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Introduccion

Las estrias son afecciones de la piel muy comunes y asintomaticas como consecuencia de
lesiones del tejido conectivo dérmico que se observa con frecuencia en mujeres hasta con
un 88% de incidencia (Ayala, 2000). Aparecen en muslos, gliteos, mamas y espalda.
Existen distintos métodos para su tratamiento, en los que participan diversos agéntes
terapéuticos tdpicos, tecnologias no quirdrgicas y minimamente invasivas (Lokhande &
Mysore, 2019). Por lo que, existe una creciente demanda de tratamiento de las estrias
(Shen, et al., 2022).

La cafeina es un alcaloide hidrofilico capaz de atravesar membranas bioldgicas (lalongo, ef
al., 2023), algunos estudios han demostrado que los productos a base de cafeina mejoran
el aspecto de la piel, se le atribuyen numerosas propiedades moleculares beneficiosas
implicadas en dermatologia, por lo que es un compuesto prometedor para el tratamiento de
afecciones de la piel (Abd, et al., 2021).

Las nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) son sistemas portadores coloidales compuestos
por un lipido de alto punto de fusion como un nucleo soélido recubierto por tensioactivos.
Muestran muchas ventajas, como la viabilidad de la incorporacion de farmacos lipofilicos e
hidrofilicos, estabilidad fisica mejorada, bajo costo, facilidad de fabricacion y escalamiento
(Puglia, ef al., 2016).

La cafeina puede cuantificarse por técnicas analiticas comunes como espectrofotometria,
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion o retrovaloracién yodométrica, sin embargo, las
técnicas electroquimicas son una alternativa viable. La voltamperometria mide la corriente
producida por un proceso electroquimico alterando la ventana de potencial (Wale, 2023).
La voltametria de pulso diferencial (DPV) combina aspectos de cronoamperometria y
voltametria de barrido lineal, exhibiendo una alta selectividad y sensibilidad (Crespi, 2020).

En el presente proyecto, se describe el desarrollo y fabricacion de Nanoparticulas Lipidicas
Sélidas por homogeneizacién en caliente, posteriormente mediante un disefio de
experimentos se optimizan las formulaciones y se evaltan fisicoquimicamente las NLS de
cafeina con determinaciones como pH, tamario de particula, humectabilidad y se realiza la
cuantificacion de cafeina encapsulada y libre por electroquimica, finalmente las NLS de
cafeina se adicionan en una crema base y se realizan las determinaciones fisicoquimicas

correspondientes.



Objetivos
General:

Elaborar nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) cargadas con cafeina para mejorar
la absorcién en la piel.

Especificos:

e Realizar estudios de pre-formulacion de la cafeina y excipientes.

e Desarrollar diferentes métodos para preparar las nanoparticulas lipidicas sélidas
utilizando un disefio de experimentos 22,

o Caracterizar fisicoquimicamente las nanoparticulas lipidicas obtenidas mediante el
tamafio de particula, la penetracion del farmaco en la piel, el porcentaje de
encapsulacién y la morfologia de la superficie de las NLS.

e Agregar las nanoparticulas lipidicas soélidas de cafeina a una formulacién de una
crema cosmeética.

e Realizar las pruebas farmacopeicas para evaluar las NLS incorporadas en la crema
base.



Marco tedrico

Estrias

Las estrias de distension (8D), comunmente conocidas como estrias, son cicatrices lineales
visibles que se desarrollan en areas de dafio dérmico como resultado del estiramiento
excesivo de la piel (Lokhande & Mysore, 2019). Estas lesiones atroficas lineales o en
bandas se presentan en areas de grandes pliegues cutaneos, en region periaxilar, region
mamaria, regién periumbilical, fosas iliacas, region lumbar, cara interna o superior del muslo
y region poplitea. Se producen como consecuencia de una rotura y pérdida parcial de fibras
de colageno y elastina en la region afectada, dando lugar a una disminucién de la cohesién
cutanea y cediendo dicha area a las fuerzas de tensién de las masas musculares que
soporta la piel (Ayala, 2000). Generalmente aparecen durante la pubertad, el embarazo y
en caso de cambios rapidos de peso (pérdida o ganancia) (Verdelli, et al., 2023).

Segun su apariencia, las estrias podrian clasificarse en estrias rubrae (rojas, SR) y estrias
albas (blancas, SA). La manifestacion inicial de SD se caracteriza por marcas lineales
rosadas o moradas ligeramente elevadas (SR). Después de meses 0 afos, la SR se
desvanece gradualmente hasta convertirse en cicatrices atréficas (SA) hipopigmentadas
(Shen, et al., 2022).

Esta afeccion cutanea es comun, cuyas lesiones pueden ser asintomaticas o acompanarse
de leve prurito y dolor (Shen, et al., 2022), sin embargo, desde el punto de vista estético es
un gran motivo de preocupacién y angustia psicolégica, fundamentalmente en mujeres, ya
que es el sexo mas afectado hasta con un 88% de incidencia (Ayala, 2000). Por lo tanto,
existe una creciente demanda de tratamiento de las estrias (Shen, et al., 2022).

Cafeina

La cafeina (1 3, 7-trimetilxantina) es un alcaloide puro que se encuentra naturalmente en los
granos de café, las hojas de t&, las bayas de guarana y los granos de cacao, entre otros
(lalongo, et al, 2023). Tiene la férmula molecular (CeH10N4O2), peso molecular de
194.19 g/mol, es un polvo blanco, inodoro o agujas blancas brillantes, su punto de ebullicién
es de 178°C y el de fusion de 236.2°C, es un compuesto similar a un farmaco, ya que
cumple con la regla de cinco, presenta caracter hidrofilico y puede atravesar membranas
biologicas (lalongo, et al., 2023), su pH es de 6.9 y es facimente soluble en cloroformo,
ligeramente soluble en agua; poco soluble en alcohol y en éter dietilico (NCBI, 2023).



Tiene varias funciones farmacolégicas y es ampliamente utilizada como farmaco en
diferentes campos terapéuticos (lalongo, et al., 2023). En dermatologia, las implicaciones
de la cafeina son de gran alcance, sin embargo, la administracion topica de cafeina se ve
comprometida por su hidrofilicidad, que dificulta su penetracién a través del estrato coérneo
(Puglia, et al., 2016). No obstante, se ha demostrado que es activa cuando se administra
tépicamente con vehiculos vesiculares, debido a su efecto lipolitico sobre el tejido graso
para disminuir el tamafio de los adipocitos (Abd, et al., 2021), por lo tanto, tiene un impacto

prometedor como tratamiento no invasivo para la celulitis.
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas

Las nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) se disefiaron a principios de la década de 1990
como un sistema alternativo a otros sistemas portadores como liposomas o microparticulas
Yy sus contrapartes poliméricas (Uner y Yener, 2007). Son comunmente de forma esférica
con un diametro en el rango de 50 a 1000 nm, se componen de una matriz central
hidrofébica sélida recubierta de fosfolipidos (que contiene las colas hidrofébicas de la
seccion de fosfolipidos), ver figura 1. Los componentes clave de las formulaciones de las
NLS incluyen principalmente lipidos sélidos, emulsionantes y farmacos poco solubles,

péptidos y proteinas o acidos nucleicos (Duan, et al., 2020).
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Figura 1. Estructura de las Nanoparticulas Lipidicas Solidas (Hernandez, et al., 2022).

Ofrecen distinguidas ventajas como lo es la posibilidad de incorporacion de farmacos tanto
hidréfobos como lipéfilos, la naturaleza biocompatible y biodegradable de los materiales,
el bajo potencial de toxicidad, la mejora de la solubilidad del farmaco, una alta capacidad
de carga, estabilidad, posibilidad de liberacion controlada y modificada de los farmacos,
ademas de la facilidad de produccién a gran escala y evita el uso de disolventes organicos

en el proceso (Tran et al., 2022, Ghasemiyeh, et al., 2018 y Subroto, et al., 2023), ademas
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de una mayor penetracién en la aplicacion tdpica por el tamafio de las NLS, mejora el
contacto directo con el estrato coérneo de Ia piel y permite la penetraciéon de agentes
encapsulados en la piel (lalongo, et al., 2023, Duan, et al., 2020 y Malekipour, et al., 2023).
Algunas de las desventajas relevantes que presentan estos sistemas es la posible
agregacion, inestabilidad durante el almacenamiento, dindmica de transiciones polimérficas
y baja tasa de incorporacién para algunos farmacos o debido a la estructura cristalina del
lipido sélido (Viegas, et al., 2023 y Naseri, et al., 2015).

Los lipidos utilizados en la formacién de NLS estan estabilizados con surfactante vy, por lo
tanto, son sélidos a temperatura ambiente y fisioldgica (Khairnar, et al., 2022). El acido
estearico se sabe que es biodegradable, no tdxico y reconocido como seguro y se usa
ampliamente en la industria farmacéutica y cosmética (Surendra, et al., 2020). Los acidos
grasos naturales constituidos por cadenas de C14 a C24, como el monoestearato de
glicerilo (C21), se prefieren por su mejor tolerancia en membranas bioldgicas, ademas de
que al poseer cadenas largas de acidos grasos mejoran la estabilidad a largo plazo y
aumentan la cantidad de farmaco que pueden encapsular, de tal manera que no permitan
la expulsion del farmaco por las transiciones polimérficas (Montero, 2019). Los polimeros
idnicos y no idnicos, los tensioactivos v las sales organicas se utilizan como emulsionantes
(Khairnar, et al., 2022). Algunos de los tensioactivos utilizados habitualmente en la
formulacion de las NLS son Polaxomer 188 o 407, Tween 80 o 20, Span 20, alcohol
polivinilico (PVA) y lecitina (Garzén, et al., 2019). Se ha demostrado que al emplear Tween
80 en altas concentraciones, condujo a la formacién de tamafios de particula pequefios,
ademas de que podria actuar como agente estabilizador durante la formacién de
nanoparticulas y reducir la energia de la superficie, lo que conduce a la inhibicion del
crecimiento de cristales (Sukmawati, et al., 2018). Por otra parte, se ha informado que los
tensioactivos grandes y no idnicos son menos téxicos que los tensioactivos iénicos y de
cadena unica (Musielak, et al., 2022).

Se requiere la caracterizacion fisica y quimica después de la preparacién de NLS, debido
al tamafio de las particulas, la complejidad y la naturaleza dinamica del sistema de entrega
(Duan, et al., 2020). Diversos estudios indican que las NLS con tamarios de particulas que
oscilan entre = 170 y 500 nm forman una pelicula sobre Ia piel y proporcionan un efecto
oclusivo, lo que puede aumentar la tasa de penetracién de los agentes activos a través del

estrato corneo. Las particulas esféricas tienen el volumen de particulas mas bajo, el area



de superficie especifica y las vias de difusién mas altas, lo que ofrece una liberacién
controlada de las sustancias activas encapsuladas (Musielak, et al., 2022).

Formas farmacéuticas semisélidas

Como alternativa a la administracion oral e intravenosa, los sistemas tépicos de
administracion de farmacos pueden transportar las moléculas activas del farmaco a través
de la piel hasta el objetivo terapéutico y por via transdérmica hasta el sistema circulatorio
(Jin, et al, 2022). Las formas farmacéuticas semisdlidas son formas topicas propuestas
para aplicacién externa sobre la piel con efecto local o sistémico. Consisten en una o mas
combinaciones de principios activos solubilizados o dispersos uniformemente en un medio
adecuado para obtener una formulacién estable (Gururaj, et al., 2023). Tipicamente, los
productos tépicos mas comunes incluyen cremas, unguentos, geles, lociones y emulsiones.

Los productos topicos semisdlidos permiten la administracion de principios activos en un
enfoque menos invasivo que la via intravenosa y evitan el efecto de primer paso encontrado
por los productos orales, donde las moléculas del farmaco se degradan a sus metabolitos
inactivos (Jin, et al., 2022).

Para lograr un efecto terapéutico deseado, estas formulaciones topicas deben mejorar la
permeacion de varias moléculas del farmaco a través de la piel y mantener la velocidad y
el grado de penetracidn adecuadamente en las capas de la piel. La administraciéon de
medicamentos por via topica depende de varias propiedades, como las caracteristicas
fisicoquimicas del medicamento, la interaccion entre los excipientes en la formulacién y la
piel, la interaccion del medicamento con la piel, la interaccion de los excipientes con el
medicamento y una interaccién general de estos tres aspectos, es decir, piel, medicamento
y excipientes (Jin, et al., 2022).

Ademas, la penetracion de farmacos también depende del estado de la piel, ya sea enferma
o normal, ya que, en una condicién patoldgica varia la biodisponibilidad del farmaco en las
capas cutaneas. El estrato cérneo (SC), la capa mas externa de la epidermis esta
compuesto por un 85% de corneocitos llenos de queratina y es una barrera cutanea
hidrofobica que impide la difusién pasiva de moléculas de gran tamafio (>500 Dalton).
Actualmente, en la mayoria de los productos topicos semisélidos disponibles
comercialmente, sus sitios diana son la piel o el tejido subcutaneo, y solo se puede estimar

una cantidad limitada del farmaco en la circulacién sistémica (Jin, et al., 2022).



Cremas

La crema es una preparacion liquida o semisélida que contiene el o los farmacos y aditivos
necesarios para obtener una emulsion, generalmente aceite €n agua o agua en aceite, que
se¢ estabiliza termodinamicamente mediante la adicion de un emulsionante
adecuado (FEUM, 2013 y Gururaj, et al., 2023), comUnmente con un contenido de agua
Superior al 20 % (FEUM, 2013). Las cremas de tipo agua en aceite tienen buena capacidad
de extensién y son menos grasosas, mientras que las de tipo aceite en agua se aplican
faciimente sobre Ia piel y se eliminan facilmente con agua (Gururaj, et al., 2023).

Las cremas pueden contener NLS para una mejor penetracion de farmacos topicos, la
oclusién cutanea es fundamental. Esta necesidad se puede lograr eficazmente mediante la
consolidacién de grandes cantidades de grasas y aceites, en particular parafina liquida y
semisolida. Sin embargo, esta formulacion presenta la limitacion de sus propiedades
cosméticas deficientes. La nanodispersiéon proporciona una buena oclusividad con un
tamario medio de particula de 200 nm, incorporando las nanoparticulas en la fase acuosa.
Por lo tanto, la fase oleosa, donde se dispersaron las gotas de agua, sirvié como lubricante
para las nanoparticulas, evitando asi una sensacion aspera en la aplicacién (Gururaj, et al.,
2023).

Disefio de experimentos

El disefio de experimentos (DOE) por sus siglas en inglés se define como una estrategia de
modelado estadistico que se puede utilizar para planificar y analizar experimentos. Permite
el andlisis simultaneo de multiples variables (factores). Esta estrategia es beneficiosa para
determinar cémo los diferentes elementos de un sistema experimental se impactan entre
si. Este proceso se ha utilizado en el desarrollo de farmacos, la optimizacion de medios, los
Procesos de fabricacion y la biorremediacién, entre otros tipos de experimentos (Moon, et
al., 2024). Incluye una serie de herramientas de estadistica aplicada que se utilizan para
clasificar y cuantificar sistematicamente las relaciones de causa y efecto entre las variables
y los resultados del proceso o fendmeno estudiado, lo que puede resultar (si ese es el
objetivo) en la busqueda de los entornos y condiciones bajo los cuales e| proceso se
optimiza (Jankovic, et al., 2021).

Los pasos de un DOE incluyen definir los objetivos y las variables de respuesta, los factores
determinantes, los niveles, el tipo de disefio experimental y la ejecucion del experimento.



Las variables en el DOE, como el nimero de factores, los niveles y Ia légica para
seleccionarlos, suelen depender del tipo de investigacion (cribado, caracterizacion u
optimizacion), el tipo de proceso y los recursos disponibles (Jankovic, et al., 2021). Durante
un experimento DOE, los factores biolégicos y fisicos de interés se discretizan en un
conjunto de valores denominados niveles. Estos niveles se prueban en diferentes
combinaciones y se crea un modelo que predice la respuesta del sistema basandose en los
datos de entrada y los datos recopilados a través de muchas iteraciones de
experimentacion. El DOE se puede utilizar de diferentes maneras para explorar el efecto de
los factores en un sistema. En primer lugar, puede ayudar a definir el rango de niveles en
los que se debe probar cada factor, lo que da como resultado el "espacio de disefio" total
del sistema que luego se utiliza para la optimizacion. También se puede utilizar para probar
una gran cantidad de factores y determinar una cantidad menor que tenga el mayor impacto
en el sistema. Finalmente, el DOE se puede utilizar para optimizar un sistema observando
un subconjunto mas pequefio de factores que se han considerado los mas importantes
(Moon, et al., 2024).

