se realizd por espectrofotometria UV, mediante interpolacion de las
lecturas obtenidas en cada muestreo en una curva de calibracion, a la cual se le
determinaron los parametros de linealidad y reproducibilidad.

La linealidad del sistema o método es su habilidad para asegurar que los resultados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacién matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion de
la sustancia dentro de un intervalo determinado. Para su determinacion se prepara
una serie de al menos cinco muestras con estandar comprendiendo las
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concentraciones minimas y maximas esperadas en el estudio en que se aplicaré.
(Trujeque, A., 1998).

En la Figura 19 se muestra la curva de calibracién obtenida, se puede observar que
la curva es lineal, obteniéndose un valor de r? de 0.9992 con un coeficiente de
variacion de 1.8 %. El coeficiente de variacion fue menor al 15 % por lo que el
método cumple con el parametro de linealidad, en la repeticion de la curva el método
es repetible ya que su porcentaje de coeficiente de variacion es menor a 15 %,
segun la “Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry” (F.D.A., 2018). En
el Anexo Il se muestran los datos con los que se construy6 la curva de calibracion.
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Figura 19. Curva de calibracion de la AVB en SAF pH= 7.4- 6% Tween® 20- Piel
de cerdo

8.1.6 Precision del sistema (Repetibilidad entre dias)

La precision esta relacionada con la dispersion de las medidas individuales de un
analito alrededor de su valor promedio y corresponde al grado de concordancia
entre ensayos individuales cuando el método se aplica repetidamente a multiples
alicuotas de un solo volumen homogéneo de matriz bioldgica. La precision se
expresa matematicamente como la desviacién estandar relativa (DER) o coeficiente
de variacién (CV) La masa relativa del analito y la complejidad de la matriz es
importante en el establecimiento de la precision del método. La precision debe
medirse utilizando un minimo de cinco determinaciones por concentracion, se
recomienda un minimo de tres concentraciones en el rango de concentraciones
esperadas. La repetibilidad entre dias de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independiente realizadas bajo las
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mismas condiciones (analista, tiempo, aparato, laboratorio) pero diferente dia. La
precision determinada en cada nivel de concentracion no debe exceder el 15% del
(CV) (F.D.A., 2018; Trujeque, A., 1998).

Se prepararon soluciones por sextuplicado a tres concentraciones (3, 12 y 24
pg/mL), a partir de una solucion stock de AVB de 152 pg/mL, ver Anexo lll. En todos
los casos el porcentaje de C.V. es de (1.8259% y 1.8734% respectivamente) menor
del valor limite establecido para la aceptacion de datos, por lo tanto, el sistema es
preciso.

8.1.7 Exactitud

La exactitud de un método corresponde a la diferencia entre el valor obtenido
(media) y el valor aceptado como referencia. La recuperacion del analito se debe
acercar al 100 %, para considerar que este sea exacto. La exactitud se determina
mediante un analisis de réplicas que contienen cantidades conocidas del analito,
debe ser medida utilizando seis determinaciones por concentracion, se recomienda
un minimo de tres niveles de concentracion (F.D.A., 2018; Trujeque, 1998).

Se prepararon 6 sistemas con masas independientes de estandar de AVB con una
concentracion de 12 pg/mL a partir de una solucion stock de 200 pg/mL. En el anexo
IV se muestra los datos obtenidos. Se obtuvo un porcentaje de recuperacion de
(96.524 %).

Con la ayuda de la prueba de t que sirve para comparar dos media (media
recuperada y la media adicionada) se determiné que el método analitico es exacto,
esto se puede apreciar en el Anexo IV, en ella se observa que el valor de la t caiculada
(1.23251356) es menor al valor critico de t ¢ (2.22813885) lo cual indica que no
existe diferencia significativa entre la cantidad adicionada y la recuperada, es decir,
gue estadisticamente se puede considerar que todo lo que se adiciona se recupera
al aplicar el método analitico, por lo que se considera que este es exacto.

