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RESUMEN

El conocimiento de los componentes quimicos individuales de una planta
medicinal es esencial para la optimizacién de los procedimientos de extraccion, la
comprension de la actividad farmacolégica, asi como la toxicidad potencial y la
interaccion con farmacos. Con la obtencion de principios activos a partir de plantas
medicinales se han descubierto compuestos con actividad importante, en este caso
se presenta el compuesto Metil Dodonato A, extraido de la especie vegetal
Dodonanea viscosa, como un buen candidato para desarrollar una formulacion
nanoestructurada de aplicaciéon transdérmica para el tratamiento antiinflamatorio. El
uso de vehiculos como las nanoemulsiones se presenta como una alternativa a las
formas farmacéuticas tradicionales que frecuentemente tienen escasa penetracion
y/o retencion a nivel dérmico aunado que es una administraciébn no invasiva e

indolora.

Se enuncia un objetivo particular que fue la caracterizacion morfométrica de
las formulaciones de ensayo y el objetivo general que fue realizar el estudio de
permeacion en membrana artificial y piel porcina de la formulacion nanoestructurada
de Metil Dodonato A empleando el modelo de las células de Franz.
De manera que en los resultados de la caracterizacion visual se obtuvieron
nanoemulsiones monofasicas, transparentes bimodales. Posteriormente se
realizaron estudios preliminares de permeacion en piel de cerdo en el modelo ex
vivo y en membranas artificiales empleando la NEB y NECHAP-2 en el modelo de
células de Franz para la cuantificacion de la cantidad permeada por HPLC.

Teniendo en cuenta los resultados que se obtuvieron con la caracterizacion
de la formulacion de las nanoemulsiones monofasicas con dos tamarfos de
poblaciones de goticula son viables para los estudios de permeacion en piel porcina
y en las membranas artificiales, con lo anterior se expone que el principio activo no
se libera de manera inmediata, sino que, lleva acabo una liberacién modificada a lo

largo del tiempo.

Palabras clave: Metil Dodonato A, Nanoemulsiones, Permeacion.
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1. INTRODUCCION

La aplicaciéon de medicamentos sobre la piel tiene como finalidad la obtencion
de efectos terapéuticos que pueden ser locales o sistémicos. En el primer caso se
busca que el farmaco quede en la superficie 0 acceda a la profundidad deseada
para ejercer su accion terapéutica, mientras que, en el segundo caso, se busca que
los farmacos sean capaces de atravesar todas las capas de la piel. Las
administraciones transdérmicas son una alternativa terapéutica benéfica ya que se
evita el efecto de primer paso (hepatico e intestinal), evita la degradacion en el tracto
gastrointestinal, puede proporcionar niveles terapéuticos constantes, y es una via

comoda para el paciente.

Las emulsiones son mezclas de fluidos inmiscibles, existen diferentes tipos

de estabilizacién para las emulsiones, los cuales son:

. Surfactantes, se da con moléculas que tienen un lado con afinidad mayor a
una de las fases, mientras que el otro tiene mayor afinidad al otro liquido. Esto

permite conservar las dos fases si el surfactante se ubica en la interfase.

. Polimeros y cristales, se generan si se “engruesa” la fase dispersa agregando

algun soluto que ocupe la polaridad de esta.

. Proteinas, tienen su funcién como los polimeros por la gran afinidad que
tienen algunos aminoacidos con el agua (Tadros, T. et al., 2004; Boom, R. 2008;
Wulff-Pérez, M. et al., 2009).

Usualmente un fluido esta presente en otra fase a manera de pequefias
gotas, llamandose a éstas la fase dispersa (Boom, R. 2008). Las propiedades de
una emulsion dependen del tamafio de las gotas que formen a ésta y la distribucion

es una propiedad importante que se puede diferenciar. Las nhanoemulsiones tienen
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un tamafio de gota entre 20 y 500 nm, son sistemas cinéticamente estables que
pueden ser transparentes (< 200 nm) o cremosas (= 500 nm) (Izquierdo, P. et al.,
2005; Tadros, T. et al.,, 2004). Este pequefio tamafio de gota hace que la
nanoemulsién posea una elevada estabilidad cinética frente a la sedimentacion,

floculacion y coalescencia (Bechner, P. 2001).

Algunas ventajas de las nanoemulsiones de acuerdo con Bechner, P. 2001

son:

1. Las nanoemulsiones tienen una mayor area de superficie y energia libre por

lo cual se convierten en un sistema de trasporte eficaz.

2. No muestran problemas de formacién de crema inherente, floculacién,

coalescencia y sedimentacion.

3. Se pueden hacer en una variedad de formulaciones, tales como espumas,

cremas, liquidos y aerosoles.

4. No son toxicas ni irritantes por lo tanto pueden ser facilmente aplicadas a la

piel y a las membranas mucosas.

5. Se pueden administrar por via oral si la formulacion contiene agentes

tensioactivos que son biocompatibles.

6. No dafian a las células sanas de humanos y animales, por lo tanto, son

adecuadas para fines terapéuticos humanos y veterinarios.

Dodonaea viscosa L. Jacq, es un arbusto resinoso, perennifolio,de 1 a5 m
de alto, es una especie cosmopolita se distribuye en casi todo el pais (Estado de
México, Hidalgo, Morelos y Distrito Federal, entre otros). El conocimiento de los
componentes quimicos individuales de una planta medicinal es esencial para la
optimizacién de los procedimientos de extraccion, la comprension de la actividad

farmacoldgica, asi como la toxicidad potencial y la interacciéon con farmacos. La
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especie en cuestion ha sido objeto de estudios quimicos, analiticos vy
farmacoldgicos. En general la especie contiene di- y triterpenos, saponinas,
flavonoides y una mezcla compleja de otros compuestos fendlicos. Particularmente
se han aislado diterpenos entre ellos los dodonatos (Anandan, M. 2019; Ortega, A.
et al., 2001).

Por lo que en el presente trabajo se tienen como objetivo llevar acabo los
estudios de permeacion del Metil Dodonato A, un metabolito secundario de la
especie vegetal Dodonaea viscosa. Estos estudios de permeacion se llevaran a
cabo empleando las membranas artificiales de nylon y polisulfona, ademés de piel

porcina.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Inflamacion

La inflamacion cubre una compleja serie de respuestas de reparacion y
proteccion a lesiones de tejidos, ya sean causadas por infeccion o lesiones
mecanicas (Figura 1). Por lo tanto, la inflamacion se determina como un conjunto
de dafios exdgenos o enddgenos al actuar sobre el tejido vascularizado produciendo
una reccion compleja derivada del acido araquidonico en las membranas lipidicas
de las células. Los aspectos basicos que se destacan en el proceso inflamatorio
son, en primer lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a circunscribir la
zona de lucha contra el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria
es inmediata, de urgencia y, por lo tanto, preponderadamente inespecifica, aunque
puede favorecer el desarrollo posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar,
el foco inflamatorio atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos (Delgado, A.
et al., 2004).

Desencadenante lnfaccidn Lesion Estrés o disfuncion
inflamatorio At P tisular / celular
P 4
N I
/
INFLAMACION
L
\\
37

v N
Propésito Defensa del organismo Respuesta de Adaptacion al estrés y retorna
fisiolégico contra la infeccion reparacion tisular al estado homeostatico

Consecuencias

Auteinmunidad, les

fisiopatolégicas inflamatoria tisular, sepsis

SIRS

tumorogénesis

Fibrosis, metaplasia y/o

/

Dishemeostasis (UPR) y/o
enf. autoinflamatorias

Figura 1. La inflamacion representada en un proceso universal encaminado a

restaurar la homeostasis (Barreno, P. 2008)



De forma esquematica de acuerdo con Bordés, R. et al., 2010, es posible

dividir la inflamacion en cinco etapas:

1. Liberacién de mediadores. Son moléculas la mayor parte de ellas, de estructura
elemental que son liberadas o sintetizadas por los mastocitos bajo la accion de

determinados estimulos, por ejemplo, la histamina y el 6xido nitrico.

2. Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de

moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su
mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

4. Regulaciéon del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas
inmunes, el fenébmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos

inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso.

5. Reparacion. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la reparacion
total o parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por la propia respuesta

inflamatoria.

2.1.1. Inflamacion aguda y cronica

La inflamacion es un proceso fisioldgico, defensivo natural del organismo
ante agresiones del medio, presentando signos como el dolor, calor, rubor y edema,

ademas de pérdida de funcionalidad. Este proceso puede presentarse en forma
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aguda con reaccion inmediata al agente agresor en la cual los fagocitos al
encontrarse con un agente lesivo intentan destruirlo secretando sustancias
mediadoras que actian sobre las células endoteliales provocando cambios en la
permeabilidad vascular, posibilitando la migracion de los leucocitos al foco
inflamatorio para la fagocitosis de los agentes patdgenos, retornando a la

normalidad cuando se restaura la lesion (Villalba, E. 2014).

De igual manera la inflamacién presenta una evolucién, todo el proceso
iniciado por la cascada del &cido araquidonico (Figura 2), y como resultado de
infecciones persistentes, autoinmunidad, o continuacién de una inflamacion aguda
por la persistencia del agente lesivo, dando lugar a una inflamacion cronica, en este
nivel se presenta la infiltracion de células mononucleares, destruccion tisular, e

intentos de curacién del tejido dafiado por angiogénesis o fibrosis (Villalba, E. 2014).

a) Aguda: Este tipo de inflamacion es una respuesta inmediata al agente
agresor cuya finalidad es liberar mediadores de defensa del organismo en el area

de la lesion cuyo comienzo es rapido y cursa una duracion corta.

b) Croénica: Es un proceso prolongado, existiendo en ese tiempo destruccion

tisular, inflamacion activa y un repetitivo intento de reparacion.
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En la figura 2 se puede observar el proceso de la cascada del 4cido araquidonico.

Fosfolipides de [a membrana celular

Fotfolipasa inhibida por los esteraides

Acdido araquidénico

Lipexigennsa / Clclooxigenasa

S- HETE ¢ 5-HPETE + 7 Inhiblda por la

(Quimiotaxis) =7 aspirina indemetacina

Leucotrieno $=——— Leucotricno A 4 (TA%)
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I IPGD?. PGE2 rcr2 alfa L'

Vasodilatacién

Potencian ¢l edema

Figura 2. Cascada del 4cido araquidonico (Robbins, S. 2001)

2.1.2. Farmacos antiinflamatorios comerciales

Entre los farmacos antiinflamatorios existen dos grandes grupos de
farmacos: esteroideos y no esteroideos (AINES). También existe el grupo de
farmacos anti-reumatoides modificadores de la enfermedad (FARME) y algunos
otros farmacos con propiedades antiinflamatorias minimas como ciertos

antihistaminicos (Rang, H. 2008).

Las aplicaciones médicas de este ultimo grupo (FARME) de compuestos
puede ir desde disminuir la inflamacion especialmente en enfermedades crénicas
tales como la artritis reumatoide y algunas alergias graves, pero también tiene
propiedades antipiréticas o ayudan en aliviar el dolor (En la tabla 1 se muestran

ejemplos de medicamentos antiinflamatorios comerciales).
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Los antiinflamatorios esteroideos o corticoides que son derivados del cortisol
y cortisona pueden ser de efecto corto: incluyendo prednisona, prednisolona,
metilprednisolona, de efecto intermedio o0 prolongado: betametasona o
dexametasona, entre otros. Son medicamentos muy potentes, sin embargo, pueden

tener severos efectos adversos (Rang, H. 2008).

NOMBRE GENERICO

NOMBRE COMERCIAL

Diclofenac de potasio Cataflam
Diclofenac de sodio Voltaren, Voltaren XR
Diclofenac de sodio con Artrotec
misoprostol
Diflunisal Dolobid
Etodolac Lodine, Lodine XL
Fenoprofen de calcio Nalfon
Flurbiprofeno Aine
Ibuprofeno Receta:
Motrin
Sin receta:

Advil, Motrin IB, Nuprin

Indometacina

Indocin, Indocin SR

Ketoprofeno Receta:
Orudis, Oruvall

Sin receta:

Actron, Orudis KT

Meclofenamato de sodio Meclomen
Mefenamic acido Ponstel
Meloxicam Mobic
Nabumetone Relafen
Naproxeno Naprosyn, Naprelan
Naproxeno de sodio Receta:
Anaprox

Sin receta:

Aleve

Oxaprozin Daypro
Piroxicam Feldene
Sulindac Clinoril
Tolmetin de sodio Tolectin

Tabla 1. Antiinflamatorios comerciales (Arthritis Foundation, 27/04/19)

2.1.2.1. Antiinflamatorios esteroides o glucocorticoides

Los glucocorticoides son otro grupo de farmacos que cuentan con
propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras mas potentes, actian sobre la

inflamacion por diversos caminos; por ejemplo, reducen el nimero y la activacion
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de eosinodfilos, desencadenando la apoptosis de los mismos y disminuyendo
algunos de sus factores quimiotacticos, reducen la proliferacion de los linfocitos T e
inducen apoptosis, disminuyen la cantidad de monocitos, células dendriticas,
mastocitos, inhiben la enzima PLA2 a través de la sintesis de una proteina
denominada lipocortina, que es la encargada de inhibir la PLA2, ademas inhiben la
produccion y secrecion de citocinas proinflamatorias, acumulacion de macréfagos 'y
neutréfilos en focos inflamatorios, como también la sintesis de enzimas lisosomales
en las reacciones de fase aguda. Los glucocorticoides suprimen la expresion de
COX-2 y por consiguiente, la produccion de prostaglandinas mediadas por dicha
ciclooxigenasa. El efecto en cuestidén quizas contribuya parcialmente a las acciones
antiinflamatorias de los glucocorticoides. Por ello, ademas de fungir como
antiinflamatorios, tienen actividad antialérgica e inmunosupresora, son derivados
del cortisol o hidrocortisona, hormona producida por la corteza adrenal esencial para
la adaptacion al estrés fisico o emocional son los antiinflamatorios mas eficaces,
son las Unicas moléculas activas, en todas las etapas y en todo tipo de reaccién
alérgica, siendo efectivos inmunosupresores. Sin embargo, también favorecen la
diseminacién de infecciones, asi como, efectos endocrinos y metabdlicos, por ello
deben reservarse para aguellos casos en que otros farmacos son probadamente
ineficaces o estan contraindicados. En este grupo de farmacos se encuentran la
dexametasona, prednisona, prednisolona, cortisona, hidrocortisona, entre otros
(Gémez, H. et al., 2011).

