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GLOSARIO DE TERMINOS

Acido hialurénico:

Es una biomolécula constituyente de los seres vivos se concentra en las
articulaciones, los cartilagos y la piel. Es una sustancia que se encuentra de
manera natural en nuestro organismo. En efecto, pertenece al colageno que se

encuentra en la piel. Ayuda a mantenerla hidratada.

Anejos cutaneos:
Son estructuras dependientes de la piel. Proceden de las células epidérmicas
de la capa basal, constituidos por el pelo, las ufias y las glandulas sebaceas y

sudoriparas.

Capa papilar:
La dermis papilar compone la dermis; esta constituida por tejido conectivo

laxo, ubicada por debajo de la epidermis.

Células de Langerhans:
También conocidas como células dendriticas, participan en la inmunidad de
piel, ayudando a reconocer y destruir los microorganismos que ingresan a la

piel, son sensibles a la luz UV.

Células de Merkel:
Células localizadas en la capa basal de la epidermis, en los dedos, en las

mucosas y en la vaina epitelial exterior de los foliculos pilosos.

Condroitinsulfato:
Se encuentra asociado a proteinas constituyendo agregados de alto
peso molecular denominados proteoglicanos. Una cadena de condroitin puede

estar constituida por mas de 100 azucares individuales.

Dermatansulfato:
Tipo de proteoglicano de la matriz extracelular que se encuentra en la piel y en

los vasos sanguineos.


https://es.wikipedia.org/wiki/Dermis
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Proteoglicano
https://es.wikipedia.org/wiki/Az%C3%BAcares
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Desmosomas:

Estructuras celulares que mantienen adheridas a células vecinas.

Glucosaminoglicanos:
Polisacarido muy largo y no ramificado, compuesto por unidades repetitivas
de disacéridos.

Melanocitos:
Los melanocitos son células especializadas en la produccién de melanina, el

principal pigmento responsable de la coloracion de la piel, los ojos y el pelo

Membrana basal:
Lamina delgada y con gran flexibilidad de colageno, cuya funcion principal

es darle sostén a los distintos tejidos que conforman al cuerpo humano.

Micelas:

Conjunto de moléculas que constituye una de las fases de los coloides, las
cuales tienen una “"cabeza" polar y una "cola” no polar adheridas a una
particula o glébulo de una sustancias que se encuentra en un medio en el cual

no es soluble.

Paralelismo:

Igualdad de distancia entre todos los puntos de dos o0 mas lineas o planos.

Queratinocitos:
Células que producen queratina y producen citocinas que son

moléculas solubles que regulan las células epiteliales y células dérmicas.

Queratinas:
Son una familia compleja de proteinas que forman las células epiteliales
constituyen el 90% de la epidermis, ayudan a proteger la piel, y los tejidos

subyacente.



XIX

Queratohialina:
Es la encargada de formar queratina blanda que se localiza en la epidermis y
en algunas partes del pelo.

Zigomorfa:
Organo o parte organica del organismo entero, que tiene simetria bilateral en
un solo plano en dos partes iguales.
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RESUMEN

Para el desarrollo del presente proyecto de investigacion, se prepararon
cristales liquidos para la incorporacion de la Arnica montana. El sistema con y
sin principio activo fue caracterizado por microscopia de luz polarizada donde
se observo la formacion de estrias y cruces de malta, lo que indica la presencia
de sistemas de fase hexagonal y lamelar respectivamente. La adicion de la
Arnica mostré un campo oscuro, lo que sugiere la formacion de cristal liquido.
La calorimetria diferencial de barrido mostro la interaccion entre los
componentes de la formulacion. El estudio de permeacion y retencion cutanea
fue estudiado empleando piel de oreja de chancho y evaluado por 10 horas.
Los resultados mostraron que los cristales liquidos aumentaron la permeacion
del principio activo hacia la sangre, los cuales podrian actuar como
transportadores. Con los resultados obtenidos, se sugiere que los cristales
liguidos son sistemas prometedores en la administracion cutanea de la Arnica
montana.

Palabras Claves: Arnica montana, cristal  liquido, liberacién
prolongada, permeacion cutanea.
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ABSTRACT

For the development of the present research project, liquid crystals were
prepared for the incorporation of the Arnica montana. The system with and
without active principle was characterized by polarized light microscopy where
the formation of striations and malt crosses was observed, which indicates the
presence of hexagonal and lamellar phase systems respectively. The addition of
the Arnica showed a dark field, which suggests the formation of liquid crystal.
The differential scanning calorimetry showed the interaction between the
components of the formulation. The permeation and skin retention study was
studied using pig ear skin and evaluated for 10 hours. The results showed that
the liquid crystals increased the permeation of the active principle to the blood,
which could act as transporters. With the results obtained, it is suggested that
liquid crystals are promising systems in the cutaneous administration of Arnica
montana.

Keywords: Arnica montana, liquid crystal, prolonged release, skin permeability



INTRODUCCION

La Arnica montana (Am) es una planta aromética perenne
conocida naturalmente como estornudadera. Es usada tradicionalmente en
forma de tintura para uso tOpico debido a que contiene propiedades
antiinflamatorias, analgésica, antifungica, entre otros (Gomez, 2017; Arroba
& Elizabeth, 2018). La via tépica es muy estudiada como alternativa para la
administracion de farmacos sobre la capa mas externa de la piel. Estas
formulaciones contienen uno o mas farmacos cuyo propésito es solucionar
los problemas cutdneos, manteniendo el efecto farmacolégico en la
superficie y/o dentro del area de aplicacion sin alcanzar al torrente
circulatorio, para poder conseguir un efecto local esperado con
formulaciones topicas, ésta debe incluir el aumento del tiempo de
permanencia de la composicion sobre la zona de interés, asi como el
desarrollo de matrices que controlan la liberacion del farmaco
(Gonzéalez,2017; Quirino et al.,2017).