Electroquimica:; Voltamperometria Diferencial de Pulso

Entre la variedad de técnicas analiticas las técnicas electroquimicas ofrecen ventajas
practicas que incluyen la simplicidad de operacion, eficientes, rapidas, requieren
mediciones sencillas, son de bajo costo, su instrumentacion es simplificada, idoneidad para
la deteccién en tiempo real, mayor sensibilidad a los efectos de la matriz en comparacion
con métodos de separacién o espectrales y amplio rango de concentracién lineal (Svorc,
2013, Lofti, et al., 2021 y Tasi¢, et al., 2022). Debido a su mayor sensibilidad y bajos limites
de deteccion, los métodos electroanaliticos basados en procesos de extraccion son Utiles
en el analisis de trazas (Svorc, 201 3). Los sensores electroquimicos basados en materiales
de carbono son rentables, tienen un amplio rango de potencial y poseen relativa inercia
electroquimica y actividad electrocatalitica en diversas reacciones redox. Ademas, este tipo
de sensores podrian modificarse para mejorar su rendimiento analitico (Tasi¢, et al., 2022).
Ademas, es posible determinar simultaneamente farmacos u otras moléculas electroactivas
con un sensor electroquimico (Lofti, et al., 2021). El detector electroquimico mediante el
control del potencial es razonablemente selectivo, ademas empleando electrodos
modificados mejora la sensibilidad del detector, por ejemplo, se ha reportado que al utilizar
modificaciones sobre el electrodo puede convertirlo en mas selectivo (Weber, 1988).
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La electroquimica ofrece una amplia gama de métodos electroanaliticos, como la
voltametria sobre electrodos de carbén y de carbono modificado, los métodos
potenciométricos, amperométricos y los sensores piezoeléctricos de polimeros moleculares
(Svorc, 2013). Un experimento electroquimico incluye un electrodo de trabajo hecho de un
material conductor solido (Pt, Au o C), un electrodo de referencia (Ag/AgCl) y un
contraelectrodo (Pt), los cuales estan sumergidos en una solucién que contiene un
electrolito soporte para garantizar la conductividad de |a solucion (Wale, 2023).

La voltamperometria es una técnica amperometrica porque mide la corriente producida por
un proceso electroquimico alterando la ventana de potencial, para lo cual hay diferentes
formas de hacerlo, en consecuencia, existe una variedad de procedimientos voltamétricos:
voltametria ciclica (CV), voltametria de barrido lineal (LSV), voltametria de pulso diferencial
(DPV) y la voltametria de onda cuadrada (SWV) son las mas comunes y utilizadas. Las dos
formas de métodos voltamétricos de pulsos son DPV y SWV. A diferencia de CV, se pueden
utilizar para estudiar las propiedades redox de cantidades extremadamente pequerias de
compuestos electroactivos por razones tales como que el efecto de la corriente de carga se
puede minimizar, lo que resulta en una mayor sensibilidad; y que solo se extrae la corriente
faradaica, lo que permite que las reacciones de los electrodos puedan analizarse con mayor
precision (Wale, 2023).

La voltametria de pulso diferencial (DPV) combina aspectos de cronoamperometria y
voltametria de barrido lineal, exhibe una alta selectividad y sensibilidad. Se superponen
pequefios pulsos de voltaje de amplitud constante (20-50 mV) de 3 a 5 veces por segundo
sobre una rampa de voltaje lineal. La corriente se muestrea inmediatamente antes (iA) de
un pulso y se resta de la corriente al final del pulso (iB), luego la diferencia iB - iA se expresa
en términos de potencial. La oxidacion de un compuesto produce un pico agudo en lugar
del pico amplio o meseta de la voltamperometria de barrido lineal, lo que da como resultado
una resolucién mas alta (Crespi, 2020).

11



Capitulo 1 Caracterizacion fisicoquimica de las materias primas

En este capitulo se presenta la caracterizacion fisicoquimica de las materias primas

empleadas en el desarrollo de las formulaciones propuestas. El analisis de sus propiedades

permite evaluar su identidad y calidad, asi como verificar el cumplimiento de las

especificaciones establecidas en las farmacopeas y demas criterios de calidad aplicables.

Asimismo,

la caracterizacién de las materias primas permite

identificar posibles

interacciones entre los excipientes que pudieran afectar la estabilidad, compatibilidad o el

desempefio de las formulaciones durante su desarrollo. Con base en los resultados

obtenidos, se determina la idoneidad de las materias primas para su incorporacién en las

formulaciones planteadas.

1. Material y equipos

Material Equipo Reactivos
Vasos de precipitado de | Balanza analitica Shimadzu Cafeina anhidra (BASF;
50 mL AUX120 Lote 99590)

Viscosimetro Brookfield digital
DV-II

Potenciometro Conductronic
Aparato de Fisher-Johns

Balanza analitica Explorer
OHAUS E11140

Acido estearico (Drogueria
Cosmopolita)

Tween 80 (Drogueria
Cosmopolita; Lote 1673)
Monoestearato de glicerilo
(CEDROSA; Lote 18410)
Metanol

Agua desmineralizada

_
Tabla 1. Material y equipos
2. Formulaciones
En la siguiente tabla cuali-cuantitativa, se muestran las formulaciones empleadas:
| Formulacién 1 Formulacion 2 Cantidad (%) Funcion
Cafeina Cafeina Principio activo
. . tod -
Acido estedrico Monoe;tegra ©de 10 Lipido
glicerilo
Tween 80 Tween 80 Surfactante
Etanol Etanol Solvente organico
Agua desmineralizada Agua desmineralizada cbp Disolvente

Tabla 2. Formulaciones cuali-cuanti de NLS-Caf
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De las formulaciones mostradas en la tabla 2 se analizaron los excipientes de cada una,

siguiendo la metodologia descrita a continuacion.

3. Metodologia

3.1. Aspecto y solubilidad

3.1.1. Realizar la observacién fisica de las materias primas para describir su
aspecto.
3.1.2. Disolver 5 g en 20 mL del solvente indicado en cada monografia de las

materias primas, para comprobar la solubilidad de las materias primas.

3.2. pH
3.2.1.
3.2.2.

Efectuar la determinacion a 25+ 2°C.
Lavar el electrodo y recipiente varias veces con agua, dejar que escurra el

aguay secar con papel absorbente.

3.2.3.
3.2.4.
3.2.5.

Enjuagar el electrodo y el recipiente con la solucién de prueba (muestra).
Lienar el recipiente con esta solucion y efectuar la determinacion de pH.
Realizar la determinacion por triplicado.

3.3. Punto de fusién

3.3.1
3.3.2

3.3.3

3.3.4

3.35

Colocar 1 g de muestra sobre un cubreobjetos redondo y taparlo con otro.
Dejar los cubreobjetos sobre Ia platina del equipo, encender el equipo y
desplazar la lupa sobre la platina.

Girar la perilla del redstato hacia la derecha, considerando que entre mas
adelante se gire, la temperatura incrementara con mayor rapidez.
Observar la platina y el termémetro del equipo a la vez, en el momento en
que el sélido se funda, anotar la temperatura de inicio y terminacién del
proceso.

Apagar el equipo, esperar a que se enfrie, desconectar, retirar la muestra
y guardar.

3.4. Metales pesados

3.4.1.

Preparacion de referencia

Tomar una alicuota de 2 mL de solucién estandar de Plomo y diluir en

25 mL de agua en un tubo Nessler de 50 mL.

Ajustar el pH entre 3.0 y 4.0 con &cido acético 1N o hidréxido de sodio 6 N

Diluir con agua a 40 mL para leer en potencidometro.
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3.4.2.

3.4.4.

Preparacion de muestra

Mezclar 2.0 g de la muestra con 5.0 mL de solucién de acido clorhidrico 0.1N
y 20 mL de agua.

Calentar moderadamente en bario de agua hasta disolucion total y enfriar a
temperatura ambiente.

Colocar 25 mL de Ia solucién preparada en un tubo Nessler de 50 mL.
Ajustar pH entre 3.0 y 4.0 con &cido acético 1 N o hidréxido de sodio 6 N,
diluir con agua a 40 mL para lectura en potenciometro.

Preparacion de control

Colocar 25 mL de la solucién preparada de la muestra en un tubo Nessler
de 50 mL y agregar 2 mL de solucién estandar de Plomo.

Ajustar pH entre 3.0 y 4.0 con acido acetico 1 N o hidréxido de sodio 6 N,
diluir con agua a 40 mL para la lectura en el potenciometro.

Procedimiento

Agregar 2 mL de SA de acetato de amonio pH 3.5, adicionar 10 mL de una
solucion recién preparada de acido sulfhidrico a cada solucién preparada,
diluir a 50 mL de agua, dejar reposar durante 5 minutos.

Hacer la comparacién observando los tubos de arriba hacia abajo sobre un
fondo blanco.

Nota: el color de la preparacién de la muestra es igual o menos oscuro que
el de la preparacién de referencia y la intensidad del color de Ia preparacion
de control es igual o mayor que el color de la preparacién de referencia.

4. Resultados

4.1. Aspecto, solubilidad, pH y punto de fusion

-

Especificaciones / Materia

prima

Acido Monoestearato | Polisorbato 80
Cafeina anhidra =2
estearico de glicerilo (Tween 80)
Polvo blanco | Polvo duro, | Es una masa Liquido aceitoso

cristalino  agujas

brillantes blancas o | polvo o ambar con un leve
generalmente amarillo  claro, | escamas olor

aglomeradas; la | lustrosas untosas, de caracteristico.
forma hidratada | cristalinas. color blanco o Muy soluble en

es eflorescente al

blanco o masas

duray cerosa,

casi

de color amarillo a

agua, produce
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aire. Facilmente | Facilmente blanco. Insolub | una solucién
soluble en | soluble en | le en agua, inodora y
cloroformo, cloroformo y en | soluble en practicamente

ligeramente  en | éter dietilico, | etanol al 96% a incolora; soluble

agua poco en | soluble en | 60°C. Supunto | en alcohol y en
alcohol y en éter alcohol, casi | de fusion es de | acetato de etilo,
dietilico. insoluble en | 54°C a 66 °C casi insoluble en
Temperatura de agua. aceite mineral.

fusién: entre 235

y 237.5°C
Resultados
Aspecto Polvo blanco fino. | Escamas Polvo Liquido espeso
gruesas, amarillento amarillento.
blancas Y | grumoso.
brillantes.

Solubilidad Muy soluble en | Parcialmente Soluble en | Muy soluble en
acido clorhidrico y | soluble en | etanol e | etanol, agua vy
cloroformo, en | etanol y | insoluble en | acetato de etilo.
agua cloroformo, agua.
parcialmente insoluble en

soluble y poco agua.
soluble en etanol.

Punto de . . . . .\

fusién 236°C-237.5°C 50°C 60°C-65°C -
pH 5.5-5.96 3.37-3.8 7.18-7.30 4.36
Resultado Cumple Cumple Cumple Cumple

Tabla 3. Resultados de analisis fisicoquimicos

Como se muestra en la tabla 3, la cafeina anhidra y los excipientes que se emplearan en
el desarrollo de las formulaciones, cumplen con las especificaciones farmacopeicas. Por
lo tanto, son Utiles para continuar con Ia fabricacion.

4.2. MGA 0561. Metales pesados en Cafeina

El color de la muestra de cafeina se notd igual al de la referencia (solucién de referencia de
nitrato de plomo) y el color de |a solucion de control (solucién de muestra en estandar de
plomo) fue semejante al de referencia. Por lo tanto, para esta prueba colorimétrica la cafeina
no sobrepasa el contenido de metales pesados permitidos (10 ppm) como lo sefala la
FEUM.
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Capitulo 2 Aplicacion de un disefio experimental factorial 22 para Ia optimizacion de
formulaciones

En este capitulo se aborda el desarrollo y la optimizacién de las formulaciones propuestas
mediante un disefio experimental factorial 22. Con base en la caracterizacion de las materias
primas presentadas en el capitulo anterior, permite evaluar aspectos relevantes para el
proceso de fabricacion, asi como las posibles interacciones entre los excipientes y los
factores criticos asociados tanto a la formulacién como al proceso.

A partir de esta informacién, se definen los factores de estudio, asi como sus respectivos
niveles y las variables de respuesta que permitiran evaluar el desempefio de las
formulaciones obtenidas. El disefio factorial 22 permite estudiar de manera sistematica el
efecto de los factores seleccionados, asi como su posible interaccién sobre las respuestas
de interés, reduciendo la necesidad de realizar experimentaciones basadas Unicamente en
el ensayo y error.

El disefio experimental y el analisis estadistico de los resultados se realizan mediante el
software Statgraphics Centurion, a partir del cual se determina la influencia de los factores
estudiados sobre las variables de respuesta y se identifican las condiciones que permitan
establecer una formulacién dptima.

1. Material y equipos

Material Equipo Reactivos ]
Vasos de precipitado de 50 mL | Balanza analitica Cafeina anhidra (BASF:
Vasos de precipitado de 25 mL | Shimadzu AUX120 Lote 99590)
Varilla de vidrio Caframo Acido estearico (Drogueria

Matraces aforados de 50 mL Ultra Turrax IKA T-25 D Cosmopolita)
Analizador de tamario de | Tween 80 (Drogueria

particula Horiba LA- Cosmopolita; Lote 1673)

950Vv2 Monoestearato de glicerilo
(CEDROSA,; Lote 18410)
Metanol

Agua desmineralizada

Tabla 4. Material y equipos
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2. Metodologia
2.1. Preparacién de las Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS)
2.1.1.Preparacion de la fase acuosa.
Disolver 2.5 g de Cafeina en 30 mL de agua desmineralizada previamente
calentada a 70 °C. Mantener agitacién mecanica mediante parrilla de agitacion
hasta lograr la completa disolucion.

2.1.2. Preparacion de la fase organica.
Disolver 5 g de acido estearico en 10 mL de etanol a 70°C, manteniendo
agitacion mecanica hasta su completa disolucion.

2.1.3. Formacion de la dispersién.
Agregar la fase organica a la fase acuosa, manteniendo ambas fases a 70°C.
Homogeneizar a 1000 rpm durante 20 minutos utilizando un homogeneizador
tipo Caframo o Ultra-Turrax IKA.

2.1.4. Adicion del surfactante.
Incorporar 2.5 mL de Tween 80 previamente disueltos en 10 mL de agua
desmineralizada. Continuar con la agitacién durante 10 minutos adicionales.

2.1.5. Enfriamiento de la dispersion.
Afiadir 10 mL de agua desmineralizada a 7°C y mantener la agitacion durante
10 minutos mas, con el fin de promover la solidificacién de las particulas
formadas.

En la figura 2 se muestra de manera esquematica las etapas involucradas en la preparacion
del sistema.
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Fase acuosa
Agregar 2.5 g de Cafeina en
30 mL de agua destilada a
70°C, agitar hasta completa
disolucién.

Homogenizar** a 1000 rpm |
’ por 20 minutos.

Agregar 2.5 mL de Tween
80 a la mezcla principal,
disuelto previamente en
10 mL de agua destilada,

agitar 10 minutos.

Fase organica
Agregar 5 g de acido
estearico* en 10 mL de
etanol a 70°C, agitar
mecdnicamente.

Agregar fase
organica a fase
acuosa (misma

temperatura, 70°C)

Agregar 10 mL de agua
destilada a 7°C, continuar la
agitacién por 10 minutos.

Obtencién de
NLS-Caf

*En Ia formulacion 2, se emplea monoestearato de glicerilo.
**En el disefio de experimentos se usa Caframo, en optimizacion Ultra-Turrax IKA,

Figura 2. Elaboracién de Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS) por homogeneizacién en caliente.

2.2. Disefo de experimentos

El modelo estadistico para emplear es un disefio factorial 22, en donde se analizan dos
factores y dos niveles, ademas de una variable de réspuesta. En la tabla 5, se muestran los
factores y niveles empleados, para esta investigacion los factores considerados fueron las
concentraciones de los excipientes encargados de formar los sistemas de encapsulamiento,
la concentracion del lipido (Tween 80) representado por el factor A, mientras que al factor
B, representa la concentraciéon del surfactante (Acido estearico o Monoestearato de
glicerilo); los niveles que se tomaron en cuenta para el factor A, fue la concentracién al
12 % (6 g), como nivel alto 14 % (7 g) y para el factor B, de nivel bajo 6 % (3 mL) y nivel
alto 8 % (4 mL). La variable de respuesta que se eligié fue el tamario de particula, debido a
que el tamario de las nanoparticulas esta en funcién de Ia concentracion de estos factores
principales, que permitiran Ia formacion de las micelas y determinaran el tamario de estas;
la finalidad de la optimizacion mediante los tratamientos de los factores es obtener tamarios
de particula en el rango de nanoparticulas.
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Nivel bajo (-)

Nivel alto (+) |

Factor A: Concentracién del lipido

12%

69

14 %

79

Factor B: Concentracion del surfactante

6 %

3mL

8 %

4 mL

LVariable de respuesta: Tamafio de particula (nm)

Tabla 5. Factores y niveles del disefio de experimentos

A partir de los factores y los niveles seleccionados, se conforma la matriz de disefio, en
donde se designan los tratamientos que el disefio tendra. El nivel bajo se representa como
(-), mientras que el nivel alto como (+), en la tabla 6, se colocaron las conjugaciones que
representan a cada tratamiento. Cada tratamiento se realiza por triplicado, es decir el
tratamiento principal y dos réplicas, representadas con la siguiente nomenclatura: (1), (1)

y (1)2. La matriz se elabora de manera consecutiva, para la confiabilidad del disefio se
realiza una aleatorizacion.