8.1.8 Limite de deteccién y cuantificacion

El limite de deteccién es la menor concentracion de analito que puede detectase en
una muestra, pero no necesariamente cuantificarse, en las condiciones establecidas
y se expresa en unidades de concentracion (ppm, ppb. Etc) (Trujeque, 1998).

Se prepararon muestras con concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 4 pg/mL de AVB en
SAF pH=7.4 + 6% Tween® 20 + Piel de cerdo. Las concentraciones se analizaron
por triplicado. En el Anexo V se observan los resultados obtenidos.

Se obtuvo que el limite de deteccion es de 0.5088 pg/mL ya que el coeficiente de
variacion (%CV) se encuentra por arriba del 20 % lo que indica que no existe
precision.
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El limite de cuantificacion es la menor concentracion de analito que puede
determinarse con precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas
y se expresa en unidades de concentracion. El estandar mas bajo en la curva de
calibracion debe aceptarse como el limite de cuantificacién si se cumplen las
siguientes condiciones: i) La respuesta del analito debe ser al menos 5 veces la
respuesta en comparacion con la respuesta en blanco; ii) El pico de analito
(respuesta) debe ser identificable, discreto y reproducible con una precision del 20%
(F.D.A., 2018; Trujeque, 1998).

Se prepararon muestras con concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 4 ug/mL de AVB en
SAF pH=7.4 + 6% Tween® 20 + Piel de cerdo. Las concentraciones se analizaron
por triplicado lo resultados obtenidos se observan en el anexo V los resultados
obtenidos.

Se obtuvo que el limite de deteccion es de 1.0176 pug/mL ya que el coeficiente de
variacion es de (1.4404%), se encuentra por debajo de lo establecido anteriormente
lo que indica que existe precision.

8.1.9 Linealidad del sistema. Curva de calibracion para cuantificar AVB
en un medio biolégico mediante Tape-Stripping (SAF pH= 7.4- 6%
Tween® 20 - Piel de cerdo)

La cuantificacion de AVB en la piel durante estudios de distancia de penetracion por
Tape-Stripping se realizé por espectrofotometria UV, mediante interpolacion de las
lecturas obtenidas en cada muestreo en una curva de calibracion, a la cual se le
determinaron los parametros de linealidad y reproducibilidad.

La linealidad del sistema 0 método es su habilidad para asegurar que los resultados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacién matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion de
la sustancia dentro de un intervalo determinado. Para su determinacion se prepara
una serie de al menos cinco muestras con estandar comprendiendo las
concentraciones minimas y maximas esperadas en el estudio en que se aplicara
(Trujeque, A., 1998).

En la Figura 20 se muestra la curva de calibracién obtenida, se puede observar que
la curva es lineal, obteniéndose un valor de r? de 0.9994 con un coeficiente de
variacion de 2.12 %. El coeficiente de variacion fue menor al 15 % por lo que el
método cumple con el parametro de linealidad, en la repeticion de la curva el método
es repetible ya que su porcentaje de coeficiente de variacion es menor a 15 %,
segun la “Bioanalytical Method Validation Guiadance for Industry” (F.D.A., 2018). En
el Anexo VI se muestran los datos con los que se construyo la curva de calibracion.
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Figura 20. Curva de calibraciéon para la técnica del Tape-Stripping.

8.2 Estudios de permeacion
8.2.1 Permeacion in vitro de AVB

En los productos de cuidado personal como los filtros solares idealmente se espera
gue sean retenidos en la piel con una minima penetracion en la misma y asi evitar
o minimizar la toxicidad sistémica y potenciar los efectos benéficos. Se ha reportado
gue hay compuestos que actian como retardadores de la permeacion. Idealmente,
un retardador de la penetracién debe ser quimica y farmacolégicamente inerte, no
téxico, no irritante y no alergénico, compatible con los ingredientes de la formulacion
y cosméticamente aceptable (que no imparta olor y color al producto), ademas, su
efecto debe ser rapido, reversible y potente a bajas concentraciones (Pellet, 1994).