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos fueron desarrollados
con la finalidad de mejorar las limitaciones que presentan los
sistemas convencionales, ya que mantienen la concentracion de los
farmacos en un periodo prolongado, utilizando dosis Unica. El farmaco es
liberado en una concentracion suficiente para producir el efecto terapéutico,
después se sigue liberando lentamente en un periodo que dura
aproximadamente de 6-8 horas (Ferreira, 2016; Marras, 2016; Bonilla,
2018).

Los transportadores de medicamentos iniciaron con estructuras de
liposomas, para abrir camino al trabajo con nanotransportadores, entre
ellos, los cristales liquidos(CL) que en la actualidad desempefian un papel
importante como vehiculos de medicamentos, estos transportadores
mejoran la estabilidad de un farmaco para poder ser aplicado por via
dérmica. La principal razon del uso de los cristales liquidos es de gran
interés debido a que, ademas de ser un potencial para el sistema de

administracion controlada de medicamentos, también sirve como



alternativa para la administracion de medicamentos con baja toxicidad
(Singhvi, Banerjee & Khosa, 2018; Czajkowska-Kosnik, Szekalska &
Winnicka, 2018).

Un CL es un estado de agregacién que se encuentra entre las fases
sélidas y liquidas. Esta es llamada mesofase, y se caracteriza por tener un
orden de orientacién de largo alcance y un orden de posicion de corto
alcance. Asi, el cristal liquido adquiere algunas propiedades tanto de
sélidos como de liquidos (Castro, 2017; Marin, 2017).

Considerando esto, el presente proyecto tiene como finalidad
desarrollar cristales liquidos para incorporar un extracto comercial de

Arnica montana y evaluar su permeacion cutanea.



CAPITULO I. PROBLEMA

.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Arnica montana es una planta aromatica muy usada en forma de
tintura para uso externo. Actualmente se usan preparados con los
extractos de Arnica para estimular la circulacion y el corazén. Su flor posee
sustancias que presentan propiedades antiinflamatorias, para aliviar
contusiones, torceduras, traumatismos, moretones, esguinces, espasmos
musculares, dolores musculares, de las articulaciones y la artritis a menudo
asociados con la actividad deportiva, ya sea en forma de tintura o en aceite
y siempre por via topica. Sin embargo, se necesita varias aplicaciones del
producto para presentar los efectos mencionados, esto dificulta su uso, ya
gue las cremas convencionales no favorecen la penetracién de la Arnica,
de esta manera, se requieren dosis elevadas de la sustancia activa con la
finalidad de llegar hacia la sangre. Las cremas convencionales no
presentan la propiedad transportadora, es decir, para que una sustancia
activa pueda penetrar la piel y llegar a la sangre, esta necesita cruzar el
estrato corneo y toda la epidermis, en este contexto, los sistemas de
liberacion prolongados, presentan una importante ventaja, ya que sus
reducidos tamafios de particulas facilitan el transporte de sustancias

activas y ademas mantienen su accion por un periodo prolongado.

.2 FORMULACION PROBLEMA

¢Podran los cristales liqguidos aumentar la permeacion cutanea del

extracto comercial de Arnica montana?

1.3 HIPOTESIS

Los cristales liquidos aumentan la permeacion cutdnea del extracto

comercial de Arnica montana.



1.4 JUSTIFICACION

Los sistemas de liberacibn prolongados son caracterizados por
aumentar el tiempo de permanencia de farmacos en el torrente sanguineo,
ademds pueden actuar como transportadores de sustancias activas en la
piel hacia a la sangre. La Arnica montana es de gran importancia para
tratar los problemas de circulacion sanguinea incluyendo las varices, para
esto se debe utilizar la crema por un periodo prolongado. Debido a la
escasez de cremas para tratamiento de la circulacion sanguinea a base de
sistemas de liberacion prolongada, se propone desarrollar una nueva
alternativa tecnolégica de crema que puede favorecer la eficacia

terapéutica y disminuir el numero de dosis administradas.



1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar cristales liquidos para incorporar un extracto comercial

de Arnica montana y evaluar su permeacién cutanea.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la caracterizacion fisicoquimica de los cristales liquidos
cony sin Arnica montana.
e Estudiar la permeacion cutanea de la Arnica montana incorporado a

los cristales liquidos.



CAPITULO II. REVISON BIBLIOGRAFICA

1.1 Arnica montana

La Arnica montana (Am) es una planta aromatica perenne
conocida naturalmente como estornudadera, guerrillera o tabaco de
montafa, esta oficialmente incluida en la Farmacopea Europea (Gomez,
2017). Sin embargo existen otras especies como: A. angustifolia, A.
chamissonis L., A. cordifolia, A. latifolia y A. sororia, y la Heterotheca
inuloides que comunmente recibe el nombre de “Arnica”y se utiliza de igual
forma, pero esta no presenta las mismas propiedades del Arnica
montana (Gafner, 2016; Sugier et al.,

2017; Rodriguez-Chavez et al., 2017).

