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Resumen y Abstract IX

Resumen

Evaluacién de la permeacién de cafeina a partir de productos cosméticos
comerciales con accién lipolitica empleando ensayos in vitro en celdas de difusion

de Franz

En el mercado colombiano se comercializan cosméticos con proclamas lipoliticas que
presentan en sus ingredientes cafeina, un compuesto ampliamente utilizado por su accion
sobre los mecanismos de acumulacién de grasa en el adipocito. Para cumplir con el efecto
cosmético prometido, el ingrediente deberia poder permear a la hipodermis donde se
encuentran las células adiposas, no obstante, esto también implicaria que la cafeina
presente en estos productos podria alcanzar el fluido sistémico, causando contravencion

con la definicion de cosméticos segun la legislacién nacional.

En este sentido, se seleccionaron siete productos del mercado colombiano con proclamas
lipoliticas que contienen cafeina, con el objetivo de recolectar informacion sobre la
concentracion de ésta que podria alcanzar la hipodermis y/o el fluido sistémico al ser
aplicados sobre la piel. El desarrollo metodolégico incluyé, la realizacién de ensayos in
vitro en celdas de difusion de Franz con dos espesores diferentes de membrana, una con
tejido hipodérmico y otra sin éste, determinando la concentracion permeada bajo una
aplicacion de dosis en condiciones de uso. Asi mismo, se realiz6 la caracterizacion
fisicoguimica de los productos elegidos en términos de pH, parametros reoldgicos,
microestructura, percepcién sensorial y formula cualicuantitativa, para establecer una
correlacion entre el comportamiento de permeacion y las caracteristicas propias del

vehiculo.

El estudio de caracterizacion de la férmula de los productos evidencié que tres ellos no
presentan un contenido de cafeina superior al 0,009 [%w/w] bajo el método de extraccion
desarrollado. Los demds productos presentaron concentraciones de cafeina superiores al

0,39 [%w/w] y fueron evaluados en ensayos de liberacion y permeacion, demostrando que
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la cafeina efectivamente se libera del producto, pero la que logra alcanzar la capa
hipodérmica con respecto a la dosis aplicada es inferior al 1%, excepto para un producto
que obtuvo un porcentaje del 10 probablemente a causa de sus propiedades
fisicoquimicas. No obstante, la concentracion de cafeina que se encontré en la capa
hipodérmica es menor a la concentracion estudiada en los reportes encontrados en la
literatura que puede causar un efecto del tipo lipolitico, por lo que no es seguro que pudiese
generar el efecto proclamado. Por otro lado, se determiné que la cafeina de estas
formulaciones topicas podria alcanzar el fluido sistémico. En conjunto, los resultados
demuestran la importancia de formular adecuadamente un producto que permita la entrega
del ingrediente funcional en la capa obijetivo, y el valor de implementar este tipo de
herramientas in vitro para contribuir con informacion relacionada con la seguridad y

eficacia, con miras a fortalecer los programas de cosmetovigilancia.

Palabras clave: cafeina, cosméticos lipoliticos, celdas de difusibn de Franz,

caracterizacion fisicoquimica, gel, emulgel, validacion analitica.
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Abstract

Evaluation of caffeine permeation from commercial cosmetic products with

lipolytic action using in vitro assays in Franz diffusion cells

Cosmetics with lipolytic claims that contain caffeine in their ingredients are commercialized
in the Colombian market. Caffeine is a compound widely used for its action on the
mechanisms of fat accumulation in the adipocyte. To fulfill the promised cosmetic effect,
the ingredient should be able to permeate the hypodermis where the adipose cells are,
however, this would also imply that the caffeine present in these products could reach the
systemic fluid, causing contravention with the definition of cosmetics under national

legislation.

In this context, seven products from the Colombian market with lipolytic claims containing
caffeine were selected, with the aim of collecting information on the concentration of
caffeine that could reach the hypodermis and/or the systemic fluid when the product is
applied to the skin. The methodological development includes in vitro testing in Franz
diffusion cells with two different membrane thicknesses, one with hypodermic tissue and
the other without it, determining the permeated concentration under a dose application
under conditions of use. It also includes the physicochemical characterization of the
products chosen in terms of pH, rheological parameters, microstructure, sensory
perception and qualitative-quantitative formula, to establish a correlation between

permeation behavior and vehicle characteristics.

The characterization study of the formula of the products evidence that three of them do
not present a caffeine content greater than 0,009 [%w/w] under the extraction method
developed. The other products had caffeine concentrations higher than 0,39 [%w/w] and
were evaluated in release and permeation trials, showing that caffeine is effectively
released from the product, but that the caffeine that reaches the hypodermic layer with
respect to the applied dose is less than 1%, except for a product which obtained a

percentage of 10 because of its physicochemical properties. However, the concentration
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of caffeine found in the hypodermic layer is lower than the concentration studied in the
reports found in the literature that can cause a lipolytic-type effect, so it is not certain that
it could generate the proclaimed effect. On the other hand, it was determined that the
caffeine of these topical formulations could reach the systemic fluid. All these results
demonstrate the importance of formulating a suitable product that allows the delivery of the
functional ingredient in the target layer, and the value of implementing such in vitro tools to
contribute information related to safety and efficacy to strengthen cosmetovigilance
programs.

Keywords: caffeine, lipolytic cosmetics, Franz diffusion cells, physicochemical

characterization, gel, emulgel, analytical validation.
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Introduccioén

Los productos cosméticos con proclamas de accion lipolitica son ampliamente empleados.
La importancia que las personas le atribuyen a este tipo de productos radica en la
necesidad de conseguir una apariencia estética que permita al individuo sentirse bien
consigo mismo, sobre todo, teniendo en cuenta que afecciones estéticas relacionadas con
la acumulacion de grasa como la celulitis son practicamente inevitables. Alrededor del 90%
de las mujeres de todas las etnias llegan a tener celulitis en algun estadio de su vida [1],
[2], lo que puede afectar su autoestima recurriendo a este tipo de alternativas que ofrece
la industria cosmética, con ingredientes que prometen participar en el proceso de
acumulaciéon de grasa que se genera principalmente en la capa hipodérmica de la piel. La
cafeina es uno de los ingredientes cominmente empleados dentro de este tipo de
cosméticos puesto que tiene la capacidad de afectar ciertos mecanismos involucrados en

la lipdlisis del tejido adiposo [1][3][4].

Un cosmético con cafeina como activo que proclama tener efecto liporeductor, deberia
promover el suministro de la misma hacia la hipodermis para que actue a nivel local sobre
las células adiposas. Esto implica que la cafeina deberia atravesar la barrera cutanea y
permear hasta la capa mas profunda de la piel que es altamente vascularizada.
Significando, por un lado, que el producto deberia ser capaz de lograr que la cafeina
alcance el tejido adiposo, lo que es un reto, considerando la dificultad que supone que un
compuesto atraviese el estrato cérneo, ya que, por si mismo, éste constituye una barrera
gue protege del ingreso de sustancias externas. Y, por otro lado, supone la probabilidad
de que el ingrediente pase al torrente sanguineo al alcanzar la hipodermis. En este Gltimo
aspecto se debe considerar que la legislacién nacional para el sector cosmético expresa
qgue, los productos cosméticos no deberian irrumpir de ninguna manera dentro del
organismo porque podrian ocasionar algun efecto sistémico [5], [6]. En este sentido, la
cafeina es un compuesto al que ademas de sus propiedades cosméticas, se le atribuyen
cualidades psicoestimulantes y farmacéuticas, y por ser una sustancia de origen natural,

esta presente en muchas de las preparaciones alimenticias que se consumen a diario, de
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manera que constantemente estamos expuestos a ella. También puede causar efectos
dentro del organismo que difieren de acuerdo con la dosis y el grado de susceptibilidad de
cada individuo. Algunos de estos se manifiestan en temblores, ansiedad, insomnio,

cambios de humor, malestar gastrointestinal e inquietud [7], [8], [9], [10], [11], [12].

Los ensayos de permeacion en celdas de difusion se proponen como una metodologia in
vitro que podria determinar, tanto la capacidad del producto para que la cafeina alcance la
hipodermis, como la cantidad de cafeina que podria encontrarse en el torrente sanguineo
después de una exposicion a este tipo de cosméticos. Asi mismo, los estudios de
permeacion in vitro se consideran una alternativa a las pruebas in vivo en animales para
establecer la permeacién cutanea de compuestos en productos de aplicacién topica y es
importante recordar que a partir del 2020, los acuerdos establecidos en el marco legislativo
para el sector cosmético en Colombia prohiben el uso de pruebas en animales, por lo que
este tipo de estudios constituyen herramientas valiosas para evaluar un producto
cosmético en términos de seguridad y eficacia. En general, los ensayos de permeacion se
llevan a cabo en celdas de difusion de Franz compuestas por dos camaras entre las que
se posiciona una membrana que semeja la piel, el compartimiento superior alberga la
muestra de producto y el inferior recibe el compuesto que atraviesa la membrana, de este
modo, bajo condiciones que deben ser establecidas y estandarizadas por el investigador,
es posible concluir acerca de la retencién en la membrana o la posible absorcion sistémica

del compuesto.

Conforme con la revision bibliogréafica, en Colombia no se han realizado estudios in vitro
gue involucren la permeacion dérmica de cafeina como activo cosmético en productos
comerciales y las publicaciones internacionales al respecto también son escasas. No
obstante, se considera adecuado implementar este tipo de ensayos como una herramienta,
para recolectar informacion al respecto de la veracidad de las proclamas y la seguridad del
producto bajo la concepcién de la definicion de cosmético, con el fin de proteger la

integridad del consumidor.

De acuerdo con lo discutido se contemplan dos hechos, en primera instancia, para que el
producto sea eficaz el activo debe alcanzar el sitio de accion atravesando la barrera
cutanea, lo que, a su vez, puede suponer una inconsistencia en lo que se entiende como
producto cosmético, ya que parte de la cafeina que permearia podria absorberse

sistémicamente afectando la seguridad del consumidor, poniendo de manifiesto la
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necesidad de fortalecer los programas de cosmetovigilancia para este tipo de productos.
Es por ello por lo que a partir de la presente investigacion se pretende conocer, por un
lado, si efectivamente la cafeina incluida en algunas de estas formulaciones
comercializadas a nivel nacional tiene la capacidad de llegar a la hipodermis para ejercer
su efecto, y por otro, la cafeina que podria potencialmente llegar a la sangre del
consumidor, constituyendo este planteamiento en el objetivo principal del presente

proyecto.






1.Capitulo 1. Generalidades

1.1 La piel

La piel es el 6rgano mas grande y extenso del cuerpo, cubre toda nuestra superficie en
forma de una envoltura que mantiene el agua en el interior, es un sistema dinamico y
heterogéneo, compuesto por multiples tipos de tejidos y es responsable de diversas
funciones como la proteccion e intercomunicacion con el medio exterior. Es un érgano
complejo que presenta tres capas principales, la epidermis, la dermis y la hipodermis
(Figura 1-1). La epidermis, es un epitelio no vascularizado que mide entre 0,4y 1 mm en
funcién de la zona del cuerpo. Esta compuesta a su vez por cuatro estratos denominados,
del méas externo al més interno, cérneo, granuloso, espinoso y basal. En algunas zonas del
cuerpo como en las palmas, antes del estrato cérneo es posible reconaocer el estrato ltcido.
El estrato corneo (SC) se considera un estrato hidrofébico con un 13 % de contenido de
agua, se compone de lipidos y células muertas o corneocitos, producidos por el proceso
de diferenciacién que sufren los queratinocitos de las capas restantes denominadas
también epidermis viable. Esta, se compone por un 70 % de agua y ademas de los
gueratinocitos, presenta diferentes tipos de células encargadas de recibir estimulos del
medio, monitorear y reaccionar ante la presencia de sustancias desconocidas y dar el color
a la piel [13], [14], [15].
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Figura 1-1: Estructura de la piel. Adaptada de [16]
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La dermis, tiene un espesor variable entre 1 y 4 mm y se encuentra altamente
vascularizada encargandose de suministrar nutrientes a la epidermis. Es un tejido
conectivo que da soporte y firmeza a la piel. EstA compuesta por células, fibras y sustancia
fundamental amorfa. Esta ultima constituida basicamente por mucopolisacaridos como el
acido hialurénico y cerca del 90 % de agua. Las células principales son los fibroblastos
encargados de sintetizar colageno y elastina, fibras que confieren las propiedades de
elasticidad, firmeza, flexibilidad y resistencia de la piel. La dermis rodea las invaginaciones
de los apéndices epidérmicos, los foliculos pilosos y sus glandulas asociadas, y las
glandulas sudoriparas y aloja los sistemas linfatico, sanguineo y nervioso [14]. Por su
parte, la hipodermis o tejido subcutaneo estd compuesto principalmente por células
adiposas que constituyen la reserva mas importante de energia disponible para suplir
procesos metabdlicos celulares. Ademas de ser un reservorio de energia, esta capa se
encarga principalmente de la termorregulacion, la proteccién y amortiguacién de los
organos internos contra el trauma mecanico, y de dar forma y contorno al cuerpo. Es una
capa ampliamente vascularizada razon por la cual algunos farmacos son introducidos por
inyeccién hipodérmica. Su distribucion difiere segun el sexo, la edad y los habitos de vida
[17], [18].

1.1.1 Barrerade permeabilidad de la piel

La funcién de barrera de la piel regula el ingreso y salida de sustancias y esta conformada
principalmente por el estrato corneo que tiene un espesor que varia de 10 a 30 ym. Es

comunmente representado como una estructura de “muro de ladrillos y cemento” puesto
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gue esta compuesto por corneocitos, células muertas planas llenas de filamentos de
gueratina 'y agua, que estan rodeadas por una monocapa de lipidos que sirve como interfaz
entre las células hidréfilas y la matriz lipidica en la que estan embebidas. La matriz
hidréfoba estd compuesta principalmente por colesterol, acidos grasos libres y ceramidas,
estos lipidos se encuentran organizados en bicapas lamelares, presentando dominios

polares y no polares [13].

El estrato cérneo regula el flujo de sustancias quimicas y agua entre el ambiente y el
organismo. Debido a su caracter mayoritariamente hidrofébico, una sustancia hidrofilica no
puede penetrarlo facilmente y de igual forma, el agua proveniente del interior no puede
salir lo que evita la pérdida de agua transepidérmica (TEWL, por sus siglas en inglés) y la
pérdida de minerales esenciales. Por otro lado, aunque una sustancia hidrofébica puede
presentar mayor afinidad por los lipidos de la matriz tiende a quedar retenida ya que la
epidermis viable es hidrofilica. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que la estructura
de bicapa, que se ubica entre los corneocitos presenta zonas tanto lipofilicas como
hidrofilicas por lo que se transportan ambos tipos de moléculas, las hidrofilicas podrian
llegar a atravesar el estrato cérneo gracias a las areas acuosas rodeadas de lipidos polares
gue crean las paredes de los canales. En este sentido, se considera que la organizacién
de los lipidos del estrato cérneo es uno de los parAmetros mas importantes en la funcién
de barrera cutdnea, puesto que influye en el comportamiento de penetracién de las

sustancias a lo largo de la via entre los corneocitos [13],[15], [19], [20].

1.1.2 Permeacidén de sustancias a través de la piel

Los cosméticos son productos de aplicacién sobre la piel, algunos actian de manera
superficial mientras que otros, dadas sus proclamas y las demandas del consumidor deben
actuar en las capas mas profundas. Por lo anterior, la barrera epitelial debe ser atravesada
por el ingrediente al que se le atribuye la funcionalidad con el fin de alcanzar los sitios de
accion deseados lo que aumenta la posibilidad de llegar al torrente sanguineo. Este
proceso se conoce como absorcion percutanea, definida como el movimiento masivo de
sustancias desde la superficie de la piel hasta la circulaciébn general y comprende, la
penetracién, permeacion y resorcion [21], [22]. Como se menciona en el apartado
precedente, el estrato corneo es la principal barrera de la piel al paso de sustancias, por lo
gue, en primera instancia, una sustancia que pretenda atravesar la superficie de la piel

debe ser capaz de penetrar dicho estrato. Luego, las moléculas penetrantes son
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impulsadas por un gradiente de concentracién bajo el mecanismo de difusion pasiva
permeando hacia las diversas capas de la piel. Para muchos compuestos, el estrato corneo
es la barrera limitante de la velocidad de permeacion puesto que es la capa con mayor
resistencia a la difusion. Sin embargo, para moléculas lipéfilas, la epidermis viable y la
dermis pueden ser las capas limitantes de la velocidad de difusién. Finalmente, las
sustancias pueden ser captadas por la red capilar que se presenta a partir de la dermis,
sufriendo el proceso de resorcion [22], [23].

En principio, la penetracion de sustancias de aplicacion topica puede ocurrir a través de
dos rutas diferentes, transepidérmica, a través del estrato corneo y transfolicular, a través
de los apéndices cutaneos, es decir, los foliculos pilosos, conductos sudoriparos y
glandulas secretoras. La afinidad relativa de estas rutas por una sustancia en particular, el
area de superficie de cada una de las rutas y la facilidad de difusion a través de las
respectivas fases pueden determinar la ruta favorecida de penetracion del compuesto. Una
sustancia que atraviese la barrera por via transepidérmica puede a su vez hacerlo a través
de los lipidos intercelulares (via intercelular) o atravesando los corneocitos (via intracelular)
[15], [21], [24], [25].

Casi todos los compuestos pueden penetrar el epitelio, pero la magnitud, velocidad y la
ruta por la que atraviesan la barrera dependeran de factores que obedecen tanto a las
caracteristicas de la piel como al tipo de formulacion tépica aplicada. En primer lugar, los
factores biolégicos propios de la piel influyen en la variabilidad de la permeacion a través
de la misma. Hay significativas diferencias en la permeacién en funcion de la edad. La piel
de los bebés presenta caracteristicas de barrera diferentes a la piel adulta siendo un poco
menos madura, de igual forma, la piel envejecida es diversa, presentando mas
resequedad, reduccion de la actividad de las glandulas sebaceas, aplanamiento de las
papilas dermoepidérmicas y atrofia en la red capilar. Asi mismo, existe una variabilidad
considerable respecto a la zona del cuerpo, puesto que el grosor de la piel es diferente
segun el sitio anatémico. Adicionalmente, la condicion de la piel influye de forma importante
en la penetracion y permeacion de sustancias, una piel deteriorada presenta mayor
permeacion de compuestos. Otros aspectos como la temperatura y el grado de hidratacion
de la piel pueden contribuir en el aumento de la permeabilidad. Finalmente, teniendo en
cuenta que los estudios de permeacion se realizan con modelos de piel animal, es

importante considerar que existe también variabilidad entre especies; la piel de los
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animales difiere en contenido de lipidos, estructura y grosor del estrato cérneo; la piel de
cerdo se considera el modelo mas predictivo de la penetracién percutdnea humana [9],
[22], [11].

Diferentes factores que dependen del ingrediente activo y el vehiculo influyen en la
penetracion dérmica. De acuerdo con el estado fisico y el tamafio molecular, los
compuestos pueden tener mayor o menor velocidad de absorcion. Asi mismo, la
permeacion a través del estrato cérneo puede ser mas lenta debido a la unién de algunos
ingredientes a componentes de la piel y a las interacciones que puedan generarse entre la
piel y el vehiculo, y entre el ingrediente y el vehiculo, ya que, una liberacion insuficiente
afecta la velocidad de flujo a través del estrato corneo. De igual manera, la permeacién es
influenciada por el coeficiente de reparto octanol-agua (Log P) que relaciona la capacidad
del compuesto para distribuirse en la piel, se considera que valores entre 1y 3 representan
la maxima permeacion [23], [24]. Otros factores como la solubilidad y la concentracion del
compuesto en el vehiculo influyen en la permeacién. Se establece que las sustancias
solubles en lipidos atraviesan la matriz lipidica con mayor facilidad, ademas, al aumentar
la concentracion del soluto en el vehiculo, el gradiente de concentracién entre el vehiculo
y la superficie cutanea sera mayor, lo que implica una mayor cantidad de compuesto
transferido por unidad de tiempo. A su vez, el flujo de un compuesto de la misma
concentracion en diversos vehiculos es diferente porque su solubilidad difiere en cada
vehiculo especifico. Asi mismo, caracteristicas fisicoquimicas de la formulacién como la
viscosidad, el grado de dispersién del soluto y el pH influyen en la liberacién, la
concentracion disponible, el gradiente de difusion, el tiempo de residencia y la exposicién

del compuesto en la piel [21], [24], [26].

Para garantizar que el compuesto llegara a la capa objetivo de la piel, existen métodos que
pueden mejorar su difusividad; la inclusiéon en la formulacién de potenciadores de la
permeacién, la modificacion de la concentracion del compuesto en la formula o la
aplicacion de métodos de optimizacion fisica. Los potenciadores de la permeacion son
sustancias que pueden incrementar la permeabilidad de la piel sin causarle dafio a largo
plazo, tienen la capacidad de aumentar la fluidez de las bicapas lipidicas del estrato
corneo, interactuar con proteinas intercelulares, aumentar la retenciéon del compuesto en
la superficie de la piel, alterar o extraer los lipidos de la matriz intercelular del estrato cérneo

o0 aumentar la hidratacion del mismo. Algunos de los potenciadores mas comunmente
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usados son alcoholes, propilenglicol, polietilenglicol, &cidos grasos y tensoactivos [21],
[24].

1.2 Evaluacion in vitro de la permeacion cutanea

El propésito de los estudios de absorcion de ingredientes cosméticos es obtener
informacion sobre las cantidades que pueden ingresar a las diferentes capas de la piel y
al compartimiento sistémico del cuerpo humano simulando las condiciones de uso reales
de los productos. Se han disefiado diversos modelos para evaluar la permeabilidad in vitro
de compuestos a través de la piel que incluyen celdas de difusion, sin embargo, estos
estudios se llevan a cabo utilizando una gran variedad de configuraciones y protocolos
experimentales que varian de un laboratorio a otro y son particulares al objeto de estudio
[10], [11], [15]. En un esfuerzo por estandarizar el procedimiento, la Organizacién para la
Cooperacién y el Desarrollo Econdmicos (OECD) propone la directriz 428 donde se
establecen las pautas de un protocolo general para el desarrollo de dichos estudios [16].
Sin embargo, es necesario conocer las variables de cada estudio particular y garantizar
sus condiciones de acuerdo con el objetivo en cada caso, ya que como resultado de estas
pruebas se podra generar informacion que permita evaluar la seguridad y eficacia de los

productos evaluados.

Existen dos disefios principales de celdas de difusion: estatico o de flujo continuo. El
principio general de las celdas es similar en ambas, basicamente, las celdas presentan
una camara receptora con liquido que simula el fluido sistémico y un compartimiento dador
en donde se dispone la muestra separados por una membrana que simula la piel humana.
La principal diferencia radica en que, en las celdas dindmicas el fluido circula
continuamente. Las celdas que mas se emplean en los estudios de permeacion cutanea
son las celdas de Franz (Figura 1-2), éstas son celdas de difusién estatica con sellado
alrededor de la membrana, la cual se dispone con el lado epidérmico hacia el
compartimiento dador que puede estar expuesto a las condiciones ambientales o en
oclusion. Del fluido de la camara receptora se toman muestras periddicamente para
evaluar la cantidad de compuesto que penetra el tejido en el tiempo, y estd sometido en
todo momento a agitacion y control de temperatura que puede mantenerse por medio de

un bafio térmico. La parte inferior de la membrana se encuentra empapada de fluido
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receptor y no debe tener aire. Sobre la membrana se puede aplicar cualquier tipo o
cantidad de vehiculo que esté dentro de los limites del compartimento dador y asemeje las
condiciones reales de uso del producto [23], [28], [16].

El medio receptor debe ser elegido de manera que simule el fluido sistémico, no debe
interferir con la cuantificacion o afectar la membrana, y debe permitir la solubilidad del
compuesto evaluado. Para compuestos hidréfilos, suele emplearse soluciones salinas
tamponadas a pH 7,4 para imitar las condiciones in vivo de pH fisiolégicos. Para las
moléculas hidrofébicas, puede adicionarse al medio coadyuvantes o solventes organicos
apropiados en cantidades que no deben interferir con la integridad de la membrana y
pueden usarse agentes conservantes que eviten la proliferacién de microorganismos sobre
todo en ensayos de larga duracion. El medio debe usarse desgasificado evitando la
formacion de burbujas y se deben respetar las condiciones sink, esto es, que la
concentracion del compuesto en el liquido receptor no supere el 10 % de su limite de
solubilidad, pero que sea lo suficientemente grande para ser detectado por el método
analitico. Es importante que el medio se mantenga en agitacion y que ésta sea adecuada
para que exista uniformidad del compuesto en el medio. Finalmente, el volumen de las
alicuotas muestreadas debe ser el adecuado de manera que las condiciones sink se
conserven durante el desarrollo del ensayo procurando que el medio retirado sea
inmediatamente repuesto [22], [23], [27], [28].

La eleccion de la membrana y su espesor depende del propésito de la prueba y la
disponibilidad del tejido. Aunque se prefiere que el ensayo sea ejecutado con tejido
humano, el acceso a éste es limitado, por lo que se permite recurrir a modelos de piel

animal o membranas sintéticas.

Figura 1-2: Celda de difusién de Franz. Elaboracion propia
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La piel de cerdo es el modelo més aceptado por organismos internacionales ya que, pese
a que puede ser un poco mas permeable que la piel humana, comparten caracteristicas
de permeacién similar. La piel recién cortada debe usarse dentro de las 24h, pero puede
ser almacenada bajo condiciones que permitan su uso posterior y que deben ser
justificadas. También debe tenerse en cuenta el sitio anatomico y la edad del sujeto
donante ya que la piel presenta caracteristicas variables. Respecto al espesor, usualmente
los ensayos utilizan piel de 200 a 500 um de espesor (split-thickness) o de espesor total
de 500 a 1000 pm (full-thickness). Sin embargo, el espesor puede ser ajustado de acuerdo
con el objetivo del estudio y puede ser obtenido empleando técnicas de separacion por
calor, dermatomo o bisturi, entre otras. Estas técnicas de separacion y la manipulacion del
tejido pueden comprometer la integridad de la membrana y aumentar su permeabilidad,
por lo que se recomienda que previo a cada ensayo se verifique la integridad mediante la
medicion de TEWL, resistencia eléctrica o el uso de un compuesto marcador como
fluoresceina o agua tritiada. Finalmente, dado que las propiedades de permeabilidad del
estrato cérneo no cambian después de la escision del cuerpo se considera que el método
de permeacion in vitro genera una buena aproximacion a las condiciones in vivo [9], [10],
[14], [16], [29].

Otros factores que se deben considerar para la aplicacion de ensayos de permeacion in
vitro son, el periodo de estudio, la dosis aplicada y la técnica de cuantificacion del
compuesto. En primer lugar, el tiempo del ensayo puede variar de acuerdo con los
objetivos de la investigacion y el tipo de producto. Una prueba puede durar unos minutos
para dosis finita o llegar a 72 h en condiciones de dosis infinita. De acuerdo con las pautas
de la OECD y el Comité Cientifico de Productos de Consumo (SCCP) se recomienda que
los estudios de absorcion tengan una duracion maxima de 24 a 48 h, ya que, un tiempo
mayor puede resultar en el deterioro de la membrana [22], [29]. Los ensayos de largo plazo
deben considerar la contaminacion microbioldgica, la degradacién enzimética y la
integridad de la barrera e incluir compuestos que permitan mantener la membrana en buen
estado durante la prueba. Respecto a la dosis, un producto puede ser aplicado en dosis
finita (de 1 a 10 mg/cm?), simulando las condiciones reales de uso, o en dosis infinita,
empleando una cantidad lo suficientemente grande del compuesto (mayor a 10 mg/cm?)
de modo que la concentracion en el compartimiento dador se mantenga constante durante

el tiempo del ensayo. Este Ultimo caso se aplica cuando el objetivo del ensayo es
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determinar los parametros de difusion. Finalmente, el método de cuantificacion se elige en
funcién de la naturaleza del compuesto, de manera que sea posible detectar incluso
pequefias cantidades; es usual emplear técnicas analiticas como espectrofotometria UV y
HPLC que deben ser validadas [10], [11], [28], [29], [30].

Al finalizar los ensayos, el tratamiento de los datos se realiza en funcion del tipo de dosis
aplicada y el objetivo de la investigacion. Generalmente, para una dosis finita se determina
la cantidad méaxima promedio del material que fue absorbido por la piel, esto requiere que
se recupere y analice la cantidad en el receptor, la cantidad asociada con la piel y la
cantidad derivada de los lavados de la piel. La absorcion dérmica debe expresarse como
una cantidad absoluta (ug/cm? de superficie de la piel) o como un porcentaje de la cantidad
de sustancia de prueba contenida en la dosis prevista aplicada por centimetro cuadrado
de superficie de la piel. En el caso de dosis infinita, se asume que el paso del compuesto

a través de la piel sigue la primera ley de Fick de difusion pasiva [10], [23], [16].

1.3 Cafeina

La cafeina es una sustancia natural ampliamente aprovechada por el ser humano, se
encuentra en al menos 60 especies de plantas que incluyen las variedades de café, té,
cacao, guarand, yerba mate, yoco, huito y nueces de cola [9]. Es un ingrediente adicionado
a diversas comidas y esta presente en una numerosa cantidad de bebidas por lo que se
consume frecuentemente en la dieta. Ademas, es administrada por via tépica y
transdérmica en una variedad de aplicaciones farmacéuticas y cosméticas puesto que se
le atribuyen propiedades psicoestimulantes y beneficios sobre la acumulacién excesiva de

grasa en la piel, el drenaje linfatico y proteccién del fotodafio [32].

La cafeina se ingiere a menudo en busca de beneficios para el rendimiento deportivo,
pérdida de peso, estado de alerta cognitivo y reduccion de la fatiga percibida [7]. Después
de su administracion oral, es completamente absorbida por el tracto gastrointestinal y
metabolizada en el higado en un 90-97 % por el sistema citocromo P450 oxidasa, el
porcentaje restante de cafeina se elimina por los rifiones sin sufrir cambios. La cafeina es
transportada en la sangre después de su rapida absorcion alcanzando el sistema nervioso
central donde actia como un estimulante, en este, actia como antagonista de la
adenosina, llegando a afectar la liberacién de neurotransmisores mejorando el estado de

animo, la concentracion y eliminando la fatiga fisica [9], [3], [1].
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Quimicamente, la cafeina es conocida como 1,3,7-trimetilxantina, es un alcaloide de
formula CgH1002N4 (Figura 1-3). En su estado puro se presenta como un polvo blanco,
inodoro, con sabor amargo. Es una base débil soluble en soluciones acuosas; 1g se
disuelve en 46mL de agua a 25 °C, en 5,5 mL de agua a 80 °C y en 1,5 mL de agua
hirviendo. Se disuelve también en diversos solventes, 1g de cafeina se disuelve en 66mL
de etanol, 22 mL de etanol a 60°C, 50 mL de acetona, 5,5mL de cloroformo, 530 mL de
éter, 100 mL de bencenoy en 22 mL de benceno hirviendo [33]. En la Tabla 1-1 se resume
sus propiedades fisicoquimicas.