Formulaciones
Tratamiento A B
(1 - ]
a + -
b - +
| ab + +

Tabla 6. Matriz de disefio de las formulaciones.

La matriz aleatorizada para este disefio se muestra en la tabla 7 para las 2 formulaciones;
de acuerdo con esta matriz, es el orden en que se fabricaran las Nanoparticulas Lipidicas
Sdlidas de Cafeina (NLS-Caf), considerando las concentraciones de los factores Ay B, en
sus niveles altos y bajos que indica cada tratamiento.

Formulacién 1 Formulacién 2
Tratamiento A B Tratamiento [Momimm 5 B
[Acido estedrico)] [Tween 80] glicerilo] [Tween 80]

(a)2 * 14% 6% b - 12% + 8%

(ab)4 + 14% 8% (a)1 + 14% - 6%

b - 12% 8% (ab)z + 14% + 8%

(b)2 - 12% 8% (1)2 - 12% - 6%

ab + 14% 8% a + 14% - 6%

| 1 - 12% 8% (ab) + 14% + 8%
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a + [14% | - | 6% ()1 - [12% [ - | 6%
(b)1 - [12% | - | 6% (b)2 - [12% |+ | 8%
M2 - [12% [ - | 6% ab + | 14% | + | 8%
(ab)z + [ 14% | + | 8% 1 - 12% | - | 6%
(@)1 + [ 14% [ - | 6% @)z + | 14% | - | 6%
)1 - [12% | - | 6% (0)1 - [12% | + | 8%

Tabla 7. Matriz de disefio aleatorizada de las formulaciones 1 y2

Una vez fabricadas las NLS-Caf siguiendo las matrices de disefio aleatorizadas mostradas
en la tabla anterior, se evaltia la variable de respuesta, es decir, el tamafio de particula,

posteriormente los datos se tratan en Statgraphics, un software de modelos estadisticos.

2.2.1. Tamaiio de particula
2.2.11. Muestra:
e Preparar una solucién al 2 % de las NLS-Caf recién preparadas.
Tomar 1 mL de muestra y afiadir a un matraz de 50 mL, llevar al aforo
con agua destilada.
2.2.1.2.  Procedimiento:
* Realizar |a lectura del blanco (agua destilada)
* Agitar la muestra preparada, agregarla a la celda y colocar la barra
de agitacion.
* Realizar la medicién en el Particle Size Distribution Analyzer LA-950
V2, Horiba.
* Nota: agregar el blanco o la muestra cuidando que no haya formacién
de burbujas, ni que la celda se encuentre sucia.
3. Resultados

Al desarrollar el disefio de experimentos, se recopilaron los datos del tamafio de particula
obtenidos, posteriormente se optimizé el modelo y con ello, se reportan los tamafios de
particula finales. El disefio se realizé para las dos formulaciones, los resultados se muestran

a continuacion.
3.1. Evaluacion de formulaciones de NLS-Caf

La matriz de disefio se aplico de forma aleatorizada para que los datos tuvieran mayor
confiabilidad y no fueran predecibles. Los tamafios de particula obtenidos para los
tratamientos de la formulacidon 1y 2, se muestran en Ia tabla 8. Se puede observar que en
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ambas formulaciones no se obtuvieron nanoparticulas, sino que se encuentran en el orden
de microparticulas, sin embargo, el reto es optimizar con los resultados el modelo para
poder elaborar nanoparticulas; entre los datos obtenidos, las microparticulas de menor
tamafio fueron las de la formulacién 2, no obstante, en la formulacion 1, el coeficiente de
variacién es menor, respecto ala 2.

Formulacion 1 Formulacion 2
Tratamiento Tamar’lo [Recioice pH | Tratamiento Tamar]o feciolos pH
particula (um) particula (um)
(a)2 5.39395 6.11 b 24.76907 4.95
(ab)1 5.37926 6.18 (a) 26.08623 2.57
b 5.14291 6.04 (ab); 25.48119 2.73
(b)2 5.29586 5.98 (1)2 27.47301 2.70
ab 4.86767 6.35 a 27.82067 5.45
1 6.29356 6.26 (ab)1 25.81555 4.20
a 8.18034 6.66 (11 25.67289 2.69
(b)4 5.88726 6.86 (b)2 24.82781 2.62
(1)2 6.57286 6.60 ab 15.91082 2.70
(ab)2 9.45214 6.66 1 26.80157 2.64
(a) 5.93601 6.64 (a)2 25.23331 273
L (1)1 6.57218 6.68 (b)1 26.52098 2.74

Tabla 8. Matriz de disefio aleatorizada de las formulaciones 1 y2

Adicional a la variable de respuesta principal (tamafio de particula), se considero el pH que
cada tratamiento tuvo, los valores que muestra la formulacion 1, se acercan al pH final
deseado (6.5-7), mientras que los de la formulacién 2 se hallan en un rango acido (2.7-
5.45).

3.2. Matriz de disefio aleatorizada de formulacion 1 (Optimizacién de Ia formulacion)

A partir de los tamarios de particula obtenidos, se introdujo la matriz que se describe en la
tabla 9 al software Statgraphics.

Concentracion de Tamarnio de

Tween 80 (B)

Concentracion de acido
Tratamiento

estearico (A) particula (um)

(a)2 + 14% - 6% 5.393
(ab) + 14% + 8% 5.379
b - 12% + 8% 5.142

_—
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[ (b)2 - 12% + 8% 10.295
ab + 14% + 8% 4.867
1 - 12% + 8% 6.293
a + 14% - 6% 11.180
(b)1 = 12% = 6% 5.887
(1)2 - 12% - 6% 6.572
(ab), + 14% + 8% 9.452
(a): + 14% = 6% 5.936
(1)1 : 12% - 6% 6.572 ]

Tabla 9. Matriz de disefio aleatorizada de la formulacion 1.

3.2.1. Optimizacion de la respuesta para la formulacion 1

Para comenzar el andlisis estadistico del tamario de particula, es indispensable comenzar
por el ANOVA, que se muestra en la figura 3, se tienen las fuentes de variacion, A:
Concentracion del lipido (acido estedrico), B: Concentracion del surfactante (tween 80) yla
interaccién de estos. Cuando el valor de P es menor a 0.05 indica que los factores son
significativos: en este caso, las tres fuentes de variacion lo son, ya que el valor de P es
menor al valor de a 0.05, con un nivel de confianza del 95.0 %, sin embargo, el factor con
mas relevancia es la interaccion AB, puesto que su valor-P es de 0.0003, seguido de B, Ia
concentracion de Tween 80 (0.0004) y al final A, la concentracién del Acido esteérico
(0.0008), por lo tanto, las tres fuentes de variacion son significativas para el tamafio de
particula, ademas, de que se acerca el 92.2805 % al modelo, superando al 90 % (minimo

aceptable).
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cradrade Medio  |Racén-F | alor-pP
A:[Acido estedrico]  [13.4161 1 13.4161 27.42 0.0008
B:[Tween §0] 16.321 1 16.521 33.36 0.0004
AB 18.5042 1 18,5042 37.82 0.0003
Error total 591378 S 0489223
Total (corr.) 50.6998 11

Figura 3. ANOVA de Ia formulacion 1.

En la figura 4 se muestra el diagrama de Pareto, en el que puede observarse que la
interaccion AB, la concentracion del Tween 80 y la concentracion del acido esteérico,
superan la linea de significancia, es decir, estos factores tienen un efecto relevante para el
tamafio de particula, por lo tanto, las tres fuentes de variacion tienen un impacto en la

variable de respuesta, sin embargo, la interaccion AB al estar por encima de las otras podria
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dar mejores resultados. Ademas, este grafico expone visualmente lo que se obtuvo en el

ANOVA, con tres factores significantes.

[ : e . ey

B [ j |
| 1

Ai[Acido estedrico) ‘
3 2 4 6 8

Efecto estandarizado

Figura 4. Diagrama de Pareto para el tamafio de particula de Ia formulacion 1 de NLS-Caf.

Los efectos principales se pueden observar en la figura 5, estos efectos indican Ia relacién
que existe entre las concentraciones de los excipientes con el tamanio de particula que se
busca, en este caso, se indica que mientras las concentraciones del acido estearico y del
tween 80 estén en su nivel mas bajo (12 'y 6 %) respectivamente, se obtendran particulas
de menor tamario. También es destacable indicar el tamaio que las diagonales presentan,
para el caso del 4cido estearico se trata de una pendiente corta y semi inclinada, respecto
a la del tween 80 que es alargada e inclinada, lo que significa que tiene mayor efecto la
concentracion del tween 80 que la del &cido estearico, asi como S€ mostr6 en el ANOVA y
en el diagrama de Pareto (Figura 3 y 4).

-
N
N

=y
-t
N

102

Tamaiio de particula

o
N

12.0 14.0 6.0 8.0

[Acido estearica) [Tween 80]

Figura 5. Efectos principales para el Tamario de particula para la formulacion 1 de las NLS-Caf.

También en la figura 5 se puede interpretar que si ambos factores se encuentran en su nivel
mas alto (14 y 8 %) los tamarios de particula incrementarian, sin embargo, esa variacion de

los efectos no es Ia que se busca en este disefio.
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El grafico de interacciones de la figura 6, muestra la relacion que puede haber entre los
factores, representados por lineas rectas, como se observa las lineas no son paralelas, lo
que significa que si existe la interaccion entre ambos factores y la interaccion que daria
tamarios de particula menores, seria cuando el acido estearico y el tween 80 estan en sus
niveles mas bajos (12 y 6 %, respectivamente), descartando el resto de combinaciones, las

cuales estarian sugiriendo tamarios de particula mayores.

126

THTT

o [Tween 80]=8.0

o 116 i B
E E = ]
2 - ; s
i< - i ]
g 106 3 {Tween 80]=8.0 E
3 = ]
£ 96 &
© [ -
& : [m 80}=6.0 .
E == ween =0.! ot

P o[ = &
s B

[Tween 80]=6.0 —
12.0 14.0

76

[Acido estearico]
Figura 6. Interacciones de Ios factores para el tamafio de particula de la formulacion 1 las NLS-
Caf.
Por lo tanto, después de haber analizado los graficos y los resultados dados por
Statgraphics Centurion, se muestra en la tabla 10, los valores que se sugiere optimicen la
formulacién 1. El programa arrojé que para alcanzar la optimizacion de la formulacién el
acido estearico debe estar al 12 %, es decir, en su nivel bajo. También, indica que el Tween
80 se debe encontrar al 6 %, de igual forma en su nivel bajo. Aunque el efecto
estadisticamente significativo es la concentracion del 4cido estearico en su nivel mas alto,
la optimizacién sugirié lo contrario, como se observé en la figura 4 de efectos principales,
se interpreta que, para obtener tamafios menores de particula, las concentraciones estan

en su nivel mas bajo (tratamiento (1)).

Factor/Nivel Bajo Alto Optimo
A [Acido estedrico] 12.0 14.0 12.0 (-)
B [Tween 80] 6.0 8.0 6.0(-) |

Tabla 10. Optimizacion de la formulacion 1.

Para corroborar la optimizacién, se colocéd la ecuacién de regresion del disefio a

continuacion, que describe el modelo ajustado a las fuentes de variacion (concentraciones
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de lipido y surfactante), para mejorar el tamafio de particula al obtener NLS de menor
tamario.

Tamafio de particula = 6.9145 — 1.2 1579 x [Acido estedrico] — 0.93738 x [Tween 80]+
1.24178 x [Acido estedrico| x [Tween 80 ]

Al sustituir, se obtiene:

Tamafio de particulg = 6.9145 - 1.21579 x [-1] - 0.93738 x [-1]1+1.24178 x [-1] x[-1]
Tamafio de particula = 10, 30945 pm

formulacion optimizada.
3.3. Matriz de disefio aleatorizada de formulacion 2 (Optimizacion de Ia formulacion)

A partir de los tamarios de particula obtenidos como en Ia formulacién 1, se realizg el mismo
tratamiento para Ia formulacién 2, se introdujo la matriz que se describe en la tabla 11 al
software Statgraphics.

Concentracion de e
: SeH Concentracion de Tamario de
Tratamiento Mmonoestearato de glicerilo i
(A) Tween 80 (B) particula (um)

B . 12% ] + 8% 24.76907

(a)1 + 14% ( - 6% 26.08623

(ab), + 14% J + T 8% 25.48119

(1)2 - 12% -] 6% 27.47301

A + 14% - 6% 27.82067

(ab) + 14% + 8% 25.81555

(1)1 - 12% - 6% 25.67289
(b)2 . 12% + 8% 24.82781 |

Ab + 14% + 8% 15.91082

1 - 12% - 6% 26.80157
(a)2 + 14% - 6% 25.23331 ﬁ
(b)1 - 12% + 8% 26.52098 j

Tabla 11. Matriz de disefio aleatorizada de Ia formulacion 2.
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3.3.1. Optimizacion de la respuesta para la formulacién 2

ElI ANOVA de la formulacion 2 Se muestra en la figura 7, se tienen las fuentes de variacion,
A: Concentracién del lipido (monoestearato de glicerilo), B: Concentracion del surfactante
(tween 80) y la interaccién de estos. Cuando el valor de P es menor a 0.05 indica que, los
factores son significativos; el valor de P para el caso del factor A (0.0045) es menor al valor
de a 0.05, con un nivel de confianza del 95.0 %, por lo tanto, es relevante para el tamafo
de particula, ademas, de que se acerca el 95.9686 % al modelo, superando al 90 % (minimo
aceptable).

Fuente Suma de Cuadrades |G! [ Cradrade \edio Raon-F | Taior-P
A:[Monosstearato de glicerilo] | 22,7343 1 227343 1321 0045
B:[Tween $0] 6.83113 1 ]683113 437 0.0631
AB 6.01877 11601877 4.02 0.0798
Error total 11.9689 S 149611

Total (corr.) 296887 11

Figura 7. ANOVA de la formulacién 1.

En la figura 8 se muestra el diagrama de Pareto, en el que se indica que la concentracion
del monoestearato de glicerilo en su nivel alto (14 %) es superior a la linea de significancia
estadistica, por lo que este factor es importante para el tamafio de las nanoparticulas,
puesto que al incrementar la concentracién del acido estearico se estaria disminuyendo el
tamario de particula; por su parte la concentracién del Tween 80, ademas de la interaccion
AB, no superan la linea de significancia, es decir, estos factores no tendrian un efecto
relevante en el tamafio de particula. Ademas, este grafico expone visualmente o que se
obtuvo en el ANOVA, con solo un factor significativo.

T Tr— T T

‘( | c—+
-
B:[Tween 80]

ar ] J

0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

A:[Monoestearato de glicerilo]

Figura 8. Diagrama de Pareto para el tamafio de particula de la formulacion 2 de NLS-Caf.

Por otra parte, en la figura 9, se pueden observar los efectos principales, es decir la relacion

que existe entre las concentraciones de los excipientes con el tamario de particula que se
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busca, en este caso, se indica que mientras las concentraciones del monoestearato de
glicerilo y del tween 80 estén en su nivel mas bajo (12 y 6 %) respectivamente, se

obtendrian tamafios de particula menores.

164 _1

160 | -

156 | S J
152 | .

148 | |

Tamafio de particula

144 |- _

140 |- —
120 14.0 6.0 8.0
[Monoestearato de glicerilo] [Tween 80]

Figura 9. Efectos principales para el Tamafio de particula para la formulacion 2 de las NLS-Caf.

En la figura 10 muestra de forma independiente cada factor representado por una linea
recta, como se puede observar, estas lineas se posicionan paralelas entre si, lo cual
significa que no existe un efecto estadisticamente significativo entre ambos factores, sin
embargo, se nota una ligera distancia entre dichas lineas (factores), lo que podria deberse
a que cuando ambos factores se encuentran en el nivel mas bajo, la respuesta disminuiria,
es decir el tamafio de particula decrece. E| resto de las interacciones no son viables, ya que
indican el incremento del tamafio de particula.

180 ]

- _ [Tween 80]=8.0 ]

. OF e 3
3 - o ]
5 160 o =
a - - -
o I P =
£ 150 [Tween 80}=8.0 _—~ {Tween 80}=6.0 -
£ . g ]
= - - ]
140 - e =

= -~ I3

= [Tween 80]=60 — ]

130 |- J

12,0 140

[Monoestearato de glicerilo]
Figura 10. Interacciones para el tamario de particula de la formulacion 2 las NLS-Caf.
En la gréfica de interacciones se puede observar que, para obtener tamafios de particula
menores, los dos factores (Concentracion de tween 80 y de monoestearato de glicerilo)

deben estar en su nivel mas bajo, es decir, al 6 y 12% respectivamente. Ya que, si se
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encuentran en su nivel mas alto ambos factores, los tamarios de particula permaneceran
mayores al igual que si el monoestearato de glicerilo esta en su nivel bajo y el tween 80 en
su nivel alto, podria disminuir el tamafio, pero no al grado que se desea, por lo que lo mas
viable es que ambos factores se encuentren en su nivel mas bajo para conseguir un menor
tamario de particula.