Tiene una altura aproximadamente entre 20 y 60 cm, con pocas ramas,
en la base se encuentra una roseta de hojas lanceoladas, distribuidas en
el suelo, su tallo es erguido y del centro de la roseta emerge un tallo
redondeado y piloso que terminan con forma de cabezuela, de 7-8 cm de
diametro. Las flores de la Am son amarillas, periféricas, liguladas,
compuestas por un caliz, representado por cerdas erizadas y de puntas
finas, con una corola zigomorfa, como muestra en la Figura 1 (Gomez,
2017; Karenina, 2018).

Figura 1. Flor de Arnica montana.

Fuente: Ceballos (2015)
En su composicion quimica se encuentra un aceite fundamental rico en

alcaloide llamado Arnicina, cuya funcidon es reducir los efectos de las

contusiones musculares y tumefaccion, ademas presenta la Inulina, que



es una substancia amilacea la cual actia promoviendo una posible
dilatacién sobre los vasos sanguineos y los capilares (Sainz,2016). Es
usada tradicionalmente en forma de tintura para uso tépico debido a sus
distintas funciones, como: cerrar heridas, contiene propiedades
antiinflamatorias, analgésica, antifangica, entre otros. (Gomez, 2017;
Arroba & Elizabeth, 2018). El uso tépico del Am para el tratamiento de
contusiones ha sido muy aceptado debido a sus propiedades
antiinflamatorias que auxilia en la circulacion sistémica (Olioso et al.,
2016; Waizel-Bucay, Waizel-Haiat & Revilla-Pefnaloza, 2017).

En un estudio realizado por Olioso y colaboradores (2016), los autores
evaluaron la actividad antiinflamatoria de la Am. Los resultados sugieren
una posible regulacion del Am, sobre la disminucion de los genes
proinflamatorios lo que implican un efecto relevante en la actividad
antiinflamatoria. Con lo expuesto, los autores concluyen que la Arnica

montana presenta una ligera pero significativa accion antiinflamatoria.

En los dltimos afios, se han desarrollado varios estudios, sobre el
efecto antinflamatorio y celular de Arnica montana, uno de ellos fue
realizado por Cubillos (2018) en las cuales evalud el efecto antiinflamatorio
por medio de modelos de inflamacién aguda y cronica, que mostré un
efecto significativo en la reduccion de la respuesta inflamatoria de Arnica
montana asociado con una reduccion significativa de la permeabilidad

vascular inducida por histamina.

II.2 Lapiel

La piel (Figura 2), forma parte del sistema tegumentario considerada como
una barrera de separacion para proteger los 6rganos mas vitales. Esta
formada por tres capas (epidermis, dermis e hipodermis) que proporcionan
una barrera protectora contra los acometidos mecanicos, quimicos, toxicos,
calor, frio, radiaciones UV y microorganismos patdégenos ademas, debido a
su propiedad semipermeable, la piel evita la pérdida de agua y electrolitos
(Wilkinson y Moore, 1990; Kolarsick, et al., 2011; Pérez & Noriega, 2018).
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Figura 2. La piel y sus partes.

[1.2.1 Laepidermis

La epidermis es un tejido que cuenta con un epitelio plano estratificado
gueratinizado, contiene terminaciones nerviosas pero nNo Vvasos
sanguineos ademas, estan compuestas basicamente por las células como
son: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans, y las células de
Merkel (Marti,2017; Maceo, 2018).

[1.2.1.1 Estratos de la epidermis

La epidermis es una capa en constante renovacion que esta
organizada en cinco estratos: basal, espinoso, granuloso, lucido y
cérneo como se observa en la (Delgado, 2017; Megias, Molist y
Pombal, 2018).

e Estrato basal

Es el estrato que se encuentra en los mas profundo de la piel,
consta de células cilindricas, citoplasma basofilo, numerosos
desmosomas y estd compuesta por una fila de células que une
la epidermis a la membrana basal con las células del estrato
espinoso ademas esta constituida por células madre que producen
mitosis el cual promueven constantemente células nuevas que van
ascendiendo a la epidermis hasta que se desprenden en la

superficie cutanea (Del Castillo, 2016; Sotomayor, 2017).



e Estrato espinoso.
El estrato espinoso comprende células que sintetizan queratina y
esta formado por melanocitos y células de Langerhans las cuales se
encuentran unidos por puentes celulares, que son los que confieren a

las células su apariencia espinosa (Delgado,2017; Ordoiiez,2018).

e Estrato granuloso.

El estrato granuloso posee queratinocitos que se caracterizan por
tener el citoplasma cargado de granulos de queratohialina que es un
precursor de la queratina. Los granulos se fusionan con la membrana
plasmética y contribuyen a formar una barrera que impermeabiliza e
impide la penetracion de sustancias (Gomez, 2017;Chugchilan,
2018).

e Estrato lacido.

El estrato lucido presenta células carentes de nucleo, debido a
esto, es posible observar una mayor actividad enzimatica. Este es
mas evidente en la piel gruesa como es las palmas de las manos y las
plantas de los pies ya que éstos posee una capa de queratinocitos

responsables de la produccion de queratina (Gomez, 2017).

e Estrato corneo.

Es la capa mas superficial de la piel, estd formado por células
muertas (queratinizadas), endurecidas aplanadas llamadas cérneas.
Estan firmemente unidas entre si formando estructuras semejantes a
las tejas, abarcan aproximadamente de 15 a 20 estratos celulares
(Goémez, 2017; Chugchilan, 2018).