Figura 1-3: Estructura quimica de la Tabla 1-1: Propiedades fisicoquimicas de
cafeina. adaptada de [34] la cafeina [32]
(@) CH,
H,C /
NN N Peso molecular | 194,2 g/mol
| /> Solubilidad 22 mg/mL (25°C), 667
N acuosa mg/mL (agua hirviendo)
o T pKa 14,5(25°C), 10,4 (40°C)
Log P -0,07
CH, Punto de fusién | 238°C

1.3.1 Toxicologia de la cafeina

Dadas las propiedades de la cafeina, es uno de los compuestos mas consumidos en el
mundo y su uso se considera seguro bajo dosis moderadas. De acuerdo con las
autoridades de seguridad de alimentos, dosis inferiores a 400 mg por dia son aceptadas
como seguras en adultos sanos [8][35]. No obstante, pese a los beneficios que se atribuyen
a la cafeina, una exposicion excesiva puede presentar efectos sistémicos perjudiciales e
incluso letales. Como se ha mencionado, el ser humano se encuentra ampliamente
expuesto a este compuesto lo que aumenta el riesgo de toxicidad con el uso excesivo
inadvertido desde multiples fuentes [36]. Productos del consumo diario como una taza de
café promedio contiene entre 40 y 150 mg de cafeina, 100 mL de té pueden contener hasta
73 mg y 100 g de chocolate hasta 20 mg de cafeina. Sumado a esto, las bebidas
energéticas que son ampliamente consumidas por la poblacién pueden contener hasta 500

mg de cafeina [9], [7].
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Los informes de toxicidad por dosis intencionales o inadvertidas de cafeina relacionan la
ingesta excesiva de bebidas energéticas provocando en los pacientes arritmia, taquicardia,
infarto en el miocardio o paro cardiaco, ademés de sintomas gastrointestinales,
neuroldgicos, metabdlicos, musculoesqueléticos, pulmonares y de insuficiencia renal. El
consumo moderado de cafeina puede incurrir en efectos adversos como temblor,
ansiedad, insomnio, cambios de humor, malestar gastrointestinal, disminucién de la
atencion, inquietud y psicosis, ademas, su uso excesivo a largo plazo puede causar

alteracion de los patrones de suefio, hipertension y dependencia fisiolégica [7], [8].

Los sintomas toxicolégicos a menudo comienzan por encima de concentraciones
plasmaticas de 15 mg/L donde son notables efectos secundarios psicoldgicos leves como
irritabilidad y nerviosismo, y dependiendo del individuo pueden presentarse palpitaciones,
nauseas, temblores y sudoracion. Debido a la capacidad de la cafeina para afectar una
variedad de receptores diferentes, los efectos secundarios de una sobreexposicién a
cafeina pueden ser profundos después de su ingesta, ya que la cafeina alcanza su
concentracion plasmatica maxima entre 30 y 120 min. como resultado los niveles toxicos
pueden alcanzarse rapidamente y durar periodos prolongados correspondientes a su vida
media que varia entre 2,5 a 10 h [10], [8], [9].

1.3.2 Cafeina en productos lipoliticos

La cafeina es un activo de uso popular en cosméticos debido a su actividad biolégica en
la piel, se ha estudiado su capacidad de proteger de la radiacién UV, posee actividad
antioxidante, propiedades antinflamatorias, de proliferacion folicular y de prevencion de la
acumulacion excesiva de grasa en las células [3], [1]. El uso cosmético mas ampliamente
difundido de la cafeina es como activo lipolitico, es incorporada en preparaciones con
proclamas adelgazantes, reafirmantes y anticeluliticas puesto que se le atribuye la
capacidad de estimular la lipdlisis. Este, es el proceso antagoénico de la lipogénesis ocurrida
durante la ingesta de alimentos, en donde el exceso de &cidos grasos se esterifica a
triacilgliceroles (TAG) que se almacenan en gotas de lipidos en los adipocitos del tejido
subcutaneo como reserva de energia. En la lipdlisis los enlaces éster de los triacilglicéridos
son escindidos lo que resulta en la generacion de acidos grasos y glicerol que son liberados
al torrente sanguineo y utilizados como sustratos energéticos por otros tejidos. Durante la
lipdlisis intervienen diferentes lipasas como la lipasa sensible a hormonas (HSL) que

participa en la hidrélisis del TAG. Este proceso ocurre en condiciones basales, sin
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embargo, en periodos de alta demanda energética las lipasas son estimuladas por
catecolaminas y hormonas acelerando el proceso lipolitico [37], [38]. La cafeina actla
sobre las lipoproteinas lipasas que estan ubicadas en la membrana de los adipocitos
evitando el ingreso de los acidos grasos a la célula y por tanto su acumulacién, ademas,
tiene la capacidad de incrementar la secrecion de catecolaminas aumentando la
concentracion intracelular de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) provocando la
activacion de la hormona sensitiva lipasa (HSL) causante del proceso de lipdlisis. Asi
mismo, puede inhibir la actividad de la fosfodiesterasa (PDE) responsable de la
degradacién del cAMP a su forma no ciclica, lo que también incrementa los niveles de este
en los adipocitos. Ademas, puede bloquear los receptores a-adrenérgicos previniendo la
acumulacion de grasas, y puede mejorar la microcirculaciéon estimulando el sistema
linfatico de drenaje en el tejido graso al eliminar la grasa acumulada, las toxinas y las

sustancias innecesarias que surgen durante el proceso de lipdlisis [1][3][4].

Se ha demostrado la eficacia de la cafeina incluida en matrices cosméticas con potencial
accion lipolitica en pruebas in vitro en adipocitos cultivados con la sustancia y en pruebas
in vivo con voluntarios que usan el producto por algunas semanas, donde se concluye
sobre las mejoras en el aspecto de la piel, reduccién en el didmetro de las células adiposas
y reduccion de medidas [4], [39]-[47]. Generalmente, la cafeina es usada en cosméticos
en concentraciones que oscilan entre el 1 y 3%. Asi mismo, en la basqueda de atacar
diferentes mecanismos de la acumulacion de grasa y contribuir al tratamiento de
afecciones estéticas como la celulitis, los productos liporeductores incorporan junto a la
cafeina, extractos de plantas (centella asiatica, fucus, hiedra, ginko biloba, ruscus, entre
otros), xantinas y vitaminas (A, E, C) que pueden mejorar la microcirculacién, promover la
lipdlisis, restaurar la estructura del tejido subcutaneo y prevenir la formacion de radicales
libres [3], [48][49].

1.3.3 Penetracion de la cafeina a través de la barrera de la piel

Las moléculas activas se caracterizan por su capacidad para penetrar la barrera cutanea
y actuar en los procesos celulares. La cafeina puede ser absorbida a través de la piel y es
frecuentemente usada como sustancia modelo hidrofilica en los ensayos de permeacion
dérmica in vitro. Aunque la cafeina no posee las propiedades de un penetrante cutaneo

ideal por ser una sustancia hidréfila con un LogP de -0,07 (Tabla 1-1), que en principio
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debe atravesar el contenido de lipidos del estrato cérneo, es ampliamente usada como
ingrediente funcional cosmético dado que su habilidad de penetrar la barrera epidérmica
se potencia en funcion de las estrategias de liberacion cutdnea empleadas, alcanzando las
diferentes capas de la piel, afectando el proceso y metabolismo celular e incluso
posibilitando su entrega sistémica. En efecto, se ha demostrado en estudios in vivo que la
cafeina es capaz de penetrar la piel con una absorcién media maxima a los 100 minutos
después de la aplicacion [3]; a su vez, la investigacion realizada por Otberg N. et al.
encontré que la cafeina se detecta en muestras de sangre a solo 5 min después de la

aplicacion tépica de una solucién al 2,5% en voluntarios humanos [50].

Como compuesto modelo, la cafeina ha sido ampliamente empleada en estudios de
permeacion in vitro en celdas de difusién con diferentes tipos de membranas, piel humana,
modelos animales y materiales sintéticos. Estos estudios confirman que la permeacién en
membranas sintéticas difiere con la permeacién en piel humana, y que los modelos
animales son los mas similares a esta. Ademas, se sefiala que el flujo de difusion de la
cafeina no depende de la concentracion de la misma en la férmula sino de la cantidad de
formulacion aplicada y se ve afectada por el tipo de vehiculo (solucion, emulsién, gel,
microemulsién, entre otros), la inclusiébn de potenciadores de la penetracion y las
estrategias de liberaciébn empleadas. De igual manera, los estudios indican que el espesor
no influye significativamente en la cantidad total de cafeina penetrada, lo que sugiere que
el estrato cérneo es la barrera que limita la velocidad de penetracion. Igualmente, las
investigaciones encuentran que la mayor concentraciéon de cafeina se localiza en la
epidermis, la menor en dermis y cerca del 25 % de la dosis de cafeina aplicada permea al

fluido receptor indicando su posible absorcion sistémica [32], [3], [1], [51], [52].
e Estudios previos de permeacion in vitro de cafeina incluida en matrices cosméticas

La permeacion de cafeina incluida en matrices cosméticas se ha estudiado en numerosas
investigaciones [32], [45], [60]-[64], [51], [53]-[59], con el objetivo de encontrar y/o
demostrar cual es la formulacién mas adecuada para lograr una administracion topica de
cafeina exitosa, buscando aumentar su penetracion y permeacion, o su retencién en la piel
para su accién localizada. Se ha encontrado que la cantidad permeada desde estas
matrices cosmeéticas es baja respecto a la dosis aplicada y depende de la naturaleza del
vehiculo. En general, emplear un vehiculo microestructurado como una microemulsion,

una emulsién de Pickering, un gel de etosoma o un emulgel posibilita una mayor
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penetracion y absorcién que el uso de emulsiones O/W, W/O hidrogeles. Las sustancias
incluidas en la formulacion del vehiculo también influyen en la penetraciéon de la cafeina
por lo que la mayoria incluyen promotores de la permeacion como alcoholes, polioles,
terpenos y tensoactivos. A su vez, existen estrategias de incorporacion de cafeina como
las nanoparticulas solidas que permiten la penetracion y acumulacion en la piel

proporcionando una menor absorcion sistémica.

Los estudios que utilizan modelos de membrana animal y humana muestran la distribucion
de la cafeina en la piel, concluyendo que la cafeina aplicada tépicamente queda
mayoritariamente retenida en la epidermis ya que, por su naturaleza hidrofilica, consigue
pasar la dermis. Por otro lado, respecto a la capa mas profunda de la piel, son escasas las
investigaciones que involucran esta capa, en efecto, dentro de la revision solo se encontrd
un estudio que mantiene la hipodermis en la membrana cutanea [51]. En éste se resalta
gue dada la accién liporeductora que posee la cafeina, la formulacion cosmética deberia
optimizarse de modo que la cafeina llegue al sitio de accion, es decir, a los adipocitos
ubicados en la hipodermis. En este sentido, para observar si la cafeina llega a la
hipodermis y se retiene alli, las membranas de piel conservaban esta capa con un espesor
de 3 mm. Los autores concluyen que la presencia de hipodermis influye en el transporte
en las capas superiores de la piel, puesto que demuestra que lo que se queda retenido en
el estrato cérneo, epidermis y dermis es mayor cuando se cuenta con la capa hipodérmica
y por ende lo que absorbe es menos. A su vez, el tener esta capa no influye en la cantidad
total de material penetrado, dado que, la cantidad de cafeina que logra administrarse en la
piel es la misma. Adicionalmente, se encuentra que la hipodermis logra retener la mitad de
la cafeina que ha penetrado permitiéndole al activo alcanzar la capa objetivo para ejercer

su efecto lipolitico.

En relacion con los estudios de permeacion in vitro de cafeina desde productos cosméticos
comerciales, Dias et al. [65], evaluaron la permeacion de un gel liporeductor y dos lociones
corporales a través de una membrana humana epidérmica y de dos membranas sintéticas
a condiciones infinitas. El estudio concluye que las membranas sintéticas no son
adecuadas para conocer el comportamiento real puesto que no son capaces de reproducir
el comportamiento del activo al aplicarse en la piel, pero permiten establecer una
tendencia. Encontraron que el gel evaluado presenta mayor permeacion respecto a las

lociones corporales, no obstante, dado que el desarrollo del estudio se llevé a cabo en
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dosis infinitas la cantidad de cafeina encontrada en el receptor se encuentra sobreestimada
respecto a la que se aplicaria tipicamente in vivo. Por otro lado, Smith et al. [66] evaluaron
tres cremas para el contorno de los 0jos en membrana sintética a dosis finita identificando
gue la cantidad de cafeina que permea es baja, solo el 0,5 % de la cafeina aplicada fue
encontrada en el fluido receptor. En sus resultados es posible apreciar que la permeacién
de la cafeina no depende tanto de la concentracién si no de las estrategias de penetracion

incluidas en la formulacion tal como fue demostrado Mustapha et. al [56].

Finalmente, respecto al detalle en los procedimientos, en general, los estudios
implementan celdas de difusion estaticas como las celdas de Franz. Los medios receptores
mas empleados son buffer de fosfatos salino, solucién salina NaCl o agua y se mantienen
a temperatura 32 °C a 37 °C en agitacion. Se trabaja con celdas abiertas y la mayoria bajo
dosis infinitas con un porcentaje de cafeina que oscila entre el 0,1 % y el 5 %. El tamafio
de las celdas en términos de &area de permeacion y volumen de fluido receptor es
ampliamente variable, de 0,5 cm? a 7 cm? y de 3 mL a 200 mL. Asi mismo, los estudios
pueden durar de 4 h a 48 h e incluyen intervalos variables para toma de muestras dentro
del tiempo de duracién, las cuales son analizadas principalmente por HPLC con detector
de UV a 271-276 nm, en columna C18 con fase mévil acuosa con cantidades variables de
metanol, acetonitrilo y 4cido acético. Adicionalmente, se puede apreciar la amplia gama de
tejido empleado; se usa piel humana de mama o abdomen, piel de animales de diferentes
especies (cerdo y rata), membranas sintéticas y espesores que van desde los 0,2 mm
hasta lo 4mm incluyendo solo estrato cérneo (SC), epidermis, epidermis con dermis o

incluso con hipodermis cuya integridad es medida por TEWL o conductividad.






2.Capitulo 2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar la permeacién de cafeina de algunas formulaciones comercializadas en
Colombia con accién lipolitica, empleando el modelo in vitro de celdas de Franz con
piel porcina, con el fin de suministrar informacién relacionada con la seguridad vy

eficacia del activo.

2.2 Objetivos Especificos

Evaluar la influencia de la naturaleza del vehiculo sobre la permeacion tépica de

cafeina de productos liporeductores comerciales.

Contribuir con informacion relacionada con seguridad y eficacia a partir de la

determinacion de la cantidad de cafeina que puede alcanzar la hipodermis.
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3.Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Equipos

Se utilizé un cromatdgrafo Shimadzu® (Kyoto, Japén), serie Prominence, equipado con una
bomba binaria LC-6AD, detector de arreglo de diodos (DAD) SPD-M20A, horno CTO-20A,
desgasificador DGU-20As y automuestreador SIL20-A. Columna cromatografica Luna® C18,
de 4,6 x 150 mm y 5 ym de tamano de particula Phenomenex obtenida de ARICEL (Bogota,
Colombia). Se empleé un ultrasonido Cole-Parmer® modelo 8891 (E.U.), equipo de filtracion
al vacio Milliporex con filtros de membrana de 0,45 ym, potenciometro Hanna® referencia Hl
2221 (E.U.), centrifuga Thermo Scientific modelo Megafuge 16 (E.U.), balanza analitica
sensibilidad de 0,0001 g marca Ohaus® serie Pioneer (E.U.), micropipetas (2-20 uL, 20-200
MLy 100-1000 pL) marca Select BioProducts® (E.U.), filtros Millex (Millipore Corporation, E.U.)
de PVDF de 0,22 um, bafio termostatado Lauda® (E.U.), plancha de agitacién multipunto IKA®
modelo RO 10 PS1 Werke (Alemania), celdas de Franz marca PermeGear® (E.U.),
Tewametro Courage+Khazaka® modelo TM 300 (Alemania). Cartuchos de extraccion en fase
solida de divinilbenceno hidrofébico obtenidos de Aricel (Bogota, Colombia). Rebmetro C-VOR
200 de Bohlin Instruments con geometria cono plato 40 mm 2° y viscosimetro de Brookfield
modelo DV-E. Espectroscopio electrénico de barrido con platina de enfriamiento JEOL,
modelo JSM 6490-LV (Universidad de los Andes, Bogot4, Colombia).

3.1.2 Reactivos

Cafeina Alfa Aesar grado reactivo 99 % (E.U. lote: W24A011). Agua ultrapurificada grado
HPLC, acetonitrilo grado HPLC obtenido de PanReac AppliChem (E.U. lote 0001088071),
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metanol grado reactivo obtenido de PanReac AppliChem (E.U. lote 0001904879), etanol 96 %
grado reactivo, hidréxido de amonio 1 M, acido clorhidrico 1 M, agua destilada. Carbomero
(Carbopol 940), Glicerina, Propilenglicol, Metil parabeno y Propil parabeno obtenidos de
Ciacomeq (Bogot4, Colombia). Mentol, PEG 40 aceite de ricino hidrogenado, Trietanolamina,
BHT calidad materia prima. Extracto de alga fucus obtenido de Naturalgreen Extractos
Naturales (Bogota, Colombia). Extracto de centella asiatica y Extracto de hiedra obtenidos de
Laboratorios Phitother (Bogota, Colombia). Fosfato de potasio monobéasico Merck (Alemania,
lote: AM0655773518), cloruro de potasio Chemi (E.U., lote:160331-511), cloruro de sodio J.T
Baker (E.U., lote: t10c54), fosfato de sodio dibasico Chemi (E.U., lote: 160331-512). Siete
productos cosméticos lipoliticos tipo gel y emulgel adquiridos del mercado local en tiendas
distribuidoras de cosméticos que corresponden a la codificacion 01AZ, 02EB, 03NA, 04HV,
05CA, 06AD, 07AR (Bogota, Colombia).

3.1.3 Material biolégico

En el presente estudio se empled tejido cutaneo porcino para la realizaciéon de ensayos de
permeacion in vitro, dada la similitud del tejido con la piel humana y la evidencia bibliografica
encontrada que indica que el modelo de piel porcina es el que presenta un comportamiento
de permeacion mas semejante a esta[22][28]. El tejido se obtuvo de un frigorifico local que
emplea cerdos de 4 a 6 meses de edad con un peso comprendido entre 80 y 100 kg, se utilizé
tejido sin ningln proceso o tratamiento, es decir tejido integro y tejido que se encuentra listo

para su comercializacion.

3.1.4 Consideraciones éticas

El manejo de tejido bioldgico se realizé bajo las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacion en salud establecidas en la Resolucion del Ministerio de Salud 8430 de
1993, asi como bajo las disposiciones determinadas en la Ley 84 de 1989 teniendo en cuenta
el principio de Russell Burch de las "3R" mediante el aprovechamiento de material proveniente
de animales destinados a consumo humano [67], [68]. La disposicién final del material
bioldgico siguid las pautas establecidas en la Politica ambiental de la universidad dentro del

plan de manejo de residuos hospitalarios y similares.

A su vez, teniendo en cuenta la normatividad vigente, se declara que los ensayos realizados

para evaluar los cosméticos fueron en modalidad in vitro planteados como alternativa a los



24 Evaluacion de la permeacion de cafeina a partir de productos cosméticos
comerciales con accion lipolitica empleando ensayos in vitro en celdas de difusién
de Franz

ensayos con animales conforme a la Ley 2047 de 2020, por la cual “se prohibe en Colombia
la experimentacion, importacion, fabricacion y comercializacion de productos cosméticos, sus

ingredientes o combinaciones de ellos que sean objeto de pruebas con animales” [69].

El proyecto fue sometido frente al comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional de Colombia y fue avalado mediante el Acta N° 11 de 2021.

3.2 Métodos

En el presente apartado se describen los procedimientos empleados para la caracterizacion
de los productos comerciales, asi como para la extraccion de la cafeina de las matrices
cosméticas y la respectiva validacion de la metodologia analitica. Se describe también la
metodologia empleada para los ensayos de liberacién y permeacion, y la correspondiente
validacién de la metodologia bioanalitica. En la Figura 3-1 se expone la secuencia

metodoldgica planteada en esta investigacion.
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Figura 3-1: Esquema metodolégico
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A continuacion, se detallan de manera especifica los aspectos mencionados en el arbol

metodolégico.

3.2.1 Seleccibén y caracterizacion de los productos

Los productos objeto de estudio fueron elegidos del mercado colombiano teniendo en cuenta

criterios de seleccion y posteriormente fueron sometidos a andlisis fisicoquimicos para evaluar

su aspecto, pH, pardmetros reolégicos, microestructura y formula cualicuantitativa.
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3.2.1.1 Criterios de seleccion

Para la seleccién de los productos se realizé una investigacion inicial de productos lipoliticos
comercializados en el mercado colombiano en sitios web de venta y distribucién de cosméticos
y una consecuente exploracibn en almacenes de cadena y tiendas locales que los
comercializan. La busqueda se enfocé en productos con proclamas de efecto liporeductor,
anticelulitico, tonificante o reafirmante que declaraban en sus ingredientes la presencia de

cafeina.

Conocidos los productos que se comercializan se determinaron las presentaciones mas
comunes y finalmente se filtré la basqueda hacia la forma cosmética mas popular eligiendo
productos que, pertenecian a diferentes marcas, presentaban notificacion sanitaria obligatoria
vigente, con proclamas del tipo mencionadas anteriormente y que dentro de sus ingredientes
incluyeran cafeina; ademas se considerd que los productos fuesen de facil consecucion y

precio asequible.

3.2.1.2 Caracterizacion

3.2.1.2.1 pH

Las mediciones de pH fueron efectuadas por potenciometria realizando por triplicado para
cada producto bajo estudio una dilucién 1:10 de gel en agua desionizada. Para tal fin, se
tomaron dos gramos de muestra en 20 g de agua disolviendo en un vaso de precipitados. La
dispersion resultante se filtré y se tomd la medida potenciométrica determinando el pH de las

muestras.
3.2.1.2.2 Parametros reoldgicos

Se realizaron ensayos de extensibilidad y adherencia en montajes que se construyeron dentro
del grupo de investigacion para tal propésito. En la prueba de extensibilidad se determiné el
cambio en el diametro que sufre la muestra puesta entre dos placas de vidrio al adicionar peso,
entre cada peso se permitié un tiempo de reposo de un minuto y se realiz6 la medicion. En la
de adherencia la muestra se colocé entre dos placas circulares metélicas que sufren tension

al adicionar peso a través de un sistema de poleas, para cada producto se adiciono el peso
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necesario para separar las dos placas permitiendo un intervalo de un minuto entre cada

adicion de peso. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

La viscosidad se determiné en un viscosimetro de Brookfield, en el que se colocaron 100 g de
muestra en un vaso de precipitados que se posicioné de modo que la aguja quedase centrada
y que el nivel del fluido tocase la ranura indicada. Todas las muestras fueron evaluadas a una
misma velocidad correspondiente a 50 rpm y la aguja fue seleccionada teniendo en cuenta un

porcentaje de torque entre 30 y 90 %, las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

Asi mismo, para cada una de las muestras se realizaron ensayos de cizallamiento y
comportamiento oscilatorio por triplicado para establecer el perfil de viscosidad y los médulos
de almacenamiento (G’) y pérdida (G”), utilizando un reémetro C-VOR 200 de Bohlin
Instruments y la geometria cono-plato con cono de 40 mm y 2° de inclinacién. Se utilizé un
espaciamiento de 50 um y una trampa para solventes para evitar su evaporacion. El método
de medicién se estableci6 en el instrumento y se inicializé al posicionar la muestra en el plato
retirando el exceso con espatula. Los ensayos fueron realizados a una temperatura de 25°C.
La velocidad de corte se evalud en el rango de 0,001 a 1000 s, mientras que la frecuencia
entre 0,01 a 50 Hz [70].

3.2.1.2.3 Atributos sensoriales

Los productos comerciales fueron evaluados en cuanto a su aspecto, a través de la aplicacion
de una prueba discriminatoria de ordenamiento tipo ranking a voluntarios. Se seleccion6 una
poblacion de 40 voluntarios sin discriminacién de género y con edad mayor a 15 afios. Los
siete productos fueron evaluados por preferencias hedénicas en términos de consistencia,
transparencia, pegajosidad, viscosidad, rapidez de absorcién y esparcibilidad a través de una
prueba sencilla de ordenamiento que consistié en organizar las muestras de acuerdo con el
grado de intensidad en la percepcion del atributo, de manera que los usuarios detectaran la
existencia de diferencias entre ellas. Para tal fin, los participantes posicionaron las muestras
de la mayor intensidad (posicion 1) a la menor intensidad (posicion 7) del parametro valorado
con la intencién de conocer el numero de veces que la muestra fue puesta en una misma
posicion. Cada consumidor evalué las siete muestras aleatorizadas en dos sesiones,

valorandose tres atributos en cada sesion.
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Durante la aplicacion de la prueba se dio una explicacion introductoria y se entreg6 el formato
de diligenciamiento a cada participante incluido en el Anexo A. Este formato fue desarrollado
con la intencion de ser explicito y gréfico para comodidad de los consumidores y contiene, la
descripcion de la prueba y el espacio para escribir el cédigo de la muestra de acuerdo con la
posicion determinada, asi como las definiciones y ejemplos guia para cada atributo con el
objetivo de facilitar la comprension de la prueba, considerando que se trata de un panel no
entrenado. Finalmente, los resultados de ambas sesiones fueron reunidos y procesados bajo
un analisis estadistico descriptivo y una prueba de significancia de Friedman.

3.2.1.2.4 FoOrmula cualicuantitativa - Cuantificacion de la

cantidad de cafeina

Los productos objeto de estudio presentan en el etiquetado los ingredientes que contienen de
acuerdo con la normatividad colombiana vigente [5], por lo que se establecieron aquellos que
son comunes en cada formulacién y su posible funcién dentro de la misma de acuerdo con la
base de datos europea de referencia COSING. Asi mismo, los productos fueron sometidos a

una metodologia de extraccién desarrollada para determinar la composicion de cafeina.
— Desarrollo del método de extraccion

Para determinar el método de extraccion idoneo se realizé una busqueda de informacion en
publicaciones cientificas relacionadas con la extraccion de cafeina a partir de matrices
cosmeéticas tipo gel. Se identificaron los métodos mas promisorios y se realizaron ensayos
siguiendo el procedimiento descrito en las publicaciones. Se realizé la comparacion de los
resultados de cada método eligiendo el que se ajustara mejor a las expectativas; a éste, le
fueron realizadas modificaciones que permitieron una buena recuperacién del analito y la
proteccion del sistema cromatogréafico para evitar su sobrepresion y posible dafio dada la
complejidad de la matriz evaluada. Este procedimiento de extraccion fue validado junto con el

método de cuantificacion.

Se seleccionaron tres métodos de extraccion, denominados método A, B y C, que fueron
implementados en una primera aproximacion a un gel base realizado en el laboratorio. El gel
base contiene algunos ingredientes en comun presentes en al menos tres de las formulaciones

seleccionadas con un porcentaje de cafeina equivalente al 0,5 % (Anexo B).
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El método A correspondié al utilizado por Injac et al. para extraer cafeina de algunos
productos, entre ellos dos geles con proclamas liporeductoras. Como se describe en el
procedimiento, para este método se tomaron cinco gramos del gel y se llevaron hasta 50 mL
con agua-metanol (1:1 v/v), la cafeina fue extraida dejando la preparacién por 30 min a 40 °C
en bafio de ultrasonido. Se filtr6 a través de papel de filtro y luego a través de un filtro de 0,22

um para su analisis [71].

El método que se denomind B en el presente trabajo, publicado por Marchei et al.[72], se
empled para analizar 19 cremas cosméticas, cremas tipo mud y geles diferentes, vendidos
como cosmeéticos para la reduccion de la celulitis. Siguiendo la metodologia propuesta, se
prepar6 una dispersion diluida del gel transfiriendo 1 g a un vaso de 100 mL (dilucién 1:100)
que fue llevado a volumen con agua: metanol (9:1 v/v) y sometido a tratamiento ultrasénico
durante 10 min a 40° C. Después de la centrifugacion, se recogié el sobrenadante transparente

y se cuantific6 por HPLC.

Finalmente, el método denominado C que corresponde al planteado por Mladenov & SunariC
para la determinacion de cafeina en geles anticeluliticos y productos para el cuidado del
cabello, se llevé a cabo de dos maneras. En la primera, se pesé 0,5 g del producto y se disolvié
en 10 mL de etanol al 96 %. Después, se adicion6 NH,OH para obtener un pH basico que
contribuyera a la precipitacién del polimero, separando los excipientes insolubles mediante
centrifugacion durante 10 min a 4.000 rpm a 20 °C, el sobrenadante se filtr6 y cuantificé. Para
la segunda, se llevé a cabo el procedimiento descrito y ademas se incluyé un paso de
extraccion en fase solida (SPE) previa a la cuantificaciéon por HPLC como recomiendan los
autores. Los cartuchos SPE se acondicionaron con 3 mL de metanol (Fase 1 activacion) y 3
mL de agua desionizada (Fase 2 equilibrio), la muestra se pasé a una velocidad de flujo de 1
mL/min (Fase 3 carga) y finalmente se realizé la elucién de cafeina con 4 mL de metanol (Fase
4 elucion). El cartucho utilizado para la extraccion de cafeina corresponde a HR-X

divinilbenceno hidrofébico que ofrecid el mejor resultado de acuerdo con la publicacion [73].

Para determinar la cantidad de cafeina extraida bajo los procedimientos se empleé la técnica
de cuantificacion analitica HPLC-DAD en las condiciones que se mencionan en el siguiente

apartado.
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— Validacién del método de extraccion y cuantificacion analitica

Para cuantificar la cafeina extraida de las matrices cosmeéticas, se seleccionaron condiciones
similares a la metodologia analitica propuesta en estudios previos dentro del grupo de
investigacion, que permitieron la cuantificacion de cafeina por cromatografia liquida en
ensayos de permeacion con mucosa oral porcina [74]. Una columna cromatogréfica del tipo
C18 de 4,6 x 150 mm y 5 um de tamano de particula, el manejo de temperatura constante a
30 °C, el uso de agua y acetonitrilo en proporcion 80:20 como componentes de la fase movil
a 1 mL/min de flujo binario, un volumen de inyeccion de 10 pL y la deteccion a una longitud de
onda de 273 nm. El equipo empleado fue un cromatégrafo de marca Shimadzu con detector
de arreglo de diodos y el procesamiento de los datos se realiz6 en el software LCsolution®
version 1.25. Las condiciones fueron probadas en un estudio preliminar con cafeina disuelta
en agua: etanol (80:20) para demostrar que el sistema cromatografico permitia obtener la
sefal del analito en el tiempo de retencion indicado en el estudio previo y obtener una curva

de calibracién preliminar que permitiera la comparacion de las metodologias de extraccion.

Una vez establecidas las condiciones de la metodologia analitica para la cuantificacién de
cafeina extraida de matrices tipo gel y emulgel, estas fueron validadas bajo los lineamientos
establecidos por la conferencia internacional de armonizacion (ICH), en el documento
Laboratory Manual Volume Il - Methods, Method Verification and Validation de la oficina de
asuntos regulatorios de la FDA (ORA) y en el capitulo <1225> de la farmacopea americana
(USP). Se analizaron los parametros de selectividad linealidad y rango, precision, exactitud,

estabilidad y sistema de idoneidad.

e Preparacion de las muestras:

Para determinar la linealidad del sistema, teniendo en cuenta los documentos de referencia,
se preparo por triplicado una solucion madre de cafeina (SMS) que contenia 25 mg de cafeina
disuelta en 50 mL de etanol al 96 % para una concentracién de 500 pg/mL. De esta solucion
se tomaron diferentes alicuotas para cada nivel de la curva en un rango de 0,5 pg/mL a 50
pg/mL que fueron llevadas a 10 mL con fase mévil (Tabla 3-1). De la misma manera cada dia
de la validacion se prepard una solucion madre de la que se obtuvieron dos réplicas para
generar una curva de calibracion externa con la que se obtuvo el porcentaje de recuperacion.

Previo al andlisis, todas las muestras se filtraron a través de filtros de PVDF de 0,22 ym.
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Tabla 3-1: Niveles de la curva de calibracién para el sistema preparados a partir de una
solucién madre de cafeina de 500 pg/mL.