Los farmacos antiinflamatorios de este grupo son muy eficaces, pero
producen efectos secundarios conforme lo reportado por Gémez, H. et al., 2011.

e Efectos sobre la piel (la piel se deteriora o aparece el acné, por ejemplo).

e Aumento de peso y sindrome de Cushing.

e Un mayor riesgo de infecciones, debido a la disminucion de la inmunidad.

e Trastornos de la vision (cataratas después de tratamientos largos y tomados
durante varios meses o afios).

e Aparicion o complicacion de diabetes.

e Problemas digestivos (incluyendo ulceras).
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e Aparicion o aumento de la hipertension.
e Debilitacién de los huesos (osteoporosis).

e Descompensacion psiquiatrica (hiperexcitacion y depresion).

2.1.2.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los agentes antiinflamatorios, mas utilizados en la actualidad son los
farmacos “antiinflamatorios no esteroideos” (AINEs), al inhibir las ciclooxigenasas
(COX’s) y por consiguiente la sintesis de prostaglandinas, pero no suprimen las vias

de la lipooxigenasa ni la formacion de leucotrienos (Williamson, E. 1996).

Estos farmacos también tienen actividad antipirética, a partir de que las
prostaglandinas estan implicadas en la fiebre. Los agentes atrapadores de radicales
libres también juegan un papel en la inflamacién, debido a que la liberacion de
radicales libres ocasiona dafio en los tejidos durante el proceso inflamatorio
(Williamson, E. 1996).

Este grupo de farmacos son ampliamente utilizados para tratar el dolor, la
inflamacion y la fiebre. En este grupo se incluyen medicamentos tan conocidos y
utilizados como el &cido acetilsalicilico (AAS) (Aspirina), ibuprofeno, indometacina,
diclofenaco, piroxicam, entre otros. Se trata de farmacos que se han utilizado para
aliviar sintomas como el dolor, la inflamacion aguda y crénica, asi han contribuido
de forma muy importante a mejorar la calidad de vida del ser humano puesto que
son de gran utilidad para controlar enfermedades incapacitantes (Williamson, E.
1996).

Estos medicamentos por su mecanismo de accidén pueden producir efectos
no deseables en el organismo. Uno de los 6rganos diana donde pueden asentar
estos efectos adversos es en el aparato digestivo que se relacionan con la irritacion
directa o indirecta del tracto gastrointestinal. La mayoria de las veces es moderada
y No se presentan sintomas, pero pueden ser muy graves. Se estima su incidencia

hasta el 10% de los usuarios, cifra que asciende aun mas en los ancianos. Este
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efecto adverso depende de la inhibicién de las prostaglandinas, unas moléculas que
juegan un papel importante en la proteccion de la mucosa gastrica, ya que limitan
la secrecidn acido-gastrica y estimulan la formacion de mucus. Los AINE’s dificultan
el funcionamiento de las defensas en la mucosa del tubo digestivo siendo los efectos
secundarios gastrointestinales mas frecuentes la esofagitis, Ulceras (siendo sus
complicaciones mas frecuentes: hemorragia y perforacion), lesiones tépicas, y
diarrea (Williamson, E. 1996).

Partiendo que el dafio celular asociado a la inflamacién inicia en las
membranas celulares en donde por accién de fosfolipasas celulares PLA2, sobre los
fosfolipidos de membrana se lleva a cabo la liberacion del &cido araquidodnico el cual
es metabolizado en forma rapida hasta obtener productos oxigenados,
denominados eicosanoides, por accion de diferentes sistemas enzimaticos,
principalmente por la via de las ciclooxigenasas (COX's) y por la via de las
lipooxigenasas. De ahi la importancia de la busqueda de mejores agentes que
puedan inhibir las rutas de las ciclooxigenasas y/o 5-lipooxigenasa del metabolismo

de la cascada del acido araquidénico (Williamson, E. 1996).

2.1.2.3. Diclofenaco

El diclofenaco (Figura 3) es un farmaco inhibidor relativamente no selectivo
de la ciclooxigenasa y miembro de la familia de los antiinflamatorios no esteroideos
(AINE). Esta indicado para reducir inflamaciones y como analgésico. Ademas, se

puede usar para reducir los célicos menstruales (Bertram, G. 2007).

El mecanismo de accidén consiste en evitar la sintesis de prostaglandinas
mediante la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX). La inhibicién del COX-1
también disminuye la produccion de prostaglandinas en el epitelio del estbmago,
haciéndolo mucho mas vulnerable a la corrosion por los acidos gastricos, por lo que

este es el principal efecto secundario del diclofenaco (Bertram, G. 2007).
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El diclofenaco posee una preferencia baja a moderada (aproximadamente
diez veces) a bloquear la isoenzima COX-2, y se cree que por eso posee una baja
incidencia de efectos negativos gastrointestinales, en comparacion con los

mostrados por la indometacina y el acido acetilsalicilico (Bertram, G. 2007).

Cl

NH
Cl OH

Figura 3. Estructura quimica del diclofenaco (Quimica Alkano, 27/04/19)

2.1.2.4. Voltaren 24 horas parche

El parche VOLTAREN® 24 horas es un parche de matriz que contiene la
sustancia activa antiinflamatoria y analgésica, diclofenaco. El parche topico esta
disefiado para tener una accion analgésica y antiinflamatoria local en el sitio de

aplicacion (Novartis, F. 2019).

Farmacodinamia: Productos topicos para las articulaciones y el dolor
muscular. Preparaciones antiinflamatorias no esteroideas para uso tépico. El
diclofenaco es un antiinflamatorio no esteroideo con amplias propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. Su mecanismo de accion primordial es

la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas (Novartis, F. 2019).

La cantidad de diclofenaco absorbida sistematicamente del parche de
VOLTAREN® 24 horas es similar a la absorbida cuando se aplica una cantidad
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equivalente de VOLTAREN® Emulgel 99.7 % del diclofenaco, esta unido a proteinas

plasmaticas, principalmente a la albumina (99.4 %) (Novartis, F. 2019).

Metabolismo: La biotransformacién del diclofenaco involucra parcialmente la
glucuronidacion de la molécula intacta, pero especialmente hidroxilaciones simples
y multiples lo que resulta en abundantes metabolitos fendlicos, muchos de los
cuales son convertidos a glucurénidos conjugados. Dos de los metabolitos fendlicos
son biolégicamente activos, aunque en mucho menor grado que el diclofenaco
(Novartis, F. 2019).

2.2. Desarrollo farmacéutico de medicamentos

El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es un proceso largo,
normalmente transcurren entre diez y quince afios desde la investigacion inicial
hasta el lanzamiento de un medicamento al mercado, incluidos los entre seis y ocho
aflos que transcurren entre los ensayos clinicos de Fase 1 y el lanzamiento al
mercado (Novartis, F. 2019).

Durante el desarrollo temprano, los compuestos potencialmente Utiles se
estudian en animales para comprobar si producen los efectos deseados y si
ocasionan toxicidad. Los compuestos eficaces y seguros se convierten en
candidatos para estudios en seres humanos. La junta de revision institucional (IRB)
y la Agencia de los Estados Unidos de la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos (FDA) deben aprobar entonces un protocolo en el que se describa el
ensayo clinico y, a continuacion, emitir este Gltimo organismo un permiso para la
utilizacién del nuevo farmaco. Es en este momento cuando se inicia el periodo de
patente para ese compuesto, que por lo general proporciona al propietario los
derechos de explotacion durante 20 afos, sin embargo, el farmaco no puede

comercializarse hasta la aprobacion definitiva por parte de la FDA (Lynch, S. 2016).
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Durante la fase 1, se evaluan la seguridad y la toxicidad en seres humanos.
Para ello se administran diferentes cantidades del farmaco a un pequefio
namero (a menudo 20 a 80) de voluntarios sanos, jévenes y habitualmente
varones, para determinar la dosis a partir de la cual aparecen los primeros
efectos toxicos.

En la fase 2, se comprueba si el farmaco es eficaz para el tratamiento de la
enfermedad para la que estd destinado. Se administra el farmaco a
aproximadamente 100 pacientes con el objetivo de tratar o prevenir dicha
enfermedad y, en forma adicional, para establecer el rango éptimo de dosis-
respuesta.

En la fase 3, se evalla el efecto del farmaco en poblaciones mas numerosas
(generalmente entre 100 y 1000 pacientes) y heterogéneas, con el objetivo
de comprobar su eficacia para la aplicacion clinica pretendida. En esta fase
también se compara el farmaco con otros tratamientos preexistentes. En
estos ensayos clinicos, pueden participar muchos médicos y pueden llevarse
a cabo en muchos centros de investigacion. Se trata de verificar la eficacia,
detectar efectos, beneficiosos y perjudiciales, que no se manifestaron
durante las fases 1y 2.

La fase 4 (vigilancia poscomercializacion, farmacovigilancia), se produce
después de que el medicamento esta aprobado y comercializado, puede
incluir estudios formales de investigacion, junto con la presentacion de
informes en curso de efectos adversos. La fase 4 tipicamente involucra
poblaciones mas grandes y periodos de tiempo mas largos que las fases 1 a
3, y ayuda a detectar los efectos adversos poco comunes o de desarrollo

lento.
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2.2.1. Presentaciones comerciales de farmacos

A continuacion, en la tabla 2 se muestran algunas de las presentaciones

comerciales en parche de diferentes farmacos.

FARMACO

Clonidina 0,1, 0,2 y 0,3 mg/dia x 7
dias consecutivos.

Escopolamina, 0,5 mg al dia.

Estradiol por 3,5 dias o 7 dias;
dosis 25, 37.5, 50, 75 y 100
microgramos diarios.

Lidocaina 5%.

Metilfenidato 10, 15, 20 y 30
mg/dia.

Nitroglicerina.

Nicotina.

Noretisterona acetato y estradiol.
Norelgestromina / etinilestradiol.
Oxibutinina.

Per6xido de hidrégeno.

Rivastigmina.
Rotigotina.

Selegilina 6, 9, o 12 mg por 24
horas.

Fentanilo base 2,5 mg, 5 mg, 7,5
mg y 10 mg.

Fentanilo por 40 microgramos en
10'.

INDICACION

Hipertension.

Prevencion de nauseas y vomitos del mareo
cinético en adultos.

Reemplazo estrogénico en menopausia.

Dolor por osteoartritis, neuralgia posherpética.

Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad
(ADHD).

Preventivo de la angina de pecho.
Alivio de los sintomas de abstinencia durante el
tratamiento para dejar de fumar.

Terapia hormonal sustitutiva.
Anticonceptivo semanal.
Vejiga hiperactiva.
Blangueamiento de los dientes.

Alzheimer.

Estimulacion dopaminérgica para Parkinson
avanzado; monoterapia para el Parkinson inicial.

Depresion mayor.

Analgesia opiacea para aliviar el dolor
cronico por cancer y el dolor intratable.

Dolor posoperatorio agudo.

Parche pasivo

Parche pasivo

Parche pasivo

Parche pasivo

Parche pasivo

Parche pasivo

Parche pasivo

Parche pasivo
Parche pasivo

Parche pasivo
Parche
adhesivo que
se adhiere a
los dientes
Parche pasivo
Parche pasivo

Parche pasivo

Parche pasivo

Sistema
iontoforético
controlado por
el paciente

Fentanilo.

Cirugia odontoldgica.

Parche mucoso
oral

Tabla 2. Presentaciones comerciales de parches de diferentes farmacos

(Allevato, M. 2007)
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2.2.1.1. Sistemas de liberacién controlada

De forma simultanea a la investigacion de nuevas moléculas de farmacos o
de su mejora, la investigacion y desarrollo galénico lleva a cabo trabajos dirigidos a
la busqueda de novedosas formas de administracion. Estas nuevas formas de
administracion son las llamadas formas farmacéuticas de liberacion modificada que
son aquellas disefiadas de tal manera que se modifica la velocidad o el lugar de
liberacion del principio activo respecto a las formas farmacéuticas de liberacion
inmediata del mismo principio activo. Los sistemas de liberacion modificada incluyen
todas aquellas formulaciones en su disefio intervienen, de una u otra forma,
modificaciones en el proceso tecnolégico que son determinantes del lugar de
liberacion, formas o sistemas de liberacion. En este sentido se encuentran los
sistemas de liberacion controlada, es decir, aquellos que permiten la prolongacion
del tiempo de cesidn del principio activo del medicamento a partir de la forma de
dosificacion, ademas, controlan su liberacién para que ésta se realice de acuerdo
con una cinética preestablecida y reproducible con lo que se consigue una mayor
duracion de los niveles plasmaticos eficaces y una liberacion del principio activo
definida (Dominguez-Gil, H. et al., 2009).

En estos sistemas de liberacién, el principio activo (p.a.) se encapsula o se
incorpora en un sistema para obtener su liberacion a una velocidad conocida que
puede implicar prolongar su accion, conseguir la liberacion del p.a. directamente en
el lugar de accion de manera constante a una concentracion adecuada y finalmente,
conseguir la proteccion del p.a. frente a la degradacién enzimética. El objetivo del
encapsulamiento es el control del principio activo liberado, obteniéndose asi una
mayor efectividad y eficiencia en la administracion de esta. Los soportes usados en
estos procesos de encapsulacion pueden ser polimeros, hidrogeles, emulsiones,

liposomas y materiales organicos (Dominguez-Gil, H. et al., 2009).

Los acarreadores a veces también llamados vectores (Figura 4) son

estructuras formadas a partir de materiales de tamafio micrométrico o nanométrico
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gue ofrecen la capacidad de proteger a los farmacos de su degradacion hidrolitica

y/o enzimatica en el tracto gastrointestinal (Acala-Acala, S. 2014).
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Carbon de Oxido de de Fosfato de
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Dendrimeros Micelas
Poliméricas

© Firmaco

Figura 4. Ejemplos de acarreadores (Acalad-Acala, S. 2014)

Con el desarrollo de la nanotecnologia, el uso de diversas sustancias de
escala nanométrica que actlan como nanoacarreadores, pueden controlar la
liberacion, suministrar farmacos a través de otras rutas diferentes a la oral
(Goldberg, M. et al., 2007).

Los primeros nanoacarreadores que se utilizaron para el tratamiento de
enfermedades fueron los liposomas, estas estructuras estdn compuestas de
fosfolipidos y tienen un tamafio de 50 y 100 nm (Goldberg, M. et al., 2007; Acala-
Acala, S. 2014).