En este estudio, se investigo el BA como potencial retardante de la penetracion en
un modelo de piel in vitro de oreja de cerdo. Se utiliz6 como vehiculo el Transcutol®,
el cual es un promotor de absorcion (Bernal et al., 2017); este se utilizdé con la
finalidad de disolver el BAy la AVB

Un minimo de seis muestras es recomendado para determinar la velocidad de
liberacion de un farmaco en un producto tépico. El tiempo de muestreo puede variar
dependiendo de la formulacion. Una alicuota del medio receptor es removida a cada
intervalo del muestreo y remplazada por una alicuota del medio fresco, con el objeto
de que la membrana permanezca en contacto con la fase receptora durante el
periodo de tiempo experimental (Pérez, 2005). El tiempo de muestreo en este
experimento se determind realizando diversos estudios in vitro, obteniéndose que
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un intervalo de 1.5 h entre cada muestreo era adecuado para detectar y cuantificar
la AVB en la fase receptora.

La Figura 21 muestra los resultados obtenidos en la permeacion in vitro, se puede
observar que la AVB disuelta en Transcutol® es capaz de permear a través de la
piel obteniéndose un flujo de 3.4 pg/cm?*h, al adicionar el BA al 1% junto con la AVB
en Transcutol® no se detectd AVB en la fase receptora, por lo que podemos decir
gue el BA actia como retardante de la absorcion de AVB.

El efecto retardante del BA en la penetracion de AVB puede sugerir su posible

aplicacion en fotoprotectores tépicos, con una eficacia mejorada y efectos
secundarios reducidos.
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Figura 21. Permeacion del filtro solar AVB en Transcutol® a través de piel de
cerdo extirpada

En 1993, (Fernandez et al). Estudiaron la capacidad de una mezcla de 0-AG
(longitudes de cadena que oscilan entre 16 y 18 carbonos) como potenciadores de
la absorcion para la via oral, demostrando un efecto potenciador similar al obtenido
con el acido oleico y el &cido laurico. En 2017 (Bernal et al.) demostré que estos AG
funcionan de manera diferente al ser aplicados a un epitelio diferente, como lo es el
de la piel, evaluaron la permeacion a través de la piel de tres analgésicos
(diclofenaco, naproxeno y piroxicam) empleando como moduladores de la
permeacion estos AG y demostraron que estos moduladores de la absorcion actian
como retardadores de la penetracion.
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En 1996, Hadgraft y colaboradores estudiaron los mecanismos de accién de Azone®
y algunos analogos. Entre ellos, el compuesto identificado como N-0915 (3-
dodecanoiloxazolidin-2-ona) que mostro tener propiedades de un retardador mas
que una capacidad potenciadora. El efecto retardante de N-0915 se atribuy6 a
interacciones entre grupos de cabeza polares, especificamente los dos grupos que
contienen oxigeno de N-0915 que permiten la formacion de enlaces de hidrégeno
con grupos de cabeza de lipidos, con la posibilidad de interaccion en ambos lados,
luego condensan los lipidos del EC. Como los AG poseen una cadena de alquilo
larga (16 y 18 carbonos), se espera que tengan un modo de accién similar al
compuesto N-0915, ya que pueden insertarse facilmente en la estructura de bicapa
lipidica y permiten la union en H de los dos grupos hidroxilo con lipidos de la cabeza
polar adyacentes, que se ajustan y condensan la disposicion de los lipidos de EC,
lo que retrasa la penetracion de los farmacos (Bernal, S., et al., 2017). Este efecto
con interaccion de AG con los lipidos intercelulares del EC nos proporciona las
bases suficientes para hacer uso de esta capacidad fisicoquimica para el desarrollo
de nuevas aplicaciones como es la industria de farmacos destinados a efectos
locales.