Concentracién

0,5 12,5 25 37,5 50
[Hg/mL]

Alicuota [uL] 10 250 500 750 1000

En la validacién del método se aplico el procedimiento analitico completo, por lo cual, la
preparacion de la muestra se efectudé desde la extraccion de cafeina del producto terminado
hasta su cuantificacion analitica. Se prepar6 una matriz que incluyera los ingredientes en
comun presentados en mas de tres de los siete productos evaluados, de forma que se
consiguiera una matriz compleja representativa de los productos a evaluar que permitiera

obtener los parametros de validacion.

Se prepararon por separado tres geles idénticos que correspondieron a tres productos
terminados con el mismo porcentaje de cafeina (0,18 %) incorporada en la preparacion (Anexo
B, Tabla B-2), identificados como geles madre (GM) y también un gel blanco sin cafeinajError! N
0 se encuentra el origen de la referencia.. Para obtener cada nivel de la curva se pesaron
diferentes cantidades de GM como se indica en la Tabla 3-2. Dichas cantidades se sometieron
a extraccion de cafeina bajo el método definido, para su posterior cuantificacion.

Tabla 3-2: Cantidad a pesar de gel para cada nivel de la curva de calibracién para el
método preparados a partir de gel madre con 0,18 % de cafeina.

Concentracién
[Hg/mL]

peso gel [g] 0,0139 0,3472 0,6944 1,0417 1,3889

0,5 12,5 25 37,5 50

e Selectividad:

Por tratarse de formulaciones cosméticas que presentan varios ingredientes, para determinar
la selectividad del método se analizaron varias soluciones obtenidas a partir de la extraccion
de diferentes matrices, que fueron, cada producto comercial, los GM preparados, el gel blanco,
un GM sometido a condiciones de estrés bajo condiciones de estabilidad preliminar, seis ciclos
de 24 h a temperatura de 40 °C y 24 h bajo refrigeracion a 4 °C y una solucion de cafeina en

etanol.

Como criterio de evaluacion se compararon los perfiles cromatogréaficos, topogramas y la

pureza de pico de las soluciones analizadas con el fin de determinar si se identificaban
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interferencias respecto a la solucion de cafeina. Asi mismo, respecto al gel placebo, se
pretendia evaluar si existian sustancias que pudieran eluir en el mismo tiempo de retencion

de la cafeina incidiendo en su cuantificacion.

e Linealidad y rango:

Para evaluar la linealidad del sistema y método se realizaron dos curvas de calibracién con
cinco niveles de concentracion de analito, que correspondieron en el sistema, a las diluciones
de tres soluciones madre de cafeina en etanol y en el método, al extracto de los tres GM
elaborados en el laboratorio como se mencioné en el apartado de preparacion de muestra. El
sistema y el método hicieron uso de los mismos niveles de concentracién en el rango
especificado de 0,5 a 50 uyg/mL que fue determinado de acuerdo con estudios de linealidad y
la aplicacion prevista del procedimiento en geles comerciales. Para conceptuar acerca de la
linealidad se realiz6 un analisis estadistico a través de la prueba t de Student y la prueba de
varianza ANOVA a un nivel de confianza del 95 % de acuerdo con los criterios definidos en la
Tabla 3-3. Adicionalmente, se acepta una regresion como lineal si su coeficiente de

determinacion R? es = 0,995.

Tabla 3-3: Criterios de evaluacion estadistica para los parametros de linealidad.

Prueba HO Criterio
No existe
. correlaciéon
Correlacion S
significativa

Si el valor calculado
de t es mayor que el

disti ) valor t de la tabla con
Estadistico La pendiente no es  yn 959 de confianza

tdeStudent  pendiente  significativamente | hipotesis nula se

diferente de cero rechaza aceptando la
hip6tesis alterna.

entre (X) y (y).

El intercepto no es
Intercepto significativamente
diferente de cero

La regresion no es Si el valor calculado

Regresion significativa de F es mayor que el

Andlisis de valor de F de la tabla

Varianza Falta de El desvio no es dg F(')Sggrlpar:fi un alfa
(ANOVA) ajuste significativo e 0,05, la hipotesis

nula se rechaza
aceptando la hipétesis
alterna.
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e Precision:
La precision se evalu6 en términos de repetibilidad, concebida como repetibilidad instrumental
y repetibilidad del método, y de precision intermedia. Para determinar la primera se analizo la
respuesta instrumental de seis réplicas de una misma concentracién con el fin de estimar la
variabilidad debida al instrumento considerando como criterio de aceptacion un valor de

coeficiente de variacion (RSD) menor a 2,0 %.

La repetibilidad del método se estim6 analizando tres réplicas de cinco concentraciones que
cubren el rango de trabajo (0,5 12,5 25 37,5 y 50 ug/mL) en el mismo dia y con el mismo
analista. Este parametro se evalué mediante el coeficiente de variacién promedio ponderado,
obtenido al comprobar la homogeneidad de varianzas por la prueba de Cochran para un nivel
de significancia de a = 0,05. La hipétesis nula Ho: varianzas significativamente homogéneas,
se acepta, cuando el valor de G calculado es menor al valor de G obtenido de la tabla (a =
0,05, K, n) donde K es igual a los niveles de concentracién, es decir cinco y n es el nimero de

réplicas por nivel, es decir, tres. Se aceptan valores de RSD inferiores a 2,0 %.

La precision intermedia del método se determiné analizando el coeficiente de variacién global
(RSD global), del porcentaje de recuperacion de tres réplicas correspondientes a tres niveles
de concentracion (0,5, 25 y 50 ug/mL) en tres dias y para dos analistas (A y B). Se acepta que
el RSD global que incluye la variacion entre dias, entre niveles, entre réplicas y entre analistas,

tenga un valor menor o igual al 2.0 %.

e Exactitud:

La exactitud del método se estim6 analizando el porcentaje de recuperacién obtenido del
procesamiento de nueve muestras, que incluyeron tres réplicas de tres concentraciones (0,5
25y 50 pyg/mL) que cubren el intervalo de trabajo. Se considera apropiado un porcentaje de
recuperacion entre el 95,0 % y el 105,0 %, intervalo permisible para formas farmacéuticas
terminadas. Con el fin de establecer la idoneidad estadistica de la exactitud se llevaron a cabo
la prueba de homogeneidad de varianzas de Cochran y la prueba de t de Student de acuerdo

con los criterios establecidos en la Tabla 3-4.
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Tabla 3-4: Criterios de evaluacion estadistica para determinar la idoneidad de la
exactitud.

Prueba HO Criterio

Se acepta cuando el valor
de G calculado es menor al

. valor de G obtenido de la
Las varianzas son

Test de AR tabla (a = 0,05, K, n) donde
significativamente X )
Cochran h . K esigual a 3 niveles de
omogéneas - -
concentracion y n el nimero
de réplicas por nivel, es
decir, 3.
Si el valor calculado de t es
La recuperacion menor que el valor de t de la
Prueba de media no es tabla paraa=0,05y gl=n-1,
t significativamente  la hipétesis nula se acepta 'y
diferente del 100% la recuperacién es
satisfactoria.
e Estabilidad:

La estabilidad de las soluciones de cafeina extraida se determiné a través del porcentaje

remanente del analito al someter las muestras a las siguientes condiciones de estabilidad:

- Enun periodo de permanencia en el automuestreador y, por lo tanto, a las condiciones
de temperatura de trabajo (20£2 °C). Se evaluaron tres concentraciones diferentes al
inicio y pasado el tiempo de duracién del ensayo (12 h).

- En condiciones de refrigeracion (441 °C). Se evaluaron tres muestras de concentracion
alta, media y baja que fueron dejadas en el refrigerador por 6, 8, 13 y 15 dias.

- En condiciones de estrés, tomando las tres réplicas que fueron realizadas para
selectividad (seis ciclos de 24 h a temperatura alta (40+1 °C) y 24 h bajo refrigeracion
(de 4+1 °C)).

Se considera aceptable si los resultados de las muestras se encuentran dentro del 90 % de la

concentracion inicial, es decir que su degradacion no supere el 10 %.

e Sjstema de idoneidad:

La idoneidad del sistema se verific6 mediante los datos procesados por el software

LCsolution® para los parametros de numero de platos tedricos, respuesta instrumental,
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asimetria y tiempo de retencion. Se considera como criterio de aceptacion valores mayores a
2000 para el numero de platos teoricos, valores del %RSD menores de 2 % para la variacion
del area entre inyecciones, valores entre 0,8 y 2,0 para el factor de asimetria y una variacion
no mayor al 10 % para el tiempo de retencion.

— Extraccién de cafeina de los productos comerciales

De acuerdo con el método desarrollado y validado se realizé la extraccion de cafeina de los
productos comerciales para tres muestras de producto y se determiné la cantidad del
ingrediente presente en estas.

3.2.1.2.5 Caracterizaciéon de microestructura por microscopia

electronica de barrido

Se realiz6 la toma de imagenes por microscopia electronica de barrido (SEM) con platina de
enfriamiento para los productos comerciales que presentaron un contenido significativo de
cafeina de acuerdo con el analisis de la férmula cualicuantitativa. La técnica criogénica fue
seleccionada debido a que es recomendada para productos con alto contenido de agua puesto
que ésta puede dificultar la medicién por microscopia [70][75]. Se tomaron imagenes a 1000

y 5000 aumentos visualizando la estructura de la red microscopica de los productos.

3.2.2 Ensayos en celdas de difusion

Se emplearon celdas de difusion de Franz para la realizacion de ensayos de liberacién y
permeaciéon que cuentan con un compartimiento dador y uno receptor entre los que se
posiciona una membrana. Para cada metodologia se establecieron en primer lugar las
condiciones de ensayo que fueron desafiadas en ensayos preliminares y se realizd la
validacién del método de cuantificacion analitica. Ambos estudios fueron realizados para los
productos que en la etapa de extraccidbn demostraron contener un contenido de cafeina

superior al 0,009 %.
3.2.2.1 Condiciones de ensayo

Para determinar las condiciones de ensayo se consideraron las generalidades y

particularidades de cada tipo de estudio a realizar (liberacion y permeacién). Respecto a las
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condiciones generales, de acuerdo con el uso esperado de producto se siguieron las
recomendaciones de organismos internacionales en materia de implementacion de ensayos
de permeacion in vitro en celdas de difusion [22], [29], [30] y las condiciones propuestas en
estudios previos del grupo de investigacion [74], [76]. Asi mismo, se estableci6 y estandarizé
la aplicacion de la dosis considerando las propiedades fisicoquimicas de cada producto a

evaluar.

De acuerdo con la revision bibliografica se establecieron algunas de las condiciones generales
para la realizacion de los ensayos en celdas de difusion. En primer lugar, la temperatura de
membrana en 32 £ 1 °C, que corresponde a la temperatura de la piel y es el valor recomendado
en la directriz 428 de la OECD [29]. Asi mismo, dado que se evalla producto comercial en
condiciones de uso, en el que generalmente se aplica una cantidad y se deja ‘absorber’
brevemente, se establecié la aplicaciéon de dosis finita a 10 mg/cm? segln el documento de
opinion del SCCP para sustancias semisélidas en condiciones de uso de producto [30]. De
igual manera, de acuerdo con estudios previos dentro del grupo de investigacion, se fijé la
velocidad de agitacion en 400 rpm [77], [78] por resultar adecuada para celdas de 5 a 75 mL
de volumen de compartimiento receptor. Respecto al medio receptor, el medio adoptado fue
buffer de fosfatos salino a pH 7,4 por considerarse un fluido que imita las condiciones del
medio fisioldgico in vivo y, ademas, porque fue el medio utilizado por Sanabria et. Al [74] para
el cual se valido la metodologia analitica de cuantificacion de cafeina por HPLC-DAD, cuyo
sistema cromatografico fue implementado y validado para la cuantificacion de cafeina en los

ensayos de difusion del presente trabajo.

Por otro lado, para establecer las condiciones particulares se realizaron ensayos preliminares
con el mejor y peor escenario de contenido de cafeina de los productos comerciales para
ambos tipos de estudios en celdas de difusién. Los estudios preliminares permitieron
establecer el tiempo de duracién, frecuencia de muestreo, temperatura del bafio de
calefaccién, comportamiento de liberacién y permeacion preliminar, rango de cuantificacion y
tratamiento de las muestras recolectadas. Estos ensayos de permeacion se realizaron con piel
no integra (piel que ha sido limpiada, almacenada y refrigerada) estableciendo la parte del
cerdo a utilizar, el tratamiento de la piel y su almacenamiento, ademas de servir como

comparador frente al empleo de piel integra.



Capitulo 3 37

3.2.2.2 Validacion de Ila metodologia de cuantificacién

bioanalitica

Para cuantificar la cafeina en el compartimiento receptor, se utilizé la técnica de cromatografia
liquida HPLC-DAD adoptando el sistema cromatogréafico propuesto en el presente trabajo para
la cuantificacion de cafeina extraida de los productos cosméticos, y que se basé en el sistema
planteado en estudios previos para la cuantificacion de cafeina en ensayos de permeacion
con mucosa oral porcina [74]. Se mantuvieron las mismas condiciones de columna
cromatogréfica, temperatura, proporcion y flujo de fase mavil, volumen de inyeccién y longitud
de deteccién empleadas para la cuantificacion de la cafeina extraida que demostraron obtener
el pico de cafeina alrededor de los tres minutos. Sin embargo, debido a que se trata de
ensayos de permeacién que incluyen el uso de una matriz bioldgica, la piel de cerdo, la
metodologia de validacién fue realizada en conformidad con las pautas para metodologias
bioanaliticas M10 de la conferencia internacional de armonizacion (ICH) [79] y la guia de
validacion de métodos bioanaliticos de la Food and Drug Administration (FDA) [80]. Se
evaluaron los pardmetros de selectividad, linealidad, idoneidad del sistema, reproducibilidad
de inyeccion, exactitud y precision, limite de deteccion, estabilidad, recuperacion y carry over.

e Preparacién de muestras

Bajo los lineamientos de referencia, las muestras fueron preparadas de dos maneras. En
primera instancia, se prepararon muestras correspondientes al analito disuelto en solucion del
medio receptor y correspondieron a las muestras utilizadas para realizar la curva de calibracion
(CC) vy, en segundo lugar, se prepararon muestras con el analito disuelto en medio receptor
gue fue sometido previamente a las condiciones del ensayo de permeacion, estas lltimas

fueron denominadas ‘muestras control (MC)'.

Muestras de curva de calibracion (CC): se preparé cada dia una solucion madre de cafeina
disuelta en medio receptor pesando 12,5 mg de cafeina en un bal6on de 500 mL para una
concentracion de 0,025 mg/mL. De esta solucion se tomaron diferentes alicuotas como se
muestra en la Tabla 3-5 realizando dos repeticiones de cada nivel, llevando a volumen con

mas medio fresco en un balén aforado de 10 mL.
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Tabla 3-5: Niveles de la curva de calibracion preparados a partir de una solucion madre
de concentracién de 0,025 mg/mL.

Nivel nl n2 n3 n4 n5 né6

Concentracion 0,05 0,25 0,5 0,75 1 1,25
[ng/mL]

Alicuota [pL] 20 100 200 300 400 500

Muestras control (MC): Las muestras correspondieron a diferentes cantidades de cafeina
tomadas de una solucién madre que fueron preparadas de manera similar a las de la curva de
calibracion, pero empleando medio receptor que fue sometido a las condiciones de ensayo.
Para ello, se utilizé un ‘extracto de piel’ que fue preparado dejando la piel tratada en el medio
receptor a las condiciones de agitacion, temperatura y duracién del ensayo seleccionadas. La
piel fue tomada de seis especimenes diferentes realizando extracto de cada uno. Todos los
extractos fueron centrifugados a 8500rpm por 10 min para eliminar particulas grandes que
pudiesen desprenderse de la piel.

De la solucién madre se tomaron alicuotas para preparar cinco repeticiones de cada nivel, que
fueron llevadas a un balén aforado de 10 mL y completadas a volumen con el extracto de piel.
Los niveles preparados para las muestras MC correspondieron al limite de deteccién (LOD)

(n1), nivel bajo (n2), nivel medio (n4) y nivel alto (n6).

Las muestras de recuperacion, se realizaron tomando alicuotas de la misma solucién madre
hecha para las MC manejando los mismos niveles, se hicieron dos repeticiones de cada nivel
y se aford con extracto de piel que fue previamente tratado antes de ser enriquecido con el

analito. Es decir, se emple6 extracto previamente filtrado.

. Andlisis previo

Debido a que la complejidad del extracto de piel presiona el sistema cromatografico, se realizé
un analisis previo comparando el comportamiento de las curvas de calibracién cuando se
empleaba solo el medio receptor y cuando se empleaba el extracto de piel. Este ensayo tenia
como objetivo determinar la igualdad entre las curvas, de manera que, la curva de calibracion
de cada dia se pudiera realizar solamente con medio receptor y no fuera necesario emplear
el extracto de piel. Para esto se preparé con medio receptor y extracto de piel soluciones

madre como se establece en la seccion de preparacion de muestras, realizando tres
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repeticiones para los seis niveles aforando con medio y aforando con extracto de piel, segun

correspondiera.
e Selectividad

Se analizaron las muestras blanco de la matriz biolégica de seis especimenes diferentes con
el objetivo de determinar posibles interferencias con el pico del analito. Por esta razén, se
realizé la comparacion de perfil y pureza cromatografica del extracto de piel de los seis
especimenes, aceptando la selectividad al demostrar visualmente que los perfiles estuvieran
libres de interferencias en el tiempo de retencién del analito. A su vez, se considerd la pureza

de pico para las muestras control.

e Linealidad

Para evaluar este pardmetro se consideraron los resultados obtenidos del andlisis previo. Se
prepararon seis niveles de concentracion de cafeina en el rango de 0,05 a 1,25 pg/mL (incluido
el LOD), que fue establecido teniendo en cuenta la naturaleza de los ensayos en las celdas
de difusion. Se realizé una curva de calibracion cada dia efectuando dos repeticiones de cada
nivel. Para evaluar estadisticamente la linealidad, se aplicaron los mismos criterios que fueron

establecidos para la validacion de la extraccion de cafeina (Tabla 3-3).
e Exactitud y precision

De acuerdo con los lineamientos, para evaluar la exactitud y precisién se prepararon muestras
control de una sola fuente de matriz a cuatro niveles de concentracién, nl, n2, n4 y n6. Se
realizaron cinco réplicas de cada nivel en tres dias diferentes. A su vez, un segundo analista
realizé dos réplicas de cada nivel los mismos tres dias, aforando con el extracto de piel. La
precision se evalud en términos de precision intermedia teniendo en cuenta cuatro niveles,
dos analistas, tres dias, y de repetibilidad, analizando cinco réplicas de cada nivel el mismo
dia y con el mismo analista. La precision intermedia se estim6 analizando el coeficiente de
variacion global, mientras que la repetibilidad se evalu6 mediante el coeficiente de variacion
promedio ponderado obtenido después de verificar homogeneidad de varianzas por la prueba
de Cochran para cuatro niveles de concentracion y cinco réplicas por nivel. La exactitud se
estim6 determinando el porcentaje de recuperacion. Se considerd como criterio de aceptacion
para exactitud que el coeficiente de variacion para el porcentaje de recuperaciéon en cada nivel

de concentracion fuera inferior a 15 %. Asi mismo, para la precision el coeficiente de variacion
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de las concentraciones determinadas en cada nivel, cada dia y para ambos analistas no

deberia exceder el mismo valor.

e |doneidad

Se estimo la aptitud del sistema y la reproducibilidad instrumental realizando la reinyeccion
para el mismo nivel de concentracién (n4) seis veces. Con ayuda del software LC Solutions ®
se determinaron los pardmetros de idoneidad aceptando para el tiempo de retencién una
variacion inferior al 10 %, para la respuesta instrumental un RSD inferior al 2 %, un factor de
asimetria entre 0,8 y 2, una separaciéon mayor a la unidad y un nimero de platos teéricos

superior a 2000.
e Limite de deteccién

Debido a la naturaleza de los ensayos, se esperaba que la cantidad de cafeina encontrada
fuera baja o incluso nula y que pudiera incrementar con el tiempo de duracion del ensayo. Por
este motivo, se consider6é adecuado determinar el parametro de limite de deteccion que fue
incluido dentro de la curva de calibracion y tomado como el punto mas bajo de las muestras
control. Esta minima cantidad detectable fue determinada bajo el método de diluciones

seriadas a bajas concentraciones.
e Estabilidad de las soluciones

Para evaluar la estabilidad del analito, tres muestras control preparadas a concentracion alta
y baja el primer dia, se dejaron en condiciones de almacenamiento (4 °C refrigeracion) y otras
tres muestras control de concentracién alta y baja se dejaron a condiciones de trabajo 20+2
°C. Las muestras fueron inyectadas el segundo y tercer dia de andlisis y dos semanas
después. Se consider6é como criterio de aceptacion que la concentracion media en cada nivel

estuviera dentro de + 15 % de la concentracién nominal.
e Recuperacion

Para evaluar este parametro se compar0 la respuesta instrumental de cuatro niveles de
concentracion de muestras control (MC), con la respuesta para los mismos niveles de las
muestras blanco que fueron procesadas y luego enriquecidas con el analito, es decir, se filtré

el extracto antes de adicionarle cafeina. La recuperacion se considera aceptable si el
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coeficiente de variacion es inferior al 15 % para el porcentaje de recuperacion promedio. Se
aceptan recuperaciones del 80 a 120 %.

e Arrastre (Carry over)

El arrastre se evalud analizando dos muestras de solvente que se inyectan después de que
paso por el sistema cromatografico la muestra control mas alta (n6). Se considerd aceptable
que el arrastre en las muestras de solvente fuera inferior al 20 % de la respuesta del analito

en el limite de deteccion.
3.2.2.3 Ensayos de liberacion y permeacion

Los estudios de liberacion y de permeacién, para cada producto en celdas de difusion de Franz
incluyeron los siguientes aspectos. En el compartimiento receptor se adicion6 medio
previamente desgasificado y los imanes para agitacion. La chaqueta de las celdas se conecté
al recirculador y se establecieron las condiciones de temperatura y agitacion. Para los ensayos
de liberacion se emple6é una membrana de acetato de celulosa (12000 D) previamente
hidratada mientras que, en el caso de los estudios de permeacion, se utilizé piel porcina como
membrana con dos tipos de espesores, piel de espesor total, es decir, piel dermoepidérmica
(con un espesor aproximado de 1+0,5 mm) y piel con alrededor de 3 mm de tejido hipodérmico,
que fueron ubicadas y ajustadas entre el compartimiento receptor y el dador. Se permiti6 el
equilibrio del sistema hasta alcanzar la temperatura determinada y en el caso del estudio de
permeacion se midié la integridad de la membrana a través del valor de TEWL con la sonda
Courage+Khazaka®. Para ambos estudios, la dosis fue aplicada sobre la membrana en el
compartimiento dador y el medio receptor fue muestreado a diferentes tiempos durante la

duracion del ensayo.

Los ensayos fueron realizados por triplicado con cada tipo de membrana y las muestras
tomadas durante el desarrollo del estudio fueron tratadas en cada caso Y filtradas para su
posterior cuantificacion, estableciendo la cantidad de cafeina que se encontraba en el
compartimiento receptor. El producto que se mantuvo sobre la membrana en el
compartimiento dador fue tratado bajo el procedimiento de extraccidon y cuantificado para
determinar el contenido de cafeina que no atraves6 la membrana. Para los ensayos de
liberacion, los resultados fueron representados en graficas de porcentaje de cafeina respecto

a la cantidad aplicada encontrada en el compartimiento receptor en funcién del tiempo, y para
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los estudios de permeacion, el uso de ambos espesores permitié por diferencia establecer la
concentracion de cafeina [%w/w] que quedo retenida en la hipodermis y la que podria llegar
al fluido sistémico. Para cada tiempo de muestreo se determind el promedio de las tres réplicas
y su desviacién estandar y se analizaron los resultados estableciendo la concentracion
méxima de cafeina obtenida. A su vez, para el estudio de liberacién se realiz6 un analisis del

factor de similitud f. comparando todos los perfiles.

El procedimiento general para ambos estudios en celdas de difusion, tanto el de liberacion
como el de permeacion, se siguié encendiendo el bafio de calefaccién y estableciendo la
temperatura adecuada para cada ensayo, enseguida, la membrana fue acondicionada por 15
minutos en el medio receptor el cual fue filtrado y desgasificado para su uso. El iman de
agitacion fue ubicado en el fondo del compartimiento receptor y el liquido adicionado, la
membrana se posiciond entre el compartimiento dador y receptor y se ajusté con una pinza
cuidando de no dejar burbujas en el medio. La celda se colocé en una plancha multipunto
conectando las mangueras a la chaqueta de calentamiento y se activd la agitacion y la
recirculaciéon del bafio térmico. El sistema fue equilibrado por 15 a 30 minutos hasta que la
membrana alcanzara la temperatura establecida. En el caso de los ensayos de permeacion
se determiné la integridad de membrana antes de iniciar el ensayo. Enseguida, la dosis fue
aplicada y la camara receptora fue muestreada con la frecuencia establecida. Al finalizar el
ensayo el producto remanente sobre la membrana fue recolectado y tratado bajo el

procedimiento de extraccién de cafeina para su cuantificacion.



4.Capitulo 4. Resultados y discusion

4.1 Seleccion y caracterizacion de los productos

Producto de la investigacion del mercado se obtuvieron siete productos comercializados
en Colombia con proclamas de efecto liporeductor que declaran en sus ingredientes la
presencia de cafeina. En la investigacibn se detectaron que las presentaciones
comerciales mas difundidas en el mercado pertenecen a la forma cosmética tipo gel,
emulgel y crema. Sin embargo, teniendo en cuenta los ingredientes y la estructura
heterodispersa, se decidié adquirir los productos de las formas cosméticas tipo gel y

emulgel por presentar ingredientes cercanos descartando el sistema tipo crema.

Los productos adquiridos fueron elegidos sin ningun interés particular en la marca sino por
su facilidad de consecucion y precio asequible?, teniendo en cuenta que estos factores los
hace productos al alcance del consumidor y, por ende, con una mas alta probabilidad de
compra que aguellos con mayor precio y menor accesibilidad. Finalmente se seleccionaron
siete productos codificados de la siguiente forma 01AZ, 02EB, 03NA, 04HV, 05CA, 06AD,
07AR. Dichos productos, en su etiquetado recomiendan ser aplicados bajo masaje hasta
su completa absorcion, algunos indican ‘dejar actuar’ por 15 min o 30 min bajo uso diario

de una o dos veces al dia sin necesidad de enjuague.

Los productos adquiridos fueron caracterizados en términos de pH, parametros reoldgicos,
formula cualicuantitativa, atributos sensoriales y microscopia electronica de barrido

obteniendo los resultados que se describen a continuacion.

4.1.1 pH

Los productos evaluados estan destinados a ser puestos en contacto con las areas del
cuerpo afectadas por padecimientos estéticos relacionados con el exceso de grasa,
principalmente abdomen, caderas, piernas y brazos, de acuerdo con las indicaciones del

etiquetado. Estas zonas presentan un pH ligeramente acido que oscila entre 4,5 a 6, éste

L Precio inferior a 50000 $COP
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funciona como una barrera quimica, que disminuye el crecimiento bacteriano. Por el
contrario un pH alcalino tiende a causar desequilibrio dejando a la piel expuesta a
patdgenos y afecta a la absorcion de sustancias aplicadas sobre la piel aumentando su
permeabilidad [13]. Se considera que los productos cosméticos aplicados sobre la piel
deben presentar un pH similar a ésta para mimetizar la barrera y mantener el equilibrio
acido. La Figura 4-1 expone los valores de pH obtenidos para tres réplicas de cada
producto. En esta, es posible observar que los productos presentan un rango de pH que
oscila entre 5y 8, un rango mas amplio que el que posee la piel. En efecto, solo dos de los
siete productos evaluados presentaron un valor de pH que respeta el valor de la barrera
cutdnea normal y corresponde a los productos 01AZ y 02EB, mientras que el gel 06AD
presento el valor mas alcalino y cercano a 8, lo que implica que, al ser aplicado, su mayor
alcalinidad respecto a los otros podria provocar un desequilibrio a la barrera cutanea
aumentando su permeabilidad. Por otro lado, los productos restantes presentan valores
entre 6,5y 7,1 siendo el gel 03NA el mas acido seguido por el 04HV, 07AR y 05CA, estos

tres Ultimos valores son cercanos entre si y oscilan alrededor del pH neutro.

Figura 4-1: Valor de pH obtenido para los siete productos seleccionados del mercado
colombiano.
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4.1.2 Parametros reoldgicos

Extensibilidad y adherencia: Estas propiedades fueron evaluadas por su relacion con la

firmeza y facilidad de aplicacion del producto puesto que, inciden en la absorcion cutanea
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y la duracion del efecto cosmético que se busque. La extensibilidad, se define como el
incremento de superficie que experimenta una cierta cantidad de producto semisélido, al
someterlo a la accion de pesos crecientes en intervalos fijos de tiempo [81],
determinandose el area de extension que es correlacionada con la facilidad del producto
para extenderse sobre la piel. La Figura 4-2 muestra el perfil de extensibilidad obtenido
para cada producto, donde se observa que los geles presentan una tendencia similar entre
ellos, con un rapido incremento hasta la tercera medicion y luego incrementos moderados.
A su vez, se observa que cuatro de los siete productos evaluados presentan un perfil muy
cercano, compartiendo incluso algunos valores como lo son los geles 04HV, 05CA, 06AD
y 07AR, presentando un comportamiento intermedio en comparacion con los demas
productos. El producto 02EB presenta los valores mas altos, demostrando que es el de
menor firmezay, que tiende a extenderse cubriendo una mayor superficie por la accién de
la presion aplicada. El gel 01AZ presenta los valores mas bajos lo que podria indicar que
posee una firmeza inicial mayor que los demas geles y una pobre capacidad de extenderse

sobre la superficie con respecto a los otros productos.

Figura 4-2: Perfil de extensibilidad que corresponde al incremento del diametro en
funcién del peso aplicado para los siete productos evaluados.
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Para establecer la proporciébn con que se extienden los productos se determind la
pendiente de la regresion lineal de cada perfil, como se muestra en la Tabla 4-1, de esta
forma se encontré que los productos 03NA y 01AZ presentaron una mayor pendiente,
indicando que al aplicar presion la superficie de extensidbn cambia de forma mas

pronunciada que en los otros, por lo que podrian considerarse que son los que presentan
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mayor facilidad de aplicacion; esto se contradice un poco con la baja area alcanzada en
comparacion con los demas, reflejando una capacidad inferior para extenderse sobre la
superficie. Por su parte los productos 04HV, 05CA y 07AR presentan pendientes similares
por lo que la respuesta de aumento de superficie es proporcional en estos geles con el
incremento del peso aplicado, mientras que el producto 02EB con la menor pendiente
tiende a tener un cambio de extensién mas leve con el peso aplicado, no obstante, es este
el producto que present6 un area de extension mas alta, por lo que se considera que es el
gel con mayor facilidad de aplicaciébn y una mayor capacidad de extension sobre la
superficie.

