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Resumen

En la naturaleza existen diversas moléculas de origen vegetal, las cuales presentan
actividad biologica diversa como los flavonoides. Dentro de las multiples actividades
biolégicas que presentan, se destaca la actividad antiinflamatoria y analgesica, por Lo cual
estas moléeculas representan un gran potencial para la industria farmaceutica. Dentro de
la industria farmacéutica existen varias moléculas con las actividades entre ellas los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos, pero recientes investigaciones han mostrado
que cuando estas moleculas sinteticas, se combinan con las de origen natural, se presenta
el fenomeno de potenciacion (aumento de la actividad bioldgica), con lo cual se utiliza
menos cantidad de producto, pero con mejores resultados en la actividad antiinflamatoria
y analgeésica. Por lo cual es de nuestro interes, combinar dichas moleculas y producir una
forma farmacéutica que permita su distribucion en el organismo, aprovechando su
potencial efecto terapeutico.

Palabras clave: rutina; quercetina, flavonoides, ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno, antiinflamatorio,
microemulsiones.

Introduccién

Los flavonoides son moléculas orgéanicas polifendlicas que estan presentes en las plantas, se han encontrado
més de 4000 tipos diferentes de flavonoides en la naturaleza que se dividen en subclases: flavonoles,
flavononas, flavonas, catequinas, isoflavonas, antocianidinas y dihidroflavonoles. Entre los flavonoides se
distingue la rutina y la quercetina (Fig.1), donde la quercetina puede obtenerse de la degradacion de la rutina,
pero conservando sus propiedades farmacolégicas principalmente la antiinflamatoria?.

Rutina OH Quercetina

Figura 1. Flavonoides rutina y quercetina
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Estas molécula tiene beneficios para la salud ya que presenta propiedades: antiinflamatoria de larga
duracion, efecto inmunosupresor, antiproliferativa y antioxidante 22, aunque también muestra un potencial
terapéutico como prevencién y tratamiento de enfermedades crénicas cardiovasculares,
neurodegenerativas y cancer*, como bloqueador solar®, tratamiento natural prometedor para enfermedades

7 8
inflamatorias de la piel ¢, propiedades antioxidantes y antihiperglucémicas ademas de exhibir propiedades
neuroprotectoras®.

El efecto antiinflamatorio que se encuentra en la rutina es explicado por la inhibicion de algunas enzimas
en el proceso de inflamacion. En un estudio se observa que la mieloperoxidasa disminuye en presencia
de rutina'®. La mieloperoxidasa es una enzima lisosomal que se libera en vacuolas fagocitadas
durante la actividad celular y su grado de actividad esta directamente relacionado con la concentracion
de neutrdfilos en el tejido inflamado!!. Se ha observado a su vez que distintas citocinas que promueven
la inflamacién se han visto reducidas en sus niveles. En conjunto, Se ha encontrado que la rutina alivia la
oxidacion inducida por especies reactivas de oxigeno inducidas por estrés oxidativo e inflamacion a través
de la orientacion p38-MAPK, NFkB, COX-2, i-NOS, TNF-a y IL-6°,

Las investigaciones confirman a su vez que el efecto antiinflamatorio de la quercetina se debe a la
inhibicién de las citocinas proinflamatorias, ATP y los sitios de union del factor nuclear kappa B (IkBa),
ademas de un efecto que parece estar asociado con su capacidad para bloguear algunos mediadores
inflamatorios, expresion de moléculas de adhesion, enzimas inducibles y la activacion del factor de
transcripcion nuclear.1241213 Se encontré que su mecanismo de accion es inhibir la produccion de TNF-
a inducida por lipopolisacéridos en macréfagos y la produccion de IL-8 inducida por lipopolisacaridos
blogueando las vias de la ciclooxigenasayy la lipooxigenasa en concentraciones relativamente altas, mientras
gue, en concentraciones mas bajas, la via de la lipooxigenasa fue el objetivo principal de la actividad
antiinflamatoria inhibidora 214. Asimismo, se hizo un estudio en voluntarios sanos en donde se determind
gue inhibié de forma dependiente de la dosis la produccion de TNF-a en personas con niveles elevados
de inflamacién.!®

Los AINE (medicamentos antiinflamatorios no esteroides) son algunos de los analgésicos més utilizados
en adultos, como tratamiento comun para los problemas de salud cronicos (a largo plazo), como la artritis
(artritis reumatoide, osteoartritis y otros) y el lupus. Los AINE bloquean unas proteinas, llamadas enzimas
principalmente la COX-2, en el cuerpo que ayudan a producir prostaglandinas. Las prostaglandinas son un
grupo de &cidos grasos naturales que desempefian un papel en el dolor y la inflamacion. Los AINE también
pueden disminuir la inflamacion, asi como la fiebre, la hinchazon y el enrojecimiento.® Existen varios
medicamentes dentro de esta clasificacion, sin embargo, destacaremos 3 de ellos que son los usados en
esta investigacion, que seran el naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno.
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Figura 2. Aines usados en el trabajo.