Las nanoparticulas poliméricas son estructuras solidas con un tamafio de 10
a 100 nm, donde el farmaco se encuentra distribuido a través de toda la matriz y
pueden ofrecer una liberacién sostenida hasta meses (Goldberg, M. et al., 2007;
Acald-Acala, S. 2014).

30



Las nanocapsulas, aunque también son particulas poliméricas, estas no son
completamente sdlidas; poseen un nucleo liquido el cual esta rodeado por una pared
polimérica, su tamafio se encuentra entre 100 y 500 nm (Goldberg, M. et al., 2007;
Acala-Acala, S. 2014).

Los dendrimeros son estructuras ramificadas con un nucleo interno, poseen
ventajas como un bajo indice de polidispersidad, multiples sitios de union, tamafio
controlable y una estructura facil de modificar (Goldberg, M. et al., 2007; Acala-
Acala, S. 2014).

Los liposomas son vesiculas microscopicas esféricas, de 20 a 30 nan6metros
de diametro. Estan rodeadas por una membrana compuesta de un fosfolipido y un
colesterol bicapa, que envuelve a una sustancia acuosa de tal manera que sirven
para transportar esta sustancia. Como su membrana es similar a las membranas
celulares, los liposomas pueden incorporarse a células vivientes y depositar en ellas
su contenido, al tener una capa externa de tipo graso, son absorbidos con facilidad
por la piel, con lo que la distribucién del p.a. que contienen es mucho mas eficaz y
se necesita en menores cantidades que si se vertiera directamente sobre la piel
(Dominguez-Gil, H. et al., 2009).

Un hidrogel es una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de
polimeros que absorben cantidades considerables de agua. Estos polimeros
tienden a ser hidréfilos, blandos, elasticos e insolubles en agua ademas de que se
hinchan en presencia de ella, aumentando apreciablemente su volumen mientras
mantienen la forma hasta alcanzar el equilibrio fisicoquimico. Adicionalmente,
pueden tener gran resistencia mecanica de acuerdo con el método utilizado para su

obtencion (Dominguez-Gil, H. et al., 2009).
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2.2.1.1.1. Emulsiones

Las emulsiones son mezclas de fluidos inmiscibles. Usualmente un fluido
esta presente en otra fase a manera de pequefias gotas, llamandose a éstas la fase
dispersa (Boom, R. 2008).

La tensién o energia interfacial es caracteristica de la superficie entre dos
fluidos inmiscibles y es causada por la diferencia de fuerzas de cohesion entre las
moléculas de ambas fases. El generar dicha interfase requiere un costo energético
proporcional a la cantidad de interfase generada. La energia libre que se necesita
para crear area interfacial es la tension o energia interfacial. Esta tension superficial
siempre es positiva con la excepcién de aquella presentada en las microemulsiones;
esto significa que AG es siempre positiva puesto que hacer pequefas gotas requiere
energia. El sistema intentara reducir la cantidad de interfase generando asi, una

fuerza que lleva a la coalescencia (Cheong, J. et al., 2008).

Como la tendencia natural de todas las emulsiones es la de coalecer se
requiere de una fuerza que estabilice a la emulsion y hay tres diferentes formas de
conseguir dicha estabilizacion. La estabilizacibn con surfactantes se da con
moléculas que tienen un lado con afinidad mayor a una de las fases mientras que
el otro tiene mayor afinidad al otro liquido. Esto permite conservar las dos fases si
el surfactante se ubica en la interfase. La estabilizacion con polimeros y cristales se
genera si se “engruesa’ la fase dispersa agregando algun soluto que ocupe la
polaridad de esta. La estabilizacion con proteinas funciona como la de los polimeros
por la gran afinidad que tienen algunos aminoéacidos con el agua (Tadros, T. et al.,
2004; Boom, R. 2008; Wulff-Pérez, M. et al., 2009).

Las propiedades de una emulsion dependen del tamafio de las gotas que
formen a esta. La apariencia de la emulsion depende del tamafio, segun esto, las
emulsiones se pueden dividir en nano, micro y macro- emulsiones (Windhaba, E. et
al., 2005).
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2.2.1.1.1.1. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son dispersiones coloidales translucidas de dos liquidos
inmiscibles estabilizadas por un tensioactivo, que pueden ser transparentes (< 200
nm) o cremosas (= 500 nm) (Izquierdo, P. et al., 2005; Tadros, T. et al., 2004), con
un tamafo de gota comprendido entre los 20 y 200 nm, en donde uno de los dos
liquidos es disperso en forma de pequefias gotas en el otro (Bechner, P. 2001). Este
pequefio tamafio de gota hace que la nanoemulsién posea una elevada estabilidad
cinética, frente a la sedimentacion, floculacion y coalescencia. Sin embargo, a pesar
de su elevada estabilidad cinética, son termodinamicamente inestables, siendo

necesaria la aportacion de energia para su formacién (Solans, C. et al., 2005).

Las emulsiones pueden ser convenientemente clasificadas de acuerdo con
la distribucion del espacio relativo del aceite y la fase acuosa. Un sistema que
consiste en gotas de aceite dispersas en una fase acuosa es llamado emulsion
aceite-en-agua (o/w), mientras el sistema que consiste en gotas de agua dispersas
en una fase oleosa es llamado emulsion agua-en-aceite (w/0) y también existen las
bi- continuas (Bhatt, P. et al., 2011).

Ventajas de las nanoemulsiones de acuerdo con Bechner, P. 2001 son:

1. Las nanoemulsiones tienen una mayor area de superficie y energia libre por
lo cual se convierten en un sistema de transporte eficaz.

2. No muestran los problemas de formacién de crema inherente, floculacion,
coalescencia y sedimentacion.

3. Pueden ser formuladas en una variedad de formulaciones, tales como
espumas, cremas, liquidos y aerosoles.

4. No son toxicas ni irritantes por lo tanto pueden ser facilmente aplicadas a la
piel y a las membranas mucosas.

5. Se pueden administrar por via oral si la formulacién contiene agentes
tensioactivos que son biocompatibles.

6. No dafan a las células sanas de humanos y animales, por lo tanto, son

adecuadas para fines terapéuticos humanos y veterinarios.
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7. Se pueden aplicar como sustituto de liposomas y vesiculas, y es posible
construir fases laminares cristalinas liquidas alrededor de las gotitas de
nanoemulsion.

8. Debido a su pequefio tamafio, las nanoemulsiones pueden penetrar a través
de la superficie "rugosa" de la piel y esto mejora la penetracion de los

principios activos.

Los excipientes utilizados para la preparacion de las nanoemulsiones deben
ser seguros, no toxicos y no irritantes. Un punto critico es la eleccion del tensioactivo
ya que suelen ser irritantes y se encuentran en altas concentraciones en la
formulacibn para poder estabilizar el sistema coloidal (Devarajan, V. y
Ravichandran, V. 2011).

Para la elaboracion de las nanoemulsiones, en primer lugar, se selecciona la
fase oleosa que es la responsable de la solubilizacién de farmacos hidréfobos. En
este caso es conveniente seleccionar el aceite en el cual el farmaco presente una
mayor solubilidad. Asi pues, para la seleccion de esta fase, se realiza un screening
de aceites. Posteriormente se selecciona el tensioactivo apropiado (Devarajan, V.y
Ravichandran, V. 2011).

Con el fin de racionalizar el comportamiento de los tensioactivos se determina
su balance hidro-lipofilico (HBL). Este tiene en cuenta la contribucion relativa del
fragmento hidrofilo e hidréfobo en la molécula del tensioactivo. Los tensioactivos
con HBL altos (8-18) se consideran solubles en agua, favorecen la formacion de
emulsion de fase externa acuosa. Los tensioactivos de bajo HBL (3-6) se consideran
lipdfilos y favorecen la formacion de emulsiones de fase externa oleosa. Los co-
tensioactivos son generalmente alcoholes o esteres alcohélico de cadena corta, que
se afiaden con el fin de reducir ain mas la tension interfacial, facilitando la
emulsificacion del sistema (Devarajan, V. y Ravichandran, V. 2011). La adicion de
un co-tensioactivo generalmente aumenta la estabilidad del sistema y la solubilidad

del compuesto en el mismo (Fernandez, F. 2012).
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En general, se eligen tensioactivos no idnicos (esteres de glicerol, esteres de
acidos grasos, alcoholes grasos), por su buena tolerabilidad biolégica, asi como por
su habilidad para formar nanoemulsiones independientemente del pH y a la
concentracion de electrolitos en la formula. Normalmente las nanoemulsiones
contienen grandes cantidades de tensioactivos. Esto hace que posean una muy baja
tensién interfacial, facilitando la obtencién de tamafios de gota nanométricos que
asegura una excelente superficie de contacto entre la piel y el vehiculo (Kreilgaard,
M. 2002).

En la tabla 3 se muestran ejemplos de los componentes de las

nanoemulsiones.

Componentes de las nanoemulsiones

Aceite Ejemplos

. Aceite de ricino, aceite de maiz, aceite de coco, aceite de
Emulsionantes ) _ ) ) _ ) .
onagra, aceite de linaza, aceite mineral, aceite de oliva, aceite

de cacahuete.

- Lecitinas naturales de origen vegetal o animal, fosfolipidos,
Aditivos

derivados de aceite de ricino, polisorbatos, estearilamina.

o Propilenglicol, 1, 3-glicol de butileno, glicol de butileno, azUcares
Antioxidantes
tales como glucosa, sacarosa, fructosa y maltosa.

Surfactante Acido ascorbico, a-tocoferol.

Polisorbato 20, Polisorbato 80, polioxi 60, aceite de ricino,
Co-surfactante » o .
monooleato de sorbitan, PEG300, glicérido caprilico.

Modificadores de la | Etanol, glicerina, PEG300, PEG400, polieno glicol, poloxamero.
tonicidad

Agente de ajuste del pH Glicel’Ol, Sorbitol and xilitol.

Conservantes Hidréxido de sodio o cloruro de hidrégeno.

Tabla 3. Componentes de las nanoemulsiones (Gatteffosé) patentedtechnology.
“Microemulsions: Formulation Guide”. Saint-Priest Cédex FRANCE
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2.3. Desarrollo de sistemas terapéuticos transdérmicos (STT)

Los parches adhesivos son la forma de presentacion de los sistemas
transdérmicos conocida desde hace 20 afios para el tratamiento de enfermedades
sistémicas (Allevato, M. 2007).

Un parche transdérmico es un sistema multicapa consistente en tres partes
fundamentales: adhesivo, principio activo, potenciadores (Figura 5). Se reconocen

varios sistemas de disefio:

capa protectora externa

reservorio del farmaco (suspension, gel,
film)

membrana para controlar la liberaciéon en
el caso de sistemas de reservorio

capa adhesiva

capa protectora interna (para ser removida)

Figura 5. Esquema de parche transdérmico (Allevato, M. 2007)

2.3.1. Sistemas de reservorio o sistema controlado de permeacion con membrana

El farmaco esta contenido en un reservorio y se libera a través de una
membrana polimérica porosa de permeabilidad selectiva que crea un sistema de
liberacion controlada (Figura 6). La capa de polimero asegura un buen contacto del
parche con la piel.
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Material impermeable

Activos mas adhesivos

—

Eventual ldmina de adhesivo

Figura 6. Sistema de reservorio (Allevato, M. 2007)

2.3.2. Sistemas matriciales

Estan constituidos por un disco polimérico hidrofilico o hidrofébico, de grosor

y area definidas, en el cual est4 uniformemente dispersado el farmaco (Figura 7). El

entramado del polimero controla la liberacion de acuerdo con los excipientes

involucrados en la formulacion.

Material impermeable
(p. ¢).: Polieuretano,
PVC)

Membrana polimérica para control liberacion

activos

Reservorio de principios

Lamina de adhesivo

Figura 7. Sistema matricial (Allevato, M.2007)

2.3.3. Sistema de difusion controlada via matriz

Los principios activos estan dispersos en la matriz del polimero y después

situados bajo un disco de material imperbeable y oclusivo (Figura 8). La liberacion

de los principios activos es regulada por la matriz polimérica.
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i oot Material impermeable

(p. €j. aluminio

2

Reservorio de principios activos con polimero Perimetro de adhesivo

Figura 8. Sistema de liberacion controlada via matriz (Allevato, M. 2007)

2.3.4. Sistema de difusién controlada mediante micro reservorios

El principio activo esta suspendido en una solucion soluble en agua, la cual
es homogeneizada en un polimero lipofilico que forma microesferas. EI mismo se
aplica bajo una lamina oclusiva e impermeable (Figura 9). La liberacién de los
principios activos esté controlada por los compartimentos del fluido y del polimero.

Material impermeable Matriz polimérica

; 2 a7
Lamina oclusiva /' %O . - o%%%o
(p. €j. aluminio) oxe "o S

Perimetro de adhesivo

Reservorio de principios activos con polimero

Figura 9. Sistema de difusion controlada mediante microreservorios
(Allevato, M. 2007)
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2.4. Clasificacion segun su difusion

Un parche transdérmico se define, ademas, mediante la cantidad del principio

activo liberado por cm’ por 24 horas. Este pardmetro permite comparar diferentes
parches. Todos los STT comercializados hasta ahora proporcionan mayor dosis a
medida que aumenta la superficie del parche. En la practica clinica estas
correlaciones no se suelen tener en cuenta, y las dosis se ajustan basicamente en
funcion del efecto farmacoldgico. El lugar de aplicacion depende de la sensibilidad
de la piel al farmaco y de la permeabilidad, es decir, siempre se busca la zona mas
permeable al medicamento y la mas resistente (Allevato, M. 2007). Existen dos tipos

de parches: pasivos y activos.