Tabla 4-1: Parametros de la regresion lineal para el perfil de extensibilidad de los
productos evaluados

Producto Pendiente Intercepto R?
01AZ 0,0043 57,298 0,85
02EB 0,0028 72,882 0,94
03NA 0,0047 63,401 0,83
04HV 0,0025 70,664 0,91
05CA 0,0034 69,454 0,79
06AD 0,0037 67,724 0,76
07AR 0,0039 67,522 0,81

En cuanto a la propiedad de adherencia, esta se asocia con la energia de adhesion del
producto y la afinidad de sus particulas a las superficies. La Figura 4-3 muestra los valores
de adherencia obtenidos para los productos evaluados. Se observa que para la mayoria
de ellos el peso aplicado para que las placas que contienen el producto se separen es
similar, siendo el gel 05CA quien present6 el valor mas alto en este peso, seguido por
06AD y 07AR con el mismo valor; luego estan los productos 01AZ, seguido por el 04HV y
finalmente el gel 03NA, que mostraron un comportamiento de adherencia muy similar, con
una diferencia de 36 g entre el primer y el dltimo valor, margen que se estrecha gracias a
las barras de error. El gel 02EB presento el valor mas bajo ya que necesitd menos de 83
g respecto al gel con mayor adherencia para que las placas fueran separadas, por lo que
es el producto que presenta menor energia de adhesiéon. Esto probablemente se debe a
gue es el tnico producto de forma cosmética emulgel, que incluye un sistema tensoactivo
que modifica la tension interfacial entre la fase oleosa y acuosa, que podria modificar la

afinidad por la superficie en la que se extiende, presentando una adherencia mas débil en
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comparacion con la de los geles. Se ha observado que, una mejor adherencia a la
superficie de la piel permite que el ingrediente activo esté mas disponible asociandose a
una mayor absorcion del mismo [53], por lo que el producto 02EB podria ser aquel con

menor permeacion de cafeina respecto a los demas.

Figura 4-3: Adherencia de los productos evaluados.
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Viscosidad: la Tabla 4-2 muestra el valor de viscosidad promedio obtenido para tres
muestras de cada producto. El producto 05CA presenta el mayor valor de viscosidad
seguido por el producto 03NA con una viscosidad similar, a su vez, la viscosidad del gel
O5CA es el doble del valor obtenido para los geles 04HV, 01AZ, 06AD y 07AR que
presentan valores similares entre ellos, y es incluso seis veces el valor del gel 02EB siendo
éste el producto de menor valor de viscosidad. Los productos indican en su etiqueta
contener carbémero y agua por lo que se pueden considerar hidrogeles, para este efecto,
se realiz6 un hidrogel de prueba en el laboratorio con contenido de 1% de carbémero, el
cual present6 una viscosidad de alrededor de 30000 cPs, bajo esta referencia, es posible
considerar que el producto con mayor viscosidad (05CA) podria incluir poco menos de este
porcentaje de carbdmero, y los demas, cantidades inferiores, sin embargo, la formulacion
puede presentar mayor o menor viscosidad dependiendo no solo de la cantidad de agente
gelificante sino también del tipo de gelificante, asi como de la proporcién de agua y los
demas ingredientes. La viscosidad puede estar relacionada con el comportamiento de
permeacioén del activo, a menudo una alta viscosidad se correlaciona con una baja tasa de

permeacion [82][83], lo que podria esperarse de los productos con viscosidad elevada.
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Tabla 4-2:  Valor promedio de viscosidad y su desviacion (n=3).

Producto Viscosidad (cPs) £ SD
01AZ 15433 + 153
02EB 4670+ 54
03NA 25200 * 480
04HV 17233+ 83
05CA 26693 +441
06AD 13440 + 209
07AR 11400 + 203

Asi mismo, se determiné el comportamiento de la viscosidad en funcion del esfuerzo
cortante para los productos evaluados. La Figura 4-4 muestra que, en general, las
muestras presentan un comportamiento similar cuando son sometidas a la deformacién
con un perfil que tiende a disminuir con el esfuerzo, es decir, los productos pierden su
viscosidad a medida que se ejerce sobre ellos fuerza de corte, comportamiento esperado
para formas cosméticas semisélidas que dentro de sus caracteristicas de calidad sensorial
se busca que sean viscos0s en reposo pero que se esparzan facilmente al cizallarse [84].
Este comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento es tipico de los fluidos
pseudoplasticos por lo que los productos evaluados podrian catalogarse dentro de esta
categoria.

Figura 4-4: Perfil de viscosidad en funcién del esfuerzo cortante para los siete productos
del mercado y un gel de prueba fabricado en el laboratorio (GP) con 0,5 % de carbémero
y algunos ingredientes en comun de los productos comerciales.
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Aunque el comportamiento general de los perfiles es similar, los productos evaluados
presentaron algunas particularidades. La principal diferencia se observa en el gel 01AZ, el
cual necesitd la aplicacion de un esfuerzo mayor para disminuir su viscosidad, lo que
implicaria que la fuerza de aplicacion respecto a los demés productos fuera mayor para
obtener el mismo efecto de extensién sobre la superficie cutdnea. Este resultado
corresponde con el perfil obtenido de extensibilidad donde demostré ser el gel con menor
capacidad de extenderse bajo la misma presion aplicada. De otra parte, el producto 02EB
presenta un perfii mucho mas corto que los demas geles indicando que sufre un
adelgazamiento mas rapido con el esfuerzo, en efecto, no sélo su viscosidad inicial es
menor, sino que la pierde con mayor facilidad sugiriendo que es mas fluido que los demas
geles, caracteristica que corresponde con los resultados de extensibilidad. El
comportamiento del gel 03NA es similar al del gel 05CA y mayor a los productos restantes,
es decir, que el esfuerzo para causar el mismo grado de deformacién es mas alto respecto
al de los otros, lo que los hace mas viscosos. Para los geles 04HV, 06AD y 07AR su
comportamiento de deformacién es similar entre ellos y al del gel fabricado en el laboratorio
(GP), con una concentracion de agente gelificante de 0,5 %, el 86 % de agua y 0,75 % de
agente neutralizante. Los resultados anteriores junto con los de viscosidad podrian indicar
gue la concentracion de agente gelificante para los geles 04HV, 06AD y 07AR oscila
alrededor del 0,5 % mientras que para los geles 03NA y 05CA puede estarentre el 0,5y 1

% y posiblemente el producto 02EB presente una concentracioén inferior al 0,5 %.

Con el fin de complementar los resultados anteriores, se presentan las curvas de flujo del
esfuerzo cortante en funcion de la velocidad de corte para una fuerza de hasta 200Pa
(Figura 4-5), que fueron ajustadas al modelo de ley de potencia de Ostwald (Tabla 4-3)
por ser uno de los modelos que describe satisfactoriamente el comportamiento de flujo de
hidrogeles que contienen carbémero [70]. Este modelo, descrito en la ecuaciéon 4-1,
relaciona el comportamiento de los productos con la fuerza de corte (t) cuando se aplica
una velocidad de cizalla (y) y permite obtener el coeficiente de consistencia (K) y el indice
de comportamiento de flujo (n).
T =Ky" Ec.4-1

Como se puede observar en la Tabla 4-3, se obtuvo un ajuste aceptable, superior a 0,9, y
todos los valores del indice de flujo son inferiores a 1, confirmando el comportamiento

pseudoplastico de los productos. Por otro lado, un mayor coeficiente de consistencia se
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asocia con una mayor viscosidad, por lo que los geles 01AZ, 03NA y 05CA presentaron
una mayor consistencia seguidos por los geles 07AR, 06AD y 04HV con coeficientes
intermedios y similares al del gel de prueba y finalmente, el gel 02EB con el menor
coeficiente, que indica que es el producto con menor consistencia y, por lo tanto, menor

viscosidad en concordancia con lo observado en la Figura 4-5.

Figura 4-5: Curvas de flujo, esfuerzo cortante en funcion de la velocidad de corte (ambos
ejes en escala logaritmica) para los siete productos evaluados y el gel de prueba
fabricado en el laboratorio (GP).

&
‘©
a.
]
[=
g9
o
(8]
o
N
()
2
vt

1
0,001 0,01 0,1 1 10 100
Velocidad de corte [1/s]

—=—(01AZ —A—02EB O3NA —*—04HV —<—05CA ——06AD ——O07AR ——GP

Tabla 4-3: Parametros del modelo de Ostwald para los siete productos del mercado y
el gel de prueba fabricado en el laboratorio (GP).

K n R?
01AZ 132,7 0,0938 0,933
02EB 19,829 0,3455 0,983
03NA 102,21 0,1817 0,987
04HV 65,032 0,2056 0,973
05CA 91,896 0,2092 0,985
06AD 72,233 0,1853 0,988
07AR 74,508 0,152 0,959

GP 52,931 0,2478 0,994
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Médulos G’ y G”. los ensayos de viscometria dindmica permitieron evaluar el
comportamiento oscilatorio, determinando los médulos de elasticidad o almacenamiento
(G") y viscosidad o pérdida (G”) en funcion de la frecuencia en un rango de 0,1 a 50 Hz y
en funcién del esfuerzo cortante a una frecuencia de 1Hz como se muestra en la Figura
4-6. Es importante notar que el médulo G’ hace referencia a la energia que se almacena
en el gel cuando se somete a tension, mientras que el médulo G” da cuenta de la energia
gue se disipa [85], por lo que, cuando predomina el médulo de almacenamiento sobre el
modulo de pérdida se asocia con una mayor rigidez del sistema, mientras que cuando el
modulo de viscosidad predomina se considera que la estructura tiene un comportamiento
mas fluido. En la Figura 4-6 se puede observar que en general, todos los productos poseen
una tendencia similar respecto al comportamiento de ambos médulos en funcion de la
frecuencia, siendo un comportamiento ascendente que se distingue por una predominancia
del médulo de pérdida hasta alcanzar valores de frecuencia mayores donde comienza a
predominar el modulo de almacenamiento. El resultado anterior implica que, en primer
lugar, la predominancia del médulo G” a bajas frecuencias determina que los productos
presentan un comportamiento como liquido tendiendo a fluir con facilidad, lo que se
esperaba de productos cosméticos semisélidos, cuya aplicacion sobre la piel se requiere
que sea fluida [84]. Mientras que, el aumento del médulo G’ a frecuencias mas altas puede
significar la ruptura parcial de la red polimérica asi como fue determinado por Kim J. et al.
[70], en donde las estructuras rigidas y quebradizas de los geles de carb6mero
neutralizados con TEA son destruidas por el cambio de oscilacién continuo a medida que

se aumenta la frecuencia ocasionando un aumento del médulo de almacenamiento.

Por otro lado, claramente, debido a la diferencia en la forma cosmética, los valores
encontrados para los médulos a lo largo del ensayo para el emulgel 02EB son distantes al
comportamiento de los demas geles, con valores de médulos inferiores dada su baja
consistencia. Asi mismo, en orden decreciente en rigidez de estructura de acuerdo con la
tendencia del médulo de almacenamiento se encuentran los geles 03NA, 05CA, 01AZ,
04HV, 06AD y 07AR.
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Figura 4-6: Modulos de a) viscosidad (G”) y b) elasticidad (G’) en funcién de la
frecuencia para los siete productos del mercado y el gel de prueba fabricado en el
laboratorio (GP).
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De otra parte, el ensayo de barrido permitié visualizar la resistencia a la deformacién de
las muestras. En la Figura 4-7 se observa que, para velocidades de corte bajas los
productos parecen comportarse de forma lineal, sin embargo, ambos médulos sufren
caidas abruptas a medida que el esfuerzo cortante aumenta, y, en el caso del médulo G”
antes de su caida se presenta un aumento. En este punto particular para cada producto,

al aumentar el esfuerzo se induce la ruptura de la estructura inicial siendo un punto de
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esfuerzo cortante critico, es decir, un punto en que el aumento del esfuerzo induce un
efecto destructivo. En ese sentido, el desplazamiento hacia arriba de la curva del médulo
G” puede ser debida a una estructura mas rigida. Estos comportamientos de los médulos
se encuentran conformes con los resultados obtenidos por Kim J. et al. [70] quienes
evaluaron hidrogeles a base de carbopol 941. En general, una mayor cantidad de polimero
se asocia con una estructura mas rigida, de forma que, se confirma lo mencionado
previamente derivado de las otras caracterizaciones respecto al probable contenido de

carbémero en los productos.

Figura 4-7: Médulos de a) viscosidad (G”) y b) elasticidad (G’) en funcién de la velocidad
de corte para una frecuencia fija de 1 Hz para los siete productos evaluados y el gel de
prueba fabricado en el laboratorio (GP)
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4.1.3 Atributos sensoriales

Los resultados de la evaluacién sensorial tipo ranking aplicada a 40 posibles consumidores
fueron analizados en dos pasos. En primer lugar, se efectué un analisis exploratorio
descriptivo para generar un panorama general y luego se realizé un analisis estadistico
para determinar si existia diferencia significativa entre los productos para cada uno de los
atributos evaluados. De esta forma, para el analisis descriptivo, se graficé la distribucién
de cada uno de los atributos para cada uno de los productos evaluados como se muestra
en la Figura 4-8. Se observdé que, para los atributos absorcion, esparcibilidad, y
pegajosidad la distribucion de las posiciones en la percepcién de los encuestados fue
principalmente homogénea; casi para todos los geles, los atributos tuvieron una
distribucion similar, de forma que, para los encuestados no hubo un gel que predominara
determinantemente una cierta posicion de intensidad. No obstante, se puede indicar por la
cantidad mayoritaria de veces que los encuestados posicionaron los productos en el mismo
nivel que, para el atributo absorcion, los productos percibidos como de mas rapida
absorcién fueron los geles 01AZ, 03NA y 06AD, los de mas baja, 04HV, 02EB y 07AR,
mientras que el gel 05CA ocup6 la posicion de intensidad de absorcion intermedia. En ese
mismo sentido, para el atributo esparcibilidad, los productos que segun los encuestados
presentaban una mas alta esparcibilidad, es decir una mayor facilidad de manipulacién del
producto sobre la superficie del antebrazo fueron, el 02EB seguido por el gel 06AD y el
O05CA, con el 04HV en una posicién intermedia y los productos 01AZ, 07AR y 02EB
percibidos como de mayor dificultad de aplicaciéon. Sin embargo, para esta propiedad, se
encontré que el gel 02EB para la mayoria de las personas ocup6 tanto la posicién mas alta
como la mas baja, aunque, fueron 16 personas que lo posicionaran en el nivel de mas alta
intensidad y 13 en el de mas baja, por lo que se considera que en realidad la posicion
predominante es la mas alta. Este resultado corresponde con los obtenidos en el ensayo
de medicion de extensibilidad, donde se encontr6 que el producto 02EB es aquel que
presenta una mayor facilidad de aplicacién y capacidad de extension sobre la superficie
de la piel. El hecho anterior se repitié para el atributo pegajosidad (fuerza requerida para
separar la muestra adherida en los dedos), en el que el producto 02EB fue posicionado

mas veces en el lugar de mayor intensidad y a su vez en el de menor intensidad.
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Figura 4-8: Distribucién de la intensidad de atributo percibida por los encuestados para
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Por otro lado, para los atributos consistencia, definida como un atributo mecénico
relacionado con la reaccion del producto al esfuerzo percibida por la sensacién al
presionar, transparencia, entendida como el atributo que permite que la luz pase y
aparezcan imagenes nitidas y viscosidad o resistencia a fluir, se encontré una distribucién
mas heterogénea. En los tres casos se puede ver que predomina el producto 02EB en las
posiciones mas bajas, indicando que es el que consideran los encuestados que tiene
menos, consistencia, transparencia y viscosidad. Para estos atributos, los voluntarios
evidenciaron una diferenciacion mas puntual de la posicion en la que se clasifica el
producto respecto al atributo. En este sentido para el atributo consistencia, en el nivel de
mayor intensidad se posicionaron los geles 05CA y 01AZ, mientras que los productos 04HV
y O3NA compartieron la posicién intermedia, finalmente, en los niveles inferiores se
posicionaron los geles 07AR, 01AZ y 02EB. A su vez, para el atributo de transparencia se
puede ver con mas claridad que los encuestados tenian una posicién mas definida para
los niveles de intensidad, donde en general, se considera que el producto mas transparente
es el 06EB y el mas opaco el 02EB, mientras que el 04HV ocupé la segunda posicion, el
03NA y el 05CA compartieron la posicion intermedia, y los productos 07AR y 01AZ los
niveles mas bajos. Igualmente, para el atributo viscosidad los productos 05CA y 01AZ se
encontraron en el nivel de mas alta percepcién, los productos 03NA y 04HV compartieron
la posicion intermedia, mientras que los productos 06AD y 02EB los niveles inferiores. En
este sentido, teniendo en cuenta las tendencias obtenidas en la evaluacion sensorial, fue
posible encontrar una relacién con los resultados de la caracterizacion de pardmetros
reolégicos, estableciendo que los encuestados percibieron a los geles 05CA, 03NAy 01AZ
como los mas viscosos y consistentes, los cuales, en efecto corresponde a aquellos que
presentaron mayor médulo de almacenamiento y mayor viscosidad. A su vez, es claro que,
respecto al atributo de transparencia, el producto con forma cosmética emulgel present6
una mayor opacidad debido a las propiedades heterodispersas que caracterizan esta
forma. No obstante, los demas productos presentaron variaciones de opacidad en funcion
de, por un lado, el colorante y por otro el contenido de polimero, considerando que son
menos opacas aquellas cuyo contenido es bajo, como podrian ser las formulaciones 06AD
y 04HV.

En segundo lugar, se realizé una prueba de Friedman para cada uno de los atributos

(Tabla 4-4). Este método estadistico no paramétrico se utilizé para detectar si existe una
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diferencia entre al menos dos productos, teniendo en cuenta que para su aplicacion los
datos pueden ser ordinales y no necesitan provenir de una distribucion normal. De esta
forma, se plantearon las siguientes hipétesis: Hy: 60 = 6, =...= 6,y Hy: Algin 6; # 6;,
donde 8 es la posicion mediana de alguno de los atributos. La hip6tesis nula fue rechazada
cuando el p valor fue menor o igual al valor de significancia de 0,5. De acuerdo con los
resultados, para todos los atributos existe una diferencia en al menos dos productos.

Tabla 4-4: Resultados de la prueba de Friedman para los seis atributos evaluados

Variable n Estadistico p

Consistencia 40 89,357 0,0000000
Transparencia 40 213,729 0,0000000
Pegajosidad 40 38,679 0,0000008
Viscosidad 40 72,375 0,0000000
Absorcion 40 37,468 0,0000014
Esparcibilidad 40 22,479 0,0009913

Los resultados anteriores fueron confirmados al calcular el coeficiente de concordancia de
Kendall que indica la magnitud de coincidencia entre los mismos, siendo 1 el valor para
una coincidencia completa y 0 para una coincidencia nula. Como se observa en la Tabla
4-5, la coincidencia de los resultados para el atributo transparencia es alto con un valor de
89%, resultado que confirma lo encontrado en el analisis descriptivo realizado
anteriormente. Asi mismo, se encontraron coincidencias moderadas para los atributos
consistencia y viscosidad con valores de alrededor del 30%. Para los atributos de
esparcibilidad, absorcién y pegajosidad la coincidencia es baja en conformidad con el

andlisis exploratorio donde los resultados fueron homogéneos.

Tabla 4-5: Resultados para el efecto Friedman: Kendall de magnitud de coincidencia.

Variable n Coeficiente Magnitud
Consistencia 40 0,3723 Moderada
Transparencia 40 0,8905 Grande
Pegajosidad 40 0,1612 Baja
Viscosidad 40 0,3016 Moderada
Absorcion 40 0,1561 Baja
Esparcibilidad 40 0,0937 Baja

Finalmente, se realiz6 una comparacién para cada par de geles por medio de la prueba

del signo con el ajuste Bonferroni, determinando si existen diferencias estadisticamente
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significativas entre dos geles para cada atributo, es decir, si las diferencias entre productos
establecidas por los encuestados fueron significativas. Como se observa en la Figura 4-9,
para el atributo consistencia, los Unicos productos que parecen no tener diferencia son la
pareja 01AZ-03NA y 06AD-07AR, las demas comparaciones entre productos tienen una
diferencia estadisticamente significativa superior al 0,1%. Asi mismo, para el atributo
transparencia los productos que parecen no tener diferencia son el 03NA con el 05CA y el
01AZ con el 07AR, el resto de las comparaciones entre productos tienen una diferencia
estadisticamente significativa al 0,01%. Para el atributo pegajosidad el par de productos
comparados 01AZ-06AD, el 02EB con 03NA, 04HV y 5CA y la pareja 03NA-O5CA no
presentaron diferencia estadisticamente significativa, aunque para los otros pares de geles
el valor de significancia es superior al 5%. Para los atributos faltantes, el par de productos
gue no presentaron estas diferencias fue un poco mayor, de manera que para el atributo
viscosidad los geles que no obtuvieron diferencia son el 01AZ-04HV, el 02EB-06AD, el
03NA-05CA y el 04HV-07AR. Para el atributo absorcion la pareja de geles 03NA-05CA,
03NA-06AD, 04HV-06AD, 04HV-07AR y 5CA-06AD no presentaron significancia
estadistica, las demas mostraron una significancia superior al 5%. Finalmente, para el
atributo esparcibilidad los productos 01AZ-05CA y 01AZ-06AD, el 02EB con 03NA, 04HV,
O5CA y 07AR, y el 04HV con el 07AR no evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas. Los resultados anteriores demuestran que para la mayoria de los productos
en todos los atributos evaluados existieron diferencias estadisticamente significativas entre
ellos, pero existieron algunos atributos en los que los encuestados no notaron diferencias

entre productos.
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Figura 4-9: Diagramas box-plot que muestran la existencia de significancia entre dos
productos evaluados para los atributos a) Consistencia b) Transparencia ¢) Pegajosidad
d) Viscosidad e) Absorcion f) Viscosidad.
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4.1.4 FOormula cualicuantitativa — Cuantificacion de la cantidad de
cafeina

Los siete productos del mercado exhiben en su etiquetado los componentes que se
muestra en la Tabla 4-6, se aclara que, solo se presentan los ingredientes en comun en
mas de dos productos. Todos los geles seleccionados contienen agua, carbémero,
trietanolamina, cafeinay el sistema preservante, a su vez, la mayoria (mas de cuatro geles)
contienen alcohol, propilenglicol, glicerina, mentol, extracto de fucus y centella asiatica. Asi
mismo, fue posible notar en el empaque que no existe una homogeneidad en la posicién
de la cafeina en el listado de ingredientes, lo que indica que su contenido en los productos
es variable. Como se observa, de acuerdo con las funciones declaradas, el carbémero es
practicamente el Unico agente gelificante y es comin en todos los productos que, en
general, contienen solventes, también considerados promotores de la permeacion como el
alcohol, la glicerina, el propilenglicol y el alcohol bencilico, y extractos de plantas y

sustancias a las que se les atribuye funcién de cuidado de la piel.
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Tabla 4-6: Ingredientes presentes en mas de dos productos comerciales y su funcién
declarada en la base de datos de referencia COSING.

Ingrediente

N° de productos
que lo contienen

Funcién COSING

Agua

7

Acondicionador de piel.
Solvente.

Cafeina

7

Acondicionador de piel.

Carbémero

Estabilizador de emulsion.
Formador de gel.
Controlador de viscosidad.

Trietanolamina

Modificador de pH.
Limpiador.
Tensoactivo.
Emulsificante.

Alcohol

Antiespumante.
Antimicrobiano.
Astringente.
Solvente.
Controlador de viscosidad.

Propilenglicol

Humectante.
Acondicionador de piel.
Solvente.
Controlador de viscosidad.

Glicerina

Desnaturante.
Humectante.
Acondicionador de piel.
Protector de piel.
Solvente.
Controlador de viscosidad.

Propilparabeno

Preservante.

Metilparabeno

Preservante.

Metilcloroisotiazolinona

Preservante.

Metilisotiazolinona

Preservante.

Fenoxietanol

Preservante.

Etilhexilglicerina

N | AW WINIDN

Desodorante.
Acondicionador de piel.

Extracto de Fucus vesiculus

Acondicionador de piel.
Emoliente.
Suavizante.
Calmante.

Extracto de Centella asiatica

Limpiador.
Acondicionador de piel.
Suavizante.
Calmante.
Ténico.

PEG-40 aceite de ricino hidrogenado

Tensoactivo- limpiador.
Tensoactivo- Emulsificante.

L-carnitina

Antiestatico.
Limpiador.
Acondicionador de piel.
Tensoactivo- limpiador.
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Tensoactivo- Aumento de
espuma.
Controlador de viscosidad.
Desnaturante.
Fragrancia.
Refrescante.
Calmante.
Anticaking.
Antimicrobiano.
Astringente.
Acondicionador de piel.
Calmante.

Tonico.
Preservante.

Alcohol bencilico 3 Solvente.
Controlador de viscosidad.
Astringente.
Acondicionador de piel.
Extract de Equisetum arvense 2 Emoliente.
Calmante.
Tonico.
Quelante.
Controlador de viscosidad.

Mentol 4

Extracto de Hedera hélix 3

EDTA disédico 2

De acuerdo con el listado de ingredientes es posible interpretar que los productos estan
compuestos en su mayoria por agua y que la estructura de gel es debida a la interaccién
del carbémero con la misma como se mencioné anteriormente. Asi mismo, solo un
producto declara el contenido de cafeina en su empaque indicando que es 3%. Para los
demas productos, no se declara el contenido de ningun ingrediente, y, ya que la cafeina
se ubica en diferentes posiciones dentro del listado no es posible conocer la magnitud en
gue se encuentra respecto a otras sustancias. Sin embargo, para cinco de los siete
productos se puede deducir que, el contenido de cafeina es del mismo orden que el
contenido de los extractos al encontrarse en una posicion similar a éstos, la cual puede ser
baja, considerando que en general, este tipo de ingredientes son adicionados en
proporciones inferiores al 1 %w/w [86]. Cinco de los siete geles poseen algun otro
componente diferente respecto a los que se mencionaron en la Tabla 4-6, que en su
mayoria corresponden a extractos de plantas y aminoacidos. El producto 02EB por poseer
una forma cosmética tipo emulgel incluye una amplia gama de ingredientes, en general,
tensoactivos, antioxidantes y sustancias oleosas. A su vez, el gel 04HV tiene una variedad
de otros componentes como la celulosa microcristalina, mientras que el gel 06AD incluye

ademas ciclometicona y acrilatos.
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De los ingredientes que mas comparten los productos, en particular, el alcohol esta
presente en los geles 01AZ, 02EB, 04HV, 05CA y 06AD, el propilenglicol en los productos
02EB, 03NA, 05CA y 07AR, la glicerina en 02EB, 04HV, 05CA, 06AD, el alcohol bencilico
en 02EB, 04HV y 06AD y el mentol en 01AZ, 02EB, 04HV y 06AD. En efecto, en su mayoria
son solventes capaces de afectar la barrera de la piel de forma moderada, de manera que
una de sus funciones dentro de la formulacién es generar condiciones para promover la
permeacion de sustancias a través de ésta. La Tabla 4-7 muestra algunas de sus
propiedades fisicoquimicas, donde se observa que en general, son sustancias con cierto
grado de polaridad, miscibles en agua, con bajo coeficiente de reparto y que pueden ser
empleadas para mejorar la solubilidad y la estabilidad de los demas ingredientes de la
formulacion dada su propiedad cosolvente. Sin embargo, para la mayoria de los solventes
debido a su grado de polaridad, no es facil que atraviesen la barrera cutanea puesto que
no poseen una buena afinidad por la capa lipidica del estrato cérneo, no obstante,
presentan diferentes mecanismos para interactuar con la piel incrementando su
permeacion. Por ejemplo, el alcohol, es capaz de retirar el manto acido que cubre la piel
logrando que aumente su permeabilidad [87] y gracias a la afinidad de algunas sustancias
hacia éste, es capaz de permitir la incorporacién de aquellas no solubles en agua, como el
mentol, facilitando la introduccion de ingredientes, en formulaciones con alto contenido de
agua. El alcohol bencilico es un compuesto con un coeficiente de reparto ideal para
permear la piel presentando cierta afinidad hacia los lipidos del estrato corneo [24], esta
capacidad, puede influir en la permeacion de las sustancias que lo acompafian. La
glicerina y el propilenglicol son solventes a los que se les atribuye accion humectante [88],
por lo que tienen la capacidad de retener la humedad de la piel creando una capa que evita
la pérdida de agua transepidérmica. Esta ‘proteccién’ puede aumentar la permeabilidad al
crear condiciones adecuadas para que los compuestos hidrofilicos puedan atravesar la
barrera cutanea, puesto gue a mayor hidratacién las células del estrato corneo se hinchan

favoreciendo el paso de las sustancias polares [89].
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Tabla 4-7: Caracteristicas fisicoquimicas de los solventes presentes en los productos
comerciales [90]-[94]

Constante
Solvente log P Polaridad dieléctrica
(25°C)
Ligeramente
Alcohol -0,31 bolar 275
Glicerina 1,76 Ligeramente 425
polar
Propilenglicol -0,92 Ligeramente 32
polar
Alcohol bencilico 11 Débilmente polar 11,9
Agua -1,38 Polar 81

4.1.4.1 Desarrollo de la metodologia de extraccion de la

cafeina

Para desarrollar el método de extraccion de cafeina de los productos, en primera instancia
se aplicaron tres metodologias, dos basadas en extracciébn con metanol y agua en
diferentes proporciones y durante diferentes tiempos de contacto en ultrasonido y
centrifugacion (métodos A y B), y una que involucra disolucién en etanol, precipitacion de
polimero con hidréxido de amonio y extraccion en fase solida [71]—-[73], aplicadas a un gel
de prueba fabricado con un contenido conocido de cafeina del 0,5%w/w. La cuantificacion
analitica fue realizada con una curva de calibracién producto del ensayo preliminar para

cafeina disuelta en agua: etanol 80:20 (Figura 4-10) en el rango de 0,5 a 50ug/mL.

Figura 4-10: Curva de calibracién preliminar de cafeina en agua: etanol (80:20).
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Aplicando las tres metodologias, sin la extraccion en fase solida en la metodologia C, se
obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 4-11, en los que se detect6 el pico
caracteristico de cafeina a los tres minutos. Con la ecuacién de la curva de calibracion
preliminar fue posible obtener un estimado del porcentaje de cafeina extraido y
cuantificado por HPLC. Se encontré que para la metodologia A, la cantidad de cafeina
cuantificada es inferior a la mitad de la cafeina puesta en el gel, mientras que para las
metodologias B y C, el porcentaje es cercano al 0,5%w/w que fue incluido en la

formulacion.

Figura 4-11: Cromatogramas correspondientes a las extracciones a) A, b) B, y ¢) C para
el gel de prueba
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* Resultados en concentracion de cafeina [%w/w] a) 0,21%, b) 0,38% y c) 0,51%

Los resultados para el gel de prueba permitieron decidir que la metodologia A es la menos
eficiente por lo que fue descartada. Por otro lado, teniendo en cuenta que cada gel a
evaluar presentaba particularidades en cuanto a su férmula y preparacion, se realizé un
primer acercamiento de las metodologias B y C (ensayo preliminar) para todos los geles y

de esta forma se determin6 la metodologia que ofrecia un mejor resultado.

En la Figura 4-12 y en la Figura 4-13 se muestran los resultados de las extracciones B y
C para los siete productos cosméticos lipoliticos tipo gel y emulgel adquiridos del mercado
local 01AZ, 02EB, O3NA, 04HV, 05CA, 06AD, 07AR. Los cromatogramas permiten
observar que para algunos geles el contenido de cafeina es muy bajo y que las
metodologias necesitaban ser refinadas para obtener mejores resultados. Es posible
observar que en la extraccion de la metodologia B, para dos geles no se detect6 el pico de
cafeina, mientras que para la metodologia C el pico si fue detectado, aunque fue muy
pequefio; para el gel 07AR el pico detectado no es puro y puede no corresponder

realmente al compuesto evaluado.
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Figura 4-12: Cromatogramas de los ensayos preliminares del contenido de cafeina
obtenido por la metodologia B para los productos del mercado a) 01AZ, b) 02EB, c)
03NA, d) 04HV, e) 05CA, f) 06AD, y g) 07AR.
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Figura 4-13: Cromatogramas de los ensayos preliminares del contenido de cafeina
obtenido por la metodologia C sin extraccion en fase sélida (SPE) para los productos del
mercado a) 01AZ, b) 02EB, c¢) 03NA, d) 04HV, e) 05CA, f) 06AD y g) 07AR.
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En la Tabla 4-8 se encuentra la compilacién de resultados del porcentaje peso a peso
(%w/w) de cafeina obtenido de las extracciones de prueba encontrados bajo ambas
metodologias. Se puede ver que la extraccion B ofrecié un mejor resultado para el 02EB
gue la extraccién C, mientras que para los otros geles esta ultima funciona de manera mas
adecuada, tal y como se observo con el gel de prueba donde los resultados fueron méas
cercanos al valor real. Cabe resaltar que, para tres de los siete geles evaluados el
porcentaje de cafeina encontrado fue bajo, no superando el 0,009 %w/w por la metodologia

C y practicamente nulo para la metodologia B.
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Tabla 4-8: Concentracion en peso a peso de cafeina encontrada para los geles
comerciales para el ensayo preliminar con las metodologias By C.