Mediante los estadisticos ANOVA y los graficos obtenidos de Statgraphics Centurion, se
muestra en la fabla 12 la manera en que al agregar las proporciones de concentraciones
del lipido y del surfactante podrian ser adecuadas para obtener tamafios de particulas
menores (en rango de nanoparticulas), en este caso, la concentracion del monoestearato
de glicerilo y el tween 80 deberia permanecer en el nivel bajo (12y 6 %, respectivamente).

Factor Bajo Alto Optimo
[Monoestearato de glicerilo] 12.0 14.0 12.0 ()
[Tween 80] 6.0 8.0 6.0 (-) J

Tabla 12. Optimizacién de formulacion 2

Para corroborar la optimizacién, se coloco la ecuacidén de regresion del disefio a
continuacién, que describe el modelo ajustado a las fuentes de variacion (concentraciones
de lipido y surfactante), para mejorar el tamario de particula al obtener NLS de menor
tamafio.

Tamafio de particula = 20.7844 + 4.77953 X [Monoestearato de glicerilo] + 0.6306655 x
[Tween 80] + 0.708212 x [Monoestearato de glicerilo] x [Tween 80 ]

Al sustituir, se obtiene:

Tamafio de particula = 20.7844 + 477953 x [-1] 4+ 0.6306655 x [—1] + 0.708212 x [—1] x[-1]

Tamafio de particula = 16.0824 um

La optimizacion alcanzaria los 16.0824 MM de tamario de particula, sin embargo, este
tamafio conformaria microparticulas, aun asi, se desarrollara la formulacién optimizada.
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3.4. Pruebas adicionales a la evaluacién de las NLS-Caf

3.4.1. Observacion microscépica

En la tabla 13 se muestran imagenes de la formacién de micelas de las emulsiones,
corroborando de esta manera que se formaron las micelas que conforman la emulsion agua
aceite (W/O). Se puede observar que los tratamientos mostrados son aquellos en los que

la formacién de micelas es oportuna para identificar las fases de la emulsion.

Formulacién 1

Formulacion 2

Tabla 13. Formacion de la emulsion en las formulaciones.
3.4.2. pH

Como segunda prueba adicional a las NLS-Caf esté la determinacion de pH; los resultados

se muestran en la tabla 14, como se puede observar, la formulacién 1 muestra tratamientos
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con tendencia acida, mientras que los de la formulacién 2 se encuentran dentro del rango

del pH de la piel, lo que los hace viables para la incorporacion en una crema cosmética.

Formulacion 1 Formulacién 2
[ & Tratamiento pH Tratamiento pH
1 (a)2 6.11 b 4.95
2 (ab) 6.18 (a)1 2.57
3 b 6.04 (ab)2 2.73
4 (b)2 5.98 (1)2 2.70
5 ab 6.35 a 7.45
6 1 6.26 (ab)q 4.20
7 a 6.66 (1)1 2.69
8 (b)1 6.86 (b)2 2.62
9 (1)2 6.60 ab 2.70
10 (ab)2 6.66 1 2.64
11 (@) 6.64 (a)2 2.73
12 (1)1 6.68 (b)1 2.74
|

Tabla 14. pH de los tratamientos de la formulacion 1 y 2.

Las particulas obtenidas hasta esta etapa del proceso se encuentran dentro del rango
micrométrico. Este resultado puede atribuirse al empleo de un agitador convencional, el
cual no genera la energia mecanica suficiente para promover la formacidon de
nanoparticulas (Sagoe, et al., 2023). Asimismo, la elevada concentracion de lipido utilizada
podria requerir la incorporacién de un cosurfactante para optimizar la estabilidad del
sistema y_favorecer la formacion de nanoparticulas (Gardouh, et al., 2020).

Las nanoparticulas lipidicas suelen formarse con concentraciones de lipidos comprendidas
entre el 0.1 % y el 30 % (p/p) (Ludtke, et al., 2025). Diversos estudios han demostrado que
un contenido lipidico elevado (> 5-10 %) puede incrementar el tamafio de particula y el
indice de polidispersidad debido al aumento de la viscosidad del sistema. Este fenémeno
reduce la eficiencia de la homogeneizacion y favorece la aglomeracién de particulas
(AL-Smadi, et al., 2025). La concentracion de surfactante constituye un parametro critico
en el desarrollo de nanoparticulas lipidicas, por lo que debe optimizarse para cada
formulacién, con el fin de garantizar su estabilidad y eficacia. Se ha reportado que el empleo
de Tween 80 en concentraciones elevadas favorece la obtencién de particulas de menor
tamafio. Ademas, este surfactante puede actuar como agente estabilizante durante la
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formacién de nanoparticulas al reducir la energia superficial del sistema e inhibir el
crecimiento cristalino (Sukmawati, et af,, 2018).

Para ambas formulaciones, el software de optimizacién recomendé emplear los factores en
sus niveles mas bajos, correspondientes a un contenido lipidico del 12 % y una
concentracion de Tween 80 del 6 %. Sin embargo, estas concentraciones de surfactantes
son superiores a las reportadas en estudios similares, donde los emulsionantes suelen
emplearse en intervalos de 0.5 % a 5 % (p/p) (Ludtke et al., 2025). A pesar de ello, diversos
autores han sefialado que concentraciones elevadas de surfactante pueden favorecer la
formacién de particulas de menor tamafio. Este efecto se atribuye a la capacidad del
surfactante para disminuir la tension interfacial entre las fases del sistema, facilitando la
fragmentacion de las particulas y aumentando el 4rea superficial disponible. De manera
consistente, Akanda et al. (2023) observaron que una disminucién en la concentracion de
surfactante provocé un incremento del tamafio de particula durante el almacenamiento.

Con base en estos antecedentes, se decidié emplear concentraciones elevadas de Tween
80 en el disefio experimental. No obstante, el término “nivel bajo” utilizado para describir los
factores corresponde Unicamente a la codificacion establecida en el disefio experimental y
no necesariamente a una concentracién baja en términos absolutos.

Por otra parte, el empleo de concentraciones elevadas de surfactante podria incrementar
el riesgo de inestabilidad fisica del sistema y favorecer la separacién de fases mediante
fenémenos de maduracion de Ostwald (Al-Smadi et al., 2025).

Adicionalmente, se ha reportado que las nanoparticulas lipidicas sélidas presentan una
adecuada estabilidad y dispersién en medios acuosos con un pH cercano a 7,4 (Shahab et
al., 2023). En este contexto, las nanoparticulas lipidicas soélidas obtenidas en la formulacién
1 presentan valores de pH préximos a dicho intervalo, por lo que podrian exhibir una mayor
estabilidad en comparacion con las obtenidas en la formulacién 2.
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Capitulo 3 Caracterizacién fisicoquimica de las Nanoparticulas Lipidicas Solidas
cargadas con cafeina (NLS-Caf)

Una vez obtenidas las formulaciones optimizadas mediante el disefio de experimentos
descritos en el capitulo anterior, se realizé su caracterizacion fisicoquimica con el propésito
de determinar cual de ellas cumplia con los parametros establecidos para el desarrollo de
las Nanoparticulas Lipidicas Sélidas cargadas con Cafeina (NLS-Caf).

En este capitulo, se determind el tamafio de particula, considerado un parametro
fundamental para evaluar la formacién y las caracteristicas de las NLS. Asimismo, se realizé
la prueba corneométrica como evaluacién fisica de Ia piel, mediante la medicidn de su nivel
de hidratacion, con el propésito de determinar el efecto de las NLS-Caf sobre la hidratacién
del estrato cérneo y evaluar su comportamiento tras la aplicacién de las formulaciones.
Adicionalmente, se determinaron la viscosidad y el pH de las formulaciones, debido a su
importancia en las caracteristicas fisicas y en la aplicacion de estas.

Las formulaciones fueron preparadas siguiendo la metodologia establecida durante el
desarrollo experimental. Sin embargo, se evalué el efecto de utilizar diferentes condiciones
de agitaciéon durante su preparacion. Inicialmente, se empled un agitador mecanico
Caframo, caracterizado por presentar una menor potencia de agitacién, y posteriormente
se utilizé un Ultra-Turrax, equipo de alta cizalla. Debido a esta variacion en las condiciones
de preparacion, las determinaciones fisicoquimicas se realizaron por separado para las
formulaciones optimizadas obtenidas bajo cada condicion de agitacion, con el proposito de
comparar sus caracteristicas y determinar la influencia del proceso de preparacion de las
NLS- Caf.

1. Material y equipos

Material Equipo Reactivos

Vasos de precipitado | Balanza analitica Cafeina anhidra (BASF; Lote

de 50 mL Shimadzu AUX120 99590)

Vasos de precipitado | Parrilla de agitacion IKA Acido estedrico (Drogueria

de 25 mL Caframo Cosmopolita)

Varilla de vidrio Ultra Turrax IKA T-25 D Tween 80 (Drogueria

Espatula Analizador de tamafio de | Cosmopolita; Lote 1673)

Mortero y pistilo particula Horiba LA-950V2 | Monoestearato de glicerilo

Agitadores Brookfield digital, modelo | (CEDROSA,; Lote 18410)
DV-li Metanol / Agua destilada

Tabla 15. Material y equipos
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2. Metodologia

2.1. Preparar las formulaciones optimizadas siguiendo la metodologia descrita en la
figura 2, bajo las condiciones establecidas en el disefio de experimentos. Las
concentraciones y los factores de proceso seleccionados se muestran e las tablas
16y 17.

2.2. Utilizar dos equipos de homogeneizacién, Caframo y Ultra-Turrax, emplear
velocidades de agitacién de 4,000 y 10,000 rpm, respectivamente.

2.3. Mantener constante el tiempo de agitacién.

2.4. Evaluar por separado las Nanoparticulas Lipidicas Sélidas cargadas con Cafeina
(NLS-Caf) que fueron elaboradas con cada homogeneizador.

03 T : Variables de |
Excipiente Concentracién Cantidad fabricacién
Cafeina 5% 25¢ 4000 rpm/15 min
Acido estearico 12 % 6g en Caframo
[+)
Tween 80 6 % 3mL 10,000 rpm /15
Etanol c.b.p. 50 mL 10.ml min Ultra Turrax
| Agua B 35 mL N

Tabla 16. Formulacién 1 optimizada

P = X Variables de |
Excipiente Concentracién Cantidad fabricacién
{ o]
I(\:/Iz];e;zztearato de = = 4000 rpm/15 min
o 12% 6¢g en Caframo
glicerilo
0,
Tween 80 6% 3mL 10,000 rpm /15
=ianol c.b.p. 50 mL 10 mL min Ultra Turrax
| Agua O 35mL

Tabla 17. Formulacion 2 optimizada

A partir de las formulaciones optimizadas se realizé su evaluacién fisicoquimica que abarcé
las siguientes determinaciones:

2.1. Tamario de particula
2.1.1. Muestra:
* Preparar una solucién al 2 % de las NLS-Caf recién preparadas. Agregar
1 mL de muestra a un matraz de 50 mL y llevar a volumen con agua destilada,
2.1.2. Procedimiento:

* Realizar la lectura del blanco (agua destilada).
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Agitar vigorosamente la muestra preparada, agregarla a la celda y colocar la
barra de agitacién.

Realizar la lectura en el Particle Size Distribution Analyzer LA-950 V2,
Horiba.

Nota: agregar el blanco o la muestra cuidando que no haya formacion de
burbujas, ni que la celda se encuentre sucia.

2.2. Humedad

2.2.1.

222

Muestra:

Pesar 0.5 g de muestra.

Procedimiento:

Acondicionar el ambiente (18°C, 55 % HR).

Colocar 0.5 g de muestra en el area seccionada de piel, extender en el
espacio determinado y dejar absorber.

Tomar la lectura inicial (tiempo 0), después tomar las lecturas en un rango
de 5 minutos, con el sensor del corneometro. La muestra se toma en 6
puntos diferentes de la seccion a muestrear.

2.3. Viscosidad

2.3.1.

2.3.2.

2.4. pH
241,

2.4.2

Muestra:

Colocar la dispersién en un frasco largo.
Procedimiento:

Seleccionar las condiciones a las que se efectuara la lectura (aguja no. 14,
5 rpm).
Introducir la aguja en la muestra de manera inclinada, cuidado que no se

formen burbujas en el interior de la muestra.

Colocar en el husillo, girando la aguja en sentido contrario de las manecillas
del reloj.

Efectuar la lectura.

Realizar la determinacion por triplicado.

Muestra:

Tomar 1.0 g y disolver en 50 mL de agua desmineralizada.
Procedimiento:
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¢ Calibrar equipo con solucién buffer pPH7.0,4.0y 10.0

* Efectuar la determinacion a 25+ 2°C.

e Lavar el electrodo y recipiente varias veces con agua, dejar que escurra el
agua y secar con papel absorbente.

* Enjuagar el electrodo y el recipiente con la solucién de prueba (muestra).

* Llenar el recipiente con esta solucion y efectuar la determinacion de pH.
Realizar por triplicado.

3. Resultados

El andlisis fisicoquimico de las NLS-Caf fabricadas describié el comportamiento que
tuvieron al ser fabricadas por distintos equipos de agitacion, los siguientes resultados
describen algunas de sus caracteristicas, ademas de la relacion entre la velocidad aplicada
y el tamafio de particula. En la primera seccion se muestran las formulaciones fabricadas
mediante el Caframo; en la subsiguiente, las elaboradas con el Ultra-Turrax.

3.1. Formulaciones optimizadas fabricadas con Caframo
3.1.1. Tamario de particula

En la tabla 18, se muestra el promedio del tamafio de particula para la formulacién 1 y 2
con sus respetivas réplicas. Como se pude apreciar, ambas formulaciones tienen tamario
de particula en el orden de los micrometros, aunque las particulas formadas en la
formulaciéon 2 son de menor tamafio (5.11 um) ninguna alcanza el tamafio de
nanoparticulas. Aun asi, el tamario de las particulas en ambos casos es homogéneo, puesto
que hubo una distribucién de tamario de particula reducida.

Muestra 1Tamano de pzrtlcu!a medio (p;n) Lectura
Formulacion éptima 1 10.84 17.57 17.44 15.28
Formulacion éptima 2 5.30 5.09 4.96 5.1

Tabla 18. Tamario de particula de NLS-Caf (Fabricacion con menor velocidad aplicada).
3.1.2. Prueba corneométrica

En la tabla 19 se colocaron los valores de secado en piel obtenidos, se muestred en cinco
zonas diferentes y se blanqued entre cada muestra colocada (piel sin muestra, fila 1). Los
valores en promedio para cada formulacién fueron los siguientes, para la formulacion 1 se
obtuvo un valor de 20.17, mientras que para la formulacién 2, 22.96; con base en la
especificaciéon, un valor menor a 35 (Brazos, manos, piernas, codos), indica que la
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superficie de piel se encuentra muy seca, es decir, que el producto colocado ha permeado
el estrato corneo por lo que el area no se encuentra humeda y se ha absorbido por
completo, el dictamen cumple para ambos casos, sin embargo, para la formulacién 1 el

valor es menor, lo que indica que en comparacion con la formulacién 2, se absorbié de
mejor manera la formulacion 1.

Formulacién 1 Formulacion 2

Muestra F1 F1(1) F1(2) F2 F2(1) F2(2)
1 38.7 26.8 33.1 31.0 25.4 31.7
2 18.2 15.2 16.0 19.5 17.2 204
3 20.9 12.2 12.6 23.3 18.9 23.3
4 19.9 13.5 23.3 22.5 18.5 19.9
5 20.1 14.6 22.2 241 23.5 24.8
6 17.5 14.4 23.6 27.4 21.8 20.2
Promedio 22.6 16.1 21.8 24.6 20.9 23.4

Promedio 20.17 22.96

Tabla 19. Lecturas promediadas del Corneémetro.

3.1.3. Viscosidad

La viscosidad que presentd cada formulacién se muestra en la tabla 20, la determinacion
se realizé por triplicado, el valor absoluto para la formulacién 1 fue 91.95 cPs y para la
formulacion 2 fue 47.25 cPs: como se observa, la formulacién 2 es mucho menos viscosa
que la formulacion 1, lo cual podria indicar que la formulacién 2 podria fluir mejor en la piel
al ser dispersada, sin embargo la formulacién 1 al ser mas viscosa puede ser menos fluida

y peérmanecer mayormente en el area de piel colocada.

Formulacion 1 Formulacién 2

Muestra F1 F1(1) F2 F2(1)

1 45.0 cPs 35. 0 cPs 20.0 cPs -

2 25.0 cPs 32.6 cPs 17. 5 cPs 156.2 cPs

3 30.0 cPs 30.0 cPs - 12.2 cPs
Promedio 33.33 cPs 32.35 cPs 18.75 cPs 156.0 cPs
Promedio 32.84 cPs 16.88 cPs

Viscosidad absoluta 91.95 cPs 47.25 cPs N

Tabla 20. Lecturas promediadas de la viscosidad.
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3.2. Formulaciones optimizadas fabricadas con Ultra-Turrax

3.2.1. Tamafio de particula

Los tamarios de particula de las formulaciones 1 Yy 2 se muestran en la tabla 21, los valores
se reportan en micrémetros, lo que se obtuvo fue lo si la formulacion 1 muestra tamaros
menores respecto a la formulacién 2, puesto que en la formulacién 1 se obtuvieron
nanoparticulas de entre 120 a 196 nm, un rango oportuno para el disefio de dichos
sistemas. Mientras que, en la segunda formulacion, los tamarfios oscilan entre
487 y 518 nm, aungue se encuentran dentro del rango de las nanoparticulas, son de mayor
tamafio. Ambas formulaciones mostraron mejoria en los tamafios de particula, esto indica
que aplicar alta velocidad durante la fabricacién es una variable critica para la obtencién de
estos sistemas lipidicos.