2.4.1. Parches pasivos

El transporte pasivo de medicamentos a través de la piel se efectia mediante
una difusion por los tortuosos espacios intercelulares y en funcién de una gradiente
de concentracion. Los farmacos penetran por difusion pasiva, dependiendo de la
interaccion entre el farmaco, la piel y los excipientes. La piel tiene una funcién de
barrera representada estructuralmente por la dinamica de la capa cérnea; las
propiedades fisicoquimicas del farmaco (principio activo + excipientes); la estructura
y composicién del estrato corneo son los principales parametros capaces de
modificar la difusion y la penetracion. El paso limitante de la absorcion percutdnea
es la transferencia del principio activo desde la superficie cutdnea a través del
estrato corneo. Este proceso ocurre bajo la influencia de un gradiente de
concentracion y su consecuente difusion por todas las capas de la piel hasta llegar
a la microcirculacion. La penetracion molecular a través de las diferentes regiones
de la piel esta limitada por la resistencia difusional que ofrecen estas capas y la
oposicion que ofrece la microvasculatura a la liberacion sistémica del principio
activo. Otro factor que controla la penetracion o velocidad de permeacion es la
densidad del medio de difusion (Allevato, M. 2007).
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2.4.2. Parches activos

Las innovaciones en el area de sistemas incluyen la incorporacion de
métodos fisicos (corriente eléctrica, voltaje, calor, radiofrecuencia, campos
magneéticos, ultrasonido) para incrementar el flujo de farmacos a través de la piel a
la vez que permiten liberacion a demanda o controlada. La mayoria de estos
métodos se basa en la aplicacion de corrientes y/o campos eléctricos para facilitar
el pasaje, a través de la piel, de macromoléculas bioldgicamente activas (ADN,
proteinas y péptidos). Con estas nuevas tecnologias se amplia la lista de principios
activos adaptables a la administracion transdérmica y se reducen las limitaciones
relacionadas con peso y tamafio molecular, dosis, pH, entre otros. Estos métodos
pueden combinarse. Se ha descubierto que los ultrasonidos de muy baja frecuencia
permiten la penetracién a través de la piel de moléculas de gran tamafio como las
de la insulina, el interferon gamma, entre otros. Los pulsos de ondas ultrasonicas
producen burbujas “cavitarias" en las capas lipidicas, permeabilizando
temporalmente la piel, facilitando el paso de grandes moléculas de principios
activos, abriendo canales a través de la capa externa de las células cutaneas.
Cuando cesa la acciéon de los pulsos del ultrasonido, los lipidos se reordenan

rapidamente y la piel recobra su impermeabilidad normal (Allevato, M. 2007).

2.5. Componentes de los sistemas STT

Los Sistemas Terapéuticos Transdérmicos (STT) propiamente dichos son
sistemas de liberacion sostenida, y, por lo tanto, su objetivo es el de suministrar el
medicamento a la velocidad necesaria para conseguir y mantener una

concentracion plasmatica constante (Allevato, M. 2007).

Se ha planteado que el éxito de todo Sistema Terapéutico Transdérmico
(STT) depende de la capacidad de la sustancia de difundirse a través de la piel en

cantidades suficientes para lograr el efecto terapéutico deseado (Allevato, M. 2007).
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En la figura 10 se muestran ejemplos de grados de penetracion.

Grado de penetracién | Caracteristicas

Pobre Polimeros de alto peso molecular y macromole-
culas (proteinas o polisacaridos).

Pobre Electrolitos solubles en agua (sodio, cloro).

Pobre Sustancias solubles en agua (glucosa, urea).

Buena Sustancias lipo e hidrosolubles.

Excelente Sustancias liposolubles, no polares, bajo peso
molecular.

Figura 10. Capacidad de penetracion transdérmica (Allevato, M.2007)

Desde el punto de vista galénico, los parches transdérmicos son formas
farmacéuticas complejas, integradas basicamente por una capa externa de
recubrimiento impermeable que protege la formulacion; un reservorio 0 matriz de
principio activo y sustancias promotoras facilitadoras de la absorcién del farmaco,
incluidas en un entorno que facilite y controle su liberacion; una lamina adhesiva
que permita su fijaciébn a la piel y otra capa protectora desprendible que deba

retirarse antes de su aplicacién (Boneta, R. y Garrote, A. 2015).

Los promotores de la permeacion tienen como principal objetivo reducir la
resistencia difusional de la piel. Su naturalezay caracteristicas sera variable y estara
en funcién de la naturaleza del principio activo que ayudan a penetrar (lipofilia y

grado de ionizacién) (Boneta, R. y Garrote, A. 2015).

Los adhesivos sensibles a la presion utilizados deben dotar al parche de una
fuerza cohesiva adecuada, sin mermar por ello su estabilidad, seguridad,
compatibilidad con el principio activo que administran y su tolerabilidad con los otros
elementos incorporados para mejorar la difusion y permeacion (Boneta, R. y
Garrote, A. 2015).

En su totalidad, estos sistemas complejos deben presentar una excelente
adaptabilidad a las condiciones de la piel, del momento y situacion de empleo, y del

tiempo de aplicacién. Sus caracteristicas estéticas (tamafo, forma, color, textura)
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ayudan a la aceptacion por parte del paciente de estas formas farmacéuticas
(Boneta, R. y Garrote, A. 2015). Teniendo en cuenta lo que se mencioné con
anterioridad se requieren membranas para su liberacion entre ellas se encuentran

las membranas artificiales (polisulfona y nylon).

2.5.1. Membranas atrtificiales (polisulfona y nylon)

Las diferentes categorias de membranas son consecuencia de numerosos
factores ligados a los tipos de materiales utilizados, a su modo de preparacion, su
estructura y al modo de transporte de la materia en la membrana. Los materiales
utilizados en la preparacion de las membranas pueden ser de naturaleza organica,
inorganica o mixta inorganica-organica. La seleccién y sintesis del material de la
membrana se hace en funcién de su aplicacion futura. Cada proceso a membrana
necesita de membranas que presentan propiedades particulares. Por ejemplo, la
micro o ultrafiltracion necesitan de materiales porosos mientras que los materiales
densos se adaptan a las membranas de ésmosis inversa o de separacion de gases.
En cuanto a las condiciones de operacion, las membranas inorganicas se prefieren
sobre las organicas en los procesos que ocurren a altas temperaturas, en presencia
de solventes organicos o cuando se requieren condiciones de limpieza muy
drasticas (Guizard, C. 1999).

Las membranas deben responder a las exigencias siguientes:

e Ser eficaces en la separaciéon: Tener un umbral de separacion bien definido
y relacionado con el tamafio de los poros y la estructura quimica de la
membrana.

¢ Flujo: Una permeabilidad intrinseca alta, relacionada con la estructura porosa

o densa, asi como con el espesor de la capa activa.
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¢ Resistencia mecanica, quimica y térmica: Depende de la naturaleza quimica

del material utilizado y se debe adaptar al proceso de filtracion seleccionado.

Los métodos de preparacion de las membranas difieren en funcion del
material seleccionado y de la técnica utilizada para obtener una geometria

determinada de la membrana: plana, tubular o fibra hueca (Guizard, C. 1999).

En cuanto a la estructura porosa de las membranas existen tres grandes

grupos segun el tamarfio de los poros:
- Los macroporos de didmetro superior a 50 nm.
- Los mesoporos de diametro entre 2 y 50 nm.

- Los microporos con un diametro inferior a 2 nm.

Esta clasificacién sigue las recomendaciones de la IUPAC. Estos tres
grandes grupos corresponden bien a los diferentes procesos utilizados en las
separaciones en medio liquido. La microfiltracion usa membranas macroporosas, la
ultrafiltraciébn las membranas mesoporosas y la nanofiltracion a las membranas

microporosas (Guizard, C. 1999).

Los materiales de las membranas a base de polimeros se han beneficiado
de los progresos realizados en el campo de los polimeros sintéticos en los ultimos
treinta afios. Las primeras membranas artificiales se prepararon a partir de la
celulosa y de sus derivados. Estas membranas se utilizan todavia, pero presentan
una resistencia limitada a los productos quimicos y a la temperatura. Por el
contrario, los polimeros sintéticos mas recientes tienen una resistencia quimica y

térmica mas elevada que la de la celulosa (Guizard, C. 1999).

43



2.5.1.1. Tipos de membranas

Las membranas son barreras fisicas semipermeables que separan dos fases,
impidiendo su intimo contacto y restringiendo el movimiento de las moléculas a
través de ella de forma selectiva (Garcia, N. et al., 2012). Las membranas se pueden
fabricar con materiales poliméricos, ceramicos o metalicos. Atendiendo a su

estructura fisica se pueden clasificar en:

2.5.1.1.1 Nylon

El nylon es un polimero artificial que pertenece al grupo de las poliamidas
(Figura 11). Se genera por policondensacion de un diacido con una diamina. El mas
conocido, el PA66, es por lo tanto el producto del acido butandicarboxilico (acido
adipinico) y la hexametilendiamina. El nylon es una fibra textil elastica y resistente
(Garcia, N. et al., 2012).

Los nylon son unos de los polimeros mas comunes usados como fibra. En
todo momento encontramos nylon en nuestra ropa, pero también en otros lugares,

en forma de termoplastico (Garcia, N. et al., 2012).

Figura 11. Estructura del nylon (Tecnologia de los Plasticos, 25/03/19)

Los nylon también se llaman poliamidas, debido a los caracteristicos grupos
amida en la cadena principal. Las proteinas, tales como la seda a la cual el nylon

reemplazo, también son poliamidas. Estos grupos amida son muy polares y pueden
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unirse entre si mediante enlaces por puente de hidrégeno. Debido a esto y a que la
cadena de nylon es tan regular y simétrica, los nylon son a menudo cristalinos, y

forman excelentes fibras (Garcia, N. et al., 2012).

0
I I
—+—CH-CHr—CHrCHo—C—NH—CHE-CEx~ CHr—CHz—CH— C}‘Er).\_ﬂ—h‘l
[ i k ]

seis dtemos de carbeno seais atemos de caroeno

Figura 12. Estructura del nylon (Tecnologia de los Plasticos, 25/03/19)

El nylon se llama nylon 6.6, porque cada unidad repetitiva de la cadena
polimérica tiene dos extensiones de atomos de carbono, cada una con una longitud
de seis atomos de carbono (Figura 12). Otros tipos de nylon pueden tener diversos
nameros de atomos de carbono en estas extensiones. Los nylon se pueden

sintetizar a partir de las diaminas y los cloruros de diacido (Garcia, N. et al., 2012).

2.5.1.1.2. Polisulfona

Las polisulfonas son polimeros termoplasticos duros, rigidos y transparentes
(Figura 13), con temperaturas de transicion vitrea (Tg) que van de 180 a 250°C,
entre las polisulfonas comerciales que presentan excelentes propiedades de
resistencia quimica, térmica y mecanica se encuentra la polisulfona Udel y la
polifenilsulfona Radel, las cuales poseen temperaturas de transicion vitrea (Tg) de
190y 217 °C respectivamente (Stevens, M. et al., 2014; Eren, E. et al., 2015).

Ademas, poseen alta estabilidad oxidativa, estas propiedades hacen que los
polimeros sean fuertes candidatos para la elaboracién de membranas asimétricas
y como materiales de soporte para otras membranas (Stevens, M. et al., 2014; Eren,
E. et al., 2015).
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Figura 13. Propiedades fisicas y quimicas de la polisulfona (Alamy,2019)

2.5.1.2. Correlaciones entre la permeacién transdérmica

En el campo de la permeacién transdérmica, cuando se llevan a cabo
estudios con series farmacoldgicas, ademas de obtener informacién de la
permeabilidad transdérmica intrinseca de los farmacos de la serie es importante
intentar obtener correlaciones entre parametros fisicoquimicos y moleculares de los

farmacos y de sus parametros transdérmicos (Patel, H. y Cronin, M. 2001).

2.6. Piel

La administracion de medicamentos via topica es el procedimiento mediante
el cual se proporciona el farmaco al organismo a través de la piel o las mucosas de
determinados 6rganos con el objetivo de conseguir un efecto a nivel local,
anicamente en el lugar donde se aplica. Los farmacos de aplicacion topica son
absorbidos por los vasos sanguineos de la piel o de las mucosas. La absorcion del
medicamento puede verse afectada por la naturaleza de la piel o el estado de las
mucosas Y el producto que se va a administrar. Los posibles efectos secundarios
del principio activo pueden evitarse o reducirse al minimo mediante la aplicacién
tépica en el area de la lesidn para que el efecto sea local (Merino, J. y Noriega, M.
J. 2011).

La via tépica incluye la administracion del medicamento a través de la piel
(via cutdnea o transdérmica), del ojo (via oftalmica), la nariz (via intranasal), o a

través del oido (via oOtica). Estas vias se utilizan cuando se pretende disminuir el
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picor de la piel o la inflamacién en un lugar concreto (Merino, J. y Noriega, M. J.
2011).

Via cutanea

Generalmente, el término de via topica propiamente dicho se utiliza cuando
se aplican medicamentos para ser absorbidos a través de la piel sin necesidad de
ser inyectados. La piel hace de barrera e impide que el medicamento alcance la

sangre (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011).

2.6.1. Estructura de la piel

La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los érganos mas
importantes del mismo tanto por tamafio como por sus funciones, separa al
organismo del medio ambiente externo y, al mismo tiempo, permite su comunicacion
con él mismo. La piel sana es una barrera contra agresiones mecanicas, quimicas,
toxicas, calor, frio, radiaciones ultravioletas y microorganismos patégenos. Ademas,
la piel es esencial para el mantenimiento del equilibrio de fluidos corporales
actuando como barrera ante la posible pérdida de agua (pérdida transcutanea de
agua), el mantenimiento del equilibrio térmico y la transmisién de una gran cantidad
de informacion externa que accede al organismo por el tacto, la presion,
temperatura y receptores del dolor (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011), como se
observa en la figura 14. La piel es un érgano de gran tamafo, el mayor del
organismo, ya que tiene una superficie de alrededor de 2772 (depende de la altura'y
peso de la persona) y un peso de 4 kg, lo que supone aproximadamente el 6% del

peso corporal total (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011).

Desde afuera hacia adentro, se distinguen tres capas de tejido, cuyo origen
embriolégico es totalmente distinto, perteneciendo cada capa a una capa

embrioldgica diferente:
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e La epidermis.
e Ladermis o corion.

e Eltejido subcutaneo o también denominado hipodermis o subcutis.
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Figura 14. Esquema de las capas de la piel (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011)

2.6.1.1. Epidermis

La epidermis es un epitelio plano poliestratificado y queratinizado que cubre
la totalidad de la superficie corporal. Es la capa de la piel con mayor nimero de
células y con una dinamica de recambio extraordinariamente grande. Presenta un
espesor variable, con un valor medio de 0.1 mm, pudiendo alcanzar en zonas como
las plantas de los pies y las palmas de las manos espesores de hasta 1 0 2 mm
(Merino, J. y Noriega, M. J. 2011).