Extraccion Extraccion

B C

Cafeina Cafeina

Caédigo extraida extraida
[Yow/w] [Yow/w]
01AZ 0,0000 0,0010
02BE 2,6904 1,5015
0O3NA 0,0082 0,0090
04HV 0,4041 0,4644
05CA 0,3680 0,4301
06AD 0,3207 0,3884
07AR 0,0000 0,0012

Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos, los métodos de extraccion B y C fueron
ligeramente modificados. El método B se modifico prolongando el tiempo en el ultrasonido
a 30 min. Para el método C se incluy6 la disolucién en ultrasonido por 10 minutos y se tuvo
en cuenta que la adicién de amonio provocaba un aumento de pH, que podia perjudicar la
columna cromatografica por lo que previo a la filtracion se implemento un ajuste de pH. Asi
mismo, debido a la cantidad de ingredientes que se presentan en cada formulacion, el
incremento de la presion sufrido por el sistema cromatografico y, teniendo en cuenta el
aspecto de los cromatogramas obtenidos en los primeros ensayos donde se detectaron
otras sefiales aledafas al pico del analito de interés, se decidid realizar pruebas con la
extraccion en fase sdlida (SPE, de su sigla en inglés) recomendada en el procedimiento
de Mladenov & SunariC [71]. El procedimiento se aplicé con el cartucho que ofrecié el
mejor resultado en términos de extraccién de cafeina de acuerdo con la publicacion,
cartucho HR-X (copolimero de poliestirendivinilbenceno hidrofébico) y siguiendo los pasos
propios de la extraccion en fase solida que involucré cuatro fases: fase 1,
acondicionamiento y activacion del sorbente con metanol; fase 2, equilibrio del sistema con
agua purificada; fase 3, carga del extracto; y fase 4, elucién del analito. Este procedimiento
se implementé para el gel de prueba, al cual después de aplicar la metodologia de
extraccion C (metodologia que ofrecidé un resultado mas cercano al real), se encontrd que
la cafeina no se retenia totalmente en el cartucho y que menos de la mitad era cuantificada

en la fase de elucién como se muestra en la Figura 4-14. Por otro lado, los cromatogramas
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antes y después de la extraccion fueron similares presentando sefiales aledafias al pico

de cafeina y la misma relacion de pureza.

Figura 4-14: Cromatogramas para el gel de prueba: a) extraccion C, b) extraccion en
fase sélida (SPE) fase 3 carga C) extraccién SPE fase 4 elucion d) pureza cromatografica
de la sefial de cafeina extraccion C y e) pureza cromatogréfica para la sefial de cafeina
fase 4 de la extraccion SPE.
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* Concentracion de cafeina encontrada [%w/w]: @) 0,51 %; b) 0,316 %; c) 0,20 %.

Dado el comportamiento del gel de prueba al realizar la extraccibn SPE, se aplicé la
metodologia a los geles comerciales que presentaron un contenido de cafeina superior al
0,01 %w/w, de esta manera, después de realizar los procedimientos B para el 02EBy C
para los geles 04HV, 05CA y 06AD con las modificaciones mencionadas, se tomd 1 mL
del extracto y se cargd en el cartucho acondicionado a flujo de 1 mL/min, fase 3.
Finalmente, se eluyd la cafeina retenida con metanol (4 mL para la extraccion Cy 5 mL
para la extraccion B), obteniéndose los resultados de la Figura 4-15 que contemplan la
cuantificaciéon del analito previo a la extraccion SPE y después de la extraccion SPE en la

fase 3 de carga y la fase 4 de elucion.
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Figura 4-15: Cromatogramas del ensayo de extraccion para geles comerciales que
demostraron un contenido de cafeina superior al 0,009%w/w. Producto 02EB a)
extraccion B, b) extraccion en fase solida (SPE) fase 3, ¢) extraccion SPE fase 4.
Producto 04HV d) extraccién C, e) extraccion SPE fase 3, f) extraccion SPE fase 4.
Producto 05CA g) extraccion C, h) extraccion SPE fase 3, i) extraccion SPE fase 4.
Producto 06AD j) extraccion C, k) extraccion SPE fase 3, ) extraccion SPE fase 4.
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*Concentracion de cafeina encontrada [%w/w] a) 3,02 %; b) 0,005 %; c) 2,94 %; d) 0,48 %; e) 0,25 %; f) 0,23 %; g) 0,45%;
h) 0,27%; i) 0,17 %; j) 0,38 %; k) 0,21 %; 1) 0,14 %.
La modificacion de los métodos permitié obtener un contenido de cafeina superior para
cada gel evaluado. Sin embargo, la implementacion de la SPE no demostré ser una
ventaja. El cromatograma después de esta extraccidon demostrd ser visualmente similar al
cromatograma previo a la SPE, es decir que ademas de la cafeina, el cartucho retenia
también las sustancias que estaban en el gel y eluian con el metanol por lo que, al igual
gue con el gel de prueba no se notaron cambios significativos entre cromatogramas y al
parecer incluso se evidenciaron mas impurezas. Adicionalmente, la extraccion no fue
eficiente ya que, como sucedi6 con el gel de prueba, salvo para el gel 02EB se encontré
gue la cafeina retenida estuvo alrededor de la mitad de la cafeina total extraida y que la
otra mitad de la cafeina presente en el extracto cargado no se retuvo en el cartucho y fue
encontrada en el liquido de la fase 3. De esta manera, no se considerd que este paso
adicional fuese necesario ya que no aportd una diferencia en cuanto a la mejora de la
extraccion y para aliviar la presion del sistema cromatografico se tomé la decision de

realizar diluciones que disminuyeran el contenido de los compuestos.

Por otro lado, dado que la precipitacién del polimero permitié obtener mejores resultados
para la mayoria de los geles, se decidio refinar este procedimiento teniendo en cuenta las
particularidades de cada producto. De esta manera, se realizaron ensayos para adecuar
el contenido de los geles encontrado de acuerdo con la curva de calibracion, definiendo la
cantidad de gel a pesar y las diluciones a realizar. Se incluyé un paso extra de disolucién
manual, ademas de la disolucién en ultrasonido que se habia incluido previamente, para
asegurar que el gel quedara totalmente disuelto en etanol. A su vez, se estandarizo la
cantidad de hidroxido de amonio adicionada para la precipitacién, asi como la cantidad de
acido clorhidrico para ajustar el pH. Se definié 1g como cantidad maxima a pesar teniendo
en cuenta el bajo contenido de cafeina que pudieran presentar algunos productos, asi

como el tiempo de disolucion en ultrasonido y que a mayor cantidad de gel se podia
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dificultar la disolucién. Bajo estas consideraciones, se estandariz6 el procedimiento de la

Figura 4-16 para todos los geles pesando diferentes cantidades de gel segun el contenido

encontrado en los ensayos preliminares. Respecto al gel que habia obtenido mejores

resultados por el procedimiento B, el gel 02EB, se encontrd que, para una cantidad pesada

de magnitud inferior (0,07 g) de producto, aplicando el procedimiento final el resultado es

similar y cercano al 3 %w/w declarado en su etiqueta. Esta metodologia y su

correspondiente valoracion analitica fueron sometidas a validacion para poder ser

aplicadas como metodologia de extraccion y cuantificacion de cafeina en los productos

comerciales considerados en el estudio.

Figura 4-16: Método desarrollado para la extraccion de cafeina a partir de geles
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4.1.4.2 Validacion de la metodologia analitica para la

determinacion de cafeina en matrices tipo gel y emulgel

Para obtener los pardmetros de validacion se partié de tres geles (Geles madre, GM) que
presentaban en comun tanto el proceso de fabricacion como los ingredientes. De acuerdo
con el método de extraccién desarrollado previamente fue posible conseguir la maxima
extraccion de cafeina modificando las cantidades del gel para obtener los puntos dentro

del rango de calibracién propuesto.

e Selectividad

Con el objeto de conocer si existian sustancias que pudieran interferir con la medicion de
cafeina, en la Figura 4-17 se presentan los cromatogramas obtenidos para la solucién de
extraccion de cada producto comercial evaluado, el gel blanco, un GM, el gel sometido a
condiciones de estrés (ciclos de calentamiento 40 + 1°C y enfriamiento a 4 + 1°C) y el
reactivo cafeina solo disuelto en etanol. Este Gltimo muestra el pico de cafeina en un
tiempo de retencion de alrededor de los tres minutos coincidiendo con las caracteristicas
gue fueron establecidas para el método analitico de cuantificacién de cafeina por HPLC

en investigaciones previas dentro del grupo de investigacion.

Figura 4-17: Cromatogramas correspondientes a: (A) gel placebo, (B) solucién de
cafeina en etanol, (C) gel madre, (D) gel bajo condiciones de estrés, (E) 01AZ, (F)
02EB, (G) 03NA, (H) 04HV, (1) 05CA, (J) 06AD y (K) 07AR.
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Como se puede observar, para todas las muestras se evidencia la sefial de cafeina a los
tres minutos al igual que para la muestra que solo contenia al analito disuelto. En este
tiempo de retencién, de manera visual se observa un Unico pico y la ausencia de picos
adyacentes; esta falta de sefiales aledafias observables se puede interpretar como la no
existencia de sustancias que puedan interferir con la cuantificacion de la cafeina. En este
sentido es posible observar tanto para el gel placebo y el GM fabricados en el laboratorio
como para los geles comerciales que, pese a que existen otros ingredientes en la
formulacion su presencia a la longitud de onda establecida es apenas detectada. La
premisa anterior puede confirmarse teniendo en cuenta que el factor de separacion (a)
entre la impureza mas cercana siempre es mayor a 1. Es importante aclarar que la sefal
de cafeina fue menor, mayor o incluso inexistente para los productos de acuerdo con su
concentracion y que los cromatogramas mostrados pertenecen a muestras manejadas a

condiciones de concentracion similares para tener una mejor aproximacion comparativa.

Para complementar los resultados anteriores se obtuvo para cada muestra evaluada la
pureza de pico como se muestra en la Figura 4-18. En esta es posible observar que para
cada grafica el indice de pureza fue = 0,9999 un indicativo de que es posible obtener picos
puros mediante la extraccion de cafeina realizada de los productos. Ademas, se evidencia
gue no existen interferencias en la cuantificacién del analito dado que la curva de similitud
se encuentra por encima del umbral demostrando pureza espectral a lo largo del pico. Con
estos resultados es posible concluir que la sefial es pura y corresponde al analito evaluado

sin la interferencia por co-elucién de otros componentes de los productos.

Figura 4-18: Graficas de pureza de sefial correspondientes a: a) solucién de cafeina en
etanol, b) solucion extraida del gel madre, c) solucién extraida del gel bajo condiciones
de estrés, d) solucion extraida del producto 01AZ, e) solucién extraida del producto
02EB, f) solucion extraida del producto 03NA, g) solucién extraida del producto 04HV, h)
solucion extraida del producto 05CA, i) solucién extraida del producto 0O6AD.
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Finalmente, se presentan los topogramas de cada muestra en la Figura 4-19, en los cuales
se observa la similitud del relieve tanto para el analito disuelto en etanol como para el gel

fabricado con cafeina (antes y después de someterlo a condiciones de degradacion) y los
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geles comerciales 02EB, 04HV, 05CA, y 06AD. Esto permite deducir que las muestras
extraidas se comportan en todo el rango de longitudes de onda evaluado de la misma
forma que cuando el analito se encuentra puro, lo que significa que, no hay sustancias que
puedan eluir en el mismo tiempo de retencion de la cafeina incidiendo en su cuantificacion.
Se observa también que para los geles 01AZ y 03NA por su bajo contenido de cafeina la
apreciacion del pico es casi nula, mientras que para el gel comercial 07AR, asi como para
el gel placebo el analito no es detectable a lo largo del espectro confirmando la ausencia

de cafeina.

Figura 4-19: Topogramas correspondientes a: a) gel placebo, b) solucion de cafeina en
etanol y solucién extraida de c) gel madre, d) gel bajo condiciones de estrés, e) producto
01AZ, f) producto 02EB, g) producto 03NA, h) producto 04HV, i) producto 05CA, j)
producto 06AD, k) producto 07AR.
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Bajo los criterios establecidos y analizados anteriormente en los resultados de las muestras
evaluadas es posible concluir que el método es selectivo para la cuantificacion de cafeina

extraida de matrices tipo gel y emulgel.

e Linealidad

Se estudié la respuesta instrumental de cinco puntos equidistantes en el rango de
concentracion de 0,5 a 50 ug/mL, rango establecido teniendo en cuenta la aplicacién para
la cuantificacion de cafeina en geles comerciales. En el Anexo C se presentan los
resultados del area bajo la curva integrados mediante el software LCsolution® para el
sistema y el método de tres réplicas independientes de cada punto para la sefial
correspondiente a cafeina. Con el area bajo la curva fue posible mediante el método de
minimos cuadrados obtener la regresion lineal presentada en la Figura 4-20 que muestra,
tanto para el sistema como para el método un coeficiente de correlacion mayor al 0,995,
valor aceptado como adecuado para definir una relacién existente entre la concentracion

y la respuesta instrumental.
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Figura 4-20: Curvas de regresion para el sistema y método.
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La linealidad del sistema y del método se evalué estadisticamente a través de la prueba t
de Student que determina si existe correlacion entre las variables dependiente e
independiente y si los parametros intercepto y pendiente difieren de cero. A su vez, se
realizé el analisis de varianza ANOVA con la finalidad de determinar si la regresién lineal
es significativa y los datos se ajustan al modelo. Los resultados de las pruebas se
describen en la Tabla 4-9 y en la Tabla 4-10 respectivamente indicando la aceptacion o
rechazo de la hipétesis nula.

Tabla 4-9: Prueba de significancia t de Student para evaluar la linealidad del sistema

y método.
. t es'Elmado t e§t|mad0 t tabla Resultado
Parametro método sistema
Correlacion XY 306,5245 98,4654 Se rechaza Ho, em;tz/;:orrelamon entre (x)
Pendiente 306,5245 98,4654  2,1604 _Se rechaza Ho, la pendiente es
significativamente diferente de cero.
Intercepto 0.3759 -0,6332 Se acepta Ho, el intercepto no es

significativamente diferente de cero.

De acuerdo con el analisis del estadistico t para el sistema y el método, tanto para el

parametro de correlacion entre (x) y (y) como para la pendiente, el estadistico t calculado



80 Evaluacién de la permeacion de cafeina a partir de productos cosméticos
comerciales con accion lipolitica empleando ensayos in vitro en celdas de
difusién de Franz

es mayor al obtenido de la tabla con un 95% de confianza, lo que implica que se rechaza
la hipétesis nula para ambos parametros, demostrando para el primero, que existe una
correlacion entre la variable independiente ‘concentracién’ y la variable dependiente ‘area
bajo la curva’ y que para el segundo parametro, conforme con el criterio de aceptacion, las
pendientes son significativamente diferentes de cero. Por otro lado, para el pardmetro
intercepto, se encontré que el valor estimado del estadistico t es menor que el valor tomado
de la tabla, por lo que se acepta la hipétesis nula planteada, evidenciando que la recta

presenta un intercepto con el eje Y que no difiere significativamente de cero.

Tabla 4-10: Resultados del analisis de varianza ANOVA para el sistema y el método.

F .
Parametro estimado F e_stlmado F tabla Resultado
. sistema
meétodo

Regresi6n 96954270 939572532  4,6672 Se rechaza Ho, la regresion es

significativa.
Desvio de Se acepta Ho el desvio no es
. . 0,6413 0,1335 3,7082 significativo la regresion lineal se
linealidad ajusta

Asi mismo, en el andlisis de varianza ANOVA tanto para el método como para el sistema,
la prueba F demostro que los datos cumplen los criterios para los parametros de regresion
y falta de ajuste o desvio de linealidad. Para el primer parametro, el F calculado a partir de
los datos experimentales es mayor que el F obtenido de la tabla de Fischer para un alfa de
0,05, por lo que se rechaza la hipétesis nula indicando que la regresion es estadisticamente
significativa. Por el contrario, para el parametro de falta de ajuste, se encontré que el F
estimado es menor que el F tomado de la tabla, por lo que se acepta la hipétesis nula,
evidenciando que el desvio de la linealidad no es significativo y que por tanto la relacién

lineal se ajusta a los datos.

Estos resultados producto del tratamiento estadistico permiten concluir que los datos
experimentales cumplen con los criterios de linealidad establecidos ajustdndose al modelo

de regresion lineal.
e Precision.

Para evaluar la precision instrumental se realizaron seis inyecciones de la concentracion

intermedia de la curva de calibracién que corresponde a 25 pg/mL de cafeina en etanol.
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Los valores del area bajo la curva obtenidos se consignan en la Tabla 4-11, asi como el
resultado de la desviacion estandar relativa de las réplicas.

Tabla 4-11: Resultados de la respuesta instrumental de inyecciones sucesivas de

cafeina.
Réplica Areas
1 646586
2 647561
3 640652
4 632977
5 633321
6 633315
Promedio 639069
Desviacién 6847
RSD % 1,07

Como se muestra en la Tabla 4-11, la variacién es inferior al criterio de aceptacion, por lo
gue se considera que la variabilidad debida al instrumento no afecta estadisticamente en
la obtencion de la respuesta y que el funcionamiento del sistema cromatografico es
adecuado.

Por otro lado, la repetibilidad del método fue analizada a través del coeficiente de variacion
obtenido a partir del test de Cochran para tres réplicas de cinco concentraciones. En primer
lugar, se evaluo la existencia de igualdad de varianzas para el porcentaje de recuperacion
correspondiente a cada concentracidon obtenido con una curva de calibracion externa
independiente como se muestra en la Tabla 4-12. Dado que se determiné que el valor de
G experimental (0,4717) es menor al valor de G obtenido de la tabla (0,683), se acepto la
hipotesis nula de igualdad de varianzas determinando que son equivalentes y que la
concentracion no afecta en la varianza, por lo que fue posible calcular el coeficiente de

variacion ponderado RSDp.



82 Evaluacién de la permeacion de cafeina a partir de productos cosméticos
comerciales con accion lipolitica empleando ensayos in vitro en celdas de
difusién de Franz

Tabla 4-12: Resultados de la prueba de Cochran para repetibilidad del método.

Cug/mL  Area YC:h2a6"1a5doax (f glsn;!_l)s ” Rper((:)L:T?;?g o caﬁf Edo
13250 0,5
0,5 13687 0,5 98,61 0,5
13728 0,5
338448 12,4
12,5 336093 12,3 99,08 0,4
338284 12,4
674433 24,8
25 679388 24,9 99,29 0,4
674396 24,7
1023616 37,6
37,5 1005221 36,9 99,08 1,0
1006980 37,0
1335115 49,0
50 1355681 49,8 98,89 0,8
1348788 49,5
Gexp 0,472
Gtab(0.05,5,3) 0,683
RSDp 0,660

De acuerdo con los resultados, el valor del coeficiente de variacion ponderado calculado
es inferior al criterio de aceptacion del 2%, por lo que se determiné que el método evaluado

cumple los requisitos de validacion de precision a nivel de repetibilidad.

Finalmente, se evalud la precision intermedia del método a través del RSD global del
porcentaje de recuperacion para tres réplicas (R1, R2 y R3) de tres niveles de
concentracion, 0,5, 25 y 50 uyg/mL (C1, C2 y C3), en tres dias (D1, D2 y D3) con dos
analistas diferentes (A y B), de acuerdo con lo explicado en la metodologia. El porcentaje
de recuperacion fue obtenido a través de una curva de calibracion independiente realizada
cada dia. La Tabla 4-13 muestra los resultados obtenidos para los pardmetros evaluados
en precision intermedia, promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion entre

factores y coeficiente de variacion global.
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Tabla 4-13: Resultados de la precision intermedia.

Factor/parametro Nivel Prc;renceudégriilig/; de Desviacion RSD proRrT?Ie?dio
D1 99,064 0,665 0,672
Dias D2 101,111 2,078 2,005 1,425
D3 99,383 1,539 1,549
) A 100,362 1,821 1,815
Analista 1,701
B 99,344 1,576 1,587
R1 99,518 1,551 1,559
Réplica R2 100,121 1,863 1,861 1,775
R3 99,920 1,903 1,905
C1 98,909 1,955 1,977
Concentracion C2 100,517 1,613 1,604 1,638
C3 100,132 1,335 1,333

Promedio del % de

. 99,853
recuperacion global
Desviacion estandar 1,747
global
RSD global 1,750

De acuerdo con el criterio de aceptacion, valores del coeficiente de variacién inferiores al
2% para métodos cromatograficos permiten demostrar que existe concordancia entre los
resultados de los factores evaluados [95][96]. Teniendo en cuenta los resultados, el
coeficiente de variacion global es inferior al criterio al igual que los coeficientes individuales
por factor, lo anterior implica que, para efectos practicos, los factores, dias, analista, réplica
y concentracién, no aportan variaciones al método obteniéndose resultados dentro del

limite de aceptacion.

El analisis realizado demuestra que el método es preciso en términos de repetibilidad y

precision intermedia bajo los criterios de aceptacion propuestos.

e Exactitud.

Para la evaluacion de la exactitud se determiné el porcentaje de recuperacion de nueve
muestras que cubren todo el rango de calibracién obtenido con una curva de calibracion
independiente. Para cada concentracion fueron determinados los intervalos de confianza,
asi como el promedio, el coeficiente de variacion y los intervalos de recuperacion globales

como se muestra en la Tabla 4-14.
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Tabla 4-14: Resultados del porcentaje de recuperacion de tres niveles de
concentracion.
C hallada
pg?mL Area v :(”297/6%[6))( . % Recuperacion s? LIIC LSIC
394,55
0,5 13519 0,485 96,280
0,5 13863 0,498 98,803 3,316 92,260 101,307
0,5 13381 0,480 95,267
25 676755 24,999 100,049
25 665579 24,585 98,382 0,954 97,082 101,936
25 677181 25,014 100,097
50 1356452 50,120 100,281
50 1356907 50,137 100,315 0,019 100,036 100,718
50 1359871 50,247 100,534
Promedio 99,943 Intervalo
Desviacion 0,784 de 98,889 101,987
CV (%) 0,785 confianza

El porcentaje de recuperacion promedio obtenido, asi como los limites de confianza se

encuentran dentro del rango de especificacion recomendado para formas farmacéuticas
terminadas 95% a 105%.

Por otro lado, se determind la idoneidad estadistica de la exactitud considerando la prueba

de homogeneidad de varianzas de Cochran y la cercania al 100% para el porcentaje de

recuperacion a tevés del estadistico t student obteniéndose los resultados mostrados en
la Tabla 4-15.

Tabla 4-15: Resultados de la pruebas de Cochran y t Student.

Test de Cochran Prueba de't
G exp. 0,773 texp 0,281
G tab. (af0.05; r=3, 0.87 t tab (g=0.05, 2.306
n=3) gl =8)

En cada caso, se encontr6 que el estadistico calculado (t y G exp.) es inferior al

estadistico obtenido de la tabla respectiva con el 95% de confianza, por lo cual se

acepta la hipétesis nula que, para la prueba de Cochran indica que las varianzas no

son significativamente diferentes, es decir, que existe homogeneidad de varianzas. A
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su vez, para el estadistico t, se determina que la recuperacion es satisfactoria y no
difiere significativamente del 100%. De esta manera se puede concluir que la
metodologia evaluada cumple el pardmetro de exactitud bajo los lineamientos
propuestos.

e [Estabilidad.

Se evalué la estabilidad para conocer el porcentaje de degradacion del analito durante el
tiempo de ensayo, en condiciones de almacenamiento y al someter las muestras a
condiciones de estrés. Las muestras fueron analizadas en diferentes dias por un periodo
de dos semanas obteniendo el porcentaje de pérdida/ganancia mostrado en la Tabla 4-16,
calculado respecto al valor de concentracion obtenido para la muestra recién preparada.
De manera similar tres concentraciones diferentes fueron sometidas a condiciones de
refrigeracion y evaluadas en el mismo periodo obteniéndose los resultados que se
muestran en la Tabla 4-17.

Tabla 4-16: Porcentaje de pérdida/ganancia de muestras sometidas a condiciones de

trabajo.
Concentracion % Pérdida (-) /Ganancia (+)
inicial pg/mL 12h 6 dias 8 dias 13 dias 15 dias
12,426 0,062 -2,978 -2,312 -2,455 -2,077
22,862 0,444 -0,489 0,886 -0,088 1,754
0,729 0,614 -0,703 -3,238 -1,192 -2,943

Tabla 4-17: Porcentaje de pérdida/ganancia de muestras sometidas a condiciones de
refrigeracion.

Concentracion % Pérdida (-) /Ganancia (+)
inicial pg/mL 6 dias 8 dias 13 dias 15 dias
0,622 -1,902 -3,598 -1,705 -3,007
24,117 -3,018 -3,125 -0,238 -0,118
44,524 -2,857 -2,839 -2,706 -2,622

En la Tabla 4-16 es posible notar que para el tiempo que las muestras permanecen en el
automuestreador mientras la duracion del ensayo, la variacion es despreciable y puede ser
atribuida a las condiciones de repetibilidad del instrumento. A su vez, para el periodo de
tiempo evaluado en ambas condiciones, se observa que el porcentaje de pérdida es inferior
al 10% considerado como criterio de aceptacion para la degradacion del analito [80]. Estas

variaciones minimas fueron constantes en el tiempo siendo la variacion a los seis dias la



86 Evaluacién de la permeacion de cafeina a partir de productos cosméticos
comerciales con accion lipolitica empleando ensayos in vitro en celdas de
difusién de Franz

misma variacion obtenida para dos semanas, por lo que se podria afirmar que el analito
no fue degradado en el tiempo de evaluacién y el pequefio porcentaje de variacion pudo
ser debido a las condiciones de estudio de cada dia particular, asi como a la variabilidad
gue puede aportar el instrumento. Los resultados obtenidos se asemejan a los reportados
por Sanabria L. en su trabajo de maestria [78], en el que se reporta para la estabilidad de
la cafeina en condiciones de almacenamiento a cuatro semanas un porcentaje de

degradacion inferior al 3%.

Finalmente, tres réplicas de una misma concentracién fueron sometidas a los ciclos de
calentamiento y enfriamiento descritos en la seccién de métodos. Las muestras evaluadas
después de las condiciones de estrés presentaron un ligero aumento en la concentracion
del analito, es decir, la cafeina detectada después de someter el gel a condiciones de
estrés fue superior a la detectada recién preparado el producto como se muestra en la
Tabla 4-18. Lo anterior puede ser debido a que el sometimiento de las muestras a estas
condiciones extremas puede causar la evaporacion del agua y los solventes que contienen
la formulacién causando una concentracion de los sélidos. Por otro lado, al observar los
cromatogramas, como se puede notar en los resultados del parametro selectividad de este
apartado, se determina que no existen productos de degradacién que puedan interferir con

la cuantificacion analitica de cafeina.

Tabla 4-18: Resultados de estabilidad al someter las muestras a condiciones de

estrés.

Concentracién Concentracioén final % Pérdida (-)
inicial pg/mL pg/mL /Ganancia (+)
24,117 25,836 7,128
25,860 7,227
25,082 3,998

En cuanto a la estabilidad, es posible decir que después de someter las muestras a
diferentes condiciones de tiempo y temperatura el analito evaluado mantiene su

concentracion de acuerdo con el criterio propuesto de porcentaje de degradacion.
e Sistemadeidoneidad.

El sistema de idoneidad fue evaluado con seis inyecciones sucesivas de una misma

concentracion de cafeina presentando los resultados que se muestran en la Tabla 4-19.
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De acuerdo con los criterios de aceptacién propuestos, el tiempo de retencidén presenta
una variacion inferior al 10%, la eficiencia medida en platos tedricos es superior a 2000, el
coeficiente de variacion relativo para la respuesta del instrumento entre inyecciones es
inferior a 2% y el pico obtenido es simétrico con un valor de asimetria de 1,2. De esta

manera, se puede afirmar que la metodologia analitica cumple con la idoneidad

cromatogréfica.
Tabla 4-19: Resultados del sistema de idoneidad.
Concentracion 25 Tiempo de Platos Factor de A
) : L . . rea
pg/mL retencién (min) tedricos asimetria As
Inyeccién 1 3,059 2034,392 1,227 633882,000
Inyeccién 2 3,065 2084,793 1,242 645260,000
Inyeccién 3 3,062 2051,083 1,250 645563,000
Inyeccién 4 3,061 2080,937 1,244 640170,000
Inyeccién 5 3,069 2090,636 1,241 636201,000
Inyeccién 6 3,068 2078,371 1,243 633113,000
Promedio 3,064 2070,035 1,241 639031,500
Desviacion estandar 0,004 22,182 0,008 5519,214
%RSD 0,131 1,072 0,614 0,864

4.1.4.3 Extraccion de cafeinade los productos comerciales

Los productos seleccionados del mercado fueron sometidos al proceso de extraccion
desarrollado y validado previamente. Los analisis preliminares realizados permitieron
obtener la cantidad a pesar de cada producto para conseguir resultados cuantificables
siendo 1 g la maxima cantidad pesada. En principio, se pes6 1 g de gel de cada producto,
refinando la cantidad hasta conseguir la mas adecuada a la curva de calibracion. Se
determiné que la cantidad adecuada era 0,07 g para el gel 02EB, 0,5 g para los geles
04HV, 05CA y 06AD y 1 g para los geles 01AZ, 03NA y 07AR que permitieron obtener el
area bajo la curva mostrada en la Tabla 4-20 cuyos coeficientes de variacion relativos

entre muestras fueron inferiores al 1 % indicando reproducibilidad en los resultados.
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Tabla 4-20: Area bajo la curva obtenida para cada muestra evaluada

01AZ 02EB 03NA 04HV 05CA 06AD 07AR
R1 2325 1006460 32693 1228468 1151309 1050488 0
R2 3429 1010394 35088 1213774 1150548 1062011 0
R3 3407 1009374 33264 1219385 1141661 1043517 0
PROMEDIO 3054 1008743 33682 1220542 1147839 1052005 0
%RSD 0,207 0,002 0,037 0,006 0,005 0,009 0,000

Dentro del proceso preliminar se encontrd una particularidad para el gel 07AR, del que se
adquirieron dos tubos de 400 g, (tubo de prueba y tubo de ensayo final) cada tubo fue
muestreado y analizado encontrando inconsistencias en el contenido de cafeina segun el
sitio y el tubo de donde se tomara la muestra. Para el tubo de prueba se encontré en el
primer ensayo un contenido nulo de cafeina, y en el segundo un contenido cercano al 1 %.
Por lo que se decidié realizar andlisis por el método A y B con el tubo de prueba para
determinar si el método no era el adecuado. Los resultados mostraron que por esto dos
métodos no se encuentra cafeina, asi como sucedié con las tres muestras analizadas al

final con el método desarrollado.

La extraccién y cuantificacion de cafeina se realizé por triplicado obteniendo los resultados
gue se muestran en la Tabla 4-21. Se evidencia que el gel 02EB present6 el contenido de
cafeina mas alto de los geles evaluados con un 3,09 %w/w de cafeina cuantificada,
seguido por los geles 04HV, 05CA y 06AD que presentan un contenido de cafeina similar
e inferior al 0,5 %w/w, mientras que los geles 01AZ, 03NA y 07AR presentan un contenido
inferior al 0,009 %w/w que puede ser catalogado como un contenido demasiado bajo. Para
este tipo de cosméticos el porcentaje de cafeina recomendado es entre 1-3 %w/w y en

cosméticos comerciales se han encontrado valores entre el 0,03-5,6%w/w [72].