Tamaiio de particula medio (uM) Lectura Promedio
Muestra - =
1 2 3 final (X)

Formulacién

o 0.10559 0.10568 0.10592 0.13203

optima 1 0.149

FO 1(2) 0.09193 0.09256 0.09246 0.19667

FO 1(3) 0.09088 0.09096 0.08977 0.12084
Formulacién

_ 0.10819 0.10899 0.11070 0.49236

optima 2 0.499

FO 2(2) 0.11236 0.11469 0.11173 0.51838

FO 2(3) 0.09015 0.09850 0.09779 0.48736

Tabla 21. Tamafio de particula de NLS-Caf (Fabricacion con alta velocidad).

En la figura 11 se observa la distribucién del tamafio de particula mediante un histograma
de barras sobre la formulacion 1, una forma tipica de presentar el tamafio de particulas y
distribucion en donde las barras ilustran la frecuencia de aparicion frente al rango de
tamaro, en esta representacion se muestra la frecuencia numérica de datos de tamafio de
particula en escala lineal. La curva suave trazada a través del histograma es una curva de
frecuencia de tamafio valida si se cuentan suficientes particulas. Se observa ademas la
formacién de una sola poblacion de tamafio de particulas que se encuentra entre 0.06 y

0.12 uM, asi como se detalla en la tabla 21.
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Figura 11. Distribucion del tamafio de particula de Ia formulacion 1.

3.2.2. Humectabilidad

Los valores obtenidos de la prueba corneométrica se muestran en la tabla 22, dentro de la
cual se observa que los valores entre ambas formulaciones son semejantes, por una lado
la formulacién 1 promedié un valor de 23.33, mientras que la formulacion 2,de 20.53; ambos
son menores a 35 y la especificacion indica que un valor menor al anterior significa que el
area de aplicacion de la muestra se encuentra muy seca, lo que quiere decir que ambas
lograron permear la piel, por ello el area se encuentra seca. Como se puede ver, ambas se
encuentran dentro de esta especificacion, sin embargo, la formulacion 2 en contraste con

la formulacién 1 es menor, indicando que fue absorbida de mejor manera.

Formulacién 1 Formulacién 2 ]

Muestra F1 F1(1) F1(2) | F1(3) F2 F2(1) F2(2) F2(3)

1 21.0 28.7 22.3 40.2 43.2 37.6 34.8 269 |

2 247 23.1 26.9 9.2 242 17.0 14.4 7.5

3 23.1 18.2 25.7 14.0 26.6 21.7 9.6 14.3

4 255 235 252 20.6 20.7 19.7 12.6 20.0

5 26.9 22.7 23.6 255 25.6 14.5 14.0 23.7

6 23.0 21.8 23.6 20.6 21.5 171 12.8 13.3
Promedio | 24.0 23.0 24.6 21.7 26.8 21.3 16.4 17.6
Promedio 23.33 20.53

Tabla 22. | ecturas promediadas del Cornedmetro.
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La viscosidad reportada de la formulacién 1 y 2 se muestra en la tabla 23 en donde se
colocan los promedios y la viscosidad absoluta, se puede observar que tienen viscosidades
diferentes, por un lado, la de la formulacion 1 es de 30.3 cPs mientras que la de la
formulacién 2 es de 220.9 cPs, lo que significa que la formulacién 1 es menos viscosa.
Como ya se habia mencionado, el tener mayor viscosidad incrementa el tamafio de
particula (Gardouh, et al., 2010), en este caso particular, dicha preposicion es verdadera,
ya que la formulacién 2 tiene una viscosidad mayor (220.94 cPs) y el tamafio de particula
oscild entre 487 a 518 nm, por otro lado, la formulacién 1 al ser menos viscosa (30.3 cPs)

tuvo tamafios de particula de entre 120 a 196 nm como se muestran en la tabla 21.

Formulacién 1 (cPs) Formulacién 2 (cPs)
Muestra F1 F1(1) F1(2) F2 F2(1) F2(2)
1 12.5 12.5 12.5 70.0 77.6 105
2 10.0 10.0 10.0 60.0 72.6 100
3 10.0 10.0 10.0 57.4 70.0 97.6
Promedio 10.83 10.83 10.83 62.46 73.4 100.86
Promedio 10.83 78.90
Viscosidad
absoluta 30.32 cPs 220.94 cPs
Tabla 23. Lecturas promediadas de la viscosidad.
3.24. pH

Los valores de pH de la formulacién 1y 2 se encuentran en la tabla 24, como se observa el
pH de la formulacién 2 es menor respecto al que presenta al de la formulacién 1 (3.83 frente
a 6.24), el cual tiene caracter acido y debido a que va dirigié a la piel, no seria conveniente
para su uso en piel, ademas porque algunos autores mencionan que con un rango de
tamafio de 57 + 15 nm permanecen estables en un medio acuoso a pH 7,4 (Shahab, et al.,
2023) de tal manera que si la formulacion 1 sigue la tendencia anterior podria tener mayor

estabilidad en comparacion con la formulacion 2.

Por otra parte, se determiné el porcentaje del coeficiente de variacion entre las lecturas de
pH, en ambos casos es menor a 1, lo que significa que hubo poca variabilidad entre si y el

error reduce, asegurando la confiabilidad de los datos y de su analisis.
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Muestra PH
Formulacion 1 Formulacién 2

1 6.23 3.83
2 6.22 3.86
3 6.24 3.85
4 6.28 3.81
Promedio 6.24 3.83
% CV 0.42 0.58

Tabla 24. Lecturas promediadas de pH.

Los tamarios de particula que se obtuvieron en las formulaciones optimizadas mejoraron
respecto a los obtenidos con los primeros ensayos durante el desarrollo del disefio de
experimentos, sin embargo, las particulas que se fabricaron empleando el Caframo no
consiguieron un tamafio adecuado de nanoparticulas (15.28 y 5.11 um) para la formulacion
1y 2 respectivamente, lo cual las convierte en un sistema inestable ademas en el que la
incorporacién de la cafeina asi como su liberacién se verian afectados, sin embargo,
cuando en la fabricacion se empled el agitador de alta cizalla (Ultra-Turrax), se consiguieron
los tamarios de particula deseados (120 a 196 nm para la formulacién 1 y entre 487 a
518 nm para la formulacién 2), esperando con ello la buena incorporacion de la cafeina, su
correcta liberacién, ademas de estabilizar los sistemas durante el periodo de
almacenamiento. Ambas formulaciones obtuvieron tamarios de particula adecuados, sin
embargo, las NLS-Caf de formulacion 1 son todavia de menor tamano. Azhar &
Hamishehkar consideran que el tamario y la distribucion de tamario de las particulas son
dos criterios importantes de las nanoparticulas, ya que estos factores afectan la velocidad
de liberacién del farmaco, la biodistribucién, la mucoadhesion, la captacion celular de agua
y el intercambio de tampones en el interior de las nanoparticulas, asi como la difusion de
proteinas. El tamafio y la distribucion de tamafio de las particulas son otros indices
importantes para evaluar una forma farmacéutica coloidal durante su almacenamiento. La
estabilidad del tamario es un aspecto crucial para las nanoparticulas, mas que para otros

sistemas de administracién de farmacos, debido a su gran superficie especifica.

La formacién de nanoparticulas lipidicas sélidas requiere de una etapa de emulsificacién
eficiente. La agitacion convencional de bajo cizallamiento produce emulsiones gruesas con
gotas de mayor tamario, mientras que la homogeneizacién de alto cizallamiento mediante

equipos como Ultra-Turrax genera emulsiones finas que favorecen la obtenciéon de
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nanoparticulas lipidicas sélidas con menor tamafio de particula y distribucion mayormente
homogénea. Por ello, el empleo de Ultra-turrax constituye una practica ampliamente
reportada en los protocolos de preparacion de nanoparticulas Iibidicas sélidas (Subroto, et
al., 2023; Mukherjee, et al., 2009 & Gordillo, et al., 2018).

Por otra parte, en cuanto a Ia humectabilidad que presentan las NLS directamente en Ia
piel, para el caso de las NLS-Caf fabricadas con Caframo con la formulacién 1 se obtuvo
un valor de 20.17 UA. mientras que para la formulacién 2, 22.96 UA; al cambiar el agitador
por el Ultra-Turrax, los valores fueron 23.33 UA para la formulacién 1 y para la formulacion
2, de 20.53 UA, como se puede observar no hubo una diferencia significativa para este
parametro, en todos los casos el grado de humectacion es menor a 30 UA por lo que la piel
§€ encuentra muy seca, lo que quiere decir que aunque se hayan formado las NLS de
cafeina, aplicarlas de forma directa complica atravesar la barrera lipidica de la piel. Las
propiedades eléctricas de Ia piel dependen del contenido de agua del estrato cérneo de Ia
epidermis. La hidratacion epidérmica se evalué mediante la medicién de la capacitancia
eléctrica, el principio del método se basa en la diferencia entre Ia constante dieléctrica del
agua (¢1) y la de otras sustancias, mediante la medicion de Ia capacitancia de un medio
dieléctrico. Cualquier cambio en Ia constante dieléctrica, como consecuencia de la variacion
en la hidratacion de Ia superficie cutanea, produce una alteracién en la capacitancia
calculada del condensador (Constantin, et al., 2014).

Respecto a la viscosidad de las NLS-Caf fabricadas con Caframo fue de 91.95 cPs para la
formulacién 1y para la formulacién 2 de 47.25 cPs, pero al ser elaboradas con Ultra-Turrax
para la formulacién 1 fue de 30.32 cPs y para la formulacién 2 de 220.94 cPs, un cambio
drastico que dependio directamente de la velocidad de agitacién. Lo que quiere decir que
para las NLS-Caf finales, el hecho de tener una menor viscosidad la formulacion 1 el tamafio
de particula es menor debido a que como Gardouhy colaboradores, sefialan que una mayor
viscosidad del lipido fundido requiere mas energia para la formacion de Ia nanoparticula y
puede resultar en un tamario de particula mayor, mientras que lipidos menos viscosos o
con puntos de fusion bajos facilitan la homogeneizacion y la obtencion de particulas mas
pequefias, el tamafio medio de particula depende de la concentracidn de lipidos en el
solvente organico miscible en agua, un alto contenido de lipidos aumentara Ia viscosidad
de la fase dispersa lo que dificulta la homogeneizacion por lo que no se pueden obtener
particulas muy pequefias al tener una gran cantidad de lipidos en la formulacion.
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Finalmente, respecto al pH, la formulacién 1 obtuvo un pH neutro y ligeramente basico, lo
cual hace que las NLS se encuentren estables en el sistema formado. Por lo tanto,
comparando la manera en que fueron fabricadas las NLS-Caf mediante Caframo o con Ultra
Turrax pudo comprobarse que se obtuvieron mejores NLS empleando el agitador de alta
cizalla, ademas entre la formulacion 1 y 2, las NLS de la formulacidn 1 resultaron tener un
menor tamafo de particula, asi como una correcta distribucion, son menos viscosas y
tienen un pH que les permite ser un sistema estable.
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Capitulo 4 Cuantificacién electroquimica de cafeina libre Yy encapsulada en
Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS-Caf) mediante Voltamperometria Diferencial
de Pulso

En este capitulo se presenta la cuantificacion de cafeina libre Y encapsulada en
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS-Caf) mediante Voltamperometria Diferencial de
Pulso (VDP). Para comprobar que el método fuera adecuado para la determinacion de
cafeina, se llevé a cabo la validacion del método considerando los parametros de linealidad
del sistema, precision del sistema, exactitud, repetibilidad del metodo, linealidad del método
y especificidad.

En cuanto al desarrolio analitico, se prepararon soluciones estandar de cafeina a
concentraciones conocidas, las cuales permitieron establecer la relacién entre la
concentracion del analito y la respuesta electroquimica obtenida, asi como para construir la
curva de calibracion empleada para la cuantificacidn y tratamiento de las muestras, aspecto
fundamental para garantizar la adecuada determinacién de las porciones de cafeina libre y
encapsulada.

La caracterizacion electroquimica permitio obtener los voltamperogramas correspondientes
a las diferentes especies analizadas. En particular, la solucién estandar de cafeina presentd
un pico de oxidacién a un potencial de aproximadamente 1.37 V, el cual se utilizé como
sefial caracteristica para su identificacion y cuantificacién en las muestras de NLS-Caf.

Con el método desarrollado se determinaron las porciones de cafeina presentes en las
nanoparticulas. Los resultados mostraron un intervalo de confianza de 70.37 ~ 83.86 %
para la cafeina encapsulada y de 12.69 — 22.18 % para la cafeina libre. Estos intervalos
estan asociados con la probabilidad de que el valor real se encuentre en estos limites. En
conjunto, los resultados obtenidos permiten conocer la cantidad de la cafeina gue se
encuentra encapsulada y la que permanece libre, demostrando que la Voltamperometria
Diferencial de Pulso puede ser utilizada para la cuantificacion de cafeina en este tipo de
sistemas.
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1. Material y equipos

—

Material

Equipo

Reactivos

Matraces aforados de 10,
50y 100 mL

Micropipeta 200, 1000 y
20-100 uL

Pipetas volumétricas de
TmL

Pipetas graduadas de 1mL
Celda electroquimica
Embudo Bichner

Matraz Kitasato 500 mL

Balanza analitica Explorer
OHAUS E11140
Potenciémetro HANNA
Edge blu HI 2202
Potenciostato/Galvanostato
Autolab PGSTAT302N
Auxiliar de pipetas

Cafeina Sigma- Aldrich
Acido clorhidrico MEYER
Cloruro de sodio MEYER
Acetato de sodio J.T.
Baker

Acido acético glaciar
MEYER

Acido estearico Drogueria
Cosmopolita

Tween 80 Drogueria

Probetas de 100 mL

Cosmopolita

Tabla 25. Material y equipos
2. Metodologia
2.1. Preparacion del estandar de cafeina

Se prepard una solucién estandar de cafeina anhidra (Caf std) de concentracion
1.95 mg/mL para obtener las diferentes concentraciones de estudio (0.0975 mg/mL y
0.195 mg/mL), dicha solucién fue disuelta en 10 mL de HCI 0.1M; a partir del stock se
prepararon distintas diluciones con NaCl 0.1 M y SA de acetatos pH 4.55. Finalmente se
analizo por voltamperometria de pulso diferencial (DPV) en un potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT302N, con una celda electroquimica de tres electrodos, 1 ) Electrodo de
referencia Ag/AgClI, 2) Contraelectrodo de Pt y 3) Electrodo de trabajo de NPsAu/Grafito.
Los pardmetros empleados en las mediciones electroquimicas fueron, 2 s como tiempo de
equilibrio en el pretratamiento, para la medicion el tiempo de modulacion fue de 0.075 s con
intervalos de tiempo de 0.32 s, mientras que, la ventana de potencial iniciaba en 0 V y
terminaba en 1.5 V, con una amplitud de modulacién de 0.06 V.

La Soluciéon Amortiguadora (SA) de acetatos pH 4.5, se prepard con acetato de sodio 0.1M
y acido acético glaciar 0.1M, el pH ajustado fue de 4.55.

2.2. Tratamiento de la muestra

Las Nanoparticulas Lipidicas Sélidas de Cafeina (NLS-Caf) fueron preparadas mediante
homogeneizacién en caliente, sometidas a agitacion de alta cizalla. La composicién de
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estas fue Tween 80 como surfactante (6%), acido estearico como lipido (12%), cafeina
como principio activo (5%) y agua/EtOH como disolventes (c.p.b.). Los lotes que se
prepararon fueron de 50 mL. A las muestras de las NLS-Caf se les tomo el peso inicial total,
posteriormente se filtraron al vacio con lo que se obtuvo un sobrenadante (muestra de
cafeina encapsulada) y un filtrado (muestra de cafeina libre) y finalmente se analizaron de
forma independiente estas fases.

También se preparé una muestra placebo (NLS-Blanco), se elaboré de Ia misma forma que
las NLS-Caf, aunque sin agregar cafeina y se analizo siguiendo la metodologia antes
descrita.

Para el analisis de las muestras de NLS-Caf con cafeina encapsulada se pesé la cantidad
equivalente al peso del estandar de cafeina para alcanzar las mismas concentraciones
(0.0975 mg/mL), posteriormente se disolvié en agua desmineralizada y se prepard una
dilucion 5:10 cuyo medio fue NaCl 0.1My SA de acetatos PH 4.55, finalmente se analizé Ia
muestra en el potenciostato/galvanostato  Autolab PGSTAT302N bajo las mismas
condiciones con las que se analizé el estandar de cafeina.