Esta normalmente compuesta por cinco estratos o capas diferentes (Figura

15) que desde el exterior hacia el interior son:
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Capa coérnea (o estrato corneo): Es la capa mas externa de la epidermis y
comprende, en promedio, unas 20 subcapas de células muertas, aplanadas,
en funcion de la parte del cuerpo que recubre la piel. Estas células muertas
se desprenden regularmente en un proceso conocido por descamacion. La
capa cornea es también asiento de los poros de las glandulas sudoriparas y
las aberturas de las glandulas sebaceas.

Capa clara (estrato lucido): Las células estan densamente comprimidas,
aplanadas y no pueden distinguirse unas de otras.

Capa granular (estrato granuloso): Comienza la queratinizacion: las células
producen granulos duros y, a medida que éstos empujan hacia arriba,
cambian a queratina y lipidos epidérmicos.

Capa espinosa (o estrato espinoso): Los queratinocitos producen queratina
(fibras de proteina) y llegan a adoptar forma de huso.

Capa basal (o estrato basal): Es la capa mas interna, donde se producen los

gueratinocitos.

Estrato corneo

N X 3! ..-'...'\
- % 5Ea e Estrato granuloso
s 2T

Estrato espinoso

Estrato basal

Figura 15. Estratos de la piel (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011)
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2.6.1.2. Dermis

La dermis es la estructura de soporte de la piel, le proporciona resistencia y
elasticidad. Esta formada basicamente de tejido conectivo fibroelastico. La matriz
extracelular contiene una elevada proporcion de fibras, no muy compactadas, de
colageno (>75%), elastina y reticulina. Es un tejido vascularizado que sirve de
soporte y alimento a la epidermis. Constituye la mayor masa de la piel y su grosor
méaximo es de unos 5 mm (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011).

Histologicamente, se divide en dos capas, que desde el exterior al interior son:

e La capa papilar (stratum papillare).

e La capa reticular (stratum reticulare).

La capa papilar recibe ese nombre por la presencia de proyecciones hacia el
interior de la epidermis, estas proyecciones se denominan papilas dérmicas y se
alternan con los procesos interpapilares de la epidermis. En las papilas se
encuentran las asas capilares (sistema circulatorio) que proporcionan los nutrientes
a la epidermis avascular. La capa papilar también contiene numerosas
terminaciones nerviosas, receptores sensoriales y vasos linfaticos. La capa reticular
es mas gruesa que la papilar, y recibe ese nombre por el entramado o reticula de
las fibras colagenas que forman gruesos haces entrelazados con haces de fibras
elasticas. Esta estructura es la que proporciona elasticidad y capacidad de
adaptacion a movimientos y cambios de volumen (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011).

2.6.1.3. Subcutis (o hipodermis)

La capa mas interna de la piel almacena energia mientras sirve de

almohadilla y aislante del cuerpo. Se compone principalmente de:

e Células adiposas (adipocitos): Agregadas entre si en grupos de tipo

almohadilla.
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e Fibras especiales de colageno (llamado septos tisulares o limites): Son el
tejido conectivo suelto y esponjoso que mantiene juntas a las células de
grasa.

e Vasos sanguineos.

El nimero de células adiposas que contiene el subcutis difiere en las distintas
partes del cuerpo. Por otra parte, la distribucién de las células adiposas también
difiere entre hombres y mujeres, lo mismo que la estructura de otras partes de la
piel (Merino, J. y Noriega, M. J. 2011).

2.6.1.4. Estudios de permeacion en piel

Se ha planteado que el éxito de todo Sistema Terapéutico Transdérmico
(STT) depende de la capacidad de la sustancia de difundirse a través de la piel en
cantidades suficientes para lograr el efecto terapéutico deseado. Todos los sistemas
de este tipo, que se encuentran actualmente en el mercado, contienen principios
activos con un coeficiente de difusion dependiente de la naturaleza del polimero y
del tamafio molecular del principio activo, donde la cinética de liberacion debe ser
de orden cero para obtener niveles constantes de sustancia activa en el plasma;
otra de las caracteristicas que deben cumplir estos compuestos es que se requieren
bajos niveles plasmaticos para lograr su efectividad terapéutica. Algunas de las
sustancias activas que se encuentran en investigacibn no poseen la capacidad
intrinseca de atravesar la piel de manera eficiente, por lo que ha sido necesaria la
busqueda de vias para modificar esta barrera difusional. Una de las formas que ha
sido estudiada con mayor rigor es la del uso de agentes promotores de la
permeacion (APP), que son sustancias quimicas capaces de disminuir la resistencia
difusional que ofrece la piel. Esta opcion puede ser la solucion para aquellas
sustancias con dificultad para atravesar el estrato corneo; sin embargo, no podemos
olvidar las reacciones adversas, en cuanto a irritacion se refiere, que estos agentes
ocasionan por su naturaleza oclusiva, conduciendo a la acumulacion del sudor e

incrementando el crecimiento microbiano (Rodriguez, 1. 1998).
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2.6.1.5. Aspecto anatémico Yy fisiolégico de la piel

De forma general la piel humana se presenta como un 6rgano estratificado
con tres capas de tejidos diferentes: la epidermis, la dermis y la capa grasa
subcutanea. La epidermis, capa mas externa de la piel, comprende células
escamosas epiteliales estratificadas, restos de estas células queratinizadas y
aplanadas se dividen activamente para formar el estrato cérneo. El estrato corneo
es mas higroscépico que otros materiales queratinosos. Funciona como barrera
protectora quimica y fisica, retarda la pérdida de agua desde los tejidos mas
profundos, minimiza la penetracion de los rayos ultravioletas y limita la entrada de
microorganismos, medicamentos y sustancias toxicas del medio exterior. Cuando
se encuentra hidratado tiene afinidad por compuestos lipofilicos e hidrofilicos. Esta
solubilidad bifuncional se deriva de la ultraestructura filamento-matriz de la

queratina (Rodriguez, I. 1998).

2.6.2. Absorcién percutanea

La absorcion percutanea esta relacionada con la transferencia de principio
activo desde la superficie de la piel a través del estrato corneo, bajo la influencia de
un gradiente de concentracion y su consecuente difusion por todas las capas de la
piel hasta llegar a la microcirculacion. La penetracion molecular a través de las
diferentes regiones de la piel esta limitada por la resistencia difusional que ofrecen
estas capas (Rodriguez, 1. 1998).

El paso limitante en la absorcion percutanea tiende a ser la difusion a traves
del estrato cérneo. Para la determinacion del flujo del soluto en el estado de
equilibrio y del coeficiente de permeabilidad, se utiliza la férmula integrada de la

primera ley de Fick:

Js=Km*D *Cs/d
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donde:
Js: flujo del soluto en el estado de equilibrio.

Km: coeficiente de particion del soluto (solucién/piel).

El flujo del soluto en estado de equilibrio es de gran importancia debido a la
informacién que brinda en cuanto a la efectividad del uso de un promotor de la

permeacion (PP):

Kp=Km * D/d

donde:

Kp: coeficiente de permeabilidad.

Cs: diferencia de concentracién del soluto a través de la membrana.

D: promedio del coeficiente de difusidn a través de la membrana para el soluto.

d: grosor de la membrana.

Se ha podido observar los desarrollos terapéuticos que se han establecido
para principios activos comerciales; sin embargo, sabemos que existe una fuente
importante de obtencién de nuevos principios activos a partir de fuentes naturales

como son las plantas medicinales.
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2.7. Plantas medicinales

La obtencidn de principios activos a partir de plantas medicinales ha permitido
descubrir compuestos con actividad importante, en este caso se presenta el
compuesto Metil Dodonato A, como un buen candidato para desarrollar una
formulacion nanoestructurada de aplicacion transdérmica para el tratamiento
antiinflamatorio. Esta formulacion se presenta como una alternativa a las formas
farmacéuticas tradicionales que frecuentemente tienen una escasa penetracion y/o
retencion del farmaco a nivel dérmico, para ello los vehiculos como las
nanoemulsiones reducirian considerablemente estos efectos aunado a que es una

administracion no invasiva e indolora (Vila-Jato, J. 2001).

El comportamiento de varias plantas, de las cuales se conoce su accion
antiinflamatoria por experiencias realizadas, ya sea con modelos de inflamacién
aguda o crénica. Estas plantas, a las cuales se les conoce su composicion
fitoquimica, se busca la relacion de sus componentes con sustancias que presentan
actividad antioxidante. También se relacionan plantas que en la medicina popular

se reportan sus usos como antiinflamatorias (Garcia, L. et al., 2002).

2.7.1. Plantas con actividad antiinflamatoria

La incorporacion y utilizacion de las plantas medicinales en el tratamiento de
diversas reacciones inflamatorias son practicas comunes en la medicina tradicional,
hoy en dia es evidente el interés de las sustancias antiinflamatorias de origen
vegetal, que va en aumento porque ejercen algunos casos de ventajas con relacion

a la inflamacién. Algunos de estos ejemplos son:

Un extracto fluido de caisimén (Piper auritum) fue evaluado con el método
del edema de la pata de la rata inducido por carragenina. Se obtuvo que una dosis
de 816.09 mg/kg provoca una inhibicién en la formaciéon del edema en 50%. En

estudios quimico-farmaceéuticos realizados a la planta se encontro la presencia de
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aceites, alcaloides, aminas, azucares reductores, taninos, flavonoides, saponinas,

triterpenos-esteroides en las hojas y el fruto (Garcia, L. et al., 2002).

Se ha comprobado la existencia de propiedades antiinflamatorias de la tintura
de salvia de playa (Pluchea carolinensis Jacq) en el proceso agudo y en la fase
cronica. Estudios fitoquimicos de la planta aportaron la presencia de glucosidos,

triterpenos, aceites esenciales, taninos y flavonoides (Garcia, L. et al., 2002).

Las hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) presenta en su
composicidn aceites esenciales cuyo principal constituyente es el cineol o eucaliptol
(éter 6xido terpénico) contiene también terpenol, carburos terpénicos, alcoholes
alifaticos, taninos, pigmentos flavénicos, entre otros, y se ha demostrado que
extractos acuosos de esta planta presentan propiedades antiinflamatorias (Garcia,
L. et al., 2002).

Se reporta que la presencia de flavonoides y los componentes fendlicos les
confieren a los extractos de tomillo (Thymus vulgaris) su accion antiinflamatoria

entre otras (Garcia, L. et al., 2002).

La pulmonaria (Pulmonaria officinalis L.) que en su composicién se reportan
taninos también; es muy utilizada por sus propiedades antiinflamatorias (Garcia, L.
et al., 2002).

2.7.2. Compuestos antiinflamatorios de origen natural

Actualmente, se carece de terapias analgésicas y antiinflamatorias con
perfiles ideales desde el punto de vista de seguridad y costos, lo cual estimula la
busqueda de nuevos agentes mas potentes, con menos efectos adversos y

accesibles para los pacientes (Newman, D. y Cragg, G. 2012).

La busqueda de compuestos de origen vegetal con actividad analgésica y
antiinflamatoria constituye una linea de investigacion para la caracterizacion e

identificacion de nuevas moléculas con potencial terapéutico a partir del uso racional
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de la biodiversidad con la que cuenta nuestro planeta. Prueba de ello, es importante
mencionar que de los farmacos antiinflamatorios que se encuentran en el mercado
hoy en dia y que han sido aprobados por la FDA desde el afio 1981 al 2010, el 26%
de ellos han sido derivados de productos naturales. De ahi la importancia de la
blasqueda de principios activos obtenidos a partir de productos naturales (Newman,
D.y Cragg, G. 2012).

Los productos naturales, o también conocidos como metabolitos secundarios
son producto de una serie de reacciones guimicas que aparentemente no tienen
una funcién directa en procesos esenciales, sin embargo, se han demostrado que
tienen actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antidiabética, anticancerigena,
entre otros. Se pueden agrupar en cuatro clases principales: Terpenos, entre los
que se encuentran hormonas, pigmentos 0 aceites esenciales, compuestos
fendlicos como las cumarinas, flavonoides, lignina y taninos, glicésidos que
comprenden las saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos,

glucosinolatos; y el grupo de los alcaloides

2.8. Dodonaea viscosa L. Jacq.

Es un arbusto perennifolio pegajoso con hojas brillantes, llega a medirde 1 a
5 m; nativo de América, crece asociado con las comunidades secundarias o etapas
sesidnales de los bosques perturbados, especialmente encinares, claros forestales,
pastizales deteriorados, terrenos erosionados y matorrales.

Dodonaea viscosa pertenece al orden sapindales, predomina en bosques
tropicales caducifolios y perennifolios, asociado con vegetacion mesofila, matorrales
y bosques de encinos, pero también en comunidades secundarias (etapas
sucesionales de bosques y matorrales, pastizales, campos abandonados y espacios
ruderales), e incluso en condiciones extremas de deterioro; bordes de corrientes,

barrancos, espacios expuestos al sol, lomerios, laderas, espacios de
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sobrepastoreo, suelos erosionados y areas impactadas por incendios (Rzedowski,
J. y Huerta, M. 1978; Rzedowski, J. y Rzedowski, G. C. 1985; Villasefior, L. y
Espinosa, J.1998; Rzedowski, G. C. y Rzedowski, J. 2001; Vibrans, 2009; Ramirez,
J. y Juan, J. 2008).

2.8.1. Habitat

Especie cosmopolita que se distribuye en zonas tropicales y subtropicales se
encuentra en regiones de Australia, Africa del Este, Sur de Asia y América. Las
condiciones geogréficas no son determinantes para su distribucién espacial, pues
se encuentra a diferentes altitudes; desde el nivel del mar y hasta los 2600 m. En
comunidades secundarias, etapas sucesionales de bosque perturbados
(especialmente encinares y matorrales xerdfilos) y tipos de vegetacion mesofila,
bordes de arroyos, barrancos y taludes, claros de bosque, lugares expuestos,
pastizales deteriorados, terrenos erosionados y matorrales (Rzedowski, G. C. y
Rzedowski, J. 2001).