[1.2.2 La dermis

Esta localizada por debajo de la epidermis, es un sistema integrado
de fibras filamentosas, elasticas y tejido conectivo amorfo formado por
la sustancia fundamental, coladgeno vy elastina. La sustancia
fundamental impregna una considerable cantidad de agua formando
un gel, estd compuesta por glucosaminoglicanos, acido hialurénico,

condroitinsulfato 'y dermatansulfato (Marti,2017; Sinche,2018).



La dermis esta dividida basicamente en dos capas, siendo una
denominada papilar y la otra reticular. La capa papilar rodea los anejos
cutaneos, es la parte mas superficial y limita su parte superior con la
epidermis. La capa méas profunda es llamada reticular, estd formada
normalmente por fibras de colageno mas gruesos y se encuentra en
contacto su parte inferior con la hipodermis (Gonzalez, 2017).

[1.2.3 Hipodermis

Es la capa mas profunda de la piel denominada grasa subcutanea
0 paniculo adiposo, su principal célula es el adipocito, sirve de
almacén de energia ademas, de aislante térmico, es un reservorio de
fluidos, electrolitos, energia y actia como protector mecénico frente a
golpes, estd compuesta de tejido conectivo laxo y tejido graso que
permiten el movimiento de la piel, también consta de ligamentos
cutaneos, nervios cutaneos, l6bulos de grasa, fibras colagenas, vasos
sanguineos Yy linfaticos. El grosor de la hipodermis varia de acuerdo a
la localizacion, el peso corporal, el sexo o la edad (Hernandez, 2016;
Winther, 2017).

II.3 Via cutanea para administracion de farmacos

La via topica es muy estudiada como alternativa para la administracion
de farmacos sobre la capa mas externa de la piel. Estas formulaciones
contienen uno o mas farmacos cuya intencién es solucionar los problemas
cutaneos, manteniendo el efecto farmacolégico en la superficie y/o dentro
del area de aplicacion sin alcanzar al torrente circulatorio, para poder
conseguir un efecto local esperado con formulaciones tépicas, ésta debe
incluir el aumento del tiempo de permanencia de la composicién sobre la
zona de interés, asi como el desarrollo de matrices que controlan la

liberacion del farmaco (Gonzalez,2017; Quirino et al.,2017).

[1.4 Sistemas de liberacién controlada de farmacos

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos fueron desarrollados
con la finalidad de mejorar las limitaciones que presentan los sistemas
convencionales, ya que mantienen la concentracion de los farmacos en un

periodo prolongado, utilizando dosis Unica. El farmaco es liberado en una
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concentracion suficiente para producir el efecto terapéutico, después se sigue
liberando lentamente en un periodo que dura aproximadamente de 6-8
horas (Ferreira, 2016; Marras, 2016; Bonilla, 2018).

II.4.1 Cristales liquidos (CL)

Los cristales liquidos (CL) fueron descritos por primera vez en 1888
por el botanico austriaco Friedrich Reinitzer al calentar una muestra de
benzoato de colesterilo. Reinitzer observé que aparecia un liquido
turbio a 145 °C y luego un liquido transparente a 178 °C., pero fue en
1889 que el fisico aleman Otto Lehmann que descubrié su estructura
molecular cristalino, designandolo como cristal liquido (Diaz, 2015;
Quirino et al.,2017).

Un CL es un estado de agregacion que se encuentra entre las fases
sélidas y liquidas (Figura 3). Esta es llamada mesofase, y se caracteriza
por tener un orden de orientacion de largo alcance y un orden de
posicion de corto alcance. Asi, el cristal liquido adquiere algunas
propiedades tanto de solidos como de liquidos (Castro, 2017; Marin,
2017).

y
AW

Solido Cristal liquido Liquido

Temperatura

Figura 3. Relacion de la fase liquido-cristalina con las fases sélida y liquida
Fuente: Pastor (2018)
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Los cristales liquidos pueden clasificarse de acuerdo a su composicion

en:

Termotropicos: Presentan la fase cristalina cuando se genera
por transicion de mesofase a la temperatura de ciertos solidos, de
modo que aumente la temperatura, estos materiales pasan de sélido
cristalino a cristal liquido, posteriormente, a liquido isotrépico y
finalmente a la fase de vapor. Cuando el cristal liquido termotrépico
(CLT) posee mesofase en los procesos de calentamiento y de
enfriamiento, son denominados enantiotrépica o termodinamicamente
estable, cuando la fase cristalina solo se encuentra en el proceso de
enfriamiento a este tipo transicion de fase se le conoce como
monotropica o termodinamicamente inestable (Levi, 2016; Fuentes,
2017).

Liotropicos (CLL): Estos son formados cuando se destruye la
red cristalina, normalmente por la adicion del algun disolvente. La
mesofase de los CLL son dependientes de la concentracion y de la
temperatura dentro de un intervalo de 20 y 80 °C, asi como en
condiciones mecanicas Optimas: agitacion, ultrasonicacion, etc;
también, estan constituidos por moléculas anfifilicas que presentan
dos regiones: una polar que es la parte hidrofilica (cabeza) y una

apolar que es hidrofdbica (cola) (L6pez, 2015; Fuentes, 2017).