Bernal et al. demostraron que la cantidad de farmaco extraido de la piel al final de
los experimentos de permeacion confirmaron que la combinacion de AG con
Transcutol® reduce la cantidad de farmaco retenido en la piel, pero en este caso el
BA redujo la cantidad de AVB retenida en la piel (Figura 22), sin embargo, no hay
diferencia estadisticamente significativa al no emplear BA, ver Anexo VI por lo que
es necesario realizar otras pruebas que determinen si la AVB es retenida en el EC
0 en capas mas profundas de la epidermis.

900

800

ug retenidos

B wv (o)) ~
o o o o
o o o o

w
o
o

200

100

Sin Con

Figura 22. Cantidad de AVB retenida en la piel (ug) después de la permeacion
usando Transcutol® como disolvente y BA como modificador de la permeacion
(Sin = Sin BA; Con = Con BA)

59



8.2.2 Permeacion in vitro de AVB mediante Tape-Stripping

Para dilucidar mejor la accion del BA se prosiguio a efectuar la permeacion in vitro
de AVB en la piel de oreja de cerdo, se estudio utilizando la técnica de Tape-
Stripping, basada en la eliminacion progresiva de las capas del EC mediante
extraccion secuencial con cintas adhesivas.

La extraccion se ha hecho tipicamente con la cinta adhesiva que se encuentra a
primera vista y la mas conveniente y accesible. Solo recientemente se ha observado
gue existen diferencias notables, experimentalmente relevantes, en las eficiencias
de la técnica de Tape-Stripping y otras propiedades experimentalmente importantes
de las cintas comunmente disponibles. Las cintas adhesivas mas utilizadas son de
la empresa 3M, la cinta No. 810 de 3M y la cinta No. 850 de 3M (Scotchr M Brand
Magic Tape, 3M Co., Minneapolis, MN), sin embargo, ambas cintas tienen limitantes
como la higroscopicidad y falta de adhesion.

Con base a lo anterior se hizo uso de una cinta de empaque No. T-182 de Tuck®
gue se caracteriza por ser de una pelicula de Polipropileno bi-orientado, que son
capas de polipropileno fabricadas de tal forma que una cara sea de impresion
brillante y la otra opaca. Los films de polipropileno bi-orientado ofrecen ciertas
propiedades que lo hacen ser una opcién eficiente para el empaque y por ello se
utiliza en cintas adhesivas, este material hace a la cinta resistente a los golpes e
impermeables al vapor de agua lo que da una idea de su alta disposiciéon al
almacenaje y a la duracién de su pegamento, por lo que la remocion de EC no
deberia verse afectada por higroscopicidad, se logré conocer la cantidad de EC
removido por diferencia de masa. Lo cual nos indica que las propiedades de la cinta
adhesiva son las idéneas para la aplicacion de la técnica del Tape-Stripping.

La cantidad de sustancia transferida a las tiras de cinta individuales, después de la
permeacion, se cuantificé para proporcionar el perfil de penetracién del EC, ver
Figura 23.

Pasadas 24 horas de permeacion se prosiguiéo con la eliminacion de las fases
donante y receptora, y después de completar los procedimientos de lavado, las
celdas de difusion se desmontaron cuidadosamente, y la piel se cubrioé con un trozo
de papel aluminio. Las impresiones de las celdas de difusion marcaron claramente
el area de difusién expuesta (0.7854 cm?). Se sec6 la piel con un pafiuelo de papel
y se cortaron trozos de cinta para que cubrieran el area difusa. Es una préactica
normal descartar ésta primera cinta ya que se considera parte del procedimiento de
limpieza. Sin embargo, esta cantidad es necesaria para calcular la concentracion de
sustancia recuperada dentro del EC en el caso de aplicar una dosis definida.