2.8.1.1. Requerimientos ambientales (CONAFOR, 2019)

Crece desde una altitud de 300 a los 2,400 msnm, aunque hay reportes que

mencionan una distribuciéon desde el nivel del mar.

e Es capaz de crecer en suelos muy erosionados y con fuertes pendientes.

e Es tolerante a suelos arcillosos y susceptible a suelos muy salinos y
compactados.

e Es una especie demandante de luz, tolerante a las sequias, sombra,
inundaciones, viento y heladas; susceptible al ramoneo y al fuego. Crece en
climas templados y semicalidos tanto secos como humedos, necesita una

estacion seca definida.
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2.8.2. Usos tradicionales

Es una especie medicinal, que es utilizada en las comunidades contra las
torceduras, reumas, dolor e infecciones del rifion. Util como tutor para cultivos
horticolas; Se recomienda en el control de la erosion, como cortina rompevientos y
como restaurador de suelos. Se pueden plantar setos de esta especie como cortinas
de viveros en zonas secas, y como ornamental en &reas con temporal limitado y sin
riego. En algunas partes se utiliza como lefia, carbdn y mangos de herramienta, en
construcciones rusticas. En subsecuentes apartados se describira lo reportado en
la literatura (CONABIO, 2019).

Figura 16. Dodonaea viscosa L. Jacq. (Comision Nacional para el Conocimiento y
Uso de la Biodiversidad (CONABIO), 23/03/19)

Figura 17. Dodonaea viscosa L. Jacg. (Sanchez, J. M. 2016)
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2.8.3. Distribucion geografica

Su area de origen es América, distribuido desde el sur de Estados Unidos
hasta el sur de Sudamérica. En cuanto a su asociacion vegetal son los bosques de

qguercus, bosques tropicales caducifolios, bosque de coniferas (Conafor, 2019).

2.8.3.1. Distribucion en México

Se ha registrado en Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California
Sur, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas,
Veracruz (Villasefior, L. y Espinosa, J. 1998), como se muestra en la figura 18.

En el estado de Morelos se distribuye en Hueyapan, Amatlan, Huautla,
Ajuchitlan, Chimalcatlan, Huaxtla, Valle de Vazquez, Xochipala, Cuernavaca,
Tepoztlan, Xoxocotla, el Limén de Cuauchichinola (Castillo, P. 2000).

Figura 18. Distribucion de Dodonaea viscosa en México (Mapa extraido de
Naturalista, 11/03/19)
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2.8.4. Antecedentes quimicos de Dodonaea viscosa

2.8.4.1. Sintesis de nanoparticulas verdes de Dodonaea viscosa

Las nanoparticulas de plata se sintetizaron utilizando las hojas de Dodonaea
viscosa. Utilizando diferentes disolventes polares y no polares. Para la extincion se
utilizaron éter de petrdleo, metanol, acetona, acetonitrilo y agua de ingredientes
activos de las hojas de Dodonaea viscosa que se atribuyen a la obtencion de
nanoparticulas con diferentes propiedades fisicas, quimicas, antibacterianas y
citotoxicas. Las nanoparticulas sintetizadas se caracterizaron por UV-VIS, FT-IR,
XRD, HR-SEM con EDX y HR-TEM con patrones SAED. Los resultados revelaron
que los AgNPs sintetizados fueron eficaces para inhibir el crecimiento de las células
NSCLC A549 (Anandan, M. et al., 2019).

2.8.4.2. Actividad antibiofilm en las hojas de Wrightia tinctoria y Dodonaea viscosa

Las actividades antibiofilm de las hojas de Wrightia tinctoria y Dodonaea
viscosa en diferentes concentraciones sucesivas. Fueron probados contra E.coli. El
extracto de hojas de Dodonaea viscosa mostro el espectro mas amplio de actividad
antibiofilm en comparacion con Wrightia tinctoria. Sin embargo, Wrightia tinctoria es

una planta medicinal muy utilizada (Kalaivani, S. y Padmavathy 2016).

2.8.4.3. Dodonaea viscosa sus actividades antioxidantes y anti-colinesterasas

Dodonaea viscosa L. Jacg. se ha utilizado en la medicina tradicional como
agente antimalarico, antidiabético y antibacteriano, pero se necesitan mas
investigaciones. Este estudio las actividades antioxidantes y anti-colinesterasas de
seis compuestos 1-6 y dos cristales (1A 'y 3A), y aislados de Dodonaea viscosa, se
analizaron sus relaciones estructura-actividad. La actividad antioxidante se evalu6

utilizando seis pruebas complementarias (Muhammad, A. et al., 2016).
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2.8.5. Antecedentes farmacoldgicos

2.8.5.1. Actividades antibacterianas y antioxidantes de Dodonaea viscosa

La actividad antibacteriana de las hojas de Dodonaea viscosa contra la
disenteria de Shigilla, Salmonella typhi y Bacillus cereus utilizando el método de
difusion en agar-agar. Las altas concentraciones de extracos metandlico y acetonico
(30 y 40 mg/ml) tienen efectos inhibitorios contra los microorganismos utilizados.
Ademas de evaluar las actividades de eliminacion de antioxidantes y radicales
libres. Los valores de ECso de extracto metandlico (8 pug / mL) mostré que posee
actividad de captacion de radicales DPPH en comparacién con las sustancias BHT
y vitamina C como referencia (ECso = 4 y 4.2 ug / mL), respectivamente (Al-Azawi,
H. 2016).

2.8.5.2. Propiedades antiinflamatorias de Dodonaea viscosa

Los extractos acuosos y etandlicos de Dodonaea viscosa tienen actividad
antiinflamatoria, al evaluar el edema de la pata de las ratas cuando recibieron 600
y 800 mg/kg, respectivamente, inhibiendo el edema en 83.56 % después de 30
minutos y 55.98 % después de una hora. El extracto de etanol de las hojas de
Dodonaea viscosa, administrado por via oral, inhibié la formacién de tejido de
granuloma en ratas, lo que confirma la actividad antiinflamatoria. El efecto
antiinflamatorio del extracto de diclorometano de Dodonaea viscosa se probd a
dosis de 3 mg/kg, en el oido de un modelo de edema inducido por TPA, donde
mostré una inhibicion significativa del 97.8% del edema (Lawal, D. y Yunusa, I.
2013).

61



2.8.6. Antecedentes en aplicaciones nanoestructuradas

2.8.6.1. Sintesis asistida por extracto de hoja de Dodonaea viscosa

Las nanoparticulas de oro con distintas morfologias se sintetizaron usando la
hoja de Dodonaea viscosa (extracto). En diferentes disolventes polares / no polares.
Los disolventes tales como el metanol, acetona, acetonitrilo, y agua se usaron en la
sintesis de nanoparticulas que se atribuyen a la obtencién de nanoparticulas con
diferentes propiedades fisicas, quimicas y citotoxicas. Los resultados de FT-IR
evidenciaron la presencia de grupos funcionales responsables de la reduccién

efectiva (Au®* a Au®) y actividad de capping (Anandan, M. y Gurumallesh, H. 2018).

2.8.6.2. Biosintesis de nanopatrticulas de Cu, ZVIy Ag utilizando extracto de
Dodonaea viscosa

Biosintesis de cobre, hierro de valencia cero (ZVI) y nanoparticulas de plata
usando el extracto de la hoja de Dodonaea viscosa ha sido investigado. No se
utilizan tensioactivos/polimeros como agentes limitadores o reductores para estas
sintesis. Las nanoparticulas sintetizadas se caracterizaron por espectroscopia UV-
Vis, de difraccion de rayos X, microscopia de fuerza y alta resolucién, microscopio
de transmision por electrones. Se realizé utilizando el area de difraccion de
electrones seleccionada. La dependencia del pH de la resonancia de plasmén de
superficie y la variacibn de tamafio subsiguiente fue determinada. Las
nanoparticulas sintetizadas mostraron morfologia esférico y tamafio de 29, 27 y 16
nm para las nanoparticulas de Cu ZVI y Ag. Finalmente, se analizaron las
nanoparticulas biosintetizadas de Cu ZVI y Ag. contra patdgenos humanos (Gram-
negativas), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens y
(Gram-positivas) Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis; y mostraron una buena

actividad antimicrobiana (Kiruba, S. et al., 2013).
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2.8.7. Dodonatos, su aislamiento y biosintesis

Clerodanos cuyo nucleo decalino ha sido modificado a biciclo (5.4.0)
undecano o pirosaline a biciclo (5.3.0), decano, ha sido aislado de varias especies
de Portulaca y también de varias especies de Asteraceae. Varias vias biogenéticas
han sido postuladas para explicar la formacién de sus Unicas estructuras. La
mayoria de ellos propone al ciclo-propil clerodano, diterpenoide es la llave inmediata
en el proceso. Estos tipos de componentes no se han encontrado en la naturaleza,

pero han sido sintetizados del 4cido hidroxilico (Ortega, A. et al., 2001).

En la continua busqueda de nuevos metabolitos se han aislado los Metil
Dodonatos A, By C de Dodonaea viscosa como se observa en las figuras 19 y 20.
Estos nuevos clerodanos derivados contienen un triciclo (5.4.0.0) undecano en el

nucleo

MeO2C

A.R=R1=H C.R=H

B.R=H, R'=0H

Figura 19. Estructura del Metil Figura 20. Estructura del Metil
Dodonato Ay B (Ortega, A. etal., 2001) Dodonato C (Ortega, A. et al., 2001)
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2.8.7.1. Metil Dodonato A

Este compuesto es un diterpeno con un esqueleto modificado del clerodano
extraido de Dodonaea viscosa que fue identificado a través de espectro en masa
con un ion molecular a m/z 344 de acuerdo con la formula molecular C21H2804

reportado en el articulo de Ortega, A. et al., 2001. Su estructura se muestra en la
figura 21.

R=Ri=H

Figura 21. Estructura del Metil Dodonato A (Ortega, A. et al., 2001)
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3. JUSTIFICACION

La obtencidn de principios activos a partir de plantas medicinales ha permitido
descubrir compuestos con actividad importante, muchos farmacos de uso comun
hoy en dia son de origen vegetal, de hecho, los medicamentos de venta con receta
contienen al menos un ingrediente activo derivado de material vegetal, estan hechos
de extractos de plantas; otros son sintetizados para imitar un compuesto de la planta
natural. Las plantas medicinales tienen una gran importancia en el mantenimiento
de la salud, reconociendo que tienen un menor efecto secundario en el organismo,
en este caso se presenta el compuesto Metil Dodonato A, como un buen candidato
para desarrollar una formulacion estructurada de aplicacion transdérmica para el

tratamiento antiinflamatorio.

La piel constituye una de las primeras barreras de defensa de nuestro
organismo y, como tal, puede sufrir la agresion de numerosos microorganismos,
lesiones originadas por causas mecanicas o quimicas y con frecuencia sufre de
procesos inflamatorios derivado de numerosas causas y padecimientos que lo
originan y pueden tratarse con una variedad de farmacos presentados bajo
diferentes formas farmacéuticas disefladas para las vias de administracion
correspondientes, siendo las vias mas habituales la cutanea, oral y parenteral. Para
estos padecimientos de la piel (via cutanea), es de eleccion mas utilizada, sin
embargo, en algunos casos no aporta los resultados terapéuticos esperados,
frecuentemente debido a una escasa penetracién y/o retencion del farmaco a nivel
dérmico. Esta falta de eficacia podria mejorarse con el uso de vehiculos tales como
las nanoemulsiones e hidrogeles termorreversibles, dando lugar a nuevas
formulaciones que podrian usarse como alternativa a los medicamentos de
administracion oral o parenteral para el tratamiento de patologias cutaneas. Si estas
nuevas formulaciones fueran viables, supondrian una buena alternativa, dado que
en principio se reducirian considerablemente los posibles efectos indeseables del
farmaco. Ademas, comparado con los inyectables, presentarian el beneficio de una

administracion no invasiva e indolora.
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4. PREGUNTA

¢La formulacién nanoestructurada obtenida del Metil Dodonato A sera viable
para el estudio de permeacién en membrana artificial y en piel porcina? y con ello,

¢,se podra emplear para el desarrollo de un parche transdérmico?

5. HIPOTESIS

La vehiculizacién del Metil Dodonato A permitira el paso a través de la piel
porcina y la membrana artificial con lo que se lograra tener buenos parametros de
permeacion. Los métodos ex vivo, aplicados al estudio de la penetracién de
principios activos representan las técnicas méas difundidas. En estos métodos se
utilizan tanto piel animal o humana como membranas artificiales (piel artificial). La
celda de difusidon de Franz es el principal método utilizado para evaluar la
penetracion ex vivo de farmacos, es un sistema compuesto por dos camaras, una
donante y otra receptora, separadas por piel o por membrana artificial (Dominguez-
Villegas, V. et al., 2014).

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Realizar el estudio de permeacion en membrana artificial y en piel porcina de
la formulacion nanoestructurada de Metil Dodonato A empleando el modelo de las

células de Franz.
6.2. Objetivos particulares
Preparar la nanoemulsion.

Caracterizacion morfométrica de las formulaciones de ensayo.

Realizar el estudio de permeacién en membrana artificial.

Hw N Re

Realizar el estudio de permeacion en piel porcina.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Preparacién de las nanoemulsiones (NES)

Las nanoemulsiones se preparan por disolucion de los componentes
obtenidos por Gattefosé y el Metil Dodonato A al 2% y formulaciéon blanca (NEB).
La seleccién y proporcibn Optima de cada uno de los componentes de la
nanoemulsion fue determinada previamente (Ministerio de Ciencias et al., 2011).
Los datos, las cantidades y los excipientes utilizados en este proyecto de
investigacion no pueden ser difundidos en su totalidad con respecto a la preparacion
de las nanoemulsiones por la confidencialidad de la informacion compartida
(convenio UAEM-Universidad de Barcelona). Sin embargo, se muestran las

caracteristicas de cada uno de los componentes de la hanoemulsion en la tabla 4.

Componente 1 | Tensoactivo no idnico de cadena larga y baja toxicidad

Componente 2 | Co-tensioactivo para microemulsiones y nanoemulsiones

Componente 3 | Emoliente fluido para microemulsiones y nanoemulsiones

Componente 4 | Humectante

Tabla 4. Excipientes que se utilizaron para vehiculizar los compuestos

La preparacion de las nanoemulsiones se realiz6 mediante el pesado directo

de cada uno de los componentes.
El procedimiento es el siguiente:
1. Se peso la cantidad exacta de los diferentes componentes en un vial de
vidrio.
2. Se sometieron a ultrasonidos por 10 minutos.

3. Una vez preparadas las NEs, se colocaron en un bafio ultrasénico durante

10 minutos.
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4. Posteriormente, se colocaron en un bafio de agua a 32°C durante 15 minutos
seguidos de un periodo de 5 minutos en el bafio ultrasénico.