Al incrementar la concentracion del solvente y/o la temperatura, la
hidratacion y solvatacion de las moléculas tipo varilla forman micelas
gue pueden ser clasificadas como: a) La laminar que resulta de los
cilindros que se acomodan en laminas que se alternan en
capas polares y no polares, b) La hexagonal donde la cantidad de
agua o disolvente no polar que se agrega es limitada, c) La
hexagonal inversa y, d) La cubica que se forma al cambiar la
geometria molecular durante la solvatacion (Sanchez, 2017; Quirino
et al., 2017). La representacién esquematica se muestra en la Figura
4y5,
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Figura 4. Representacion esquematica de formacion de los cristales liquidos: termotropicos
Fuente: Quirino, et al., (2017).
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Figura 5. Representacién esquematica de las diferentes estructuras
cristalinas.

Fuente: Jiménez (2017)

Clasificacion de los CLT
Las moléculas que constituyen un cristal liquido se denominan
mesodgenos. Segun su forma geométrica los cristales liquidos termotrépicos

se clasifican en:

1. Calamiticos: Estan compuestos por dos o mas anillos aromaticos y uno
o0 varios grupos terminales flexibles ademas, expresan la relacion
longitud/diametro la cual es muy alta, contiene moléculas alargadas forma

de vara, rodillo o bastén es decir que presenta un eje mas largo que los
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otros dos. La representacion de las diferentes fases cristalinas estan

exhibidas en la Figura 6.

e Fase nematica (N): Las moléculas del cristal liquido carecen de
orden posicional, sin embargo poseen orden orientacional
paralelamente unas a otras. La mesofase debe su fluidez a la
facilidad con que las moléculas pueden deslizarse unas sobre otras
mientras mantienen su paralelismo (Zimmermann, 2015; Fuentes,
2017).

e Fase esméctica (Sm): Las moléculas se localizan en capas que
mantienen orden de orientacidon y de posicion, tienden a alinearse

por si mismas en diferentes planos (Contreras, 2015; Santos, 2016).

i

Figura 6. Fases de los cristales liquidos calamiticos:
a) fase nematica y b) fase esméctica.

Fuente: Garcia y Moyano (2016)

a

2. Discoticos: poseen forma de disco con nucleos rigidos aromatico
rodeado por al menos tres cadenas alquilales flexibles (Figura 7), también
expresan la relacion longitud/diametro la cual es muy pequefa, ademas

contiene moléculas con forma de disco (Alatorre,2016; Pastor,2018)

Figura 7. Ejemplos de estructuras de un cristal liquido calamitico (A) y
discético
Fuente: Adaptada de Alatorre (2016)
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CAPITULO lIl. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

1.2 MATERIALES

[11.1.1 Materias primas

[.1.2

Aceite (Acido Oleico).
Agua destilada
Arnica montana

Tensoactivo (Tween 80).

Equipos

Balanza (mg): Genersa®S.A. instrumentacién quimica
Fotomicroscopio (Microscopio Leica DMLP)
Espectrofotometro UV: Shimadzu® UV-VIS 1700 PharmaSpec
Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Mettler DSC1
Permeador cutaneo

Vortex

Lavadora ultras6nica

1.2 METODOLOGIA

[11.2.1 Preparacién de los cristales liquidos

Los Cristales Liquidos (LC) fueron preparados, segun el punto del

diagrama de fases desarrollado por Reyes y Murillo (2018). Para ello,

se utilizd6 Tween 80 (60%) como tensoactivo, acido oleico al 10%

(aceite) y agua (30%). Las muestras seran caracterizadas con y sin

Arnica montana.

Tabla 1. Composicion de los Cristales Liquidos con y sin Arnica Montana

Muestra Agua (%) Tw80 (%) Ao (%) Am (%)

CL 30 60 10

CL-Am 30 60 10 20
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l11.2.2 Microscopia de luz polarizada
Se observaron las estructuras de los cristales liquidos por medio

de un fotomicroscopio (Microscopio Leica DMLP) el cual esta
equipado con una camara: primero, bajo el campo brillante y, en
segundo lugar, bajo luz polarizada (usando polarizadores
cruzados) para asi investigar la presencia de la fase cristalina
liquida en cada muestra. Se utiliz6 el software Leica IM 1000 para

analizar las micrografias obtenidas.

[11.2.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
El analisis DSC se realiz6 en la “Universidade Estadual Paulista

(UNESP-Araraquara, Brasil)”, por medio del equipo Mettler DSC1
(Mettler Toledo, Gieben, Suiza), con ayuda del software STAR®
se calculara la entalpia, la temperatura inicial y de fusion. El
andlisis se realizara bajo una purga de nitrégeno (40mL.min?), se
utilizé una bandeja estandar de aluminio vacia (40 pL) como
referencia. Se tomo aproximadamente 4,0 mg de muestra para el
analisis. Los barridos del DSC se registraron a una velocidad de
calentamiento y enfriamiento de 10°C.min?. Las muestras se
congelaron de 25°C a -80°C y luego se calentaron desde -80°C
hasta 120°C.

[11.2.4 Preparaciéon de la solucién madre
La solucion madre fue preparada a una concentracion de 20 %:

se midié 10 mg/mL de Arnica montana, se disolvieron previamente
en 20 mL de buffer a pH 7.4 y se llevo a un volumen final de 50mL,

se tomé 100 pL y se llevo a un volumen de 25 mL.

[11.2.4.1 Construccion de una curva analitica
La metodologia se realizd6 empleando los parametros

descritos por la USP 38 NF 33 (2015). Se construy6 una curva
analitica de 6 puntos, realizando diluciones a partir de una
solucion madre de 50 mg/mL, todas las lecturas se realizaron

por triplicado.