Se pueden eliminar diferentes cantidades de EC con las primeras cintas en estudios
gue comparan diferentes vehiculos o tiempos de penetracién. Este efecto puede ser
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causado por diferencias en la cohesion (Lademan, 2009); En este caso solo se
encontraba un vehiculo que es facilmente removible de la piel y con ello la utilizacion
de la primera cinta. En la Figura 23 se observa el efecto del BA sobre la cantidad y
distancia de penetracion de la AVB, se puede ver que sin emplear BA la cantidad
de EC que se puede remover es mayor, obteniéndose mayor cantidad de AVB y
mayor distancia de penetracion (curva azul), la presencia de BA disminuy6 la masa
de EC que se pudo remover (con el mismo numero de cintas), de lo cual se puede
inferir que el BA aumento la cohesion entre las células de las capas superiores de
la piel y de esta manera ejerce su efecto modulador en la penetracion de sustancias
a través de la misma, ademas se obtuvo que el BA redujo la cantidad y distancia de
penetracion de la AVB.

La distancia de penetracion de AVB no rebaso la longitud del EC, que de acuerdo a
la literatura es de 15 pm (Kawakami et al., 2015).
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Figura 23. Distancia de penetracion con/sin BA (e Sin batil-alcohol, A con batil-
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9. CONCLUSIONES

e Se determiné la velocidad de flujo transdérmico de la AVB en presencia y
ausencia de BA, obteniéndose un flujo de 3.4 pg/cm?*h para el estudio sin
BA, mientras que con BA se obtuvo un flujo nulo.

e Se desarroll6 un método analitico espectrofotométrico UV/VIS para la
cuantificacion de AVB que pasa a través de la piel. El método fue especifico,
lineal, exacto y reproducible, ademas se determiné el limite de deteccion
(0.5088 pg/mL) y cuantificacion (1.0176 pg/mL).

e Por medio de la técnica de Tape-Stripping se demostro que el BA favorece
la permanencia de la AVB en la piel

e Se demostr6 que el BA retrasa la permeacion transdérmica de la AVB, lo cual
seria muy Util para potenciar los efectos benéficos de éste filtro solar quimico,
disminuyendo su potencial de dafiar la piel por la formacion de radicales
libres.
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10. PERSPECTIVAS

Se sugiere evaluar otros fotoprotectores organicos como es el caso de la
Oxibenzona en concomitancia con el BA, el cual ha demostrado ser un
modulador de la absorcion de estos compuestos quimicos.

Se propone un trabajo de preformulacién para el BA, como la investigacion
de las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas s6lo o cuando se
combina con excipientes, con el objetivo de generar informacion util para la
formulacion en el desarrollo de una forma de dosificacion estable y con ello
presentar una propuesta de formulacion tépica que sea evaluada para su
aplicacion.
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12. ANEXOS

12.1 Anexo |

Tabla 11. Resultados de la prueba de solubilidad

Disolvente/ Absorbancia Cantidad de PROMEDIO DESV. % CV

Mezcla AVB (mg/mL) STD.
disuelta
(mg/mL)
Etanol 1.0590 0.5648
1.4069 0.7504 0.6449 0.0953 14.7823
1.1617 0.6196
SAF pH= 0.3924 0.2092
7.4 0.4053 0.2161 0.2070 0.0104 5.0482
0.3668 0.1956
SAF 1.5495 0.8264
pH=7.4+2 1.5668 0.8357 0.8381 0.0130 1.5573
% de 1.5978 0.8522
Tween 20
SAF 2.7508 1.4672
pH=7.4 +6 1.5052 0.0329 2.1922
% de 2.8623 1.5266
Tween 20 2.8530 1.5213
SAF 0.8713 0.4647
pH=7.4 + 0.8475 0.4520 0.4554 0.0081 1.7851
30 % de 0.8429 0.4495

Etanol
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12.2 Anexo Il

Curva de Calibracion de AVB en SAF pH 7.4 + 6% Tween® 20- Piel de oreja de

cerdo.
Tabla 12. Datos de la curva de calibracion en solucion de PBS pH 7.4 — 6% Tween
20- Piel de cerdo
Concentracion (C) (ug/mL) Absorbancia (A) A/C