Tabla 4-21: Resultados del contenido de cafeina en los siete productos evaluados.

CONTENIDO DE CAFEINA [%w/w]

01AZ 02EB 03NA 04HV 05CA 06AD 07AR

R1 0,0002  3,0848 0,0059 0,4550 0,4265 0,3891 -0,0002

R2 0,0004  3,1175 0,0063 0,4493 0,4259 0,3934 -0,0002

R3 0,0004 3,0785 0,0060 0,4518 0,4227 0,3866 -0,0002
PROMEDIO  4,E-04 3,094 6,E-03 0,452 0,425 0,390 0,000

DESVESTA 0,000 0,021 0,000 0,003 0,002 0,003 0,000
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Teniendo en cuenta los resultados se decide que los productos con un contenido de
cafeina inferiores al 0,009 % no seran tenidos en cuenta para los ensayos en celdas de
difusién ni para la toma de imagenes con microscopia electrénica de barrido (SEM). El gel
07AR, que como se explicd presentd inconsistencias durante los primeros ensayos, en
algunos casos ho encontrando cafeina por ninguna de las metodologias exploradas, y en
otro de los ensayos realizados cuantificando cafeina equivalente al 1 %w/w, podria indicar
problemas de homogeneidad en la produccion. Por esta razén, se incluyé también este gel
para la evaluacion de los ensayos de liberacion para determinar si en realidad cuenta o no
con cafeina y si se puede evidenciar en funcién del tiempo, o si la metodologia de

extraccion aplicada no se adecua a este producto.

4.1.5 Caracterizacion de microestructura por microscopia
electréonica de barrido
Con el fin de realizar una caracterizacion morfolégica de los productos, se realizé la toma
de imagenes mediante SEM con platina de enfriamiento. Como se mencioné
anteriormente, las imagenes fueron realizadas para los geles que presentaron un
porcentaje de cafeina superior a 0,009 %w/w de acuerdo con el método de extraccion
desarrollado. La Figura 4-21 muestra las micrografias obtenidas para los productos
evaluados en las que se evidencia la estructura tridimensional de la red polimérica
particular para cada gel. Como se observa, tanto el producto 02EB como el 04HV muestran
una estructura de red fibrosa irregular mientras que el gel 06AD parece formar una
estructura cavernosa tipo panal con paredes gruesas; el gel 05CA corresponde a una
estructura no definida que tiende a ser una mezcla entre fibrosa y cavernosa. Estas
estructuras rigidas explican el comportamiento para el médulo de pérdida en los ensayos
de barrido de frecuencia donde ante un aumento de frecuencia, la rigidez provoca un
aumento del modulo previa a su caida por exceso de deformacién. Comportamiento que
es mucho més marcado para el producto 05CA que parece tener paredes mas gruesas

seguido por el gel 06AD y el 04HV.
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Figura 4-21: Micrografias a 1000 y 5000 aumentos para los productos a) 02EB, b) 04HV,
¢) 05CA; d) micrografias a 500 y 1000 aumentos para el gel 06AD.
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10kV X500 50pm UNIANDES 10kV  X1,000 10pm UNIANDES

Asi mismo, las estructuras pueden ser correlacionadas con la cantidad de polimero que
posee cada producto, como fue demostrado por Kim J. et al [70], quienes sefalaron que
la cantidad de polimero se encuentra conforme con la estructura de red formada,
encontrando que concentraciones de polimero bajas (alrededor del 0,1 %) generan
estructuras fibrosas que se entrelazan fisicamente, como sucede en primer lugar con el
producto 02EB y, a medida que la concentracion de polimero aumentaba asi mismo lo
hacia la densidad de reticulacién (como sucede con el gel 04HV) hasta formar estructuras

tipo panal con formacion de pared, vistas en los productos 05CA y 06AD.

Por otro lado, teniendo en cuenta la disponibilidad de los compuestos en la estructura de
red y, suponiendo que los espacios entre la red fuesen ocupados por agua y sustancias
hidrofilicas, las estructuras cavernosas podrian presentar una mayor disponibilidad de
estos ingredientes para ser absorbidos por la piel, de forma que, dada la hidrofilia de la
cafeina, para productos como el gel 06AD y 05CA, se espera que la permeacion sea un

poco més efectiva que para los geles con estructuras del tipo fibrosas.

4.2 Ensayos en celdas de difusion

Los ensayos en celdas de difusion fueron realizados para los geles cuyo contenido de
cafeina obtenido bajo la metodologia de extraccion desarrollada fuera superior al 0,009
%w/w, agquellos con porcentaje inferior no fueron tomados en cuenta puesto que la cantidad
de cafeina en el compartimiento receptor no era detectable. A su vez, el gel 07AR que
presentd inconsistencias en el contenido también fue estudiado en los ensayos para

confirmar su contenido del analito y su comportamiento.
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4.2.1 Condiciones de ensayo

De acuerdo con la disponibilidad de celdas de difusion, se determiné usar celdas de Franz
verticales con area de difusion promedio de 1,75 + 0,02 cm? y 7 mL de volumen de receptor,
por poseer una relacion area/volumen adecuada a la naturaleza del ensayo puesto que
permite una justa dosificacién en el compartimiento dador y una adecuada recuperacion
del analito del medio receptor de acuerdo con los ensayos preliminares. Esta seleccion
también tuvo en cuenta que, las celdas mas pequefias presentaban un area difusion
inferior que dificultaba la dosificacion y las celdas de tamafio superior presentaban una
mayor diluciébn del analito en el medio dificultando su cuantificacion. La cantidad
muestreada y la frecuencia de muestreo fue establecida respetando las condiciones del
ensayo, por lo que se determind tomar una cantidad de 500 pL a 15 min, 30 min y luego
cada hora hasta la finalizacién del ensayo. Se encontré6 que la alicuota tomada era
suficiente para realizar la cuantificacion y ademas adecuada para evitar el ingreso de
burbujas al medio que impidieran la difusién. A su vez, la frecuencia de muestreo fue
establecida para evitar que la concentracion en el medio fuese alterada con una frecuencia
de muestreo superior puesto que, a mayor duracion del ensayo, la cantidad de analito

encontrada en el medio disminuia.

Para el establecimiento de la dosificacion, de acuerdo con el area de difusion la dosis
necesaria para una condicion finita es 17,5+1 mg. Este valor fue obtenido para cada
producto individual pesando las cantidades tomadas con una micropipeta de 20-200 uL de
capacidad con puntas recortadas en 5 mm. El procedimiento fue estandarizado para cada
producto considerando sus caracteristicas reoldgicas particulares, por lo que, para cada
producto se determin6 un valor en el instrumento que permitiera en la liberacion de la
muestra, la dosis equivalente a 10 mg/cm?. De esta forma, cada gel fue muestreado con
un valor de volumen diferente establecido en la micropipeta a un tiempo de espera de un
minuto para permitir el ingreso completo del gel en la punta. La dosis fue verificada previo
al inicio de cada ensayo pesando la cantidad tomada en la punta bajo el valor de volumen
establecido. Una vez la dosis se tiene en la punta, es aplicada sobre la membrana en la

camara dadora.
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e Condiciones particulares para el estudio de liberacién

Se realizaron ensayos preliminares con dos productos por triplicado, el gel con mayor
contenido de cafeina 02EB y el de menor contenido dentro de los que se consideraron con
contenido aceptable 06AD. De acuerdo con los ensayos preliminares se establecidé que
segun el contenido hallado en el gel era necesario diluir la alicuota para establecer el rango
de calibracion. Este, fue planteado en concordancia con los ensayos de permeacion
determinando un rango desde el limite de deteccion hasta una respuesta instrumental
cercana a 30000 mAU. Debido al tamafio minlsculo de las celdas, cada alicuota
muestreada fue pesada en un balon aforado para corregir el volumen tomado por peso,
realizando diluciones de 10 mL para el gel 02EB y de 5 mL para los demas geles (04HV,
05CA, 06AD, 07AR) por poseer un contenido similar. Los balones fueron llevados a

volumen con medio fresco.

La duracién del ensayo fue planteada a 4 h con una frecuencia de muestreo a 15 min, 30
min, 1 h, 2 h, 3 hy 4 h. Sin embargo, como producto de las evaluaciones preliminares fue
posible encontrar que, para ambos productos, la cafeina era liberada en su totalidad antes
de la tercera hora del ensayo, por lo que el tiempo de duracion se establecié en tres horas.
Asi mismo, los ensayos permitieron establecer la temperatura del bafio de calentamiento
en 33 °C que permitia después de 15 min alcanzar una temperatura de membrana de 32

+ 1 °C y mantenerla durante el tiempo de la prueba.
e Condiciones particulares para el estudio de permeacion

Se realizaron ensayos preliminares con los dos espesores de piel establecidos para el
estudio de permeacion, membrana dermoepidérmica completa (DE) y membrana con 3mm
de tejido hipodérmico (DEH). El tejido utilizado fue tejido no integro con el objetivo de
establecer las condiciones patrticulares para el estudio. De esta forma, se estableci6 la
temperatura, el rango de cuantificacion, la duracion del ensayo y el tratamiento de la piel.
En primera instancia, fue necesario una temperatura especifica para cada espesor puesto
gue lo que se requiere es, que la superficie de la membrana mantenga la temperatura de
las condiciones in vivo, para esto, la temperatura del bafio se estableci6 en 35 °C para los
ensayos con membrana dermoepidérmica y en 37 °C para los ensayos con membrana

hipodérmica.
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El ensayo preliminar fue realizado para los dos productos considerados en el ensayo
preliminar de liberacion a 5 h de duracion. Debido a que la membrana no era integra la
permeacion alcanzada fue alta en ambos, por lo que fue necesario realizar un ensayo con
piel integra. De esta forma fue posible notar diferencias entre la piel integra y no integra
que se discutiran mas adelante en la seccion de resultados del estudio de permeacion.
También, fue posible establecer que en general al manejar una membrana con tejido
hipodérmico la cantidad permeada es mucho menor que al usar una membrana
dermoepidérmica, por lo que ésta Ultima marcé el rango maximo encontrandose en una
respuesta instrumental cercana a 30000 mUA. La cantidad del analito que permanecio en
el compartimiento dador se determind con el método desarrollado para extraccién de
cafeina. Debido a que en los ensayos fue posible notar que después de la cuarta hora el
contenido que se encontraba en el compartimiento receptor descendia, se decidié
establecer 5 h como la duracién del ensayo, ademas, se consideré un tiempo adecuado
conforme a las condiciones de uso previsibles de los productos cuya aplicacion es por un

periodo corto.

Por otro lado, respecto al tratamiento de la piel, se decidi6 emplear la técnica de corte con
bisturi quirdrgico considerado seguro y adecuado para la obtencién del espesor de
membrana requerido [78], asi mismo, la piel fresca fue almacenada en una solucién
refrigerada de NaCl 1 M por un maximo de una semana, medio recomendado por Martinez
et AL.[76]. La integridad fue comprobada y medida bajo estas condiciones para determinar
gue no hubiese variacion por el tratamiento implementado. Se comprobé gue los valores
para la TEWL obtenidos antes y después del almacenamiento de la piel, se mantuvieron
cercanos al valor inicial lo que indica que en efecto este tratamiento de la piel no afecta su

integridad.

4.2.2 Validaciéon de la metodologia de cuantificacion

La cuantificacion de cafeina para los ensayos en celdas de difusion fue validada en
términos de selectividad, linealidad, exactitud y precision, idoneidad, LOD, estabilidad de
las soluciones, recuperacion y arrastre. Se utiliz6 muestras de analito disuelto en medio
receptor y en medio que fue sometido a condiciones de ensayo con tejido cutaneo

denominado ‘extracto de piel’. La Tabla 4-22 ilustra los resultados de los pardmetros de
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validacion, y el Anexo D los presenta con mas detalle de acuerdo con la metodologia

propuesta.
Tabla 4-22: Resumen de resultados obtenidos para la validacion de la metodologia de
cuantificacion para los ensayos en celdas de difusion.
Parametro Criterio de aceptacion Resultados Conclusion
evaluado
- Interferencia con la sefal de cafeina: los
- No existe cromatogramas e isogramas demuestran
interferencia. gue ningun compuesto interfiere con la El método es
Selectividad sefal a 2,9 min para los seis especimenes selectivo
- Pureza superior a evaluados y el buffer de fosfatos. '
0,99.
- Pureza de pico: superior a 0,9999.
- Coeficiente de correlacién: Cada curva
obtenida en tres dias diferentes present6
un R2superior a 0,999.
- Coeficiente de
correlacién (R?) - La prueba t de Student indic6 que, para
superior a 0,99. cada curva de calibracion en tres dias El método es
Linealidad diferentes, existe correlacién entre Xy Y, lineal
- Linealidad estadistica la pendiente es significativamente '
a través de t de student diferente de cero y, el intercepto no es
y ANOVA. diferente de cero.
La prueba de varianza ANOVA demostré
que la regresion es significativa y que la
regresion lineal se ajusta a los datos.
i Recg%ﬁaog&l: entre El porce_ntaje de rc_ac_uperacién promedio ]
Exactitud - Coeficiente de para cinco repeticiones de los cuatro El método es

variacion inferior a
15%.

niveles evaluados fue 100,939 % con un
coeficiente de variacion de 4,187%.

exacto.
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- Repetibilidad: la prueba de Cochran
realizada para el porcentaje de
recuperacion de las determinaciones de
un mismo dia y un analista establecio que
- existe igualdad de varianzas, permitiendo
- Coeficiente de o L
L ) obtener el coeficiente de variacion .
L variacion inferior a 15 El método es
Precision o ponderado con un valor de 1,068%. s
% para repetibilidad y . dia: el fici d preciso.
recisi6n intermedia - PreC|§|on,|nterme ia: el coe iciente de
P ' variacion global obtenido para el
porcentaje de recuperacion de las
determinaciones de tres dias, dos
analistas, cinco réplicas y cuatro niveles
de concentracion fue 4,856%.
- Platos: superior a Se
2000. La variacion en el tiempo de retencion
: S S . . comprueba
- Tiempo: variacién £ para seis inyecciones de una misma :
0 0 - sistema de
Idoneidad _ 10 %. muestra_fue de 0,163%, los platos tgorlcos idoneidad
- Asimetria: entre 0,8 — promedio 5936,312, el factor de asimetria .
= i bajo los
2. 1,272, y el coeficiente de separacion g
S . criterios
- Separacion: superior 1,767.
propuestos.
al.
La minima concentracion para la cual el
Minimo valor con sefial instrumento genero sefial fue de LOD:
LOD visible v cuantificable 0,05ug/mL, con un area de 1405, una 005 /mL
y ' eficiencia de 4805,296 y un factor de "JOUg
asimetria 1,041.
Las muestras sometidas a condiciones de No sufr_e,
. . : ; degradacion
Estabilidad Porcentaje de almacenamiento y de trabajo presentaron sianificativa a
de las degradacion inferior a un porcentaje de pérdida/ ganancia 9 |
. . X . as
soluciones 15 %. inferior al 15%. La pureza de pico es o
condiciones

superior a 0,9999. de estudio.
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- El coeficiente de variacion promedio El Qf‘;ggo
- Recuperacion entre el obtenido para el porcentaje de P
obtener un

80 al 120%.
- Coeficiente de
variacion inferior a

Recuperacioén

recuperacion de las muestras control y de
recuperacion es 3,326% y 3,512%
respectivamente.

porcentaje de
recuperacion
dentro del

15%. - Se obtuvo un intervalo de confianza de rango
recuperacion de 96,924 a 102,787%. :
establecido.
El arrastre en las No se presenta sefial en el tiempo de No se
Arrastre muestras de solvente retencic')_n del analito para dos inyecciones presenta
es inferior al 20% del sucesivas de diluente después de una efecto de
LOD inyeccién del nivel més alto. arrastre.

Los resultados de los pardmetros evaluados permitieron establecer que el método de
cuantificacion validado posibilita la determinacion de la cafeina en el compartimiento

receptor durante la realizacion de los ensayos de difusion.

4.2.3 Ensayos de liberacién

Los ensayos de liberacion fueron realizados para los geles 02EB, 04HV, 05CA y 06AD que
demostraron poseer un contenido de cafeina superior al 0,009 %. La Figura 4-22 muestra
el perfil de liberacion obtenido para los geles evaluados, es decir, la cantidad de cafeina
gue fue liberada en el medio durante el ensayo. Se resalta que, como se mencioné,
también se realizé el ensayo para el gel 07AR, sin embargo, no se obtuvo ninguna clase
de sefal ni en el medio receptor ni en el gel que permanecié sobre la membrana en el
compartimiento dador. Estos resultados permiten afirmar que ninguno de los
procedimientos aplicados permitié encontrar cafeina en este gel y que, la que posiblemente
se encontré en los ensayos preliminares pertenecia solamente a la parte del recipiente de
donde se tomO6 la muestra, por lo que se podria pensar que existe una pobre

homogeneidad en la produccién de este producto.
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Figura 4-22: Perfil de liberacion de cafeina para los geles 02EB, 04HV, 05CA y 06AD. Se
representan los valores medios + desviacién estandar con n=3
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Los perfiles de liberacion demuestran que antes de la primera hora los productos 02EB,
04HV, 05CA y 06AD han liberado practicamente la totalidad de la cafeina que fue
cuantificada en la extraccion, encontrando en el compartimento receptor hasta el 100 %
del compuesto respecto a la dosis aplicada en este lapso de tiempo, de hecho, los
productos 04HV y 05CA presentan una liberacion maxima en los primeros 30 minutos del
ensayo, hecho que implica que los geles tienen la capacidad de liberar el analito de la
matriz en un corto tiempo de contacto con la membrana. Como se puede observar en la
Figura 4-22, el perfil de liberacion no es constante en su fase final, dado que se continta
sacando y reponiendo medio bajo una dosis finita que liber6 casi la totalidad del contenido
del compuesto por lo que la concentracion desciende a medida que se continda extrayendo
medio. La evaluacion con este tipo de membrana permite obtener una aproximacion de la
cantidad de cafeina que podria encontrarse en el compartimiento receptor al ser liberada
desde el producto, pero no simula el comportamiento de la piel al ser tan porosa y permitir
sin dificultad el paso del analito, por lo que Unicamente permite afirmar que efectivamente

la cafeina es liberada del producto.

Por otro lado, se implementé el modelo del factor de similitud f, que realiza una
comparacion punto a punto en los tiempos de muestreo de los ensayos realizados bajo las

mismas condiciones para cada producto. Este modelo permitié establecer las diferencias
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entre cada perfil comparando por pares el valor promedio de liberacion en cada punto de
muestreo obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 4-23. Bajo el modelo de
similitud, los perfiles se consideran similares con valores de f, entre 50 y 100, de manera
que, al determinar el factor para los perfiles de liberacion de un producto respecto a otro
se encontrd, que el perfil del producto 02EB no presenta similitud con el de ningun otro
producto, y asi mismo, los perfiles de los geles 05CA y 04HV no son similares entre ellos,
sin embargo, se determind que el producto 06AD presenta similitud con el 05CA y con el

04HV con valores de f; de 64 y 54 respectivamente.

Tabla 4-23: Resultados para el factor de similitud f. comparando por pares los perfiles
de liberacion de los productos.

Productos fa
comparados
06AD vs 05CA 64
06AD vs 04HV 54
06AD vs 02EB 38
05CA vs 04HV 45
05CAvs 02EB 37
04HV vs 02EB 30

Desde la optica visual, los geles presentaron un comportamiento similar liberando
practicamente la totalidad de cafeina que fue cuantificada en el producto, de forma que,
los productos efectivamente permiten que el compuesto sea liberado (aunque sus perfiles
no sean estadisticamente similares en todos los casos), lo que significa que la matriz no
retiene el analito, sino que al contrario lo vehiculiza y libera en la superficie de contacto,
dejandolo disponible para su penetracién en la piel. Estos resultados no son comparables
con la literatura por el objetivo del ensayo en que se espera una liberacion maxima bajo
una dosis finita, mientras que, reportes de investigaciones precedentes presentan una
liberacién prolongada bajo una dosis infinita o una baja liberacion con diferentes tipos de

membrana.

4.2.4 Ensayos de permeacion

Los ensayos de permeacion se llevaron a cabo con dos espesores de membrana, con y
sin hipodermis (Figura 4-23), para los geles 02EB, 04HV, 05CA y 06AD, que demostraron

un contenido de cafeina superior a 0,009 % considerado apreciable y cuyo comportamiento
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de liberacion asegura que el compuesto puede estar disponible para la realizacion de este

estudio.

Figura 4-23: Celdas de difusion de Franz con dos espesores de membrana a) membrana
con tejido hipodérmico (DEH) y b) membrana dermoepidérmica (DE).

a) b)

El tejido cutdneo fue acondicionado para obtener los espesores de trabajo descritos en la
metodologia. Previo a cada ensayo la piel fue equilibrada y termostatada en la camara
receptora con el medio a las condiciones de ensayo, y su integridad fue valorada tomando
la medida de TEWL con la sonda Courage+Khazaka® a 3 mm sobre la superficie. Para
evaluar el tejido integro se considerd que los valores de TEWL deberian estar alrededor
de 2-12 g/m?h para la piel joven en condicién saludable [97], de esta forma se
determinaron las membranas con condiciones aceptables de TEWL para realizar los
ensayos por triplicado de cada espesor. A su vez, se efectuaron mediciones de TEWL para
una muestra de tejido no integro que fue empleado para los ensayos preliminares. La
Figura 4-24 muestra valores representativos obtenidos para la TEWL de piel con ambos
espesores. Los datos promedio de cada tipo de membrana medida se encuentran en el

Anexo E.
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Figura 4-24: Valores medidos de TEWL para membranas: dermoepidérmica (DE), y
dermoepidérmica con tejido hipodérmico (DEH) en estado intacto y no integro.
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Los datos obtenidos para las mediciones de integridad de membrana demuestran que
existe una diferencia de mas de 20 g/m?/h entre la piel considerada integra y utilizada para
los ensayos de permeacion y la piel no integra utilizada en los ensayos preliminares, lo
gue da cuenta de su mayor permeabilidad. Pese a que el modelo animal puede presentar
valores superiores a los de la piel humana, el tejido cutaneo porcino evaluado presenté
niveles similares a los valores de referencia, encontrdndose adecuado para uso en
ensayos de permeacion in vitro. Esto se encuentra conforme con lo reportado por Jacques-
Jamin et al. [98] quienes compararon la piel intacta humana y porcina, y las mismas
sometidas a condiciones de dafio a través del pelado con cinta, determinando valores
inferiores a 10g/m?/h para la piel intacta y valores de hasta 50g/m?/h para piel sometida al
dafo.

La piel no integra fue empleada en ensayos de permeacioén preliminares para los productos
06AD y 02EB con ambos espesores de membrana. La Figura 4-25 muestra el perfil de la
respuesta instrumental de cafeina en el medio receptor durante el tiempo de evaluacion
para ambos geles con piel intacta y con piel no integra. Como se observa, la piel intacta
no permite el paso del compuesto con la facilidad que lo permite la piel no integra. En la
misma figura se presentan los resultados de los ensayos con membrana que posee tejido
hipodérmico, para la cual la sefal del analito es baja, mostrando una diferencia entre piel

intacta y no integra de cuatro veces para ambos productos. Por otro lado, para la
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membrana dermoepidérmica se obtuvieron valores distantes y diferentes entre piel no
integra y la piel intacta, encontrando que para la piel no integra la sefal de la cafeina
obtenida es superior en 79 veces a la encontrada en piel integra para el 02EB y en 19
veces para el 06AD. Esto concuerda con lo reportado por Jacques-Jamin et al. [98] quienes
encontraron que la cantidad de cafeina permeada era significativamente mayor para una

membrana no integra, con valores de hasta 80 veces en comparacion con la piel intacta.

Figura 4-25: Valor de la respuesta instrumental para los ensayos preliminares y finales
de permeacién de cafeina de los productos 02EB y 06AD con los dos tipos de membrana
evaluados dermoepidérmica (DE) y con hipodermis (DEH).
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* Los valores de la membrana DE no integra se especifican en eje secundario para poder observar claramente las
diferencias entre los demas perfiles.

Los resultados con piel no integra permitieron confirmar que los ensayos de permeacion
no pueden realizarse con este tipo de membrana ya que, el tejido que ha sufrido deterioro
presenta una permeabilidad mayor concibiendo resultados que pueden ser erréneos,
justificando la importancia de llevar a cabo los ensayos con piel que presenta su barrera
intacta.

Por otro lado, como se menciond anteriormente, los productos 02EB, 04HV, 05CA y 06AD
fueron evaluados en ensayos de permeacion con piel integra, cuantificando la
concentracion de cafeina encontrada en el compartimiento receptor para cada producto en
el tiempo y la que permanecié sobre la membrana al finalizar el ensayo aplicando una dosis

finita de 17,5+1 mg de producto. La Tabla 4-24, muestra los resultados obtenidos en
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porcentaje peso a peso (%w/w) de cafeina maxima que fue capaz de alcanzar el fluido
receptor en los ensayos al emplear membrana dermoepidérmica (DE) y membrana con
tejido hipodérmico (DEH). A su vez, se muestra la concentracion %w/w de cafeina que
permanece sobre la membrana después de cinco horas de ensayo, la que fue encontrada
previamente en el producto y la cafeina que, se podria encontrar retenida en cada tipo de

membrana cuando la concentracién en el receptor es maxima.

Tabla 4-24: Resultados promedio de permeacién de cafeina para los cuatro productos
evaluados expresados como concentracion de cafeina en % w/w y su desviacion para

n=3
Producto 02EB 04HV 05CA 06AD
Tipo de membrana DE DEH DE DEH DE DEH DE DEH
Cafeina retenida en 3,0293 3,0048 10,4478 0,4457 0,4159 0,4151 0,3370 0,3245
dador al final del + + + + + + + +
ensayo [Y%w/w] 0,1113 0,0515 0,0228 0,2368 0,0067 0,0171 0,0413 0,0368
. . 0,0129 0,0075 0,0032 0,0030 0,0043 0,0032 0,0446 0,0043
Cafeina maxima en + + + + + + + +
, + + + + + + + +
receptor [%w/w] 0,0022 0,0015 0,0010 0,0001 0,0009 0,0001 0,0007 0,0009

Cafeina en producto

3,0936 + 0,0209

0,4520 + 0,0029

0,4250 + 0,0021

0,3897 + 0,0034

[Yow/w]

Como se observa en la Tabla 4-24, se encontré que la cafeina que permanece sobre la
piel al finalizar el ensayo corresponde casi en su totalidad a la que se encuentra en el
producto. En efecto, teniendo en cuenta los valores promedio de tres réplicas, la cantidad
recuperada de cafeina en el compartimiento dador respecto a la dosis aplicada
corresponde en mas del 98 % indicando que, menos del 2 % de la cafeina aplicada permeé
paratres de los cuatro productos evaluados. Para el producto 06AD la cantidad encontrada
sobre la membrana al finalizar el ensayo fue menor que para los deméas, con una
recuperacion de cerca del 86 % para ambas membranas, lo que implica que, cerca del
14% de la cafeina presente en el gel pudo haber permeado. Teniendo en cuenta que para
ambos tipos de membranas evaluados la cantidad recuperada en el compartimiento dador
es similar para cada producto, se deduce que la presencia de tejido hipodérmico en la
membrana no influye en la cantidad de cafeina que puede ser suministrada a la piel. Estos
resultados demuestran que la capa epidérmica es quien actia como barrera limitante de
la penetracién, en concordancia con los resultados de Bolzinger et al. [51] quienes
encontraron que, el tener esta capa hipodérmica no influye en la cantidad total de material

penetrado.
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Respecto a la concentracion maxima de cafeina encontrada en el fluido receptor, fue
posible notar que en el ensayo con membrana dermoepidérmica (DE), para el gel 06AD es
superior a la de los demas productos siendo tres veces la encontrada para el 02EB y, 14y
10 veces superior a la encontrada para los productos 04HV y 05CA, respectivamente. Sin
embargo, es necesario considerar que para cada producto fue encontrado un contenido
de cafeina diferente por lo que, bajo esta dptica, puede ser mas o menos apreciable el
porcentaje de cafeina obtenido en el compartimiento receptor respecto a la dosis aplicada.
En este sentido, en la Figura 4-26 se expresa el porcentaje de cafeina maxima permeada
respecto a la dosis aplicada, donde es posible notar que, para la membrana DE, el gel
06AD es quien cuenta con un mayor porcentaje alcanzando un valor de mas del 11%. Sin
embargo, éste fue el Unico producto que presentd un porcentaje tan alto, ya que, para los
demas productos con el mismo espesor de membrana se encontré que menos del 1% de
la cafeina aplicada alcanzaba el fluido receptor, de hecho, para el gel 02EB se encontré
menos del 0,4%. Respecto a los ensayos con membrana con tejido hipodérmico (DEH), la
cantidad de cafeina encontrada fue particular para cada gel, siendo alrededor del 1% para
el gel 06AD, es decir cerca del 10% podria encontrarse en la capa hipodérmica; del 0,1%
para el gel 04HV, siendo practicamente la misma para ambos espesores; y para los
productos 02EB y 05CA la diferencia entre cada membrana fue del 0,2% permitiendo
considerar que, aunque bajo, existe cierto porcentaje de cafeina que podria ser retenido

en la hipodermis.
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Figura 4-26: Porcentaje maximo de cafeina respecto a la dosis aplicada encontrado en el
fluido receptor durante el ensayo para los cuatro productos con los dos tipos de
membrana evaluados dermoepidérmica (DE) y con hipodermis (DEH).
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* En el eje secundario se encuentra la cantidad maxima para el gel 06AD en el ensayo con membrana DE para apreciar
con mayor claridad los resultados de los demas productos.

Los resultados anteriores consideraron la concentracién maxima de cafeina encontrada en
el compartimiento dador para cada ensayo realizado, ya que, por efecto de dilucion, al
tomar una muestra y reemplazar el volumen retirado por medio fresco en el tiempo la
cantidad de cafeina encontrada disminuye como se observa en la Figura 4-27. En el caso
de los ensayos con membrana dermoepidérmica (Figura 4-27 a.), antes de la primera hora
de ensayo la concentracién de cafeina encontrada tiende a disminuir, excepto para el
producto 06AD que presenta un aumento de concentracion con la duracion del ensayo
obteniéndose una cantidad méxima al final. Por otro lado, para los ensayos con membrana
gue presenta tejido subcutaneo (Figura 4-27 b.) el tiempo en que se encuentra la
concentracion maxima se prolonga a la segunda hora para los productos 05CA y 06AD y
a la tercera hora para el producto 02EB. Esto es coherente con el espesor de membrana
gue por ser mayor puede retrasar el tiempo en que se encuentra la concentracion maxima,
aunque, para el gel 04HV el tiempo de concentracion maxima con ambas membranas es

el mismo y equivalente a los primeros 30 minutos de ensayo. En general, el
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comportamiento de los perfiles es similar para todos los productos evaluados con la
membrana con tejido hipodérmico, y para la mayoria con la membrana dermoepidérmica.
Las particularidades en los perfiles de cada gel pueden deberse a las caracteristicas
individuales y a las estrategias de penetracion que pueda presentar cada producto y seran

relacionadas méas adelante en el presente documento.