Por otra parte, en cuanto al analisis de las muestras de NLS-Caf con cafeina libre se tomé
1 mL para préparar una solucién stock en 10 mL de agua desmineralizada,
consecutivamente se diluyé 1:10, la solucién final estuvo constituida de NaCl 0.1M y SA de
acetatos pH 4.55, luego la muestra fue analizada en el potenciostato/galvanostato Autolab
PGSTAT302N con las condiciones antes descritas, para estas muestras se empleé el stock
de cafeina de concentracion 0.195 mg/mL.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacion del estandar de cafeina

La caracterizacion electroquimica de la cafeina se hizo por VDP, el voltamperograma de
cafeina (Figura 12) muestra un pico de oxidacién al potencial de 1.37 V. Este pico

caracteristico sera empleado para las siguientes determinaciones cuantitativas.

4.00E-05
3.00E-05
32.005-05

1.00E-05

0.00E+00

0 0.5 1 1.5
Potencial / mV vs Ag/AgCl

Cafeina estandar

Blanco

Figura 12. Voltamperograma de cafeina estandar 0.195mg/mL en SA-Acetatos pH 4.55 con
electrolito soporte NaCl 0.1M

El proceso de oxidacién de la cafeina se muestra en la Figura 13, involucra cuatro
electrones (4¢") y cuatro protones (4H*), el primer paso es una oxidacion 2e-, 2H* del enlace
C-8 a N-9 para dar el acido Urico sustituido, seguida de una oxidacién inmediata 2e, 2H*
al analogo 4,5-diol del acido Urico, que es rapidamente fragmentado.

=]

Figura 13. Mecanismo de oxidacion general de cafeina (Tasic, et al., 2022).
3.2. Curva calibracion del estandar de cafeina

Para cuantificar la cafeina se prepararon 3 curvas de calibracion en el intervalo de
concentraciones de 0.117 a 0.273 mg/mL (Tabla 25), las mediciones electroquimicas fueron
usadas para construir el grafico de corriente (i) vs concentracién (Figura 14), a través de la

regresion lineal se encontrd que el sistema es lineal ya que el valor de r? fue mayor a 0.98.
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g. y=21.919x + 14.814
= 20 R?=0.9943
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Concentracién (mg/mL)

Figura 14. Curva de calibracion de cafeina
La tabla 25 muestra los datos asociados con las curvas de calibracién, asi como los valores
del coeficiente de determinacion (r?), la sensibilidad (m) y la ordenada al origen (b). Al haber
obtenido un r?2 de 0.9943, se establece que las variables estan directamente relacionadas
Yy, por tanto, el sistema es lineal. A partir de la regresion lineal, se determina la sensibilidad
del método como 21.919 pA en mg/mL

Corriente (i) (uA) =
No. Estandar concentracion
Repeticiones
Solucién (mg/mL) X
1 2 3
1 0.117 28.28 | 28.45 | 2819 | 283
2 0.156 31.81 | 32.04 | 32.04 | 319
3 0.195 36.22 | 36.40 | 3622 | 363
4 0.234 4166 | 4197 | 4197 | 418
5 0.273 45.14 | 4532 | 4530 | 452
r? 0.9947 | 0.994 | 0.994 | 0.9943
m 21.783 | 21.841 | 22.076 | 21.919
{ b 14.84 | 14.994 | 14.668 14.814J

Tabla 25. Datos de Ia regresion lineal de! sistema

3.3. Repetibilidad

La precision del sistema fue evaluada mediante 6 soluciones de cafeina a una misma
concentracion (1mM) y se determiné el coeficiente de variacion total (% CV). Los datos de

repetibilidad muestran las lecturas de corriente para las 6 réplicas, ver la Tabla 26.
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Repeticion

Concentracion Corriente (i) (uA)
de estandar Dia 1 Dia 2 X

36.73 J’ 36.51

35.76 J 35.91

0.195 mg/mL 37.47 ] 35.92

35.83 J 35.66

35.80

37.07 35.60

Promedio (i) 36.75 35.90
Desvest 0.81 0.32

%CV } 2.19 ( 0.90

Tabla 26. Datos de la precision del sistema

A partir del tratamiento de los datos se encontro que en la evaluacién intra e inter-dig del
sistema es preciso, ya que como puede observarse en Ia Tabla 26, los %CV son inferiores
al 3 %, por lo tanto, son valores aceptables.

3.4. Caracterizacién de Ia muestra (Nanoparticulas Lipidicas Sélidas de Cafeina)

El voltamperograma que resultd del analisis de Ia muestra se observa en |a Figura 15, se
aprecia un pico de oxidacién que, si bien no esta completamente definido, es suficiente para
considerar que se trata de| pico de oxidacién de la cafeina, aunque la corriente ala que se
encuentra no es Ia misma, cabe destacar que la corriente estad en funciéon de Ia
concentracion de cada muestra. En el voltamperograma se aprecia que el pico de oxidacién
de la cafeina que se éncuentra en la muestra de NLS-Caf es en 1.31 V y alcanza una
corriente maxima de 16.2 MA mientras que para el estandar de cafeina es en
aproximadamente 1.33 V, con una corriente maximade 19.8 YA la diferencia en el potencial
podria atribuirse a que la cafeina se encuentra en un sistema de encapsulamiento que
podria modificar ligeramente I3 sefial a diferencia de cuando se analiza sola.
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Potencial/V
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Figura 15. Voltamperograma de muestra de NLS-Caf comparado con el estandar de cafeina
0.0975 mg/mL y el blanco.

En la Figura 186, se presenta tanto la caracterizacion del placebo como el comportamiento
que tienen los compuestos de la formulaciéon cuando estan separados de la cafeina, tanto
el Tween 80 (T80) como del acido estearico (AE) no tienen algun pico de oxidacion
caracteristico. Otra forma de analizar y comparar los resultados es mediante una
formulacion placebo, al analizarlo se observa que no se genera ninguna sefial en el
voltamperograma que pueda causar interferencia en la lectura, (Figura 16, a), por lo
contrario, actia como una especie de blanco.

4.00E-05

3.00E-05
<
3 2.00E-05

1.00E-05

0.00E+00

0 0.5 1 1.5
Potencial/V
Caf std Blanco Placebo

(a)
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1.00E-05 1.00E-05 //
0.00E+00 0.00E+00 e
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Potencial/V Potencial/V
Caf std Blanco ———Placebo Caf std
(b) (c)

Figura 16. Voltamperogramas de estandar de cafeina 0.195mg/mL en comparacion con los
voltamperogramas de los compuestos de la formulacion y el blanco (Caf std: cafeina estandar).

En la Figura 16 b y c, se pueden comparar los voltamperogramas de cuando se corre el
blanco (b) y cuando se emplea el placebo (c), |a sefial del pico de oxidacién de cafeina es
la misma, por lo que la mezcla que conforma el placebo (los excipientes) no presenta

interferencia con la sefial del activo, demostrando la especificidad del método para cafeina.
3.5. Curva de calibracion del estandar de cafeina en placebo

Con el placebo (NLS-Blanco), se preparé una curva de calibracion a partir de una solucién
stock de cafeina (0.195 pug/mL) a cinco concentraciones diferentes, como se puede
observar en la Figura 17, se muestran los voltamperogramas correspondientes a cada
concentracion, los cuales van en incremento ya que, a mayor concentracion, mayor
corriente.
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Figura 17. Voltamperogramas de la curva de calibracion del estandar de cafeina (0.195 pug/mL) en
placebo (NLS-Blanco).

Se prepararon tres curvas de calibracion adicionales en el intervalo de concentraciones de
11.7 a 27.3 pg/mL de una solucién estandar de cafeina de 0.195 pg/mL, el medio en que
fueron preparadas y analizadas fue una solucién de placebo (NLS-Blanco) (ver Tabla 27),
con las cuales se determind la linealidad del método Yy se construy6 el grafico de corriente
(i) contra concentracién (Mg/mL) que se muestra en Ia Figura 18 con las mediciones
electroquimicas obtenidas; con la regresion lineal se determiné que el método muestra
linealidad puesto que r? fue mayor a 0.98, como se muestra en la Tabla 27 (0.9982 > 0.98).

16

14

12 y = 0.6476x - 2.8444

2
10 R*=0.9982

0 5 10 15 20 25 30
Concentracion (ug/mL)

Figura 18. Curva de calibracion del estandar de cafeina 0.195 mg/mL en formulacién placebo
(NLS: acido estearico + Tween 80)
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Concentracion de
. Placebo ; : Corriente (i)
# Solucién o estandar de cafeina
(composicion) (HA)
(ng/mL)
1 11.7 12.65
Tween 80
2 ] 15.6 17.82
Acido estearico
3 19.5 21.66
Agua
4 23.4 24.65
Etanol
5 27.3 26.63
r2 0.9982
m 0.6476
b 2.8444

Tabla 27. Datos de la regresion lineal del método
3.6. Determinacion de cafeina en muestras de NLS-Caf: cafeina encapsulada

Para la determinacién de cafeina en las muestras, se emplearon dos concentraciones
finales del estandar, 0.0975 mg/mL y de 0.195 mg/mL, la primera se usé en las muestras
de cafeina encapsulada y la segunda para muestras de cafeina libre.

En la tabla 28 se presentan los resultados del analisis de contenido de 7 formulaciones
preparadas de forma independiente como se mencioné en la metodologia. Para este caso,

se empleod una solucion estandar de cafeina con la primera concentracion mostrada.

Peso Cantidad Masa Masa
Corriente Jif %
Muestra total pesada adicionada | recuperada
(i) (BA) Recobro
(mg) (mg) (mg) (mg)
59.2 16.1 1903.60 76.14
59.1 18.6 2202.91 88.11
1 7609.8 2500
59.1 19.3 2285.81 91.43
18 2130.77 85.23
60.5 15 1778.74 71.14
60.6 15.9 1882.35 75.29
2 7799.7 2500
60.6 14.3 1692.93 67.71
15.1 1780.85 71.23
66.2 16.9 2121.73 84.86
3 8524.3 2500
66.2 18.7 2347.72 93.90
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66.2 19.3 2423.05 96.92
18.3 2297.50 91.90
60.1 13.2 1655.86 66.23
60.0 13.4 1683.75 67.35
4 7732.5 2500
60.0 13.7 1720.48 68.81
13.4 1682.91 67.31
59.8 16 2011.66 80.46
59.8 15.7 1973.95 78.95
5 7711.4 2500
59.9 15 1874.97 74.99
15.5 1947.82 77.91
60.4 15.6 1690.28 67.61
60.4 17.7 1917.82 76.71
6 7886.9 2500
60.5 17.9 1936.29 77.45
17.1 1851.89 74.07
57.5 12.9 1595.86 63.83
57.5 15.1 1868.03 74.72
7 7405.2 2500
57.5 15.8 1954.63 78.18
14.6 1806.17 72.24

Tabla 28. Cuantificacion de cafeina encapsulada en las muestras de NLS-Caf

En la tabla 28 se localizan las 7 muestras que se emplearon para determinar el porcentaje
de cafeina encapsulada, asi como el peso total de la muestra, la cantidad de muestra que
se tomé y en respuesta, la corriente en pA que cada muestra arrojo, también la cantidad de
cafeina agregada inicialmente y la cantidad que se recuperd segun el analisis de cada una
de las muestras. A partir de los célculos correspondientes se obtuvo un rango de porcentaje
de recobro del 67.31 al 91.90%, este rango se puede atribuir a que es la proporcion de
cafeina que se encuentra encapsulada en los sistemas portadores (NLS-Caf), mientras que
el resto se encontraria de forma libre.

3.7. Determinacion de cafeina en muestras de NLS-Caf: cafeina libre

En la tabla 29 se encuentran los resultados del analisis de las muestras de NLS-caf en las
que la cafeina se encontraba de manera libre, para este caso se empled una solucion
estandar de cafeina de concentracién 0.195 mg/mL.

53



Masa Masa
Volumen il Corriente (i)
Muestra adicionada | recuperada % Recobro
total (mL) (pA)
(mg) (mg)
346.65 37.8 13.86
349.40 38.1 13.97
1 19 2500
350.32 38.2 14.01
348.49 38 13.94
422.40 42.69 16.89
419.44 42.39 16.77
2 20.5 2500
420.43 42.49 16.81
420.52 42.5 16.82
295.38 34 11.81
295.38 34 11.81
3 18 2500
296.26 34.1 11.85
295.38 34 11.82
342.38 37.2 13.69
369.40 38.3 14.77
4 18.4 2500
363.62 37.7 14.54
358.80 37.2 14.35
437.57 47.7 17.50
466.00 50.8 18.64
5 17.5 2500
363.26 39.6 14.53
422.89 46.1 16.91
437.03 43.88 17.48
436.13 43.79 17.44
6 19 2500
468.70 47.06 18.74
447.28 44,91 17.89
826.32 47.49 33.05
737.76 42.4 29.51
7 29 2500
708.18 40.7 28.31
760.38 43.7 30.41

Tabla 29. Cuantificacion de cafeina libre en las muestras de NLS-Caf
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En la tabla anterior, se encuentran las 7 muestras en las que se determino la cafeina libre,
el volumen total de la muestra, asi como la cantidad total de cafeina que fue agregada y lo
que se recuper? al final: La cuantificacion de cafeina para estas muestras arrojé un rango
de porcentaje de recobro entre el 11.82 y el 30.41%, lo que significa que esa porcién de

cafeina se encuentra de manera libre en las muestras.

Una vez que se analizaron de manera independiente las muestras que contenian cafeina
encapsulada y cafeina libre, se calcul6 el porcentaje total de cafeina, como se resume en
la tabla 30.

Muestra | Réplica 2N

Encapsulado Libre Total

1 76.14 13.86 90.00

2 88.11 13.97 102.08

1 3 91.43 14.01 105.44
X 85.23 13.94 99.17

1 71.14 16.89 88.03

2 75.29 16.77 92.06

2 3 67.71 16.81 84.52
X 71.23 16.82 88.05

1 84.86 11.81 96.67

2 93.90 11.81 105.71

3 3 96.92 11.85 108.77
X 91.90 11.82 103.72

1 66.23 13.69 79.92

2 67.35 14.77 82.12

4 3 68.81 14.54 83.35
b { 67.31 14.35 81.66

1 80.46 17.50 97.96

2 78.95 18.64 97.59

° 3 74.99 14.53 89.52
X 77.91 16.91 94.82

1 67.61 17.48 85.09

¢ 2 76.71 17.44 94.15
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3 77.45 18.74 96.19
X 74.07 17.89 91.96
1 63.83 33.05 96.88
7 2 74.72 29.51 104.23
3 78.18 28.31 106.49
L X 72,24 30.41 102.65 |

Tabla 30. Porcentaje total del recobro de cafeina en las muestras analizadas

Los porcentajes de recobro de las muestras, se encuentran en un rango entre 81.66 y
103.72% como puede apreciarse en la tabla anterior, sin embargo al calcular el intervalo de
confianza con una significancia del 95%, este resulté estar entre el 88.31 y el 100.82%, por
lo que en este rango estaria el total de cafeina y lo que resta si bien podria ser cantidad
perdida que quedé en residuos del proceso de elaboracion de las NLS-Caf que incluyen
desde el pesaje de las materias primas, la manipulacién de los compuestos una vez
pesados, el empleo de materiales y demas equipos que tuvieron contacto directo en el
proceso, asi como también durante el tratamiento de Ia muestra. Este rango considera una
cantidad razonable que pudo perderse, de tal manera que no existe una pérdida importante,
sin embargo, se tendria que tener mayor cuidado en la preparacion y en el andlisis para
que el método sea repetible y reproducible.
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Capitulo 5 Evaluaciéon fisicoquimica de una formulacion semisélida con
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas cargadas con cafeina (NLS-Caf)

Una vez obtenidas las Nanoparticulas Lipidicas Sélidas cargadas con Cafeina (NLS-Caf),
estas fueron incorporadas en una crema de aplicacion dérmica. Con el propésito de evaluar
las caracteristicas y calidad de la formulacion obtenida, en este capitulo se describen las
determinaciones fisicoquimicas, como el aspecto, tamafio de particula, viscosidad,
extensibilidad, pH, homogeneidad, contenido de humedad y estabilidad frente a cambios
de temperatura.

Los resultados obtenidos en estas evaluaciones permitieron determinar si la formulacion
presentaba las caracteristicas necesarias para continuar con su aplicacién. Una vez que la
crema cumplié con los pardmetros establecidos, se procedid a evaluar su desempefio
mediante su aplicacién en un voluntario experimental, siguiendo un régimen de tratamiento
previamente establecido y registrando los cambios observados durante el periodo de
aplicacion.

Al finalizar el tratamiento, se observé una mejora en el aspecto de la piel y una disminucion
en el tamarfio de las estrias. Estos resultados permitieron valorar de manera preliminar el
comportamiento de la formulacion semisdlida elaborada con NLS-Caf y su posible
aplicacion en el tratamiento en este tipo de afecciones de la piel.