3.06 0.3321 0.1085
3.06 0.34 0.1111
3.06 0.3458 0.1130
6.12 0.6768 0.1105
6.12 0.6896 0.1126
6.12 0.6947 0.1135
12.24 1.3706 0.1119
12.24 1.3706 0.1119
12.24 1.3714 0.1120
18.36 2.0422 0.1112
18.36 2.0402 0.1111
18.36 2.0367 0.1109
24.48 2.6437 0.1079
24.48 2.6335 0.1075
24.48 2.6304 0.1074

Tabla 13. Datos de Validacion curva de calibracion de PBS pH 7.4 — 6% Tween®

20- Piel de cerdo
Parametros
Promedio 0.1107
Desviacién estandar. 0.0019
Porcentaje de coeficiente de 1.7915

variacion
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12.3 Anexo Il

Para evaluar si las respuestas del sistema dentro del intervalo de trabajo son
precisas se analizaron por sextuplicado soluciones a diferentes concentraciones de
AVB en diferentes dias bajo las mismas condiciones de trabajo y se les trato

estadisticamente (Tablas 14 y 15).

Tabla 14. Resultados obtenidos para determinar la precision del sistema. Dia 1

Tabla 14. Sistema Alicuota (mL) Concentracion (ug/mL) Absorbancia  A/C
1 0.5 3.06 0.3566 0.1165
2 0.5 3.06 0.3527 0.1152
3 0.5 3.06 0.3532 0.1154
4 0.5 3.06 0.358 0.1169
5 0.5 3.06 0.3492 0.1141
6 0.5 3.06 0.3589 0.1172
7 2 12.24 1.4159 0.1156
8 2 12.24 1.3977 0.1141
9 2 12.24 1.4158 0.1156
10 2 12.24 1.4094 0.1151
11 2 12.24 1.4055 0.1148
12 2 12.24 1.4023 0.1145
13 4 24.48 2.7796 0.1135
14 4 24.48 2.7822 0.1136
15 4 24.48 2.7009 0.1103
16 4 24.48 2.6925 0.1099
17 4 24.48 2.7127 0.1108
18 4 24.48 2.6973 0.1101

PROMEDIO 0.1141
DESV. STD. 0.0023
%CV 1.8259
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Tabla 15. Resultados obtenidos para determinar la precision del Sistema. Dia 2

Sistema Alicuota (mL) Concentracion (ug/mL) Absorbancia AIC
1 0.5 3.08 0.3495 0.1134
2 0.5 3.08 0.3394 0.1101
3 0.5 3.08 0.3384 0.1098
4 0.5 3.08 0.3413 0.1108
5 0.5 3.08 0.3412 0.1107
6 0.5 3.08 0.3469 0.1126
7 2 12.32 1.3574 0.1101
8 2 12.32 1.3677 0.1110
9 2 12.32 1.324 0.1074
10 2 12.32 1.3617 0.1105
11 2 12.32 1.358 0.1102
12 2 12.32 1.3461 0.1092
13 4 24.64 2.6147 0.1061
14 4 24.64 2.6207 0.1063
15 4 24.64 2.6506 0.1075
16 4 24.64 2.6926 0.1092
17 4 24.64 2.6285 0.1066
18 4 24.64 2.682 0.1088

PROMEDIO 0.1095
DESV. STD. 0.0020
%CV 1.8734
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12.4 Anexo IV