16



[11.2.5 Estudios de Permeabilidad cuténea in vitro.

En los ensayos de permeacion y retencidén cutanea in vitro, las
orejas fueron lavadas, los pelos en exceso fueron removidos con
la ayuda de una tijera. A continuacién, se disecaron las orejas,
separando la piel del cartilago con la ayuda de una ldmina y luego
separada del tejido adiposo. Antes del ensayo, las pieles fueron
hidratadas, y recortadas en tamafos adecuados para los ensayos
de permeabilidad cutanea. En seguida se colocaron en la célula de
difusién, con el lado de la dermis hacia abajo en contacto con la
solucién receptora y la parte superior, es decir el estrato cérneo se

afnadio la formulacion.

[11.2.6 Estudio de retencion cutanea in vitro
La piel quedo expuesta por 6 o 12 horas en las condiciones

experimentales de la permeacion cutanea in vitro. Al final del
experimento, las pieles fueron retiradas de la célula de difusion.
Las pieles fueron fijadas en superficie lisa y el area expuesta a la
formulacion (1,77 cm?) se sometid a la técnica tape stripping (Silva,
2011) para la eliminacion del estrato corneo (EC) usando 16 cintas

adhesivas (Scoth 750 3M), para cada piel.

Las cintas se colocaron en un tubo de ensayo que contiene 5
mL de metanol, se agitd en vortex por 2 minutos y posteriormente
se coloco en la lavadora ultrasénica por 30 minutos. La solucion

fue filtrada y cuantificada por espectrofotometria ultravioleta.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

IV.1 Preparacion de los Cristales Liquidos
Los CL son sistemas homogéneos que se caracterizan por su

transparencia y estabilidad a por un tiempo prolongado sin que ocurra la
separacion de fases. Estos sistemas fueron preparados segun lo descrito
en el capitulo 1l la seccién 111.2.1, y el resultado se muestra en la Figura 8.

A B

Figura 8. Cristal liquido sin y con principio activo
Fuente:Autora

Es posible observar un sistema blanquecino (A) para los cristales
liquidos sin Arnica. La adicion del principio activo llevé a la formacion de
un sistema amarillo transparente, lo que sugiere que el Arnica organizo la

estructura y estabilizo el sistema.

IV.2 Evaluacién Microscépica: Microscopia de Luz polarizada
La microscopia de luz polarizada permite visualizar y caracterizar

estructuras cuando la refraccion de la luz cruza un filtro polarizador, los
cristales liquidos se determinan por tener un orden de orientacion
ordenada y cristalina ademas, las moléculas poseen un plano de
polarizacién en diferentes esquemas de colores y textura. La Figura 9
muestra los resultados de microscopia de luz polarizada para los CL sin y

con Arnica.
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Figura 9. Microscopia de luz polarizada de los sistemas sin Arnica montana

Fuente: Autora

Es posible observar la formacion de cruz de malta (A) y estrias (B) lo
gue indica la formacion de cristales liquidos de fase lamelar y hexagonal
respectivamente. Resultados semejantes fueron mostrados por Reyes y
Baque (2018) y Diaz y Ferrin (2018), en los cuales desarrollaron cristales
liquidos para la incorporacion del gemfibrozilo, confirmando la presencia
de cruces de malta y estrias, de tal manera que sugieren la formacion de

cristales liquidos de fase lamelar y hexagonal.
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En la Figura 10 se exhibe los resultados para la microscopia de
luz polarizada para los CL con Arnica

Figura 10. Microscopia de luz polarizada de
los sistemas con Arnica montana.
Fuente: Autora

Los cristales liquidos de fase cubica son caracterizados por presentar
campo oscuro en la microscopia de luz polarizada. Sin embargo, esta no es
una técnica suficiente para caracterizar los cristales liquidos para ellos se
requiere otras técnicas mas especificas, tales como Dispersion de Rayos X
de Angulo Reducido (SAXS), Difraccion de Rayos X, tamafio de particulas,
entre otros. Con esta técnica de microscopia es posible suponer el sistema
formado. Debido a lo expuesto, en la Figura 10, con la presencia de un
campo oscuro se sugiere la formacion de cristales liquidos de fase cubica
una vez que los sistemas se presentaron con un aspecto viscoso, a
diferencia de las microemulsiones que son visualmente caracterizados como

sistemas fluidos.

IV.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
El analisis térmico comprende técnicas que analizan el cambio de la

Capacidad caldrica de un material (Cp) con la temperatura en atmosferas
controladas: calentamiento, enfriamiento, los datos de éstos analisis se

obtienen en funcion de la temperatura y las propiedades fisicas del material.

Como resultado se obtienen curvas de analisis térmico y las caracteristicas

de estas curvas (picos, discontinuidades o cambios de pendiente se
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relacionan con eventos térmicos de la muestra) (Venegas, 2017). La
Figura 11 muestra los resultados de DSC para los componentes de la
formulacion. La curva en negro representa el calentamiento y en rojo el

enfriamiento.

40 4 8
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1)
20 4
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Figura 11. DSC para los componentes de la formulacion
Fuente: Autora

Se puede visualizar que el acido oleico presenta dos picos de fusion
endotérmico y exotérmico, a una temperatura de -5°C mostré un pico de
fusién exotérmico angosto (a), de esta manera se puede sugerir que el
material es cristalino. Mientras que a una temperatura de -8.43 °C se puede
observar que el Tween 80 presenta un pico endotérmico ancho lo que indica
gue el material es cristalino.