1. Material y equipos

Material Equipo Reactivos

Vasos de Balanza analitica Shimadzu AUX120 | Soluciones Buffer (pH
7.0,4.0y 10.0)

Agua desmineralizada

precipitado de 50y | Analizador de tamafio de particula
25 mL Horiba LA-950V2

Matraces aforados
de 50 mL

Placas de cristal 20

Viscosimetro Brookfield digital DV-Il | Acido estearico
Potencidometro Conductronic pH 120 | Alcohol cetilico

Centrifuga Solbat Aceite de caléndula

x 20 cm

Marco de pesas
Tubos Falcon 50 mL
Termémetro

Tubos de ensayo

Cornedémetro CM-825
Mufla 30-X-PP1
Estufa INFIS
Refrigerador

Aceite de mandarina
Extracto de manzanilla
Vaselina liquida
Aceite mineral

Glicerina

Tabla 31. Material y equipos
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2. Metodologia

2.1. Evaluar la crema base (ver tabla 32) en la que adicionaron las NLS-Caf.

2.2. |dentificar su absorcion.

Compuesto Porcentaje Cantidad
Acido estearico 8% 15g
Alcohol cetilico 10% 25¢g
Aceite de caléndula 5% 1.25¢g
Aceite de mandarina 5% 1.25¢g
Extracto de manzanilla 5% 125¢g
Vaselina liquida 5% 125¢
Aceite mineral 5% 1.25¢g
Glicerina 5% 1.25¢g
Agua desmineralizada c.b.p c.b.p. 50 mL

Tabla 32. Formulacién de la crema base

Se considera producto terminado, a la crema base fusionada con las NLS-Caf y los

parametros considerados para su caracterizacién fisicoquimica se muestran a continuacion.

2.3. Aspecto

* Realizar la observacién fisica de las cremas de NLS-Caf para describir su aspecto

fisico (color, olor y textura).

2.4. Tamario de particula

2.41.

2.4.2.

Muestra:
Preparar una solucién al 2 % de las NLS-Caf recién preparadas. Agregar
1 mL de muestra a un matraz de 50 mL y llevar a volumen con agua destilada.

Procedimiento:

Realizar la lectura del blanco (agua destilada).

Agitar vigorosamente la muestra preparada, agregarla a la celda y colocar la
barra de agitacién.

Realizar la Iec’gura en el Particle Size Distribution Analyzer LA-950 V2,
Horiba.

Nota: agregar el blanco o la muestra cuidando que no haya formacion de

burbujas, ni que la celda se encuentre sucia.
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2.5. Viscosidad

2.5.1.

252

Muestra:

Colocar la dispersién en un frasco largo.

Procedimiento:

Seleccionar las condiciones a las que se efectuara la lectura (aguja no. 14,
a 5 rpm)

Introducir la aguja en la muestra de manera inclinada, cuidado que no se
formen burbujas en el interior de la muestra.

Colocar en el husillo, girar la aguja en sentido contrario de las manecillas del
reloj.

Efectuar la lectura.

Realizar la determinacion por triplicado.

2.6. Extensibilidad

2.6.1.

2.6.2.

2.7. pH
2.7.1.

2.7.2.

Muestra:
Pesar 1.0 g de muestra,
Procedimiento:

Colocar la placa inferior sobre la hoja milimétrica (con dos diagonales
trazadas).

Agregar la muestra en el centro donde las lineas se interceptan.

Colocar la placa superior, transcurrido 1 minuto, medir el didmetro formado.
Colocar la pesa de 20 g sobre la placa, esperar 1 minuto y registrar.

Repetir el proceso con las pesas de 50, 100y 200 g.

Realizar la determinacion por triplicado.

Muestra:
Tomar 4.0 g (2 %) y disolver en 20 mL de agua desmineralizada.
Procedimiento:

Calibrar el equipo, con soluciones buffer pH 7.0,4.0y 10.0.

Efectuar la determinacion a 25+ 2°C.
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* Lavar el electrodo y recipiente varias veces con agua, dejar que escurra el
agua y secar con papel absorbente.
* Enjuagar el electrodo y el recipiente con la solucién de prueba (muestra).
* Llenar el recipiente con esta solucion y efectuar la determinacién de pH.
* Realizar por triplicado.
2.8. Homogeneidad

2.8.1. Muestra:
* Pesar 10 g de muestra Yy agregar a tubos Falcon.

2.8.2. Procedimiento:

¢ Colocar los tubos Falcon con la muestra en Ia centrifuga.

* Configurar la centrifuga para su operacion de 3,000 rpm durante 30 minutos.

2.9. Humedad
2.9.1. Muestra:
e Pesar 0.5 g de muestra.
2.9.2. Procedimiento:
* Acondicionar el ambiente (18°C, a 55% HR).

* Colocar 0.5 g de muestra en el 4rea seccionada de piel (antebrazo), extender

en el espacio determinado, dejar absorber.

* Registrar la lectura inicial (tempo 0), después tomar las muestras en un
intervalo de 5 minutos. La lectura se toma en 6 puntos diferentes de la
seccién a muestrear.

2.10.Estabilidad frente a los cambios bruscos de temperatura
2.10.1. Muestra:
* Pesar 10 g de muestra de cada formulacién.
* Adicionar la muestra en tubos de eénsayo, compactar la crema y cubrir los
tubos con aluminio.
2.10.2. Procedimiento:

*» Colocar los tubos en el refrigerador durante 24 h (5a8°C)
* Colocar los tubos en la estufa durante 24 h (28 a 37°C)

* Alternar los ciclos y registrar las observaciones.
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2.11. Aplicacién topica de la crema en sujeto experimental
2.11.1. Procedimiento:

» Definir la zona del cuerpo con presencia visible de estrias.
* Limpiar la zona, secarla y aplicar una capa fina de la crema
e Aplicar diariamente en la misma zona durante 2 meses.

e Tomar una fotografia como evidencia semanal.
3. Resultados

Las NLS-Caf se agregaron a la formulacion base sin que hubiera alguna incompatibilidad
entre los excipientes, para corroborar la homogeneidad y funcionalidad de la mezcla se

recurrié a distintas determinaciones, lo que se obtuvo fue lo siguiente.
3.1.1. Aspecto de formulaciones 6ptimas adicionadas en crema base

El aspecto fisico de las formulaciones dptimas de las NLS-Caf al ser agregadas en la crema
base se describe en la tabla 33, como puede notarse, ambas son agradables en cuanto
aroma, el color tiene una ligera diferencia, ambas son suaves pero la de la formulacion 1 es
mas ligera que la de la 2.

Aspecto agradable en cuanto al color, el tono es amarillo claro, es
Formulacién | brillosa, la textura es ligera y suave, no es granulosa ni pegajosa; el olor

1 es agradable, ligeramente a notas de mandarina, con ausencia de
particulas extrarias.

El tono que presenta tiende a un amarillo ligeramente obscuro,
Formulacién | ligeramente opaca; se percibe un poco espesa pero suave y el aroma es

2 agradable con notas de mandarina, no es granulosa ni pegajosa, con

ausencia de particulas extrarias.

Tabla 33. Aspecto de las cremas a base de las formulaciones 1y 2 de NLS-Caf

Esoje y sus colaboradores sugirieron que esta prueba se realizara aleatoriamente, a
diferentes temperaturas y tiempos de almacenamiento para observar cualquier cambio. Sin
embargo, en este caso particular no se observaron cambios fisicos al variar dichas

condiciones.
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3.1.2. Determinacion de tamario de particula

Eltamafio de particula esta directamente relacionado con la disolucién de las particulas del
farmaco. Idealmente, es deseable formular con una tasa de disolucion de farmacos
particulados mayor que el flujo de transporte a través del estrato cérneo. Esto asegura una
concentracion constante cercana a la saturacién en la formulacion. Por lo tanto, el tamario
de particula impacta la absorcién percutanea, ya que las particulas pequefias
(nanoparticulas) necesitan encajar en el espacio entre los corneocitos y migrar a lo largo
de la brecha (Jin, et al., 2022).

El tamario de particula se muestra en la tabla 34, donde se colocaron las lecturas de las
muestras en el rango de micrémetros, tal y como el equipo arroja las lecturas, también se
colocaron las lecturas promediadas, como se puede ver, ambas formulaciones tienen
tamaros de particula pequerios, por lo que se conserva el tamafio que se determiné a las
NLS-Caf 6ptimas de manera individual, sin embargo, se nota un incremento debido a las
nuevas caracteristicas de la muestra, ya que al incorporarse otros excipientes pueden
interferir en la forma en que se aglomeran las NLS-Caf, a pesar de ello, la formulacién 2
tiene menores tamafios que en la formulacion 1. Los tamafios van desde 2.462 a 8.786 pm.

El cambio en la distribucion del tamario de particula en productos tépicos puede deberse a
la agregacion de particulas, la separacién de fases de las emulsiones y el polimorfismo
puede alterar potencialmente la biodisponibilidad. Ademas, la velocidad de disolucién, un
factor determinante en semisolidos con principios activos en suspension se altera

significativamente para particulas de diferentes tamarios (Jin, et al., 2022).

Tamario de particula medio (uM) Lectura
Muestra .
1 2 3 promedio
Formulacién 5.88974 5.98984 5.86059 5.913
optima 1 8.15588 8.19542 7.99747 8.116
8.03316 6.77769 7.57601 7.462
5.47627 4.64068 4.65898 4.925
Formulacién
2.44202 2.49315 2.45148 2.462
optima 2
8.49869 9.28104 8.57733 8.786

Tabla 34. Tamafios de particula de las NLS-Caf incorporadas a las cremas base.

La eficacia de la penetracion en la piel depende del tamario de las particulas porque afecta

las vias de penetracién (es decir, las vias transcelulares, intercelular y transapendagica) de
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particulas mas pequefias. Para las vias transapendagicas, las particulas pequefias del
farmaco pasan el estrato corneo a través de los foliculos pilosos y, para las vias
transcelulares, el farmaco disuelto penetra directamente a través de los corneocitos,
mientras que la penetracion intercelular implica el movimiento de las moléculas del farmaco
a lo largo de los lipidos ubicados en los espacios intercelulares de los corneocitos (Jin, et
al., 2022). En otra investigacion, Sirirak informé la via transapendagicas como la ruta
predominante para la penetracidn en la piel de la microemulsién cargada con celecoxib, con
tamafios de particula que varian de 48 a 214 nm. La penetracion puede ser facilitada por
particulas con coeficientes de particién mas altos (log P) debido a su mayor solubilidad en

el estrato cérneo, que es una barrera cutanea lipofilica (Jin, et al., 2022).

El tamafio de particula y el tamario de glébulo son importantes para los productos
farmacéuticos topicos, especialmente para aquellas formulaciones con principios activos
suspendidos en formas farmacéuticas semisdlidas. El area superficial en contacto con la
piel aumenta con la disminucién del tamarfio del glébulo en las emulsiones, o que resulta
€n una mayor adsorcion del farmaco. Patel et al., encontraron una mayor permeacion del
farmaco en microemulsiones con tamafios de glébulo mas pequefios, lo que conduce a una
mayor concentracion del farmaco en el tejido subcutaneo y una administracion mas eficiente
del farmaco (Jin, et al., 2022)

3.1.3. Viscosidad

La viscosidad es uno de los parametros mas criticos y se considera un factor de calidad de
la aplicacion para el desarrollo de diversos productos tépicos. La incapacidad de alcanzar
el indice de viscosidad adecuado y deseado durante el desarrollo de la formulacién puede
provocar fallos en el farmaco en condiciones de uso (Jin, et al., 2022).

Las lecturas de la viscosidad de las formulaciones 1 y 2 se encuentra en la tabla 35, la
formulacion 1 tuvo menor viscosidad (35, 467 cPs) respecto a la formulacion 2
(73, 089 cPs), por lo tanto, es menos espesa y podria extenderse mejor al momento de
aplicarse, por otra parte, el %CV de la formulacién 1 también es menor respecto al de la
formulacién 2, lo que significa que hubo menor variacién en las lecturas obtenidas.
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Formulacion 1 Formulacién 2
Muestra/Replica 1 2 3 1 2 3
1 35 36 38 70 77.6 75
2 36 34.2 36 70 76.2 75
3 34 35 35 74 70 70
Promedio 35.0 35.1 36.3 71.3 74.6 73.3
Lectura final
(Ps) 35,000 | 35,067 36,333 71,333 74,600 73,333
Promedio (cPs) 35,467 73,089
%CV 2.118 2.253

Tabla 35. Promedio de la viscosidad de las cremas base adicionadas con las NLS-Caf

En una investigacion desarrollada por Chandrasekary sus colaboradores., la viscosidad de
la crema se situé entre 50,910 y 40,900 cPs, lo que indica que se extiende facilmente con
un ligero esfuerzo cortante, por lo que en el caso de esta investigacion tanto la formulacién
1y 2 estan entre 35, 467 cPs y 73,089 cPs respectivamente, tendrian un comportamiento
semejante. La viscosidad se utiliza para evaluar la estabilidad de la formulacién en cuanto
a consistencia y, en consecuencia, para predecir el comportamiento de la sustancia con el
tiempo. Un aumento de la viscosidad durante el almacenamiento indica emulsiones
cinéticamente inestables, en las que las gotas que se mueven libremente colisionan y
parecen fusionarse (Mawazi, et al., 2022)

En un estudio realizado por Binder e investigadores, sus resultados demostraron una
disminucién significativa en la tasa de liberacion, la tasa de penetracion y la profundidad,
con un aumento en la viscosidad, lo que sugiere un efecto retardante en la penetracién del

farmaco.

Mawaziy sus colaboradores, indican que la viscosidad de los productos topicos semisolidos
aumenté con la evaporacion de los disolventes volatiles, lo que resulté en una
microestructura mas compacta en la interfaz piel-formulacion. Por lo tanto, la velocidad de
liberacién de los principios activos de la formulacion se redujo significativamente, lo que

indica una menor permeabilidad de! producto y una eficacia terapéutica general.
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3.1.4. Extensibilidad

El estudio del 4rea de extensibilidad proporciona una medida del umbral de deformacion
del sistema y guarda una estrecha relacién con la apariencia de formulaciones semisdlidas
(Pérez-Bueno, et al., 201 1).

Los didmetros que se formaron con Ia prueba de extensibilidad para la formulacién 1 se
adjuntaron en la tabla 36, como se puede observar al ir incrementando peso sobre las
placas el diametro incremento proporcionalmente, entre cada muestra fue semejante este

incremento, las circunferencias formadas aumentaron de 7.2 2 8.4 cm de diametro.

Pesas (g)
Placa
Muestra 20 50 100 200
Diametro (cm)
1 6.3 6.5 6.7 6.9 7.1
2 6.9 6.9 7.2 7.9 8.2
3 8.3 8.7 9.2 95 9.9
Promedio 7.2 7.4 77 8.1 8.4
l_

Tabla 36. Promedios de los diametros formados en la extensibilidad de la formulacion 1.

Para la formulacién 2, los valores se encuentran en la tabla 37, el incremento del diametro
es proporcional al incremento del peso, los diametros formados van de 6.6 hasta 8.2 cm.

La extensibilidad de la formulacion 1 Yy 2 es semejante, la diferencia (0.2 ¢cm) es pequenia,
aun asi, la formulacion 1, puede esparcirse poco mas que la 2, corroborando que al ser
menos viscosa como se discutié en la seccidn anterior, le permite una facil aplicacion al
aplicarse en la piel, de tal manera que abarcara mayor area superficial de contacto
empleando poca cantidad, a diferencia de una formulacion mas viscosa, ya que se
requeriria mayor cantidad.

Pesas (g)
Placa
Muestra 20 50 100 200
Diametro (cm)

1 5.2 5.5 57 5.9 6.1

2 5.9 6.3 6.7 6.9 7.2

3 8.9 10.1 10.4 10.9 11.4
Promedio 6.6 7.3 7.6 7.9 8.2

Tabla 37. Promedios de los diametros formados en la extensibilidad de la formulacion 2.
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Dado que la esparcibilidad de las formulaciones semisélidas es una consecuencia del
comportamiento viscoelastico, la reologia es un método adecuado y valido para la
caracterizacion. Esta pseudoplasticidad es deseable ya que mejora la aplicacion a través

de un efecto deslizante y crea una sensacién agradable (Schoenfelder, et al., 2025).

3.1.5. pH

El pH de las formulaciones 1y 2 se localiza en la tabla 38, por una parte, la formulacion 1
promedia un pH de 4.3, mientras que la formulacion 2 un pH de 5.4; ambos son pH de
caracter acido, lo cual es conveniente, ya que diversos estudios indican que los productos
topicos deben acidificarse y poseer valores de pH en el rango de 4 a 6 (Lukié, et al., 2021).
Mawaziy sus colaboradores comentan en su estudio que el pH de una preparacion tépica
debe estar entre 4,5 y 6,5, que corresponde al pH de la piel. El pH no debe ser demasiado
acido, ya que puede irritar la piel, ni demasiado alcalino.

Formulacién 1 Formulacion 2
Muestra
1 4.21 5.39
2 4.44 5.32
3 4.25 5.49
4 4.34 5.47
Promedio 4.3 54

Tabla 38. Promedios del pH de las formulaciones 1y 2.

3.1.6. Homogeneidad

Se lleva a cabo para evaluar la estabilidad quimica y fisica de la formulaciéon bajo la
influencia de la fuerza centrifuga (Mawazi, et al., 2022). Se examino la formulacién para la
separacién de fases después del proceso de centrifugacion, que es un indicador de la

inestabilidad de la formulacion.