5. La nanoemulsion resultante se congelo a -20°C durante un periodo de 24 h.
Transcurridas las 24 h la nanoemulsién se descongelo, y se llevo a cabo la

inspeccion visual.

7.2. Medicion del tamafio de particula

El andlisis del tamafio de las particulas de las emulsiones se realiz6 mediante
una espectroscopia de correlacion fotonica con el equipo Zetasizer HSA 3000
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). Como fuente de luz se utiliz6 un
laser de estado sélido. Las mediciones de la espectroscopia de correlacion fotonica
se realizaron con un angulo de dispersion de 900, a una temperatura de 25 °C. Las
muestras se colocaron en cubetas de poliestireno de 10 mm de camino Optico. Se
prepararon tres experimentos distintos con la emulsion y los datos se expresan

como la media % la desviacion estandar (SD).

7.3. Caracterizacion visual de las NEs

En la realizacion de la inspeccién visual para distinguir las composiciones
homogéneas transparentes de las heterogéneas o turbias, si las NEs se encuentran
en una zona monofasica, se observa una unica fase. Por lo contrario, si no se

encuentra en esta zona, se distinguen dos fases o turbidez.

7.4. Caracterizacién morfométrica de las NEs

Para la caracterizacion morfométrica de las NEs, se utilizo el instrumento de
medicion Z-sizer Malvern, que tiene como funcion determinar el tamafio de goticula,

la polidispersién, el porcentaje de goticulas de diferente tamafio y el didmetro de las
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particulas. El tamafio de la fase dispersa de una formulacion se midié6 mediante la
técnica “Light Scattering”, que mide las fluctuaciones de la intensidad de la luz que
incide en las particulas dispersas en la formulacion a ensayar. Las particulas que
forman parte de una nanoemulsion se mueven mediante un movimiento Browniano,

y la intensidad de la luz incidida (I(t)) fluctia rapidamente con el tiempo.

7.5. Estudios de liberacién

El uso de membranas artificiales tiene un interés en los ensayos de cesion
de principios activos desde sus formulaciones semisoélidas o fluidas durante la fase
inicial del desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas. Se debe trabajar con
un tipo de membranas que minimice al maximo la resistencia de paso del principio
activo con el objetivo de determinar con confianza la influencia de las emulsiones a

la cesion del principio activo.

Para determinar la cinética que mejor explica el proceso de cesion en la piel
en cada formulacion, se ajustan los datos experimentales a modelos matematicos
que intentan describir el curso evolutivo del proceso de difusién. Las méas adecuadas
son las funciones de orden cero, orden uno, Higuchi con base fisicoquimica y

Weibull sin base fisicoquimica y Korsmeyer-Peppas (Costa, P. 2001).

En la tabla 5 se observan las expresiones matematicas de estas funciones.

MODELO ECUACION
ORDEN CERO O=K,t
ORDEN UNO Ln(Q, -Q)=-K t + LnQ,
WEIBULL Ln| Ln Q. = fLnT - fLnt,
0.-0 ‘
O, =A+K, 1"
HIGUCHI A= i
’4/
KORSMEYER-
LnQ = LnA + nLnt
PEPPAS

Tabla 5. Ecuaciones lineales para cada uno de los modelos cinéticos de la liberacion

de farmacos

69



Tanto el estudio de cesién como el de permeacion de Metil Dodonato A, se
llevé a cabo usando la célula de difusion de Franz con una consola de agitacion
Hanson Research modelo 57 CD (superficie receptora del liquido 2.54 cm?y 0.6
cm?) y un bafio termostatizador Tectron S-473.100 mantenido a 32 °C. Como liquido
receptor una disolucién de Etanol: Agua (70:30). Se introdujo un pequefio magneto
y Se puso a girar a una velocidad constante para homogeneizar la solucion
receptora. Los filtros de membrana empleados en los ensayos de liberacion eran de
polisulfona 0.45 mm, Pall corporation referencia HT-450 P7N 66-23. La membrana
fue hidratada previamente por 24 h en metanol a 4°C. Se tomaron precauciones
para evitar la formacién de burbujas de aire entre la membrana y el medio. El
compartimiento donador contenia 300 y 80 ml de la nanoemulsion para los estudios
de cesion y de permeacion respectivamente. Del compartimiento receptor se
colectaron las muestras de 300 mL cada 4 h aproximadamente para determinar la
cantidad de Metil Dodonato A cedida y permeada. Después de cada colecta de
muestra se repuso un volumen de 30 ml de la misma naturaleza que la disolucién

receptora.

Para la extraccion del Metil Dodonato A de la piel al término del ensayo de
permeacion, la piel se lavo sin tallar con agua y una disolucion de laurel sulfato de
sodio al 0.2 %. Se recorto la superficie que estuvo en contacto con la nanoemulsién
y se peso. Posteriormente se colocé en un frasco que contenia la misma disolucién
gue el medio receptor y se sonico por 20 minutos a una temperatura controlada, el

sobrenadante fue cuantificado por HPLC.

Para la obtencion del porcentaje de recobro se cortaron 4 trozos de la piel
que se usaron para el ensayo de 2.54 cm? aproximadamente. Se pesaron los trozos
en tubos eppendorf y se sembraron en tres de ellos 1 ml de la nanoemulsién a 100
mg/ml de EPIGB-II. En el cuarto tubo s6lo se coloco el medio receptor. Se sonico
por 5 min y se puso en un bafio de agua a 32°C durante 30 h. El liquido resultante
se cuantifica por HPLC, la piel se lavo con agua y se colocé en tubos eppendorf
limpios, se peso la piel y se siguid el mismo procedimiento de extraccion que se

describié anteriormente.
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7.6. Anéalisis HPLC

Las concentraciones permeadas y retenidas en piel se determinaron a traves
del andlisis de las muestras mediante HPLC con un método desarrollado por
Alvarado, J.Z., 2020. Para lo cual se emple6é un HPLC marca Perkin Elmer modelo
Altus con controlador de bombas e inyector automatico con detector UV y una
columna Machery Nagel EC 250/4.6 NUCLEOSIL 100-5 C18. Una disolucion de
Acetonitrilo: Agua que se utilizé como fase mévil. El agua grado HPLC se filtra con
una membrana de nylon 0.45 mm y desgasificada por sonicacion. El volumen de
inyeccion es de 10 ml con un flujo de 1 ml/min. NOTA: Por cuestiones de
confidencialidad de la informacién no es posible proporcionar mas detalles porque

comprenden los resultados de otra investigacion.

Se utiliza una técnica validada previamente por el grupo de investigacion. Se
define validacion como la obtencién de pruebas convenientemente documentadas,
demostrativas de que un método analitico es suficiente fiable como para obtener
resultados realistas de concentraciones de farmaco en las muestras de trabajo
dentro de intervalos definidos. Como principales criterios de validacion de los
meétodos analiticos utilizados: linealidad, precisidén y exactitud. En este caso también

han sido incluidos los limites de deteccion y cuantificacion (AEFI. 2001).

e Linealidad: Representa la proporcionalidad entre la concentracion del analito
y la respuesta, de intervalo de concentraciones de producto utilizadas por las
que el método es satisfactorio. Una de las metodologias para estudiar la
linealidad de las respuestas, es comparar los valores medios de las
relaciones entre la respuesta y su correspondiente concentracion. Si no se
presentan diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) entre los
valores medios comparados, la técnica analitica utilizada es lineal entre el
margen de concentraciones estudiado.

e Precision: Es una medida del grado de reproducibilidad de un método

analitico cuando se trabaja en condiciones normales y se expresa como la
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desviaciéon estandar (DE) o la desviacion estandar relativa (coeficiente de
variacion, CV). Estos son unos de los criterios mas importantes, junto con la
exactitud, para tener en cuenta a fin de comprobar la validez de una metddica
analitica. Una de las medidas de precision es el coeficiente de variacion
porcentual que se estima a partir de la variabilidad de los valores predichos.

D.E.

cV (%) = Cew

Donde C®? es el valor interpolado medio encontrado por diferentes

replicados de cada nivel de concetracion y DE es la desviacion estandar de los

interpolados de cada concentracion. Tanto exactitud como precision se han

evaluado a partir de los valores de las concentraciones predichas para cada una de

las concentraciones utilizadas en las mismas rectas de calibracion utilizadas para

estudiar la linealidad.

Exactitud: La exactitud representa el grado de concordancia entre el valor
medido y su valor verdadero. Las diferencias entre los valores predichos (C)
y los valores tedricos o de referencia (C) constituyen una estima absoluta de
la cuantificacién a cada concentracion, se ha expresado como valor relativo
calculando el error relativo porcentual.

C., —C

exp teor

Er (%)= Cer 100

Donde C®® es la concentracion interpolada media encontrada en cada
nivel de de concentracion y C es la concentracion de cada punto de la recta
utilizada. Se expresa concretando el valor mas alto y mas bajo encontrado

entre las concentraciones de farmaco utilizadas en la validacion métodica.

Limite de cuantificacién: Es la cantidad minima de un farmaco que puede ser
cuantificada por el procedimiento analitico con una precision y una exactitud

aceptables. Es el punto mas bajo de la recta de calibrado. El limite de
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cuantificacion caracteriza la habilidad de un procedimiento analitico para

cuantificar adecuadamente un analito.
LQ=—

Donde:
s: desviacion estandar de la ordenada en el origen.

p: pendiente de la recta.

e Limite de deteccidon: Es la cantidad minima de farmaco que puede ser
detectada pero no cuantificada bajo las condiciones del procedimiento

analitico. El limite de deteccion se calcula mediante la siguiente ecuacion:

p

LD

Donde:
s: desviacion estandar de la ordenada en el origen.

p: pendiente de la recta.

7.7. Andlisis estadistico

El area bajo la curva (AUC) en el grafico de concentracion-tiempo del estudio
de cesion del Metil Dodonato A se cuantificé usando el modo de 2-compartimentos
del software WinNonlin. El software usado para la construccion de los graficos y
analisis de regresién es el GraphPad Prism. Se estimaron los valores de los
pardmetros de permeacion: constante de permeabilidad (Kp), flujo transdérmico (J)

y periodo de latencia (TI).
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7.8. Estudios de permeacion ex vivo con piel porcina

Para el estudio ex vivo, se tomd en cuenta la metodologia descrita por Parra,
et al., 2016, se obtuvo una cantidad adecuada de piel de cerdo adquirida en un
establecimiento autorizado con registro federal de contribuyente y con registro
sanitario para venta de carne para consumo humano; dicha piel conto con los sellos
sanitarios del Rastro Municipal lo que garantizo su certificacion sanitaria; la piel fue
cortada a un grosor de 5 mm con un equipo especializado (rebanadora industrial
con cuchilla de acero inoxidable) y se acondiciono en congelacion para su posterior
uso; se colocé en las células de Franz (Figura 22) en la camara donante y en la
camara receptora se colocd una mezcla de etanol: agua 3:7 como solucién
receptora, el experimento se realiz6 por triplicado con agitacién constante y a 32°C.
La cAmara donante se llené con 300 ul de la nanoemulsién del Metil Dodonato A,
de la nanoemulsion de diclofenaco sédico y la nanoemulsién blanca. Se determino
la concentracion del Metil Dodonato A y de diclofenaco sodico permeados a través
de la piel de cerdo en funcién del tiempo, obteniendo muestreos de 300 ul de la

solucién receptora; posteriormente.

Una vez acondicionadas las células de Franz con la formulacién colocada en
la cAmara donadora se procedié a tomar el muestreo a los siguientes tiempos: 30,
60, 90, 120, 150, 180, 300, 600, 1200, 1440 y 2880 minutos (Parra, et al., 2016).

Emulsidn

Brazo de {
A

Compartimiento
receptor

Camisa
termostatizadora

{ =)

Barra magnética

Figura 22. Células de Franz (Debandi, V. 2011)

74



8. RESULTADOS

8.1. Preparacion de Nanoemulsiones

Para la preparacion de las nanoemulsiones (NEs) se siguio lo dispuesto en

la metodologia de la presente tesis.

Se pesaron cada uno de los componentes en un vial de vidrio de acuerdo con
la formulacion base a partir del Convenio UAEM-UB. Se prepararon tanto la
nanoemulsién blanca libre de compuestos (NEB) como la nanoemulsiéon con el
compuesto Metil Dodonato A (NECHAP-2) a una concentraciéon del 2%. Una vez
preparadas las NEs se sometieron al proceso descrito en la metodologia. Como
resultado se obtuvieron 2 formulaciones de cada una para contar con la

reproducibilidad de la experimentacion realizada.

Una vez obtenidas las formulaciones fueron filtradas empleando filtros de
disco de 0.45 uM de poro y depositandolas en las celdas correspondientes para su

congelacion a -20°C y posterior analisis en el equipo Z-sizer (Figura 23).

Figura 23. Filtracion de las muestras para su congelacion y posterior analisis
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8.2. Caracterizacién visual de las NEs

La caracterizacion visual permite identificar si las composiciones obtenidas al
formular son sistemas monofasicos o bifasicos, (Salager, J. et al., 2001) en el caso
particular de las nanoemulsiones (NEB) y (NECHAP-2) ambas resultaron
monofasicas y homogéneas transparentes sin ningun grado de turbidez cémo es

posible observar en la figura 24.

Figura 24. Caracterizacion visual de las nanoemulsiones

NEB (derecha) y NECHAP-2 (izquierda)

8.3. Medicion de tamarfio de goticula

El analisis del tamafio de goticula de las nanoemulsiones preparadas, se
realizd6 mediante una espectroscopia de correlacion fotonica empleando el equipo
Zetasizer HSA 3000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). Como se

muestra en las figuras 25y 26.
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Figura 25. Equipo utilizado para determinar el tamafio de goticula de las NEs

formuladas

Figura 26. Se colocaron cada una de las muestras en la celda para su posterior

medicion en el equipo Zetasizer HSA 3000

8.4. Caracterizacion morfométrica de las NEs

Para la caracterizacibn morfométrica, las formulaciones NEB y NECHAP-2,
fueron analizadas mediante el equipo Z-sizer permitiendo la obtencién de las
gréaficas 1-4, en donde se muestra la superposicién del promedio de tres replicados

por cada analisis realizdndose dos analisis para cada formulacion.
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Como de observa en la grafica 1 (primer andlisis de la formulacion de la
nanoemulsiéon blanca (NEB)) los tamafios de goticula se presentan en dos
poblaciones: la primera poblacion con un promedio de tamafio de goticula de 2.029
+ 0.6295 nm y la segunda poblacion con un tamafio de goticula de 185.8 + 113.0
nm, con un indice de polidispersion de 0.436. Para la gréafica 2 (segundo analisis)
se observan dos poblaciones con un tamafo de goticula de 1.956 + 0.4772nmy la

segunda poblacién con 157.6 £ 61.93 nm y un indice de polidispersion de 0.578.