Estas moléculas han sido utilizadas durante mucho tiempo y demostrando su beneficio en la farmacologia,
sin embargo, cuentan con algunos efectos adversos que deben ser considerados. Entre algunas reacciones
adversas de los AINES se encuentran las gastropatias. Estos efectos indeseables son provocados por
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas en las paredes del estbmago y del intestino. Debido a lo anterior,
se busca desarrollar AINES selectivos de COX-2, enzima que se expresa en células afectadas o dafiadas,
logrando asi la disminucién de los efectos adversos de estos fArmacos, sobre todo los gastrointestinales.’

Por lo que se sugiere la combinacion de farmacos y principios activos con propiedades antiinflamatorias
con diferentes mecanismos de accion mostrando un sinergismo que los hace mas efectivos, como se
menciona en el trabajo del Dr. Zapata-Morales.'8

La biodisponibilidad de los flavonoides es muy baja,* aunque la via tdpica es poco eficaz debido a la baja
permeabilidad cutanea y baja solubilidad de los flavonoides en medios acuosos, es importante mejorar los
sistemas para permitir una incorporacién eficiente y una buena biodisponibilidad de estos principios activos.!?
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Las microemulsiones son un tipo de formulacion relativamente nuevo que ha tenido mucho auge por su
eficaz administracion dérmica de varios principios activos, ya que permite una rapida penetracion de
los principios activos debido a sus componentes que reducen la propiedad de barrera del estrato cérneo,
mejorando la absorcién en comparacién con otras formulaciones convencionales, haciendo que se
conviertan en una forma farmacéutica prometedora para la administracion transdérmica de farmacos.®

Ya que las microemulsiones son mezclas liquidas isotropicas de aceite, agua y surfactante, que se
encuentran frecuentemente en combinacién con un co-surfactante, presentan translucidez y estabilidad
termodinamica. La fase dispersa, generalmente lipofilica, actia como un reservorio potencial de farmacos
lipofilicos, que, en contacto con membranas semipermeables, como la piel o las mucosas, pueden facilitar el
transporte de farmacos a través de estas barreras, por lo cual representa una buena opcion para trabajar con
los flavonoides.?°

Con la informacion disponible a nuestro alcance, se plante6 el objetivo de generar una forma farmacéutica
tépica que combine los flavonoides elegidos con los AINE’s, dado que sus mecanismos de inhibicion de la
inflamacién son por diferente ruta, pero que se potencian mutuamente como lo demostré el Dr. Zapata-
Morales.*®

METODOLOGIA
PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Se deben llevar a cabo pruebas de solubilidad de los flavonoides y los AINE’s, utilizando diferentes solventes
(isopropanol, glicerina, polietilenglicol, etanol, propilenglicol y agua. Para ello, se debe colocan las muestras
en tubos de ensayo y posteriormente, se agregar un solvente diferente en cada tubo y se observa la
solubilidad de las muestras en frio. Sila muestra no es soluble en frio se procede a calentar los tubos, agitando
ocasionalmente y observando la solubilidad de las muestras en caliente. Anotar los resultados y verificar cual
es el mejor solvente para la solubilizacién de los principios activos.

FORMULACION DE MICROEMULSION DE GEL PLACEBO

Tabla 1. Material para formulaciéon de microemulsién de gel.

Fase oleosa Sistema lipidico, Polietilenglicol
Fase acuosa Tween 80, Agua
Estabilizante Carbopol, Agua

El proceso inicia con el tamizado del carbopol con una malla, posteriormente se adiciona al agua en un vaso
de precipitado. En la fase acuosa se mezcla el tween 80 y el agua, cuidando que se mantenga la temperatura
constante de 50°C. Para la fase oleosa directamente se mezclan el sistema lipidico y el PEG manteniendo
agitacion y temperatura de 50 °C constante. Ya que se tienen todas las fases, se afiade la fase oleosa a la
acuosa manteniendo la temperatura a 50 °C y agitando a 900 rpm durante10 minutos. Una vez transcurrido
el tiempo de agitacion esta mezcla se agrega a la base de carbopol manteniendo la agitacion hasta incorporar
completamente las fases sin que haya grumos. Finalmente, se dej6 reposar la mezcla hasta temperatura
ambiente.

FORMULACION DE MICROEMULSION DE GEL CON PRINCIPIO ACTIVO

Tabla 2. Material para formulacién de microemulsion de gel.