La Figura 12 muestra los resultados de DSC para los cristales liquidos

Endo

48 42°C

v . - .
-8 &0 -3 -0 ) 2 29 &0 30 0 120

Temperature °C

Figura 12. DSC para los cristales liquidos
Fuente: Autora

Se puede observar en la Figura 12 que los CL indicaron un pico de fusién a

48.42 °C. El pico a esta temperatura no fue observado para ningun
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componente de la férmula, debido a ésto se sugiere la formacion de un
nuevo material cristalino con el cambio de temperatura en el analisis térmico,
ademds se observa una transicion vitrea (b) lo que aumenta la hipotesis de
formacion de un material cristalino. Se propone una interaccién entre el Tw80 y
AO debido a la disminucién de los picos de fusion (a) con esto se plantea la
formacion de los cristales liquidos (datos confirmados por la microscopia de luz
polarizada). Reyes y Baque (2018), también observaron la presencia de pico
para los cristales liquidos con gemfibrozilo (GMZ). Con lo expuesto, los autores

sugieren la formacion de un nuevo material cristalino.

IV.4 Construccion de una curva analitica
Para adquirir los resultados de linealidad se elaboré una curva analitica

de calibrado a partir de las diluciones de una solucién madre, el valor de
coeficiente de correlacion (R?) fue 0,9997 como se presenta en la Figura 13.
Este valor demuestra que la curva es lineal para los fines propuestos en ésta

experimentacion.

0,35
y = 1,8302x + 0,0021
0,3 R?*=0,9997
0,25
0,2

0,15

Absorbancias

0,1

0,05

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentracion (mg/mlL)

Figura 13. Curva analitica de la Arnica montana

Fuente: Autora

En los resultados obtenidos en la Figura 13 se observa linealidad de la
relaciéon obtenida entre concentracion y la absorbancia. Los valores de R?
obtenidos en la construccion de la curva de Arnica montana fueron
0,9997,
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en este contexto, R es no menos de 0,995 para valoraciones de
Categoria | que son usados para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos o ingredientes activos de acuerdo con la USP 38
NF33 (2015).

Resultados semejantes fueron encontrados por Pérez y Rojas (2016),
los autores validaron un método para cuantificacion de acetaminofén
tabletas de 500 mg, y obtuvo un valor de 1 en el coeficiente de correlacion

(R) demostrando que la curva es lineal para la objetivo del trabajo.

Ayoub (2016) realizé un estudio acerca del desarrollo y validacién de
métodos espectrofotométricos y quimiométricos simples para la
determinacion simultanea de la empagliflozin (EMP) y la metformina
(MET) en forma simultanea: Formulacion farmacéutica recientemente
aprobada y aplicada en donde para la validacion del método obtuvieron
un coeficiente de correlacion (R?) de 1 y 0.9999 respectivamente

demostrando de ésta manera que la curva es lineal.

Matiz-Melo, Rodriguez-Cavallo, Osorio, (2017) realizaron un estudio
comparativo de la calidad biofarmacéutica de marcas comerciales y
multifuente de tabletas de Ibuprofeno en el mercado donde en términos
de validacion del método obtuvieron un valor de R? > 0,999, demostrando

gue la curva es lineal.

V.5 Estudios de Permeabilidad cutanea in vitro.

La permeacion cutdnea in vitro es una herramienta que puede facilitar
la absorcién de numerosas sustancias a través de una estructura porosa,
principalmente una membrana para obtener resultados terapéuticos, y
para identificar los parametros que intervienen en la liberacién del principio
activo en la superficie cutanea y su propagacion en las capas de la piel

como se muestra en la Figura 14 (Umebayashi, 2017).
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Permeacion cutanea de la muestra vs farmaco
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Figura 14. Perfil de permeacion cutanea del Arnica libre y encapsulada en los CL

Fuente: Autora

Cuando se realiz0 el estudio de permeacion para la Arnica
montana incorporada en los CL, se observa un aumento en la absorcion
del P.A, lo que se sugiere que actiue como transportador y facilite el paso
del Am hacia la sangre. Este resultado puede ser satisfactorio ya que se
puede aplicar estos sistemas para tratamiento de enfermedades que
requiere la absorcibn de farmacos. Los sistemas de liberacion
prolongada, han sido estudiados debido a su tamafio reducido de particula
gue puede favorecer la permeacion de farmacos hacia el torrente

sanguineo.

Un estudio realizado por Li y colaboradores (2017), los autores
observaron la actividad permeadora de pramipexole incorporado a
nanocristales, para ello, se utilizaron piel de oreja de conejo, las muestras
fueron evaluadas por 24 horas en el medio receptor (solucion salina) a 180
rpm, los resultados mostraron que el reducido tamafio de particulas de los
nanocristales pueden mejorar eficazmente la permeacion transdérmica de
pramipexol a través de vias transepidérmicas y transfoliculares, ademas,
observaron un aumento constante y significativo en la solubilidad

Pramipexol. Los autores concluyeron que los nanocristales servirian
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como una alternativa para aumentar la permeacion de la pramipexol en
la piel y mejorar el cumplimiento del paciente con la enfermedad de
Parkinson.