Sample Name: FCBLAT1

S0P Name: mansettings.nano

File Name: ReportVa 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 905 Dispersant Rl: 1.450
Material RI: 1.45 Viscosity (cP):. 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 23 de septiembre de 2019 0...
Temperature (°C): 25.0 Duration Used {s). G0
Count Rate (kcps): 3965 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 11
Size (d.nm}: % Intensity: St Dev {d.nm):
Z-Average (d.nm): 3.323 Peak 1: 2.029 554 0.6295
Pdl: 0.436 Peak 2: 185.8 424 113.0
Intercept: 0.374 Peak 3: 3796 21 1183

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 807: FCBLA 1 3|

Record 505: FCBLA 1 1 Record 806: FCBLA 1 2

Grafica 1. Tamafio de goticula de la formulacion NEB, primer analisis
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Sample Name: FCBLAZ1

SOP Name: mansettings.nano

File Name: ReportV5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 920 DispersantRl: 1.450
Material Rl: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 23 de septiembre de 2019 0...
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 233.2 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40p1) Attenuator: 11
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 3.074 Peak 1: 157.6 529 61.93
Pdl: 0.578 Peak 2: 1.956 471 0.4772
Intercept: 0.435 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
@

0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)

Record 922: FCBLA 2 3

Record 920: FCBLA 21 Record 921: FCBLA 22

Grafica 2. Tamafo de goticula de la formulacion NEB, segundo analisis

Por su parte el andlisis de las formulaciones con el compuesto Metil Dodonato
A (NECHAP-2), presente en la gréfica 3 de su primer analisis con dos poblaciones,
la primera con un tamafio de goticula de 1.706 + 0.3621 nm y la segunda poblacién
de 131.7 £ 57.49 nm con un indice de polidispersion de 0.740. En su segundo
analisis (Grafica 4) se observan dos poblaciones de goticulas con 1.783 + 0.3715

nmy 129.0 + 42.75 nm con un indice de polidispersion de 0.762.
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Sample Name:

CHAP2 11

SOP Name: mansettings.nano
File Name: ReportV5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 923 DispersantRl: 1.450
Material RI: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 23 de septiembre de 2019 0...
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 262.1 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 11

Z-Average (d.nm):
Pdl:

Intercept:

Result quality :

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
3.871 Peak 1: 1317 64.5 57.40
0.740 Peak 2: 1.706 355 0.3621
0.539 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Refer to quality report

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 523: CHAP2 1 1

Record 924: CHAP2 12

—— Record 925: CHAP2 1 3

Grafica 3. Tamafio de goticula de la formulacion NECHAP-2, primer analisis
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Sample Name: CHAP221
SOP Name: mansettings.nano

File Name: ReportV5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 932 Dispersant Rl: 1.450
Material Rl: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 23 de septiembre de 2019 0...
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 3219 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 11
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 6.063 Peak 1: 129.0 66.5 4275
Pdi: 0.762 Peak 2: 1.783 335 03715
Intercept: 0.574 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

=

Intensity (Percent)
o

1000 10000
Size (d.nm)

|
Grafica 4. Tamafio de goticula de la formulacion NECHAP-2, segundo analisis

Record 932: CHAP2 21 Record 833: CHAP22 2

Record 934: CHAP2 23]

Con los resultados obtenidos es posible encontrar una diferencia en el
tamafio de goticula que se observa para las formulaciones NEB y NECHAP-2. La
incorporacion del compuesto en la matriz de los componentes de la formulacion
permite interacciones moleculares con mayor afinidad, muy probablemente por la
formacién de puentes de hidrogeno (fuerzas de cohesién atractivas) lo que conduce

a gue esta formulacion tenga menor tamafio de goticula (Araberri, 1. et al., 2006).

El hecho de contar con una distribucion bimodal indica que probablemente
se formen miscelo de dos poblaciones esto puede ser resultado de la energia
aplicada al sistema de elaboracién, o bien, a una concentracion superior del
surfactante que no logra acoplarse al sistema; sin embargo, esta formulacion
bimodal puede considerarse aplicable a un proceso terapéutico preclinico para dar
continuidad a la investigacion (Izquierdo, P. et al., 2005).
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MUESTRA TAMARNO DE GOTICULA INDICE DE
POLIDISPESION
POBLACION 1 POBLACION 2
2.029 + 0.6295 185.8 + 113.0 0.436
NEB POBLACION 1 POBLACION 2
1.956 + 0.4772 157.6 + 61.93 0.578
POBLACION 1 POBLACION 2
1.706 + 0.3621 131.7 + 57.49 0.740
NECHAP-2 POBLACION 1 POBLACION 2
1.783 +0.3715 129.0 + 42.75 0.762

Tabla 6. Analisis morfométrico de las formulaciones de estudio

8.5. Estudios de liberacién

Tanto en los estudios de cesion como en los de permeacion de Metil

Dodonato A, se llevaron a cabo usando la célula de difusién de Franz (Figura 27)

con una consola de agitacion Hanson Research modelo 57 CD (superficie receptora

del liquido 2.54 cm? y 0.6 cm?) y un bafio termostatizador Tectron S-473.100

mantenido a 32 °C.
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Figura 27. Célula de difusién de Franz acondicionada con una solucion receptora

de Etanol:Agua (70:30)

Las membranas artificiales que se utilizaron fueron hidratadas previamente

por 24 h en metanol a 4°C. Se tomaron precauciones para evitar la formacion de

burbujas de aire entre la membrana y el medio, los estudios de liberacién en

membranas artificiales se siguieron segun lo dispuesto en la metodologia de la

presente tesis. En las siguientes tablas (7 y 8) se muestran los datos pertenecientes

a cada una de las membranas artificiales y posteriormente se llevé a cabo la toma

de muestras como se observa en la figura 28.

Células Volumen
C1l 41 mL
C2 39 mL
C3 40.6 mL
C4 39.2 mL

Tabla 7. Volumen de las Células de Franz en membrana de polisulfona

e Membrana; Polisulfona

¢ Volumen de siembra: NECHAP-2 = 300 uL
NEB = 300 uL
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e Temperatura: 32°C
¢ Volumen de muestreo y reposicion: 300 pL
e Solucion receptora: EtOH: H20 (70:30)

Células Volumen
C1l 41 mL
C2 39 mL
C3 40.6 mL
C4 39.2 mL

Tabla 8. Volumen de las Células de Franz en membrana de nylon

e Membrana: Nylon

¢ Volumen de siembra: NECHAP-2 = 300 uL
NEB = 300 pL

e Temperatura: 32 °C

e Volumen de muestreo y reposicion: 300 uL

e Solucién receptora: EtOH: H20 (70:30)

Figura 28. Muestras colectadas del compartimiento receptor (cada muestra cuenta

con un volumen de 300 pL)
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8.6. Estudios de permeacion ex vivo con piel porcina

Para los estudios de permeacion se tomd en cuenta la metodologia descrita
en la presente tesis donde se obtuvo una cantidad adecuada de piel de cerdo (dicha
piel conto con los sellos sanitarios del Rastro Municipal lo que garantizé su
certificacion sanitaria), en la figura 29 se muestra uno de los cortes de piel con grasa

obtenidos.

Figura 29. Corte de la piel con grasa obtenidos

Para la preparacion de piel porcina, los cortes de piel con grasa se cortaron
a su vez de manera longitudinal con el dermatomo para lograr un grosor de 5 mm,
(Figura 30) y se acondicion6 en congelacion por 24 horas para su posterior uso
donde se colocaron en las Células de Franz.

Figura 30. Corte longitudinal de la piel porcina a un grosor de 5 mm
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Cada Célula de Franz conto con los siguientes volumenes:

Célula Volumen
C1 41 mL
C2 39 mL
C4 39.2 mL

Tabla 9. Volumen de las Células de Franz en piel porcina

e Membrana: Piel porcina

¢ Volumen de siembra: NECHAP-2 = 300 uL
NEB = 300 pL

e Temperatura: 32 °C

e Volumen de muestreo y reposicion: 300 uL

e Solucion receptora: EtOH: H20 (70:30)

Las muestras se tomaron de acuerdo con el procedimiento descrito en la
parte experimental, dichas muestras se almacenaron en refrigeracion a 4°C para su
posterior andlisis y tratamiento de datos para obtener los parametros de permeacion
correspondientes, asi como también cuantificar la cantidad retenida en piel. Tanto
las muestras de permeacion como de retencion en piel se analizaran por HPLC
(Figura 31).

Figura 31. Toma de muestras a los diferentes tiempos del estudio
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9. CONCLUSIONES

Con la caracterizacion visual se identificaron nanoemulsiones monofasicas,
transparentes bimodales. De acuerdo con su caracterizacion morfométrica; en la
nanoemulsiéon blanca (NEB) los tamafios de goticula se presentan en dos
poblaciones: la primera poblacion con un promedio de tamafio de goticula de 2.029
+ 0.6295 nm y la segunda poblacion con un tamafio de goticula de 185.8 + 113.0
nm, con un indice de polidispersion de 0.436. Para el segundo analisis de esta
misma formulacién se observan dos poblaciones con tamafio de goticula de 1.956
+ 0.4772 nm y la segunda poblacion con 157.6 + 61.93 nm con un indice de
polidispersién de 0.578, lo cual permite establecer que la composicién de la
formulacion es reproducible. Por su parte el andlisis de las formulaciones con el
compuesto Metil Dodonato A (NECHAP-2), presentan en su primer analisis dos
poblaciones, la primera con un tamafio de goticula de 1.706 + 0.3621 nm vy la
segunda poblacion de 131.7 £ 57.49 nm con un indice de polidispersion de 0.740.
En su segundo caso se observan dos poblaciones de goticulas con 1.783 + 0.3715
nmy 129.0 £ 42.75 nm con indice de polidispersion de 0.762, con estos resultados
al comparar las formulaciones NEB Y NECHAP-2, se puede explicar la reduccién
de tamafio de goticula por las interacciones moleculares entre el Metil Dodonato A

y los componentes de la formulacion.

Para los estudios de permeacion en membranas artificiales (nylon y
polisulfona) y piel porcina se realizaron los experimentos, y se obtuvieron las
muestras a los diferentes tiempos de acuerdo con el procedimiento. El realizar la
permeacion ex vivo permitié obtener las muestras necesarias para su cuantificacion
y posterior tratamiento de los datos experimentales, y establecer parametros de
permeacion; las muestras se conservaron en refrigeracion a -4 °C para su posterior

analisis por HPLC.
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10. PRESPECTIVAS

Una vez que se logre la cuantificacion de la cantidad de Metil Dodonato A

cedida a través de las membranas de nylon y polisulfona, y la cantidad permeada a

través de la piel porcina, se graficardn para establecer como fue su cinética de

liberacion y lograr establecer también los parametros de permeacion.

La figura 32, muestra como se desarrolla el proceso de absorcion,

distribucion y eliminacion de un medicamento convencional, evidenciando los

parametros farmacocinéticos basicos, como son: Concentracion maxima (Cmax),

area bajo la curva (ABC), tiempo de vida media (ti2) y concentracién minima (Cmin).

Cantidad de medicamento en la sangre

AN ) e,
Absorcion  Eliminacion

Cmax: Concentracion mas alta de
medicamento en la sangre

ABC

(Area bajo la curva):
Exposicion general al medicamento

ty, (Semivida): Momento en el que el
medicamento ha perdido la
mitad de su concentracion maxima

Cmin: Concentraciéon mas baja de
medicamento en la sangre

>

? Tiempo

Figura 32. Desarrollo del transito de un medicamento y sus parametros

farmacocinéticos
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Para el caso de la liberacion controlada de una formulacién nanoestructurada

aplicada via tOpica, se espera lo siguiente:

Una vez que se cuenta con la nanoemulsion, esta se dosifica a partir de un
Sistema Terapéutico Transdérmico (STT), mismo que se adhiere a la piel a través
de un gel adhesivo para que se libere el principio activo a través de las células de
la piel, y como se muestra en la figura 33, la difusion de las goticulas de la
nanoemulsién puede liberar al p.a. en las capas de la piel o bien, llegar a torrente

sanguineo estableciendo si la liberacion es tépica o transdérmica.

Formulation & development
of nanoemulsion

Nanoemulsion based
o i i S dosage forms in dermal
Stability issues related } and transdermal
with nano-cream, 1 administration
emulgel etc. :

T ; |

Nanoemulsion in the

semisolid dosage forms b Vi w\ 0 ‘// \
(nanocream, emulgel, ' N e \\
ointment, lotion) _ 9.5 0 iy o S e
o 0 \ S AX
0o [
Nano L
Y % 10250 nm
<0 S i S W 8 S S W G -~

[ stability issues related
: with nanoemulsions
: lonic repulsion

1 Steric hindrance

. Van der waals force

———————— - - -

-

Figura 33. Proceso de liberacion de un p.a. desde una nanoemulsion

La aplicacion de la ley de Fick al andlisis, la curva de disposicion de un
farmaco después de la administracion en la piel permite determinar los parametros
que reflejan la penetracion como son: flujo del farmaco (J) y coeficiente de

penetrabilidad. El desarrollo de modelos matematicos para describir y estimar la
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permeabilidad de la piel es un area de crecimiento constante, especialmente para
predecir la penetrabilidad de sustancias hidrofébicas a través del estrato corneo.
Estos modelos pueden ser categorizados de acuerdo con: (1) la relacion de
penetrabilidad/estructura cuantitativa (QSPRs), (2) a expresiones basadas en

mecanismos de difusién o (3) combinacién de ambos.

Con todo lo anterior, al contar con las graficas del comportamiento de
liberacion de la nanoemulsion de Metil Dodonato A, sera posible identificar si la
nanoemulsién cuenta con una cinética de orden cero u orden uno conforme a los
modelos matematicos establecidos para esta determinacion como son: Modelo

Higuchi, Peppas y Weibull, entre otros.
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