Al desarrollar la prueba para ver la homogeneidad de las cremas, mediante centrifugacion,
no se observé que las fases que componen a la crema se hubieran separado, de tal modo
que se observaron homogéneas, tal y como se encontraban al inicio de la prueba. Por lo
gue estos resultados indican estabilidad de las emulsiones. En la tabla 39 se colocaron las

figuras en las que no se aprecia ningun cambio en las muestras analizadas.
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Mientras tanto, Fernandes y sus colaboradores evaluaron la separacion de fases, lo cual se
denota por la presencia de apelmazamiento, coalescencia y floculacion, caracteristicas

ausentes en las formulaciones de esta investigacion.

Formulacion | Muestra Observacion

Es homogénea, no hay

E1 separacion de fases.

Es homogénea, no hay

separacion de fases.

Es homogénea, no hay

separacion de fases.
F2

Es homogénea, no hay

separacion de fases.

Tabla 39. Prueba de homogeneidad de las formulaciones 1 y 2.
3.1.7. Humedad

Se midi6 la capacitancia eléctrica de las dos formulaciones con la ayuda del Cornedmetro
CM-825. Las lecturas del grado de hidratacion de la piel de la formulacion 1y 2, estan dadas
en unidades arbitrarias (UA) y se encuentran en la tabla 40: los valores del grado de
hidratacién de la piel en la zona media de la cara anterior del antebrazo son las siguientes:
menos de 30 UA: muy seca; entre 30 y 45 UA: seca; y 45 UA: suficientemente hidratada
(Constantin, ef al., 2014).

Formulacién 1 [ Formulacién 2
UA
Muestra{T iempo 1 2 3 4 1 2 3 4
(min)

0 38.8 36.5 43.8 | 346 | 39.9 39 43 39
60 48 54.8 46.7 | 46.9 | 446 57.4 49.8 42.6
70 49 59.5 454 | 46.8 | 484 45.6 445 41.7
80 56 495 452 | 466 | 436 459 43.9 47.7
90 46 48.3 453 | 452 | 404 56.7 48.3 46.8
100 46 43.5 451 | 449 | 446 57.4 498 42.6
120 41 43.1 441 | 429 | 406 42 44 45.1
Promedio 46.4 47.9 451 | 440 | 426 49.0 46.0 44.0

Promedio final 45.8 45.4

Tabla 40. Promedios de la prueba de humedad para la crema de la formulacion 1 y 2.
(UA: Unidades Arbitrarias)

67



El tiempo 0 indica la lectura del blanco, las posteriores lecturas son del area donde se aplico
la muestra. Como se indica en la tabla para la formulacién 1, transcurrida 1 hora de la
aplicacién de la muestra, el drea se encontré suficientemente hidratada (48-54.8 UA),
continuo en esta condicién durante los 30 minutos posteriores, a la 1 h 40 min, el area se
encontré seca (44.8 UA en promedio). En el caso de la formulacion 2, el comportamiento
es semejante, a la 1h 20 min, la piel estuvo suficientemente hidratada (47-48 UA en
promedio), después de ese tiempo, los valores rondan entre 40.4 y 57,4, es decir, entre una
superficie suficientemente hidratada y seca. En promedio, la formulacién 1 mostré que dejé
mas hidratada la zona de aplicacion de la muestra en comparacion de la 2 (45.8 UA y 45.4
UA, respectivamente), sin embargo, esta diferencia no es significativa, asi gue ambas
cremas se comportaron semejante, ambas hidrataron el estrato corneo, posteriormente, en
los dltimos minutos de muestreo el area ya se encontraba seca, puesto que la presencia de
agua comenzo a disminuir y las propiedades eléctricas de la piel dependen del contenido
de agua del estrato cérneo de la epidermis (Constantin, et al., 2014), por lo que podria
deberse a que ya se habian absorbido las cremas pasada la 1 h 30 min desde la aplicacion.
Cuando se aplican tépicamente las NLS, forman una pelicula oclusiva que mejora la
permeacion cutanea y facilita la retencién del farmaco en las capas cutaneas objetivo,

aumentando asi la eficacia terapéutica (AL-Smadi, et al., 2025).
3.1.8. Ciclado térmico

Las cremas fueron expuestas a cambios de temperatura, en la tabla 41 se registraron las
condiciones del ciclo a las que se expusieron las muestras de crema, el ciclo inicio con
bajas temperaturas (7.1°C) y se fue alternando con altas (28.6°C-37.2°C) y bajas
temperaturas (5.1°C-8.4°C), como puede observarse, a lo largo del ciclo no se observd
algun cambio fisico evidente que mostrara inestabilidad por los cambios bruscos de
temperatura, por lo que ambas cremas fueron estables a dichos cambios y por lo tanto son
estables frente a temperaturas de entre 5.1°C a 37.2°C, aunque se recomienda su
almacenamiento en lugares frescos para prolongar su vida Util.
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Dia Lugar Horas Temperatura Observacion
Lunes Refrigerador 24h 7.1°C Inicio de prueba
Martes Estufa 24h 372°c |No se  observa

separacion de fases.
No se observaron
cambios fisicos,
Miércoles Refrigerador 24h 8.4 °C ambas formulaciones
se encuentran
semisolidas.
No se muestra algun
Jueves Estufa 24h 28.6°C cambio, hasta este
punto son estales.
Viernes Refrigerador 24h 5 1°C Las muestras se
Sab-Dom Refrigerador 24h +12h ' muestran igual.
Lunes Estufa 29.4°C No se observan
Martes Estufa 36h 27.3°C ?p .a rentes  cambios
fisicos.
No se observan
Miércoles Refrigerador 24h 56 °C cambios fisicos en el
aspecto de las
cremas.
No se observan
cambios en el aspecto
Jueves Estufa 24h 31.5 de las muestras aln
transcurridas mas
horas de las previstas.

Tabla 41. Ciclado térmico determinado en la formulacion 1y 2.

Figura 19. Muestras finales del ciclado térmico de las cremas con la formulacion 1 (derecha) y con

la formulacién 2 (izquierda).
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3.1.9. Seguimiento de aplicacién topica de NLS-Caf incorporadas en la crema base

Una vez que las cremas fueron evaluadas fisicoquimicamente, se eligié la formulacion 1
por tener mejores caracteristicas que la formulacion 2 para ser aplicada en un sujeto
experimental voluntario, el tratamiento se registr6 semanalmente y se adjunté la evidencia.
Los criterios de inclusién fueron: personas mayores de 18 afios, participantes de sexo
femenino preferentemente y/o masculino con presencia visible de estrias cutaneas;
presencia de estrias localizadas en abdomen, muslos, gliteos, caderas o brazos; estrias
de tipo striae distensae en fase rubra y/o alba. Participantes dispuestos a aplicar la crema
conforme al protocolo establecido: participantes que acepten firmar el consentimiento
informado (ver anexo 7). Personas sin tratamiento topico o dermatolégico activo para
estrias durante el periodo del estudio. Participantes con disponibilidad para asistir a las

evaluaciones programadas en caso de ser necesarias.

Los criterios de exclusion fueron: personas menores de 18 afios, embarazo o en periodo de
lactancia, antecedentes de hipersensibilidad a alergia a algun componente de la
formulacion, presencia de enfermedades dermatolégicas activas en la zona de aplicacion (
dermatitis, psoriasis, infecciones cutaneas, heridas o quemaduras), uso activo de
tratamientos topicos, cosméticos o farmacolégicos dirigidos al manejo de estrias durante el
estudio, personas con enfermedades sistémicas que puedan interferir con la evaluacion
clinica, participantes que no cumplan con la aplicacién adecuada del producto o con el
seguimiento establecido.

Como puede observarse en Ia tabla 42, se delimité la zona de las estrias en la evidencia,
al inicio del tratamiento (semana 1) las estrias se perciben marcadas, pero de tamario
pequefo, para la semana 4 y 5, se han atenuado ligeramente, lo cual se continua
observando para las semanas 6-8 y finalmente al concluir el tratamiento en la semana 9 se
aprecia un desvanecimiento parcial de dichas estrias. Este analisis de aplicacion fue en un
tiempo corto y en un solo participante, donde se pudo observar cambios visuales
preliminares con posible actividad cosmética, lo que quiere decir que se observaron
cambios visibles en la apariencia de las estrias y de la piel (disminuy® la coloracién y menor
apariencia de las estrias), sin embargo estos resultados son todavia exploratorios y no
permiten afirmar una eficacia definitiva, debido al estudio (no fue un analisis estadistico
robusto y aun faltan pruebas clinicas), por lo que seria necesario extender este analisis para

poder tener resultados confiables.
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Fecha Semana
05/Abril/2024 1
12/Abril/2024 2
19/Abril/2024 3
26/Abril/2024 4
03/Mayo/2024 5

Evidencia

4



10/Mayo/2024 .
17/Mayo/2024

24/Mayo/2024

31/Mayo/2024 .

Tabla 42 Seguimiento de Ia aplicacion de la crema con NLS-Caf en sujeto experimental.

de apariencia Y propiedades sensoriales, ambas formulaciones mostraron textura

ambas proporcionaron una sensacion favorable sobre |a piel.
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Respecto al tamafio de particula, la formulacion 2 presenté un valor promedio menor (2 pm)
en comparacion con la formulacién 1 (5 um). Por otra parte, la viscosidad de la formulacion
1 fue de 35, 467 cPs, mientras que la formulacion 2 alcanzé un valor de 73.089 cPs. Esta
diferencia se reflejé en una menor consistencia y espesor de la formulacién 1. Sin embargo,
ambas formulaciones se mantuvieron dentro del intervalo de viscosidad considerado
adecuado para sistemas de aplicacion topica, parametro que resulta fundamental debido a
su influencia sobre la estabilidad, facilidad de aplicacién y permanencia del producto sobre
la piel.

En relacion con la extensibilidad, esta propiedad mostré una dependencia directa de la
viscosidad. En consecuencia, la formulacion 1, al presentar una menor viscosidad, exhibié
una mayor capacidad de esparcimiento. A pesar de ello, la formulacion 2 también mostré
una adecuada extensibilidad, sin diferencias sustanciales que comprometieran su
aplicacion tépica.

Los valores de pH obtenidos fueron 4.3 para la formulacién 1y de 5.4 para la formulacion
2, encontrandose ambos dentro del rango fisiolégicamente compatible con la piel.
Asimismo, las dos formulaciones presentaron una distribucion homogénea de sus
componentes, sin evidencia de separacion de fases, lo que indica una adecuada estabilidad

fisica y quimica.

En cuanto a la capacidad hidratante, la formulacién 1 produjo un incremento ligeramente
superior en la humedad de la piel respecto a la formulacién 2; sin embargo, la diferencia
observada no fue significativa. Adicionalmente, ambas formulaciones demostraron
estabilidad frente a las condiciones de temperatura evaluadas, comprendidas entre 5.1°C y
37.2°C. Aun asi, se recomienda su almacenamiento en un lugar fresco y a temperatura

ambiente con el fin de preservar sus propiedades y prolongar su vida Util.

Considerando en conjunto los parametros fisicoquimicos evaluados, ambas formulaciones
cumplieron con los criterios establecidos para su aplicacion tépica. Sin embargo, la
formulaciéon 1 presentd ventajas moderadas asociadas principalmente a su menor
viscosidad, mayor extensibilidad y ligeramente con mayor capacidad hidratante,
caracteristicas que la posicionan como alternativa mas favorable para su aplicacién sobre

la piel.
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Conclusion

En esta investigacion, las materias primas fueron evaluadas conforme a especificaciones
farmacopeicas, cumpliendo satisfactoriamente con los criterios de calidad requeridos para
su empleo en el desarrollo de las formulaciones. Las Nanoparticulas Lipidicas Solidas
cargadas con cafeina (NLS-Caf) se obtuvieron mediante homogeneizacién en caliente. A
partir de los resultados iniciales de tamafio de particula, se implementé un disefio de
experimentos considerando como factores las concentraciones de lipido y surfactante. EI
analisis estadistico indico concentraciones Optimas de 6 y 12 % respectivamente, para
ambas formulaciones. Aunque la formulacion 1 present6 una respuesta estadisticamente
favorable, las diferencias observadas no justificaron descartar la formulacion 2, por lo que
ambas continuaron en evaluacién.

La caracterizacion fisicoquimica de las NLS-Caf revel que la formulacion 1 presenté un
desempefio superior, evidenciado por una distribucion de tamafio uniforme, menor tamario
de particula, pH adecuado y menor viscosidad, caracteristicas asociadas con una mayor
estabilidad del sistema. Asimismo, Ia cuantificacion de cafeina mediante voltamperometria
diferencial de pulso permitié determinar eficiencias de encapsulacion entre el 80 y 90 %,
confirmando la incorporacién mayoritaria del principio activo dentro de Ia matriz lipidica
sdlida.

Posteriormente, las NLS-Caf se incorporaron exitosamente en una crema cosmética base
sin evidencias de incompatibilidades entre componentes. Las formulaciones obtenidas
cumplieron con las especificaciones farmacopeicas y no farmacopeicas evaluadas,
incluyendo aspecto, tamafio de particula, viscosidad, extensibilidad, pH, homogeneidad,
capacidad hidratante y estabilidad frente al ciclado térmico. Aunque ambas formulaciones
mostraron resultados satisfactorios, la formulacién 1 present6é un comportamiento global
ligeramente superior. La evaluacion preliminar en un voluntario con estrias leves mostré
una mejoria visual tras dos meses de aplicacién continua. Sin embargo, debido al tamafio
limitado de la muestra, estos resultados deben considerarse exploratorios. Por ello, se
recomienda ampliar la poblacién del estudio y seguir criterios de inclusién y exclusion
especificos de seleccion para confirmar la eficacia clinica del producto.

Finalmente, los estudios de absorcion percutanea sugieren que las NLS de cafeina
constituyen una estrategia prometedora para optimizar la administracién topica de este
compuesto. En conjunto, los resultados demuestran la viabilidad de desarrollar e incorporar
nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas con cafeina en una formulacién cosmeética
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destinada al tratamiento de estrias, aunque se requieren estudios adicionales para
corroborar su eficacia terapéutica.
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Anexos

Consentimiento informado

04/Abr/2024

Profocolo: Aplicacion de un sistema de nanoparticulas lipidicas sélidas para mejorar Ia
penelracién de la cafeina en la piel en una crema cosmética.

Investigador responsable: Yessica Abigail Galicia Franco, abigailgfy@amail.com,
2192033839@alumnos.xoc.uam.mx. Universidad Auténoma Metropolitana Unidad

Xochimilco, Deparlamento de Sistemas Biologicos.

Se le invita a participar de manera voluntaria en ei presente estudio de investigacion, cuyo
objetivo es evaluar las propledades y los efectos de una crema 16pica formulada para el
tratamiento de estrias.

Antes de participar en el estudio que se le ha propuesto, es imporiante que éste informado
a cerca de las caracteristicas de este y que esté de acuerdo con los procedimientos a los
que serd sometido. Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Puede
realizar todas las pregunlas que considere necesarias.

Si acepta participar en el gstudio:

Se realizara una evaluaclén Inicial de |a piel y sus estrias, se le proporcionara ia crema para
su aplicacion conforme a las indicaciones establecidas. Se realizaran evaluaciones
periodicas para observar cambios en la apariencia en las estrias y posibles reacclones
cutaneas. Podran tomarse fotografias clinicas Unicamente con fines de investigacion y
confidencialidad.

Procedimiento:

1. Definir la zona de su cuerpo en donde tenga presencia visible de estrias.

2. Limpiar suavemente la zona, secarla y aplicar una capa fina de la crema. Masajear
hasta su completa absorcién y lavarse las manos enseguida. Aplicar diariamente en
la misma zona duranle 2 meses.

3. Tomar una fotografia de la zona en tralamiento como evidencia semanal, la cual
debera ser nitida, con buena iluminacion y del mismo angulo permitiendo un
seguimiento adecuado y enviaria a la invesligadora Yessica Abigail Galicia Franco,
via correo electrénico.

4. Informar sobre cualquier reaccion adversa que pudiera generar el producto.
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Riesgos

Si observa reacciones leves como enrojecimiento, irritacion, ardor o comezén en la zona

administrada debera suspender {a aplicacion de inmediato e informar de forma consecuente
a la investigadora.

Beneficios

Su participacion puede contribuir al desarollo de nuevas alternativas topicas para el
tratamiento de estrias. Sin embargo, no se garantiza una mejoria especifica.

Conlfidencialidad

Toda ta informacién obtenida sera confidencial y utilizada Gnicamente con fines académicos
y de Iinvestigacion. Los datos personales seran protegidos conforme a la normatividad
vigente.

Participacién voluntaria

Su participacién es completamente voluntaria. Puede retirarse del estudio en cuaiquier

momento, sin penalizacion ni consecuentia alguna.

Consentimiento

He leido y comprendido la informacion anterior. Hago constar que he recibido toda la
informaclén acerca de [a naturaleza y propésito del estudio, asi como el riesgo descrito.
Ademas, se me ha informado que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento.

Estoy de acuerdo que la informacion clinica derivada del estudio, sea Informada a la
comunidad cientifica verbalmente o por escrito, manteniendo los derechos de privacidad.
Por lo tanto, aceplo participar voluntariamente en este estudio de investigacion.
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