Fase oleosa Sistema lipidico, Polietilenglicol

Fase acuosa Tween 80, Agua

Estabilizante Carbopol, Agua
Principio activo Flavonoide, AINE
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El proceso se inicia con el tamizado del carbopol, posteriormente se adiciona al agua en un vaso de
precipitado para su hidratacion. Por otro lado, se prepara la fase acuosa mezclando el tween 80 con el agua,
cuidando que se mantenga la temperatura constante de 50°C. En la fase oleosa se solubilizan los principios
activos en PEG y se adiciona el aceite, manteniendo la agitacién y temperatura constante. Ya que se tienen
todas las fases, se procede a la incorporacion de la fase oleosa a la acuosa manteniendo la temperatura 'y la
agitacion constante durante 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de agitacion esta mezcla se agrega
el carbopol manteniendo la agitacion hasta incorporar completamente las fases, finalmente, se deja en reposo
hasta alcanzar temperatura ambiente.

PRUEBAS ORGANOLEPTICAS

Se realizan pruebas organolépticas del placebo y de la formulacién con principio activo para considerar las
caracteristicas del producto y como se alteran o no con la incorporacién del principio activo.

Color: colocar muestra en un vidrio de reloj y hacer una observacion simple en donde incida luz natural.
Olor: colocar muestra en un vidrio de reloj y percibir el olor acercando a la nariz.

Brillo: colocar muestra en un vidrio de reloj y hacer una observacion simple en donde incida luz sobre la
muestra y observar si hay reflejo de la luz.

Sensacion al tacto: colocar muestra sobre la piel de 3 personas e indicar la sensacion respecto a la muestra.

Evanescencia aparente: colocar muestra sobre la piel de 3 personas e indicar qué tan rapido se desvanecio
la muestra.

Viscosidad aparente: colocar muestra sobre la piel de 3 personas e indicar con qué facilidad se pudo aplicar
la muestra en una zona.

Consistencia aparente: colocar muestra sobre la piel de 3 personas e indicar su resistencia a romperse o
deformarse.

CUANTIFICACION DE PRINCIPIO ACTIVO DE LA FORMULACION

Se llevé a cabo la cuantificacion de los principios activos con espectrofotometro UV-VIS, en las diferentes
formulaciones. Para lo cual es necesario preparar una solucion madre de cada formulacion y hacer las
diluciones correspondientes para cuantificar las diferentes cantidades de principio activo contenidas en las
microemulsion.

Tabla 3. Datos de los diferentes principios activos a cuantificar
Principio activo Cantidad Ecuacién de la recta
Rutina 30 ug Y=0.0258x+0.0065
Quercetina 5ug Y=0.0457x+0.0168
Naproxeno 20 pg Y=0.0063x+0.002
Diclofenaco 25 g Y=0.0331x-0.0262
Ibuprofeno 20 ug Y=0.0492x+0.0071
RESULTADOS
PRUEBAS DE SOLUBILIDAD
Tabla 4. Resultados de solubilidad
Disolvente Rutina Quercetina | Naproxeno | Diclofenaco | Ibuprofeno
Agua Poco Poco insoluble Muy soluble | Soluble
soluble soluble en caliente
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Etanol Poco soluble soluble Muy soluble
soluble soluble

Isopropanol Poco Soluble soluble Soluble Muy
soluble en caliente en caliente soluble

Propilenglicol | Poco Soluble soluble Muy soluble
soluble en caliente soluble

Polietilenglicol | Soluble Soluble soluble Poco soluble
en caliente | en caliente soluble

Glicerina Soluble Insoluble Poco Poco Soluble
en caliente soluble soluble en caliente

FORMULACION DE MICROEMULSION DE GEL PLACEBO

En las Figura 3 se muestran los geles placebo con diferentes porcentajes de carbopol. Dependiendo de la
concentracién de carbopol presentan diferente consistencia, para el 1% su consistencia mas suave, para el
2% de carbopol tiene menor consistencia que el gel con 3% de carbopol el cual tiene una consistencia firma.
El color en estos tres geles placebo también es diferente, pues mientras que los geles con 1% y 2% de
carbopol son blancos y de aspecto lechoso, el gel con 3% de carbopol es trasltcido e incoloro.

Figura 3. Aspecto de los diferentes placebos de las microemulsiones.

FORMULACION DE MICROEMULSION DE GEL CON PRINCIPIO ACTIVO

Rutna con ibuprofen

Rutma con napr«? Rutina con diclofenaco

Quercetina con naproxeno Quercetina con diclofenaco Quercetma con |buprofeno

R

Figura 4. Aspecto de las diferentes combinaciones de formulaciones.