Al considerar la concentracion inicial de cafeina que presenta cada producto se podria
analizar lo siguiente. El gel 02EB que presenta un mayor contenido de cafeina, aunque
evidencia un perfil que tiende a ser mas alto que el de los demas, la concentracién
encontrada respecto a la dosis aplicada es en realidad baja e inferior, comparada con la
de los otros productos; incluso, para los geles con contenido de cafeina similar, las
concentraciones tienden a semejarse. No obstante, este hecho evidencia que entre mas
cafeina contenga el producto mayor serd la concentracion encontrada en el receptor por
efecto del gradiente como también lo demostraron Mustapha et al. [56], quienes
determinaron que para una misma dosis aplicada, el gel con una mayor concentracion del
analito presenta a su vez una mayor concentracion depositada del mismo en el

compartimiento receptor.

Figura 4-27: Perfil de permeacion para los productos evaluados, concentracion de
cafeina encontrada en receptor [%w/w] respecto al tiempo del ensayo para, a) membrana
dermoepidérmica (DE), b) membrana con tejido hipodérmico (DEH).
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En la Figura 4-28 se estudio el comportamiento de permeacién de cada producto para los
dos tipos de espesores evaluados. Cada gel presentd un comportamiento particular,
aunque, la cantidad de cafeina encontrada en el compartimiento receptor fue siempre
menor en los ensayos con la membrana hipodérmica. Sin embargo, al tener en cuenta las
barras de error, la diferencia entre perfiles se minimiza, como es el caso del producto 04HV,
en el que los perfiles aparentan tener una diferencia entre ellos, pero es contrarrestada por
la desviacion entre réplicas. Por otro lado, los productos 02EB y 05CA presentan un perfil
diferenciado en las primeras dos horas del ensayo que tiende a semejarse con el tiempo
de duracion. Los perfiles del gel 06AD, como se mencion6é anteriormente, presentan
comportamientos diferentes: para la membrana epidérmica, un comportamiento que tiende
a aumentar con el tiempo de duracion y para la membrana con tejido graso un
comportamiento opuesto, esta tendencia es Unica para este producto y demuestra que
para ensayos paralelos con diferentes espesores de membrana la cafeina podria retenerse
en esa capa adicional.

Figura 4-28: Perfil de permeacion individual para cada producto evaluado en ensayos
paralelos con dos espesores de membrana, membrana dermoepidérmica (DE) y
membrana con tejido hipodérmico (DEH). a) 02EB, b) 04HV, c) 05CA y d) 06AD.
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La cantidad encontrada en cada punto de muestreo en los ensayos paralelos con ambos
espesores de membrana permite, por diferencia, determinar la cafeina que puede llegar a
la hipodermis y la que al final del tiempo de ensayo podria retenerse en esta capa. Estas
diferencias obtenidas para los cuatro productos evaluados se muestran en la Figura 4-29.
Se encontr6é que la cantidad de cafeina que podria llegar a la capa hipodérmica para la
mayoria de los geles es practicamente insignificante respecto a la encontrada para el gel
06AD, el cual presenta una concentracidn maxima retenida al final del ensayo de 0,042
%w/w que equivale a mas del 10% de la dosis aplicada. Asi mismo, la concentracion
maxima de cafeina que puede alcanzar la hipodermis para los geles 02EB, 04HV y 05CA
fue 0,0071; 0,0007 y 0,0042 en %w/w respectivamente, que equivale a menos del 0,3 %
de la dosis aplicada encontrada antes de la tercera hora de ensayo. El hecho de encontrar
cantidades maximas previas a la culminacion del ensayo, permite afirmar que la cafeina
gue puede alcanzar la hipodermis no tiene la capacidad de permanecer en la capa en el
tiempo. Ademas, teniendo en cuenta dichas concentraciones maximas que alcanzaron la
hipodermis, se encontrd que estos tres productos presentaron un contenido bajo respecto
al 06AD, puesto que la concentracion encontrada para éste es 6 veces la maxima
encontrada para el 02EB, 10 veces la del 05CA y 60 veces la del 04HV.
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Figura 4-29: Cafeina retenida en la capa hipodérmica para cada tiempo de muestreo de
los productos evaluados en %w/w. En el eje secundario se encuentra la concentracion de
cafeina encontrada para el gel 06AD en la capa hipodérmica.
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Resumiendo, el producto 06AD presentd la capacidad de depositar el 10 % de la dosis
aplicada en la capa hipodérmica, y los deméas productos menos del 0,3 %. El hecho anterior
reafirma la capacidad que presenta este compuesto para atravesar la piel justificando su
uso como activo de administracion topica. No obstante, la cantidad que ingresa depende
del producto y las estrategias para lograr su correcta liberacién y entrega en la piel, puesto
gue, el comportamiento de cada gel es particular e independiente del porcentaje presente
en la formulacién, como se demostré para los productos 02EB, 04HV y 05CA, para los
cuales, a pesar de poseer una cantidad en férmula mayor que el gel 06AD, el porcentaje
de cafeina encontrada en la hipodermis fue inferior. Esto fue particularmente evidente para
el producto 04HV, para el que la entrega a la capa objetivo fue la menos eficiente,
encontrandose que en el compartimiento dador se recuperd el 99 % de la dosis y en el
compartimiento receptor se obtuvo la misma cantidad de cafeina para ambos espesores,

es decir que, la poca cafeina que logra permear no se retiene en la hipodermis.

Discutiendo en términos de eficacia, la concentracion de cafeina maxima que fue
encontrada en la capa hipodérmica para cada producto equivale a 0,1659ug/mL para el
02EB, 0,0161ug/mL para el 04HV, 0,0986ug/mL para el 05CA y 0,9831ug/mL para el gel
06AD, cantidades que pueden no ser adecuadas para lograr el resultado cosmético
deseado. Para entender mejor el significado de estos valores de concentracion
determinados, a continuacion, se relacionan varios estudios que han investigado la accion

de la cafeina en células adiposas cultivadas. En primer lugar, Kong L. et al [99]
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determinaron en ensayos in vitro en adipocitos cultivados y diferenciados por ocho dias,
es decir, adipocitos maduros, que el tratamiento por cuatro dias de 160 ug/ml de cafeina
en combinacién con CGA (acido clorogénico) redujo el contenido de triglicéridos y mejoré
la actividad de la HSL (enzima reguladora de la lipdlisis). Por otra parte, el estudio realizado
por Sugiura S. et al. [47] trato adipocitos cultivados por 60h con 48 h de diferenciacion,
durante ocho dias con 50 pg/mL y 100 pg/mL de cafeina combinada con catequinas,
encontrando que el tratamiento combinado suprimid significativamente la acumulacion de
grasa intracelular en los adipocitos. La investigacion realizada por Nakabayashi et al. [100]
en adipocitos cultivados y diferenciados por ocho dias determiné que la cafeina, suprimié
la acumulacién de lipidos intracelulares después de su diferenciacion completa, redujo la
cantidad de lipidos e inhibi6 la captacién de glucosa estimulada por insulina, de forma
dependiente de la dosis, de 49 a 194 ug/mL. Finalmente, el estudio realizado por Su S. et
al. [101] determin6 que la cafeina en baja concentracion (19,4-58,2 ug/mL) puede inhibir
eficazmente la adipogénesis de forma dependiente de la dosis, reducir el nimero de gotitas
de lipidos y la expresién de genes adipogénicos, pero concentraciones mas altas podria
causar efectos citotéxicos. Teniendo en cuenta los estudios previos llevados a cabo con
cultivos celulares de adipocitos, se establecié que la minima concentracion de cafeina
probada que genera un efecto liporeductor por algin mecanismo es 19 pg/mL, por lo que,
aunque la concentracion encontrada para los productos evaluados en el presente trabajo
no ha sido desafiada en cultivos celulares, la méas alta que corresponde a la obtenida del
gel 06AD, es 19 veces inferior, contemplando la posibilidad de que la cantidad de cafeina
gue logra permear de los productos evaluados sea muy baja para tener un resultado

cosmético efectivo, pero esta premisa es necesario profundizarla.

Por otro lado, considerando el tema de seguridad, es necesario entender que, aunque es
minima, si existe una cantidad de cafeina que pasa la membrana dermoepidérmica e
incluso pasa la capa de tejido graso evaluada, lo que podria tener algunas implicaciones.
En primera instancia, solo el hecho de pasar la dermoepidermis significa que existe la
posibilidad de llegar a torrente sanguineo, puesto que, a partir de la dermis, las capas
profundas de la piel son altamente vascularizadas. Esto supone una ambigiiedad respecto
a nuestra legislacion en materia de cosméticos, que indica que los ingredientes cosméticos
no deben pasar a circulacion sanguinea porque podrian generar efectos sistémicos o

terapéuticos que van més alla de la definicion de cosmético [5], [6], y efectivamente, la



Capitulo 4 111

cafeina como farmaco podria generar efectos sistémicos al tener la capacidad de estimular
diferentes receptores del sistema nervioso. Por este motivo, se pone en tela de juicio este
tipo de productos clasificados como cosméticos, puesto que considerando su objetivo de
eficacia, podrian ser manejados dentro de otra categoria, como en efecto, es considerado
en algunos paises que los clasifican dentro de la categoria de medicamentos de venta libre
[102]. Por otro lado, aunque la concentracion encontrada en el presente estudio fue baja,
investigaciones previas han determinado que dosis de cafeina superiores a 60 ug/mL
inducen la muerte celular de células madre [101], por lo que el tratamiento con altas
concentraciones no se considera fisiolégicamente aplicable al cuerpo humano; también se
ha determinado que concentraciones plasmaticas por encima de 15 ug/mL provocan leves
efectos en el individuo [9], y concentraciones sanguineas de alrededor de 80 ug/mL causan
efectos adversos [103]. De esta manera, considerando que una taza de café que contiene
150 mg de cafeina (expreso, latte y otras presentaciones de Starbucks [9][8]) puede
representar una concentracion de cafeina de alrededor de 19 pg/mL y que el consumo
diario de mas de 300 mg de cafeina a través del café puede exceder los 60 pg/mL [101],
sumado a nuestra cultura de alto consumo de café, se estaria frente a una exposicion de
cafeina desde multiples fuentes (alimentos, bebidas y productos cosméticos). Este hecho,
presenta una preocupacion de seguridad para los productos cosméticos que contienen
cafeina, considerando que en productos como los evaluados, ésta logra atravesar la
barrera cutanea y podria contribuir al aumento de las concentraciones plasméticas, por lo
gue se resalta que, es quizd necesario que las casas cosméticas compartan mayor
informacion con los consumidores al respecto de este componente de forma que ellos
puedan tomar mejores decisiones, pensando sobre todo en consumidores que son

susceptibles a la cafeina.

4.3 Relacion entre el comportamiento de permeaciéony las
propiedades del vehiculo

A pesar de que los productos evaluados presentan una base de ingredientes similar
conformada por agua, carbémero y TEA, cada producto posee propiedades fisicoquimicas
particulares que pueden afectar la permeacion del activo, de esta forma, se establecié una
relacion entre las propiedades estudiadas y la cantidad de cafeina que fue encontrada en
el compartimiento receptor en los ensayos en celdas de difusion. Se aclara que, a lo largo

del documento se fue construyendo una relacién entre las caracteristicas determinadas
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por lo que no es necesario redundar entre aquellas que se complementan. Asi mismo, se
evidencio que el aspecto mas importante para la permeacién de la cafeina desde la matriz
cosmética es la interaccion del vehiculo con la piel, ya que como se encontré en los
ensayos de liberacibn con membrana sintética, los cuatro productos lograron una
liberacion de casi el 100 % de la cafeina encontrada en la férmula en un corto periodo de
tiempo (antes de la primera hora de ensayo).

De esta manera, se establecié una relacion entre el valor de pH de cada producto y el
comportamiento de permeacion de la cafeina. De acuerdo con los resultados el gel 06AD
es el producto més alcalino con un pH de alrededor de 8, seguido por el 05CA, el 04HV y
finalmente el 02EB que es el mas &cido y cuyo valor es cercano a 6. La superficie de la
piel presenta un pH &cido y a valores de pH alcalinos su permeabilidad aumenta [13]. En
este sentido, la aplicacion de sustancias con valores de pH superiores al de la superficie
de la piel tienden a alterar la barrera cutdnea provocando un aumento de permeabilidad
por lo que es posible relacionar el valor de pH del producto con el comportamiento de
permeacion de la cafeina. En efecto, el orden de alcalinidad de los productos corresponde
con el porcentaje de cafeina permeada respecto de la dosis aplicada, siendo para el gel
06AD mayor, seguido por el 05CA, el 04HV y por ultimo el 02EB. De esta manera, se
encontré una relacién directamente proporcional del pH del producto con respecto a la
cantidad de cafeina permeada. Lo anterior puede deberse no solo a la compatibilidad entre
la piel y el producto, sino al estado de disociacion de la cafeina (pKa 14,5). Esta, es una
molécula ligeramente basica que presenta mayor proporcion de especie disociada cuando
el pH de la matriz que la contiene es menor que su pKa. No obstante, a pH mas alcalino,
la proporcién de la especie no disociada es mayor, y, cuanto mas se encuentra en forma
no disociada mas probable es que sea soluble en lipidos [104], por lo que tiene mas
facilidad de interactuar con la matriz lipidica del estrato cérneo y presentar una mejor
permeabilidad. En efecto, como se determiné en los ensayos, los productos con pH mas
alcalino, es decir, con menor proporcion de especie disociada presentaron una mayor

permeabilidad.

La evaluacioén del comportamiento reoldgico permitié establecer algunas relaciones entre
el comportamiento de permeacion y el vehiculo. En primera instancia, el conjunto de

propiedades reoldgicas de los productos indicé que el gel 05CA es quien presenta una
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mayor viscosidad, un comportamiento de médulos y extensibilidad que podria indicar una
mayor consistencia y una probable mayor concentracion de polimero que los demas
productos evaluados en los ensayos de difusion. A su vez, el perfil reolégico para el
producto 04HV y el 06AD fue similar, presentando el gel 04HV una posible mayor rigidez
dado el comportamiento del médulo de almacenamiento y valores ligeramente mayores en
cuanto a viscosidad, con una menor pérdida de la misma con el esfuerzo. Finalmente, el
producto 02EB presenta propiedades marcadamente diferentes, siendo el que posee una
menor viscosidad y una pérdida mas rapida de la misma con el esfuerzo, médulos mas
bajos, una mayor extensibilidad y menor consistencia, y una probable estructura menos
rigida con menor concentracién de polimero. Ahora bien, respecto al comportamiento de
permeacion, se considera que la reologia de la formulacion influye en la exposicién local
del compuesto en el sitio requerido, presentando una mejor disposicién del compuesto a
menor viscosidad, ya que un vehiculo con menor contenido de agente gelificante permite
gue los compuestos en la red se encuentren mas disponibles para su deposicién en la
superficie cutdnea. A su vez, una viscosidad mas alta retarda la penetracion en la piel
puesto que implica una resistencia a la difusion, en este caso, el coeficiente de difusion es
mas bajo y por tanto la permeacion se hace menor [105]. En este sentido, los productos
05AC y 04HV que presentaron tanto una mayor viscosidad como un mayor modulo de
almacenamiento, presentaron un pobre comportamiento de permeacion. Por otro lado,
aunque el producto 02EB presentd la menor viscosidad, su capacidad de entrega de la
cafeina fue inferior al del gel 06AD cuya viscosidad es mas alta, por lo que podrian
considerarse otros aspectos como el tipo de forma cosmética del producto y su adherencia.
En primer lugar, se considera la forma cosmética del producto 02EB que como se ha
descrito antes, es de emulgel, por lo que por su composicion puede ser posible que parte
de la cafeina en la fase acuosa sufra un reparto con la fase oleosa, a pesar de que el valor
es bajo (Log P: -0,07). Esto retardaria la salida de la cafeina del producto afectando su
permeacioén, lo que fue evidenciado en su comportamiento de liberacion cuyo peffil
presenté una menor pendiente, siendo mas lento que el de los otros productos. A su vez,
se esperaria que una mejor adherencia a la superficie cutanea permitiera que la cafeina
se encontrara mas disponible en la piel para su absorcion [53]; en este contexto, todos los
geles presentaron una capacidad de adherencia similar excepto el producto 02EB

contribuyendo a explicar el bajo comportamiento de permeacion por parte del producto.
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Adicionalmente, los productos 02EB y 04HV fueron unos de los percibidos con menor
capacidad de absorcion, entendida como la persistencia del producto sobre la piel después
de la aplicacién, por parte de los encuestados en la evaluacion sensorial, mientras que el
gel 06AD fue posicionado como uno de los productos de mas rapida absorcion y el 05CA
con absorcion intermedia. Esta implicacion permitié sefialar que podria también existir una
relacion entre la percepcion del usuario en la aplicacion del producto respecto al
comportamiento de permeacion, correspondiendo con los resultados obtenidos; se podria
suponer una correlacion directa, ya que el gel con mayor capacidad de absorcion fue aquel
también con mayor capacidad de permeacion, lo que estuvo conforme a su vez con los
demas productos, siendo el 05CA el de absorcion y permeacién intermedia, y los otros dos

con los comportamientos mas bajos.

Los ensayos de microscopia electrénica de barrido permitieron establecer el tipo de
microestructura presentada en los productos evaluados, encontrando que los productos
02EB y 04HV presentaron una estructura fibrosa caracteristica de productos con bajo
contenido de carb6mero, mientras que los productos 05CA y 06AD presentaron una
estructura cavernosa que puede asociarse con una mayor disponibilidad de los
compuestos hidrofilicos sobre la superficie. En este sentido, los ensayos de permeacion
confirmaron la hipétesis planteada, puesto que los productos con estructuras del tipo
fibrosa presentaron una pobre permeacion, mientras que aquellos con estructura tipo
cavernosa 0 panal presentaron una mayor cantidad de cafeina en el compartimiento
receptor respecto a la dosis aplicada. En efecto, el producto 06AD que exhibié este dltimo
tipo de estructura mas definida y con poros mas formados, fue el que presentdé una mayor

capacidad de permeacién del compuesto.

Finalmente, resaltando los ingredientes propios de cada producto, se extrajo del
etiquetado, que tanto el producto 06AD como el 04HV presenta tres ingredientes
considerados promotores de la penetracion, el alcohol, la glicerina y el alcohol bencilico. A
su vez, el producto 05CA contiene alcohol, glicerina y propilenglicol y el 02EB presenta
propilenglicol, alcohol y alcohol bencilico. El producto 06AD presenta alrededor de 16
ingredientes, mientras que el 05AC menos de 15, el 04HV poco mas de 20 y el 02EB
alrededor de 30. Dado que no se conoce su concentracion exacta en cada formulacion, se

puede suponer que la combinacion de promotores y otros ingredientes para el gel 06AD
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es mucho mas efectiva que para los otros productos. Esto podria redundar en una mayor
capacidad de permeacion, ya que, a pesar de que el gel 04HV presenta los mismos
solventes que el 06AD, el comportamiento de permeacion fue el més bajo de todos los
productos evaluados. Este resultado podria deberse también, a que el contenido de estos
promotores fuera inferior considerando la complejidad de la formulacién, ya que, al
presentar un nimero mayor de ingredientes podria disminuir el porcentaje de los otros
compuestos; adicionalmente, las interacciones entre ingredientes podrian ser mayores
entre mas numerosos sean, por lo que, conforme con los resultados obtenidos, las
formulaciones con mayor nimero de ingredientes presentaron una permeacién del activo
mas baja, mientras que para las formulaciones mas simples, el contenido de cafeina

encontrado respecto a la dosis aplicada es mayor.

Como producto de la discusion del presente trabajo se resalta la importancia de llevar a
cabo un enfoque sistematico de disefio del producto cosmético. Cada etapa del desarrollo
del producto es crucial e impacta directamente en la calidad del mismo. Un buen estudio
de preformulacién puede ser la clave que permita entender las interacciones entre los
componentes y las propiedades del vehiculo. De esta manera, se espera que en la etapa
de formulacién se llegue a una composicion que permita que el ingrediente funcional
alcance la capa objetivo a pesar de su concentracion en la férmula, como se pudo observar
en los productos evaluados en el presente estudio, en donde el gel con concentraciéon
inferior de los cuatro evaluados fue aquel que presenté un mejor comportamiento de
permeacion y entrega del compuesto activo. Asi mismo, se resalta la importancia de
emplear herramientas que permitan analizar la calidad y el desempefio del producto como
son los estudios in vitro, que deberian ser el primer paso para definir si este cumple con el
propésito para el que fue disefado, y si es seguro para su aplicacion en humanos,
complementando la informacion cientifica que pueda recopilarse sobre el activo y avalando
la futura aplicaciébn de estudios clinicos. Estos resultados también demuestran la
importancia de los programas de cosmetovigilancia, de forma que se implementen
acciones que aseguren la confiabilidad de los productos cosméticos que se comercializan,
puesto que se encontré que, de los siete productos seleccionados, tres no mostraron un
contenido apreciable del ingrediente funcional, uno presenté inconvenientes en la
homogeneidad del lote, y los cuatro que fueron evaluados en ensayos de permeacion,

demostraron por un lado, que la cafeina podria encontrarse en el fluido sistémico y por
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otro, que lo que realmente alcanzaria la capa hipodérmica, podria no ser suficiente para

generar un efecto cosmético.



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se estableci6 un método de extraccion de cafeina de matrices cosméticas tipo gel y
emulgel validado junto con la metodologia de cuantificacion analitica que demostré ser
selectivo, preciso, exacto, lineal en el rango de concentraciones de 0,5 a 50,0ug/mL, que
permitié obtener un porcentaje de recuperacion del 95 al 105% de la cafeina presente en
una matriz cosmética compleja y proteger la integridad del sistema cromatogréafico. A
través de este método, se encontr6 que tres de los siete productos comerciales
seleccionados presentaron un contenido de cafeina inferior al 0,009 %w/w uno de los
cuales present6 un contenido inconsistente que finalmente fue nulo, tres presentaron
contenido que oscila entre los 0,39 y 0,45 %w/w y otro alcanz6 un porcentaje cercano al 3

%wW/w.

Producto de la caracterizacion se encontré que los productos comerciales manejan un
rango de pH de ~5 a ~8 que es un poco mas amplio del que presenta la piel siendo el
producto 06AD el de pH mas alcalino. A su vez, todos mostraron un comportamiento de
adelgazamiento por cizallamiento propio de los fluidos viscoelasticos con un médulo de
pérdida mayor al médulo de almacenamiento. Presentaron perfiles de flujo ligeramente
diferentes y valores de viscosidad que variaron entre los 4000 y 30000 cPs, lo que puede
relacionarse probablemente con el contenido de agente gelificante que podrian presentar,
siendo mayor para los productos 05CA, 03NA y 01AZ y menor para el producto 02EB. En
cuanto a la percepcion sensorial de las personas encuestadas, esta fue similar y evidente
en atributos como consistencia, transparencia y viscosidad cuyos resultados se encuentran
conforme con los de la caracterizacion, estableciendo que el 02EB fue el gel que careci6
de intensidad en los atributos mencionados. La microestructura de los cuatro productos
evaluados 02EB, 04HV, O5CA y 06AD presentd principalmente dos conformaciones

diferentes, la primera del tipo fibrosa, relacionada con una baja concentracion de polimero
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y la segunda cavernosa que podria presentar una mayor disponibilidad de ingredientes
hidrofilicos en los espacios de la red. Las propiedades relacionadas anteriormente
evidenciaron que a pesar de que los productos contienen ingredientes en comun, el
vehiculo que porta el ingrediente funcional es particular y puede influir directamente en el

comportamiento de permeacion.

Se establecieron y estandarizaron las condiciones para llevar a cabo los ensayos en celdas
de difusion teniendo en cuenta las particularidades del presente estudio. A través de estos
ensayos, se determind que la aplicacion tépica de los productos cosméticos tipo gel y
emulgel evaluados conduce a la liberacién y permeacion de la cafeina y a su aparicién en
el fluido sistémico, lo que contradice la definicion de producto cosmético de acuerdo con
la legislacién nacional. Se establecié que los productos tienen la capacidad de liberar la
cafeina contenida antes de la primera hora de estudio. En general los productos
presentaron una permeaciéon de cafeina baja respecto a la dosis aplicada, siendo inferior
al 1 %, excepto para el gel 06AD que presentd la capacidad de depositar el 10 % de la

dosis suministrada en la capa hipodérmica.

Se establecié que para el gel 06AD la cafeina que logra permear se mantiene en su
mayoria en la capa hipodérmica, mientras que para los demas productos no se retiene en
el tiempo, a pesar del caracter hidrofilico de la misma. No obstante, la cafeina que llega a
la capa hipodérmica es baja en comparacién con la concentracion que se ha estudiado en
la bibliografia que puede causar un efecto sobre las células adiposas, por lo que se

desconoce si la concentracion encontrada puede generar el efecto cosmético deseado.

Se determind una relacion directa entre la concentracion de cafeina presente en el
producto y la que es encontrada en el compartimiento receptor. Aunque, los resultados
sugieren que el vehiculo y las estrategias de penetracion influyen mas que la concentracion
inicial en el producto puesto que se obtuvo que, de los productos evaluados, aquel con
menor contenido de cafeina (06AD) alcanzé una mayor permeacion y retencion en la

hipodermis que el de mayor concentracion.

Se establecié una relacion entre las caracteristicas del vehiculo y el comportamiento de
permeacion que fue evidenciado en la discusion y mostré que para el producto 06AD en

conjunto, su pH mas alcalino, su comportamiento reol0gico menos viscoso, con mayor
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adherencia y buena extensibilidad, sus componentes y su microestructura cavernosa,

logran que sea un vehiculo adecuado para que la cafeina ingrese a la capa objetivo.

Se evidencia que el vehiculo efectivamente influye en la cantidad de material penetrado y
aguel que puede ser entregado a la capa objetivo, puesto que a pesar de que los productos
presentan ingredientes de base comunes como carbémero, agua y promotores de la
penetracion, la permeacion es particular para cada formulacibn y a como ésta es

estructurada.

En términos de eficacia, tres de los siete productos no contienen el minimo de cafeina
apreciable que pueda lograr una permeacion; uno de estos productos no logra que la
cafeina se retenga en la capa de tejido graso evaluado y para los demas productos, las
concentraciones de cafeina halladas en hipodermis fueron bajas y aun no desafiadas en
cultivos celulares para indicar que puedan cumplir su accion lipolitica, por lo se pone en

duda la eficacia de estos productos.

El planteamiento de que la cafeina podria alcanzar el torrente sanguineo establece que
estos productos deberian cuestionarse un poco mas, ya que no estan cumpliendo con la
definicion de cosmético al permitir que sus ingredientes permeen a circulacién sistémica

generando una alerta de seguridad.

El presente estudio resalta la importancia de un programa de cosmetovigilancia, puesto
qgue la informacién generada conduce a que, se ponga en evidencia que los productos
comercializados (evaluados en este estudio), pueden no contener la cantidad de
ingrediente funcional suficiente o no estar estructurados de manera adecuada para cumplir
con su eficacia dentro de lo que se proclama en el producto, y a su vez, existe la
preocupacion de que este tipo de productos cosméticos facilite que la cafeina ingrese al
torrente sanguineo, contribuyendo al aumento de la concentracion en sangre que una
persona puede presentar, dada la cultura nacional de consumo de café y a la exposicion
de multiples fuentes alimenticias y farmacéuticas. Seria importante reevaluar, por parte del
ente regulador, si estos productos de accién en capa profunda deberian considerarse como
cosméticos y, fortalecer los programas de cosmetovigilancia con el fin de proteger la
integridad del consumidor a quien se le debe la veracidad de las proclamas y la certeza de

gue el producto es seguro bajo esta definicion normativa de cosmeético.
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5.2 Recomendaciones

Como se ha descrito, en el presente trabajo se estudiaron en ensayos de permeacion,
algunos productos comercializados en el territorio nacional que presentan proclamas que
prometen beneficios sobre la acumulacion de grasa localizada. Se establecié una
aplicacion de producto bajo dosis finita considerando las condiciones de uso, sin embargo,
dado que algunos productos sugieren en sus etiquetas el empleo de ‘masaje’ como
complemento a la aplicacién, se considera adecuado implementar y estudiar el efecto de
este masaje y su influencia en la permeacion del ingrediente funcional, de manera que se

asemeje mas a la aplicacion real del producto sobre la piel.

Asi mismo, podria ser adecuado ampliar la duracion del ensayo de permeacion ya que
como se observoé, uno de los productos logré obtener un perfil que aumento con el tiempo,
por lo que podria esperarse encontrar una concentracion de cafeina mayor para productos

como éste en el caso de que se prolongue el ensayo.

Es importante realizar un ensayo in vitro, en el que se evalle en células adiposas el efecto
de la concentracién de cafeina encontrada en la capa de tejido hipodérmico, de forma que
se establezca la influencia que esta dosis podria ejercer sobre la acumulacién de grasa,

determinando si el producto podria llegar a generar el efecto cosmético deseado.

Finalmente, con miras a fortalecer la cosmetovigilancia, se recomienda realizar un analisis
sobre la factibilidad del uso de este tipo de herramientas in vitro, que podrian ser
empleadas para determinar informacion sobre la posible aparicibn en sangre de
ingredientes cosméticos en productos comerciales, y determinar si éstos pueden alcanzar

la capa de la piel sobre la que se promete ejercer la accién cosmética.



A. Anexo A: Prueba de percepcion
sensorial

A continuacién, se encuentra el modelo de prueba de percepcion sensorial aplicado a los

potenciales consumidores.

Prueba andlisis sensorial tipo ranking - Sesion |

Gracias por su participacion en la prueba. Por favor lea con detenimiento las instrucciones.
Si tiene alguna duda puede consultar con el encargado si esta presente o comunicarse al
WhatsApp 3105851014. Se recomienda tener manos y brazos limpios e idealmente libres
de algun producto que pueda interferir con la evaluacion.

Esta prueba consiste en organizar las muestras de acuerdo con el grado de intensidad de
percepcion del atributo. Usted debe posicionar las muestras por la intensidad del atributo
a evaluar, teniendo en cuenta que la mayor intensidad corresponde a la posicién 1y la
menor intensidad corresponde a la posicion 7 del atributo evaluado. La prueba se divide
en 2 sesiones, en cada parte se evaluaran 3 atributos para las 7 muestras. Todas las
muestras deben ser clasificadas en orden de intensidad escribiendo el nimero de la
muestra en los circulos. La prueba tiene una duracion estimada de 15 minutos por sesion.

Se incluyen imagenes ejemplo que pueden ser usadas como una referencia facilitando la
ubicacién de las muestras en la escala. Se incluyen también definiciones de los atributos
gue pueden ser una guia, recuerde que ninguna respuesta es errada y usted puede dejarse
guiar por su propia definicibn y percepcion. En esta sesién se evalian los atributos,
Consistencia, Transparencia y Pegajosidad.

Por favor llene los datos solicitados al final de la evaluacién. Si tiene algin comentario
puede escribirlo al final de la hoja.
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ATRIBUTO 1: Por favor escriba los cédigos de las muestras en orden decreciente de
CONSISTENCIA. La consistencia es el atributo mecanico relacionado con la reaccion del

producto al esfuerzo y es percibido por la sensacion al presionar. Cualidad de la materia
gue resiste sin romperse ni deformarse facilmente

1 2 3 4 5 6 4
La mas La menos
consistente

consistente

fm_~

—

<

A la crema dental se le asocia
una buena consistencia

Una consistencia baja puede
percibirse en la leche
condensada

ATRIBUTO 2: Por favor escriba los cédigos de las muestras en orden decreciente de
TRANSPARENCIA. Un producto transparente es aquel que permite que la luz pase y
aparezcan imagenes nitidas y, uno opaco, no permite el paso de la luz.

4 5 6 7

@@é@@@@



Transparente

El vidrio puede considerarse como o _
un material transparente el aluminio es un material opaco

ATRIBUTO 3: Por favor escriba los cédigos de las muestras en orden decreciente de
PEGAJOSIDAD. La pegajosidad es el grado en que los dedos se adhieren al producto.
Cantidad de adhesividad, fuerza requerida para separar la muestra adherida en los dedos.

(OO0000¢

La mas pegajosa La menos pegajosa

La vaselina puede considerarse

T El agua no se considera pegajosa
de alta pegajosidad.