Tabla 16. Resultados obtenidos para determinar la exactitud del sistema

Sistema Peso de Absorbancia Concentracién Cantidad Cantidad
muestra estimada recuperada recuperada
(mg) (Mg/mL) (mg) (%)
1 7.5 1.3793 12.5213 7.8258 104.3444
2 7.6 1.277 11.5723 7.2327 95.1674
3 8.1 1.2394 11.2235 7.0147 86.6015
4 7.3 1.3497 12.2467 7.6542 104.8523
5 7.9 1.2662 11.4721 7.1701 90.7608
6 8.3 1.4241 12.9369 8.0855 97.4165
PROMEDI 7.7833 7.4971 96.5238
O
DESV. 0.3816 0.4215 7.2777
STD.
%CV 4.9035 5.6228 7.5398
Hipotesis:
Ho = X ADICIONADA = X RECUPERADA
Ha = X ApicCIONADA # X RECUPERADA
Tabla 17. Prueba t para dos muestras con varianzas iguales
Nivel de Parametros C Recuperada C Adicionada
concentracion
Promedio 7.49719774 7.7833333
Varianza 0.177712172 0.14566667
Observaciones 6 6
50 % Grados de 10
libertad
Estadistico t 1.23251356
(tcal)
P(T<=t) dos 0.24594825
colas
Valor critico de t 2.22813885
(dos colas)
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12.5 Anexo V

Tabla 18. Resultados obtenidos para la determinacion de Limite de deteccion y
cuantificacion del sistema

Siste  Alicuota  Concentracion Abs AlC PROME  DESV. %CV
ma (mL) pg/mL DIO STD.

1 0.5 0.5088 0.0983 0.1931 0.1620 0.0417 25.7695
2 0.5 0.5088 0.0907 0.1782

3 0.5 0.5088 0.0583 0.1145

4 1 1.0176 0.1116 0.1096 0.1109 0.0015 1.4404
S 1 1.0176 0.1147 0.1127

6 1 1.0176 0.1123 0.1103

7 2 2.0352 0.2176 0.1069 0.1066 0.0002 0.2007
8 2 2.0352 0.2168 0.1065

9 2 2.0352 0.2169 0.1065

10 3 3.0528 0.326 0.1067 0.1064 0.0007 0.7499
11 3 3.0528 0.3223 0.1055

12 3 3.0528 0.3269 0.1070

13 4 4.0704 0.438 0.1076 0.1077 0.0002 0.1991
14 4 4.0704 0.4385 0.1077

15 4 4.0704 0.4397 0.1080

Tabla 19. Limites de Deteccién y Cuantificacion para el sistema

Limite de deteccion (LD) 0.5088 pug/mL

Limite de cuantificacién (LC) 1.0176 pg/mL




12.6 Anexo VI

Curva de Calibracion de AVB en Etanol pH 7.4 + 6% Tween® 20- Piel de oreja de

cerdo.
Tabla 20. . Datos de la curva de calibracion para el Tape-Stripping
Sistema Alicuota Concentracion Absorbancia A/IC
(mL) (Mg/mL)

1 0.5 3.12 0.3742 0.1199
2 0.5 3.12 0.3712 0.1189
3 0.5 3.12 0.3691 0.1183
4 1 6.24 0.7364 0.1180
5 1 6.24 0.74 0.1185
6 1 6.24 0.7297 0.1169
7 2 12.48 1.4639 0.1172
8 2 12.48 1.4681 0.1176
9 2 12.48 1.4605 0.1170
10 3 18.72 2.1546 0.1150
11 3 18.72 2.1607 0.1154
12 3 18.72 2.1546 0.1150
13 4 24.96 2.8002 0.1121
14 4 24.96 2.8077 0.1124
15 4 24.96 2.8094 0.1125

PROMEDIO 0.1163

DESV.STD 0.0024

%CV 2.1215
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12.7 Anexo VII

Se efectud una prueba de t para determinar si existe diferencia significativa entre
usar o no el BA.

Tabla 21. Prueba t para dos muestras con varianzas diferentes. Comparacion
entre retencion de AVB en la piel con y sin el uso de BA.

Parametros Con BA Sin BA
Promedio 760.609926 mg 785.746173 mg
Varianza 315.545637 1815.18319

Observaciones 8 8
Grados de libertad 9
Estadistico t (tcal) 1.540215
P(T<=t) dos colas 0.15789462
Valor critico de t (dos 2.26215716
colas)
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