PRUEBAS ORGANOLEPTICAS

Las muestras presentan de manera general color amarillo en diferentes tonalidades y una variacion de
transparencia en las formas farmacéuticas. La consistencia de todas ellas es firme y homogénea, pero que
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sede al tacto. El olor que predomina en ella es el del aceite. El brillo también se mantiene constante. En
cuanto a la sensacion al tacto, se siente firme, pesado y menos himedo. Otra propiedad evaluada, fue la
evanescencia aparente; el gel con 2% de carbopol fue el que mejor evanescencia presento, pues se absorbio
muy bien y bastante rapido, dejando una sensacién bastante agradable, mientras que el gel con 1% de
carbopol no se absorbi6 del todo, y el gel con 3% de carbopol dejé una sensacion pegajosa en la piel. Por
Ultimo, se evalud la viscosidad, es decir, la facilidad con la que se aplica la muestra. Nuevamente, el gel con
2% de carbopol presenté una mejor caracteristica, pues es facil de esparcir en las zonas deseadas, mientras
que el gel con 1% de carbopol, al ser mas liquido, se escurria un poco mas, y por el otro lado, el gel con 3%
de carbopol requeria ligeramente mas uso de fuerza para poder esparcirse.

CUANTIFICACION DE PRINCIPIO ACTIVO DE LA FORMULACION

Tabla 4. Resultados de cuantificacion promedio
Rutina | Quercetina | Naproxeno | Diclofenaco | Ibuprofeno
Longitud de onda (A) 372 372 272 276 264
Absorbancia promedio | 0.9420 0.2462 15712 2.5506 0.8944
Cantidad tedrica 30 ug 5 ug 20 ug 25 ug 20 ug
Cantidad observada 36 ug 4.87ug 227 ug 79 ug 18.04

DISCUSION DE RESULTADOS

Las microemulsiones formuladas resultantes cuentan con caracteristicas organolépticas aceptables, tanto en
la incorporacién de principio activo como de sus caracteristicas organolépticas, esto es debido al porcentaje
de carbopol utilizado en las formulaciones.

Las pruebas de solubilidad nos permiten elegir los mejores disolventes, que sean compatibles con la
microemulsion, los cuales variaron dependiendo de las diferentes combinaciones ensayadas. Ya que en los
casos donde existe solubilidad en agua, los principios activos se agregan ahi, en el caso de los flavonoides
la mejor opcion es el Polietilenglicol.

La apariencia de las diferentes formulaciones va de la transparente a la opacidad en diferentes grados, esto
debido a principalmente a falta de agitacion durante el proceso de la microemulsion. Sin embargo, se
considera que las microemulsiones resultantes cuentan con caracteristicas aceptables, tanto de
incorporacion de principio activo como de sus caracteristicas organolépticas. Ya que solo afecta el tamafio
de las gotas de la emulsién que seria mas grandes y generan dicha opacidad.

Las microemulsiones utilizan trietanolamina para activar la propiedad gelificante del carbol, sin embargo, tiene
una incompatibilidad con los flavonoides, por lo que para evitar que interaccionen con ellos, se utiliza
diferentes concentraciones de carbopol de 1-3%, lo que nos permite alcanzar una consistencia adecuada
para la formulacion, sin provocar interacciones con los flavonoides.

Los datos obtenidos de la cuantificacion muestran que la metodologia utilizada permite la correcta
cuantificacion para la rutina, quercetina e ibuprofeno, los cuales pueden ser cuantificados en una solo
medicidn. Sin embargo, cuando se intenta con las combinaciones respectivas con naproxeno y diclofenaco,
no responden, por lo que se intento cuantificarlos por separado, pero tampoco, se logro una buena respuesta.
Esto se explica por una posible interaccién con los componentes de la formulacion que pueden dar sefial en
la misma longitud de onda donde se intenta cuantificar estos productos, por lo que seria necesario modificar
la metodologia de cuantificacion para eliminar dicha interferencia.

CONCLUSION

Las formulaciones farmacéuticas, realizada con la combinacién de rutina o quercetina, con los diferentes
AINE’s (naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno), muestra buena estabilidad y caracteristicas organolépticas,
asi como una prometedora forma de cuantificacién de los flavonoides e ibuprofeno, que debe ser ajustada y
mejorada para el naproxeno y diclofenaco para que en un solo proceso se pueda determinar ambos
productos, eliminando asi la interferencia que se detectd en esta primera aproximacion a la formulacion.
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PERSPECTIVA

El trabajo puede ser mejorado de una manera significativa al modificar el método de cuantificacién de los
principios activos de naproxeno y diclofenaco, debido a todas las interferencias que se detectaron, y con esto,
poder pasar a las pruebas de estabilidad térmica y pruebas de liberacién in vitro e in vivo para determinar su
capacidad de pasar a través de la piel. Ademas, mejorar la técnica para la preparacion de las formulaciones
y con ello poder obtener un producto con mejores caracteristicas organolépticas.
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