NOMBRE:

EDAD:

SEXO:

COMENTARIQOS:
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Prueba andlisis sensorial tipo ranking - Sesion Il

Gracias por su participaciéon en la prueba. Por favor lea con detenimiento las instrucciones.
Si tiene alguna duda puede consultar con el encargado si esta presente o comunicarse al
WhatsApp 3105851014. Se recomienda tener manos y brazos limpios e idealmente libres
de algun producto que pueda interferir con la evaluacion.

Esta prueba consiste en organizar las muestras de acuerdo con el grado de intensidad de
percepcion del atributo. Usted debe posicionar las muestras por la intensidad del atributo
a evaluar, teniendo en cuenta que la mayor intensidad corresponde a la posicion 1y la
menor intensidad corresponde a la posicion 7 del atributo evaluado. La prueba se divide
en 2 sesiones, en cada parte se evaluaran 3 atributos para las 7 muestras. Todas las
muestras deben ser clasificadas en orden de intensidad escribiendo el numero de la
muestra en los circulos. La prueba tiene una duracion estimada de 15 minutos por sesion.

Se incluyen imagenes ejemplo que pueden ser usadas como una referencia facilitando la
ubicacion de las muestras en la escala. Se incluyen también definiciones de los atributos
gue pueden ser una guia, recuerde que ninguna respuesta es errada y usted puede dejarse
guiar por su propia definicion y percepcion. En esta sesion se evalGan los atributos,
Viscosidad, Absorcion y Esparcibilidad.

Por favor llene los datos solicitados al final de la evaluacién. Si tiene algiin comentario
puede escribirlo al final de la hoja.

ATRIBUTO 1: Por favor escriba los cédigos de las muestras en orden decreciente de
VISCOSIDAD. La viscosidad es un atributo mecanico de textura, relacionado con la
resistencia a fluir. Corresponde a la fuerza requerida para esparcir un liquido sobre un
sustrato.

(OO0000e

La mas viscosa La menos viscosa
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Una baja viscosidad se puede
percibir en el agua

La miel puede considerarse
un producto viscoso

ATRIBUTO 2: Por favor escriba los cédigos de las muestras en orden decreciente de
ABSORCION. La absorcion o absorbencia es la persistencia del producto sobre la piel
después de la aplicacion.

4 5 6 7

CDCXjDQQQ

) La de
La _de mas absorcion mas
rapida absorcion lenta

ATRIBUTO 3: Por favor escriba los cédigos de las muestras en orden decreciente de
ESPARCIBILIDAD. La esparcibilidad es la facilidad con la que se puede manipular el
producto en la superficie del antebrazo.

QQCX)DQQQ

Se esparce con
facil

mayor dificultad
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El dulce de leche se esparce

La crema chantilly se esparce facilmente
con mayor dificultad

NOMBRE:

EDAD:

SEXO:

COMENTARIOS:
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B. Anexo B: Formulaciones de geles
fabricados en el laboratorio

e Formulacion para el gel base utilizado en el desarrollo del método de

extraccion

La Tabla B-1 muestra la férmula del gel de prueba preparado en el laboratorio. Se hace la

salvedad, que este gel fue utilizado para el desarrollo del procedimiento de extraccion y

como comparador de los ensayos de caracterizacion. Es un gel independiente de los

preparados para la validacion que mantiene los mismos ingredientes, pero contiene 0,5%

de cafeina. A su vez, fue realizado un gel blanco que no posee cafeina.

Tabla B-1: Férmula gel de prueba utilizado en el desarrollo del método de extraccion

Fase Ingrediente %
A Agua 43,11
Carbomero 0,5
Glicerina 4
B Agua 43,11
cafeina 0,5
PG 2
Alcohol 5
M.paraben 0,15
P.paraben 0,05
Mentol 0,03
C PEG 40 aceite de ricino 0,6
hidrogenado
BHT 0,05
D Extracto de alga fucus 0,05
Extracto de centella asiatica 0,05
Extracto de hiedra 0,05
TEA 0,75
Total 100
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e Formulacion del gel base desarrollado para la validacién de la metodologia
de extraccion.

Tabla B-2: Férmula, pesos y porcentaje [%w/w] final para los tres geles madre
empleados en la validacion de la metodologia de extraccion y cuantificacion analitica.

Férmula base gel Peso real [g] Recalculado [%w/w]
Fase % g sM1 SM2 SM3 SM1 SM2 SM3
agua ‘;?; 86,54 86,53 86,56 86,55 43,2263 43,2630 43,2537
A carbémero 05 1 1 1 1 0,4996  0,4998  0,4998
Glicerina 4 8 8,003 80032 80009 3,9979 40000 3,9985
Agua ‘;?; 86,54 86,57 86,52 86,57 43,2463 432430 43,2637
cafeina Oél 036 0,3602 03602 03602 0,1799 0,1800  0,1800
PG 2 4 4,022 40285 40199 20092 2,0135  2,0090
B alcohol 5 10 10,0036 10,0115 10,0049 4,9973 50038  5,0000
M.parabeno Oél 03 03003 03004 03004 0,500 0,1501  0,1501
P.parabeno oéo 0.1 0,1 0,1 0.1 0,0500 0,0500  0,0500
mentol oéo 0,06 0,06 0,0604 00601 00300 0,0302  0,0300
PEG40 06 12 12009 12002 1,201 05999  0,5999  0,6002
C
BHT oéo 01 0102 01003 0101 00510 00501  0,0505
Extracto de 0,0
alga fuous A 0.1 0,12 0,11 0.1 0,0599  0,0550  0,0500
Extracto de 00
D centella . 0.1 0,15 0,11 0,11 0,0749  0,0550  0,0550
asiatica
Extractode 00 0,16 0,12 0,12 0,0799  0,0600  0,0600
hiedra 5
TEA °é7 1,5 1,497  1,4939 14999 07478 0,7467  0,7496
otal 100 200 200179 200.078 200,098 100,000 100,000 100,000

6 3 0 0 0
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C. Anexo C: Datos asociados a la
extraccion de cafeina de los
productos

e Datos correspondientes a la validacion de la cuantificacion de cafeina

extraida de matrices cosméticas tipo gel y emulgel.

Tabla C-1 Respuesta instrumental para la curva de calibracion preliminar utilizada en
el desarrollo del método de extraccion de cafeina.

Concentracién Area

(Hg/ml)

0,5 13358

0,5 11951

10,0 239184
10,0 252446
20,0 511710
20,0 486830
30,0 782345
30,0 758545
40,0 1007268
40,0 1009991
50,0 1305300
50,0 1292642

Tabla C-2:  Respuesta instrumental obtenida mediante el software LCsolution®
para la evaluacién de linealidad del sistema y el método.

Cug/mL  Réplica Area sistema Area método
0,5 1 13651 13250
2 15698 13687

3 13550 13728




130 Evaluacion de la permeacion de cafeina a partir de productos cosmeéticos
comerciales con accion lipolitica empleando ensayos in vitro en celdas de
difusion de Franz

12,5 1 329583 338448
2 319238 336093
3 323211 338284
25 1 640170 674433
2 657662 679388
3 657758 674396
37,5 1 963171 1023616
2 1014495 1005221
3 961382 1006980
50 1 1355655 1335115
2 1331029 1355681
3 1299943 1348788

Tabla C-3:Respuesta instrumental de la evaluacion de precision intermedia

Area bajo la curva

Analista Concentracion [pg/ml] Repeticion  DIA 1 DIA 2 DIA 3
1 13250 13237 13772

0,5 2 13687 13760 14153

3 13728 13458 14216

1 674433 674723 682016

A 25 2 679388 682884 681157
3 674396 675106 677293
1 1335115 1312899 1361694
50 2 1355681 1346421 1346421
3 1348788 1352657 1359357

1 13986 13637 13519

0,5 2 13781 13670 13863

3 13584 14185 13381

1 679397 679397 676755

B 25 2 679819 679819 665579
3 679083 679083 677181
1 1351853 1351853 1356452
50 2 1354269 1354269 1356907
3 1347097 1347097 1359871
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Figura C-1: Curvas externas para calcular porcentaje de recuperacion
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e Extraccion de cafeina de los productos comerciales

60

A continuacién, se presentan los cromatogramas representativos de la cuantificacion de

la cafeina extraida por el método desarrollado para cada producto comercial.

Figura C-2: Cromatograma representativo de la extraccion de cafeina de los productos
comerciales a) producto 01AZ; b) producto 02EB; c) producto 03NA; d) producto 04HV;
e) producto 05CA,; f) producto 01AD; g) producto 01AR
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D. Anexo D: Validacion del método
de cuantificacion para los ensayos
de difusion.

Para obtener los parametros de validacion se prepararon muestras del analito disuelto en
el medio receptor y en el medio en el que fue sometido a condiciones de ensayo con tejido
cutdneo denominado ‘extracto de piel'. A continuacién, se describe el detalle de los

resultados para cada parametro evaluado.
e Analisis previo

Se compard la respuesta instrumental (Tabla D-1) obtenida para seis niveles y tres réplicas
preparados con extracto de piel y con medio receptor fresco a través del analisis de
homocedasticidad y normalidad en el software Excel Microsoft Office 2020®, en el que se
obtuvo cumplimiento en ambos parametros para la transformacion logaritmica de los datos
con una pendiente cercana a la unidad y un intercepto no diferente de cero (Figura D-1),

demostrando que no hay diferencia entre las variables evaluadas.

Tabla D-1:  Respuesta instrumental para la curva de andlisis previo de la
validacion de los ensayos en celdas de difusidn que compara la cafeina disuelta
en medio receptor y la cafeina disuelta en extracto de piel.

nivel Medio Extracto
receptor de piel
0,05 1439 1467
1405 1490
1458 1430
0,25 6776 6775
6882 6803
7229 6926
0,5 13269 13890

13789 13697

13778 13951

0,75 20272 20812
20368 20576

20827 20440

1 27643 27252
27481 27282
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27455 27741
1,25 34847 34336
34959 34348
34694 34460

Figura D-1: Curva de ajuste para la respuesta del analito disuelto en medio receptor y en
extracto de piel

5 -
y =1,006x - 0,0251
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o
S 5.
——Lineal (Predicted
25 . . . Log medio
receptor)

0 2 4 6
Log Extracto piel

Teniendo en cuenta los resultados, se concluyd que es indistinto utilizar para la curva de
calibracion el extracto de piel o solo el medio receptor y debido a que el primero ocasiona
aumento de presién del sistema cromatografico se decidié trabajar la curva de calibracién

manejando las muestras con medio receptor, es decir con buffer de fosfatos pH 7,4.

e Selectividad

La selectividad se evalu6é comparando los perfiles cromatograficos de muestras de medio
receptor sometido a condiciones de ensayo para tejido cutaneo de seis especimenes
animales diferentes y para el medio receptor fresco como se muestra en la Figura D-2. De
acuerdo con los perfiles, no existe interferencia visual en el tiempo de retencion del analito
gue corresponde a tres minutos como se observa para el perfil de la muestra control de
concentracion intermedia. De manera que, indistinto a la diversidad del espécimen
empleado y al buffer de fosfatos fresco, ninguno de los elementos presentes en éstos
puede llegar a interferir con la sefial de cafeina a pesar de la existencia de algunas sefiales
hacia la parte izquierda del perfil, que pueden ser debidas a las sustancias que forman

parte del buffer y a los residuos del tejido al ser sometido a condiciones de ensayo.
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Figura D-2: Perfiles cromatograficos para el extracto de piel espécimen a) 1, b) 2, ¢) 3, d)
4, e) 5, f) 6. Perfil para g) muestra control nivel intermedio, h) medio receptor buffer de
fosfatos pH 7,4.
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Asi mismo, se evalué la pureza de pico para cada muestra control preparada

encontrandose un indice de pureza superior a 0,9999 como se muestra en la Figura D-3.
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A su vez, es posible observar en el isograma que para el tiempo de retencion de la cafeina
a lo largo del espectro de longitudes de onda solo se encuentra presente dicho compuesto
Yy que, no existen sustancias aledafias que puedan coeluir y/o interferir con su
determinacion con una resolucion superior a cinco y un factor de separacion superior a la

unidad respecto al pico mas cercano.

Figura D-3: a) isograma y b) perfil de pureza de pico para el nivel intermedio de
concentracion de cafeina en extracto de piel (muestra control).
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Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos, se pudo establecer que el
método es selectivo para la determinacion de cafeina en el medio receptor y en el medio

gue fue sometido a condiciones de ensayo.

e Linealidad

La linealidad fue evaluada para tres dias diferentes utilizando medio receptor fresco para
la preparacion de las muestras (denominadas muestras de curva de calibracién CC) en
concordancia con los resultados del analisis previo. Se realizé una regresion lineal para la
respuesta instrumental de seis niveles de concentracion por duplicado obteniendo un
coeficiente de correlacion superior al 0,999 para cada curva como se observa en la Figura
D-4 indicativo de una correlacion apropiada entre las variables respuesta instrumental

(area) y concentracion del analito.
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Figura D-4: Curvas de calibracién independientes correspondientes a tres dias de la

validacion.
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Los resultados de la prueba de hip6tesis con el estadistico t de Student se presentan en la
Tabla D-2 donde se evidencia que, para los parametros de correlacién y pendiente, el valor
de t estimado es mayor que el valor de t obtenido de la tabla para las curvas realizadas en
tres dias independientes, esto indica que, se rechaza en ambos casos la hip6tesis nula,
implicando que la pendiente es diferente de cero y que, efectivamente existe correlacion
lineal entre la variable dependiente y la variable independiente evaluadas. Asi mismo, para
los tres dias el valor de t calculado para el parametro de intercepto es inferior al valor del t
obtenido de tablas, por lo que, en este caso la hipétesis nula es aceptada admitiendo con
un 95% de confianza que el intercepto no difiere de cero.

Tabla D-2:  Resultados de la prueba t de Student para evaluar los parametros de
linealidad pendiente, intercepto y correlacion de las curvas de calibracion preparadas tres
dias independientes.

Parametro t estimado t tabla Resultado
CCDia1l CCDia2 CCDia3

Correlacion 180,337 196,872 252,777 2,16  Se rechaza Ho, existe correlacion entre (x)

XY y (¥).
Pendiente 158,166 172,669 2217 Se rechaza Ho, la pendiente es
significativamente diferente de cero.
Intercepto -0,34 0,377 0,964 Se acepta Ho, el intercepto no es

significativamente diferente de cero.
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Con el fin de determinar la idoneidad de la regresion se realizd6 una prueba de varianza
ANOVA cuyos resultados se muestran en la Tabla D-3. En el caso del parametro de
regresion, para las curvas realizadas los tres dias independientes se encontro que el valor
de F estimado es superior al valor de la tabla, por lo que se rechaza la hip6tesis nula
aceptando que la regresion es estadisticamente significativa. Por otro lado, para el desvio,
el valor reportado de F en la tabla es superior al valor obtenido con el procesamiento de
os datos experimentales, por lo que la hipétesis fue aceptada indicando que el desvio de
la linealidad no es significativo, es decir, que estadisticamente los resultados no resultan

ser dispersos y se ajusta al modelo de regresion lineal planteado.

Tabla D-3:  Resultados del analisis de varianza ANOVA para las curvas de calibracion
realizadas en tres dias independientes.

F estimado método

Parametro F Resultado

CCDial CCDia2 CCDia3 tabla

Regresi6n  25016,5  29814,4  49150,8 4,965 Se rechaza Ho, la regresion es

significativa.
Desvio de Se acepta Ho el desvio no es
; . 1,181 0,29 1,373 4,534 significativo la regresion lineal se
linealidad ajusta

De acuerdo con el tratamiento estadistico realizado es posible afirmar que el método es

lineal en el rango de concentraciones estudiadas.

e Exactitud y precision

Para evaluar el parametro de exactitud se determind el valor experimental de la
concentracion obtenido a través de la respuesta instrumental y la ecuacién de la curva de
calibracion, de esta forma, comparando con el valor tedrico, se estimé el porcentaje de
recuperacion para cinco repeticiones de cuatro niveles que cubren el rango de trabajo
como se muestra en la Tabla D-4, consiguiendo un porcentaje de recuperacion promedio
del 100,939 % con un coeficiente de variacion inferior al 15 % que, de acuerdo con los

criterios considerados, demuestra que el método es exacto.
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Tabla D-4:  Resultados para la evaluacion del parametro exactitud.

%

Nivel C Area C hallada [pg/mL] prom. Recuperacion RSD
evaluado [pg/mL] prom. y = 26356x + 43,554 prom. [%0]
nl 0,05 1466 0,054 107,911 0,676
n2 0,25 6560 0,247 98,905 1,488
n3 0,75 19396 0,734 97,902 0,236
n4 1,25 32672 1,238 99,040 0,355
Promedio 100,939
SD 4,226
RSD (%) 4,187

La precision se evalu6 en términos de repetibilidad y precision intermedia. La primera, fue
determinada analizando la respuesta instrumental de cinco repeticiones y cuatro niveles
de concentracion para un mismo dia y analista para un total de 20 determinaciones (Tabla
D-5). Se realiz6 la prueba de Cochran planteando la hip6tesis nula como la existencia de
igualdad de varianzas. Se encontré que el valor de G experimental (0,3686) es inferior al
valor de G obtenido de la tabla (0,683), por lo que la hipétesis nula fue aceptada implicando
igualdad de varianzas que permite deducir que la dispersién entre concentraciones es
semejante. A su vez, la aceptacion de igualdad de varianzas permite el célculo del
coeficiente de variacion ponderado (RSDp) cuyo valor obtenido es inferior al 15 % por lo
gue se considera que cumple los requisitos de validaciébn de precisiébn a nivel de

repetibilidad.

Tabla D-5:  Resultados de precision en términos de repetibilidad.

Nivel c Area C hallada prom. % )
evaluado  [ug/mL] prom. ) [Mg/mL] Recuperacion S?
y =26264x - 42,714 prom.

nl 0,05 1459 0,057185 114,371 1,845

n2 0,25 6506 0,249342 99,737 1,590

n4 0,75 19430 0,74143 98,857 0,045

n6 1,25 32939,4 1,255792 100,463 1,525
Gexp. 0,369

Gtab(0=0.05; r=4, n=5) 0,628

RSDp 1,068

La precision intermedia fue evaluada mediante el andlisis del coeficiente de variaciéon. Por
tal motivo, se analiz6 la respuesta obtenida del instrumento en términos de concentracion

y Su consecuente porcentaje de recuperacion respecto al valor teérico. Se determind la
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variacion evaluando los factores dias, analistas, réplica y concentracion, considerando tres
dias, dos analistas, cinco réplicas y cuatro niveles de concentracion (Tabla D-6 de
respuesta instrumental y la Tabla D-7 de resultados y analisis estadistico). El resultado del
coeficiente de variacion global, asi como de los coeficientes de variacion entre factores es
inferior al 15 %, que de acuerdo con los criterios de aceptacion implica que el método es

preciso.

Tabla D-6:  Respuesta instrumental obtenida para cuatro niveles de concentracion,
tres dias, dos analistas para precision intermedia.

ANALISTA A ANALISTA B

D1A D2A D3A D1B D2B D3B

Cug/mL  Area Area Area Area Area Area

R1 0,05 1441 1474 1472 1447 1458 1446

R2 0,05 1449 1471 1487 1443 1468 1456
N1 R3 0,05 1488 1472 1480
R4 0,05 1461 1452 1485
R5 0,05 1457 1459 1477

R1 0,25 6616 6628 6602 6360 6413 6595

R2 0,25 6386 6424 6642 6448 6475 6591
N2 R3 0,25 6527 6492 6502
R4 0,25 6486 6642 6488
R5 0,25 6515 6616 6667

R1 0,75 19378 19390 19662 19220 19240 19246

R2 0,75 19402 19413 19438 19449 19292 19438
N4 R3 0,75 19461 19319 19590
R4 0,75 19481 19428 19695
R5 0,75 19429 19429 19671

R1 1,25 32903 32728 32950 32605 32537 32716

R2 1,25 32825 32626 32787 32589 32586 32842
N6 R3 1,25 32687 32549 32800
R4 1,25 33640 32845 33060

R5 1,25 32642 32614 33009
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Tabla D-7:1 Resultados precision intermedia evaluada para dos analistas, tres dias,
cinco réplicas y cuatro niveles de concentracion.

Promedio del

Factor/parametro Nivel % de Desviacion RSD .
- promedio
recuperacion

D1 103,060 6,571
Dias D2 100,874 4,481 4,578

D3 100,612 2,933

. Al 101,727 4,937
Analistas 4,943

A2 100,985 5,082

R1 101,298 4,904

R2 101,294 5,046
Réplica R3 101,636 5,793 5,027

R4 101,971 4,959

R5 101,814 4,834

C1 109,237 3,863

L Cc2 98,860 5,441
Concentracion 2,655

C3 98,344 0,713

C4 99,618 0,852

Promedio global 101,515
SD 4,930
RSD global 4,856

e |doneidad

El sistema de idoneidad se evalud para seis inyecciones sucesivas de una misma
muestra de concentracion intermedia (n4). Todos los parametros se encuentran
conformes con los criterios de aceptacion. De acuerdo con los resultados, el tiempo de
retencion presenta valores que se encuentran dentro de una ventana del 10% respecto
al tiempo de retencién esperado del analito, la eficiencia medida a través de los platos
tedricos es superior a 2000, el factor de asimetria se encuentra entre 0,8 y 2 y el factor
de separacién es superior a 1 (Tabla D-8). Estos resultados permiten concluir que el

sistema cromatografico cumple con los parametros de idoneidad.
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Tabla D-82: Resultados del sistema de idoneidad
., Tiempo Factor de Factor de
Concentracion < de Platos . . .
Areas ., L asimetria  separacio
0,75 pg/ml retencién  tedricos A
. s na
(min)
Inyeccion 1 19575 2,898 5945,246 1,285 1,777
Inyeccion 2 19304 2,892 6073,881 1,255 1,761
Inyeccion 3 19487 2,891 5818,662 1,255 1,749
Inyeccion 4 19631 2,894 6006,060 1,266 1,785
Inyeccion 5 19520 2,884 5939,257 1,281 1,760
Inyeccion 6 19653 2,889 5834,765 1,288 1,767
Promedio 19528,333 2,891 5936,312 1,272 1,767
%RSD 0,649 0,163 1,651 1,177 0,730

e Limite de deteccién

Se realizaron tres réplicas de tres concentraciones bajas diferentes de una misma solucién
madre. Se encontr6 que la minima concentracion para la cual el instrumento generaba una
sefal visible y cuantificable fue el valor de 0,05pug/mL (Figura D-5), valor que fue
considerado como el limite de deteccion.

Figura D-5: Curvas representativas para las concentraciones de cafeina disuelta en
medio receptor: a) 0,025 pug/mL, b) 0,035 pg/mL y c) 0,05 pg/mL

mAU 15 mAU g
10 E]
5
4 \‘(
] I8
ki
10 s
] o & 1 “
i E \“ ‘ 8
] \ I -~
5 I\ 2 8 Il I
] Q| o 3 / “‘ ;“
Vi o/ N
\ \ ™ B
/M\\\l‘ ‘.‘\\‘( —
e S ) — \ —
1 — | \ll
4 o ¥
5 !
T T T T T T T T T T
0 ! 2 3 4 § 0 1 2 3 4 5
a) b)
mAU - -
7.5 I3
182
|
] I
5.0+ |
i | o
| g
K
25| | |
1 |
AR I o
/ AN @
/ - 5
0.0+ ‘ ‘ |/ N
2.5 “J
T T T — |
0 1 2 3 4 5|




143

* Sefial determinada: a) sin sefial, b) sin sefial, c) sefial en tiempo de retencién 2,912 con un area de 1405,
una eficiencia de 4805,296 y un factor de asimetria 1,041

e Estabilidad de las soluciones

Las muestras de concentracion alta y baja (n1 y n6) sometidas a condiciones de

almacenamiento en refrigeracion a 4 °C (REF) y a condiciones de trabajo a temperatura

ambiente (AMB) para evaluar la estabilidad del analito, fueron cuantificadas el segundo y

el tercer dia de validacion y a los 15 dias, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla

D-9.

Tabla D-9:

Resultados del porcentaje de degradacion de cafeina en muestras control.
% pérdida / ganancia
Muestra T .
Inicial [pg/mL] D2 D3 15 dias
nl REF 1441 -4,824 -9,661 -0,539
n6 REF 32903 -2,196 -1,441 -1,041
nl AMB 1449 -6,470 -8,539 -2,681
n6 AMB 32825 -1,385 -0,560 -1,387

Los resultados obtenidos de la sefial los subsecuentes dias a las condiciones evaluadas

permiten afirmar que el analito no sufre una degradacion significativa siendo ésta inferior

al 15 % como lo establecen los lineamientos [80]. A su vez, como se observa en la Figura

D-6, la pureza del pico se mantiene respecto a la pureza inicial siendo esta superior a

0,9999.

Figura D-6: Pureza del pico nivel mas alto (n6) después del5 dias en a) refrigeracion b)
condiciones de trabajo.
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e Recuperacion

Para evaluar este pardmetro se realizaron muestras de recuperacion que fueron

comparadas con las muestras control para cuatro niveles (n1, n2, n4 y n6) obteniéndose

los resultados de la Tabla D-10. El coeficiente de variacion promedio obtenido para el

porcentaje de recuperacion de las muestras control y de recuperacion es inferior al 15%

indicando una recuperacion semejante entre ambas muestras. A su vez, se obtuvo un

intervalo de confianza de 96,924 a 102,787% que significa que con un 95% de seguridad

la recuperacion media se encuentra en ese intervalo, rango que se encuentra dentro de

los limites aceptables del 80 al 120%.

Tabla D-10: Resultados porcentaje de recuperacion

C hallada

Areas (ug/mL) % % Recup. % Recup.
Niveles C H9 _ Recuperacion Promedio Promedio
Muestras de y =
evaluados pug/mL ! Muestras de Muestras de Muestras
recuperacion  26304x + recuperacioén recuperacioén control
86,593 P P
0,05 1451 0,052 103,741
N1 0,05 1487 0,053 106,479 105,110 105,962
0,25 6462 0,242 96,950
N2 0,25 6423 0,241 96,357 96,663 98,747
0,75 19413 0,735 97,964
N4 0,75 19492 0,738 98,365 98,165 98,969
1,25 32659 1,238 99,064
NG 1,25 32942 1,249 99,925 99495 99,862
Pfor;;fd'O 99,856 LIIC  LSIC  RSD promedio
RSD (%) 3,512 96,924 102,787 3,326

o Arrastre (Carry over)

En la Figura D-7iError! No se encuentra el origen de lareferencia. se observa que no e

xiste ninguna sefial para el tiempo de retencion del analito de interés luego de pasar dos

inyecciones sucesivas de diluente después de una inyeccion del nivel mas alto, por lo que

se determina que no hay arrastre de cafeina.
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Figura D-7: Cromatogramas de evaluacion del parametro carry over para dos
inyecciones sucesivas de diluente. A) inyeccion 1y b) inyeccion 2
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Los resultados de los parametros evaluados permitieron establecer que el método de
cuantificacion validado posibilita la determinacion de cafeina en el compartimiento receptor

durante la realizacion de los ensayos de difusion.
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E. Anexo E: Datos asociados a los
ensayos de difusion

¢ Resultados complementarios para los ensayos de permeacion.

A continuacion, se encuentran datos complementarios a los ensayos de permeacion

realizados.

Tabla E-3:  Valores promedio de TEWL [g/m?/h] para las membranas utilizadas en los
ensayos de permeacion.
TEWL MEMBRANA CUTANEA [g/m?/h]

MEMBRANA IntDaIc:_:ta in[:altEcTa |'[n)tEeg;]r21 ?nfgg?;
1 10,5 3,4 35,2 33,3
2 10,5 4,1 35,8 32,4
3 5,4 4,3 35,9 32,3
4 8,3 6,8 36,3 32,9
5 9,1 6,2 36,5 32,9
6 10,3 53 36,3 33,1
7 9,1 4,9
8 9,3 4,7
9 9,0 4,6
10 8,9 51
11 8,7 5,5
12 8,4 5,5
PROMEDIO 9,0 5,0 36,0 32,8
DESVIACION 1,4 0,9 0,5 0,4

Tabla E-4: respuesta instrumental cantidad de cafeina encontrada en compartimiento

dador
Producto 02EB 04HV 05CA 06AD
Membrana DE DEH DE DEH DE DEH DE DEH
R1 1363509 1438782 422135 408119 394068 382434 332127 286405
R2 1411883 1389907 412019 425692 388548 394678 295428 313762
R3 1469254 1423736 435298 429897 396619 399961 328742 320801

Promedio 1414882 1417475 423151 421236 393078 392358 318766 306989

S 52936 25032 11673 11553 4126 8991 20282 18171
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Tabla E-5 Respuesta instrumental de la cafeina encontrada en el compartimento receptor
en los ensayos de permeacion con membrana dermoepidérmica y membrana con tejido
hipodérmico para el producto 02EB.

Membrana con

. - Membrana tejido

Tiempo Repeticiones dermoepidérmica hipodérmico
Area mAU

1 3182 2659

15min 2 2825 2949

3 2583 2984

1 6433 2797

30min 2 8270 2628

3 6386 2591

1 8845 4059

1lh 2 6404 4987

3 8403 3849

1 5325 3978

2h 2 6780 5305

3 5678 3282

1 4973 5431

3h 2 5782 4585

3 5280 3730

1 6874 3140

4h 2 4658 4470

3 4056 3749

1 4926 3818

5h 2 6491 3728

3 4017 3274

Tabla E-6 Respuesta instrumental de la cafeina encontrada en el compartimento receptor
en los ensayos de permeacion con membrana dermoepidérmica y membrana con tejido
hipodérmico para el producto 04HV.

Membrana con

Membrana

. . i tejido
Tiempo Repeticiones dermoepidérmica hipodérmico
Area mAU
1 0 0
15min 2 0 0
3 0 0
1 1343 1810
30min 2 2054 1734
3 2402 1808
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1 1298 1160
1h 2 1301 1969
3 1390 1085
1 2012 1848
2h 2 1068 1209
3 1960 1357
1 2599 1288
3h 2 1301 1267
3 1266 1345
1 2126 1426
4h 2 1093 1037
3 1028 1288
1 2327 1004
5h 2 1042 1137
3 1002 1083

Tabla E-7 Respuesta instrumental de la cafeina encontrada en el compartimento receptor
de los ensayos de permeacién con membrana dermoepidérmica y membrana con tejido
hipodérmico para el producto 05CA.

Membrana con
tejido
hipodérmico

Membrana
Tiempo Repeticiones dermoepidérmica

Area mAU
1 2396 0
15min 2 3152 0
3 2221 0
1 2650 0
30min 2 2445 0
3 2235 0
1 2103 1713
1h 2 2306 1095
3 2515 1717
1 1739 1950
2h 2 2263 1901
3 2411 1886
1 1825 2037
3h 2 2199 1908
3 2333 1719
4h 1 1663 1141
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2 2311 1216
3 2337 1151
1 1685 1174
5h 2 2277 1040
3 2419 1058

Tabla E-8 Respuesta instrumental de la cafeina encontrada en el compartimento receptor
de los ensayos de permeacién con membrana dermoepidérmica y membrana con tejido
hipodérmico para el producto 06AD.

Membrana con

Membrana .
Tiempo Repeticiones dermoepidérmica . tejtdo.
hipodérmico
Area mAU
1 1701 0
15min 2 2796 0
3 2876 0
1 1684 0
30min 2 2737 0
3 2610 0
1 2224 1684
1h 2 2489 2874
3 2421 2490
1 2599 2021
2h 2 2642 2792
3 2557 3029
1 3107 1979
3h 2 4672 1749
3 5640 1791
1 17232 2116
4h 2 18771 1616
3 17491 1485
1 27511 1477
5h 2 26814 1455
3 27468 1404
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