Sosa y colaboradores (2017) desarrollaron nanoemulsiones con
anfotericina B para el tratamiento de la candidiasis y Aspergillus. En los
estudios de liberacién in vitro, los autores utilizaron membrana de
celulosa y evaluaron por 72 horas en un medio receptor de metanol/ N-
dimetilformamida /agua (55:15:30 v/v/v) a una agitacién de 600 rpm. Los
resultados mostraron que pasado este periodo, hubo una liberacion
de 100%, contra 10% del farmaco libre. Con lo presentado, los autores
sugieren que las nanoemulsiones son vehiculos que mejoran la liberacion

prolongada.

IV.6 Estudio de retencidn cutanea in vitro

La retencion cutanea fue evaluada después de la prueba de
permeacion, con la retirada de la piel de la oreja de cerdo, tratada para que
el farmaco se pueda cuantificar, la obtencion de valores relativos a la
retencion en el estrato corneo se realizo con un 20% de Arnica montana
permitiendo evaluar como se da la difusion del farmaco. La Figura 15
Muestra los resultados de la retencién cutanea in vitro de la muestra y del

farmaco después de 10 horas de experimento.
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Figura 15. Curva retencidn de la muestra vs farmaco
Fuente: Autora
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Los resultados mostraron un mayor porcentaje de Am cuantificado,
esto sugiere que ésta se queda retenida en la piel, ésto estqd en
conformidad con lo mostrado en los estudios de permeacion, ya que se
observa una menor cantidad de principio activo permeado. Patel y
colaboradores (2015) desarrollaron un nuevo gel a base de microemulsioén
para la administracion topica de isotretinoina para el tratamiento del acné.
El estudio de retencién cutanea fue realizado posteriormente a los estudios
de permeacion cutanea, para ello, la piel de conejo fue lavada con agua y
metanol y mantenidas al vortex por 10 minutos para la total remocién del
activo. Los resultados mostraron que las ME acumularon mas isotretinoina
en la piel que el producto convencional. Los autores discuten que cuanto
mas permea la isotretinoina, menos retiene la piel y puede provocar efecto
secundario adverso sistémico. En este sentido, ellos sugieren que las ME
pueden ser una alternativa tecnoldgica para la incorporacion de la

isotretinoina.
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CONCLUSION

Se desarrollaron cristales liquidos y se incorporé un extracto comercial de
Arnica montana y cumpliendo con los andlisis de los resultados para evaluar

la permeacion cutanea se llega a las siguientes conclusiones:

e Al caracterizar de manera fisicoquimica a los cristales liquidos se

observé que la Arnica interacciona con la matriz del sistema.

e Se determind la permeacion cutdnea al incorporar Arnica montana a
los cristales liquidos donde se observé un aumento en la absorcion del
principio activo lo que sugiere que actia como transportador y facilite el

paso del Am hacia la sangre.
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RECOMENDACION

Se recomienda estudiar a fondo el Extracto de Arnica montana para
via cutanea y la elaborar alguna formulacion de uso tépico que sirvan
para las varices debido a las propiedades que presenta el Am sobre

todo incorporado en los cristales liquidos.

Realizar estudios de toxicidad dérmica de los cristales liquidos con y

sin Arnica montana.
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ANEXOS

Anexo |. Extracto comercial de Anexo Il. Micropipeta Labnet
Arnica montana del laboratorio de analisis de
medicamentos

Anexo lll.  Microscopio del Anexo IV. Espectrofotbmetro UV- Vis
laboratorio de Quimica Organica Shimadzu del laboratorio de analisis

de medicamentos
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Anexo V. Viales Eppendorf de 2mL Anexo VI. Extraccion del estrato
de cada colecta unas CL y otras corneo de la oreja de cerdo.
con p.a.
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Anexo VII. Datos para la elaboracion de la curva de permeacion y retencion
cutanea para la liberacion prolongada de la muestra.

TIEMPO ABS CONC. CONC. (%)DE MUESTRA % MUESTRA

(Horas) (200 nm)  (ng) REAL PERMEADA RETENIDA
0,083 0,0396 0,0073 2,9117 7,2793 92,7207
0,167 0,0598 0,0102 4,0853 10,2132 89,7868
0,25 0,0357 0,0067 2,6855 6,7137 93,2863

0,5 0,0675  0,0113 4,5280 11,3201 88,6799
1 0,1243 0,0196 7,8226 19,5564 80,4436
2 0,1654  0,0255 10,2064 25,5161 74,4839
4 0,1940 0,0297 11,8653 29,6632 70,3368
8 0,1955 0,0299 11,9555 29,8888 70,1112
10 0,2148 0,0327 13,0763 32,6906 67,3094

Anexo VIII. Datos para la elaboracion de la curva de permeacion y retencion
cutanea para la liberacion prolongada de farmaco.

TIEMPO ABS CONC. CONC. %DEFARMACO % FARMACO

(Horas) (200 nm)  (ng) REAL PERMEADO RETENIDO
0,083 0,0366  0,0068 2,7383 6,8459 93,1541
0,167 0,0582 0,0100 3,9893 9,9731 90,0269

0,25 0,0521 0,0091 3,6387 9,0967 90,9033
0,5 0,0632 0,0107 4,2786 10,6966 89,3034
1 0,0986 0,0158 6,3358 15,8394 84,1606
2 0,1729 0,0266 10,6447 26,6117 73,3883
4 0,743 0,0268 10,7220 26,8050 73,1950
8 0,1816  0,0279 11,1499 27,8749 72,1251

10 0,1497  0,0232 9,2958 23,2395 76,7605
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