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1. INTRODUCCION

La psoriasis es una enfermedad crénica inflamatoria que afecta la piel, que se identifica
por descamaciones y brotes enrojecidos. Este padecimiento se atribuye a la proliferacion de
queratocitos epidérmicos, y fallos en la regulacion epidermis-dermis, asi como en el sistema
inmunitario. En la piel las citoquinas son producidas por queratinocitos, y son las responsables
del papel proinflamatorio en compafia de las células T. Estan dentro del grupo de las

glucoproteinas que son producidas en la fase de iniciacion de la respuesta inmune.

Se calcula que alrededor de 2 % y 3 % de la poblacién mundial sufre de psoriasis y en
México, existen alrededor de 2 millones de pacientes. El papel hereditario es importante ya que
alrededor de un 30 % de pacientes con psoriasis tienen antecedentes familiares con esta
afectacion. La psoriasis puede clasificarse en tres tipos: Psoriasis leve, Psoriasis moderada y
Psoriasis grave. Ademas de presentar descamaciones y enrojecimientos, la psoriasis puede

desencadenar Artritis psoriasica, asi como posibles enfermedades cardiovasculares y sobrepeso.

Existen distintas opciones terapéuticas en el mercado que reducen la inflamacion y
aclaran la piel, ya sea aplicados de forma tdpica, con fototerapia o mediante medicamentos
sistémicos recetados de acuerdo con la gravedad del problema y perfil del paciente. Ademas de
contar con distintos medicamentos, existen los tratamientos alternativos que van desde una dieta

especial, cremas, y hasta hierbas; sin embargo, aun no existe uno que erradique la enfermedad.

Es por ello que se realiza la presente investigacién, que tiene como objetivo principal el
desarrollo de una nanoemulsion para la flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-
flavanona (1), de la cual se realizé su evaluacion intrinseca y formulada en un modelo in vivo de
inflamacién crénica de oreja de ratén, en la que ademas se caracterizara morfométricamente
mediante una inflamacion crénica inducida con TPA en oreja de raton. El flavonoide natural ya se
encuentra identificado y caracterizado por distintas técnicas analiticas. También se consideraran
dos diferentes matrices de formulacion ya antes reportadas por Dominguez-Villegas, V. et al,
2014 y Alvarado, H. et al, 2015. Asi como gracias al desarrollo tecnolégico, permitié estudio in
silico mediante un software quimioinformatico con el cual se identificaron propiedades

fisicoquimicas, asi como su blanco terapéutico,
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2. ANTECEDENTES

2.1. Piel

La piel es la primera barrera de defensa frente al exterior, por eso aprender a cuidarla es
tan importante, asi como conocer los sintomas y tratamientos de sus enfermedades como pueden

ser: la dermatitis, la psoriasis, el picor o el melanoma, entre otras.’

En el mundo, alrededor del 2 y 3 % de la poblacion sufre psoriasis, mayormente psoriasis
en placas. En México se calculan que existen aproximadamente 2 millones de pacientes con

psoriasis en forma moderada a severa.?

Se sabe que la psoriasis es un padecimiento que se encuentra también asociada
problemas de inflamacion cronica y se han encontrado pacientes que desarrollan artritis

psoriasica

La piel humana es un organo indispensable que recubre al esqueleto, que brinda

proteccion contra el medio externo, como radiacion y ultravioleta, agentes infecciosos (figura 1).3*

La Piel ) Glandula Sebacea

Vasos
Capilares

Glandula

Sudoripara Grasa, Colageno, Microblastos

Figura 1. Anatomia de la piel.* (La piel, Stanford Children's Health, 2020)
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La piel esta constituida por 3 capas: Epidermis, dermis e hipodermis, mismas que a

continuacion se describen.>®

Epidermis: Capa mas externa, conformada por tejido epitelial. Esta constituida por células que
maduran para formar el estrato cérneo, las cuales estan constituidas por queratina, que brinda
permeabilidad a la piel, y evita perdidas hidricas, asi como fortalece la barrera de proteccion

contra agentes externos que se apliquen en la zona. Se integra por 5 capas en su interior:

1. Estrato basal: Capa mas profunda, y lugar en el que se forman los queratinocitos

2. Estrato espinoso: Filas de queratinocitos unidos por tonofibrillas que dan elasticidad y

resistencia a la piel

3. Estrato _granuloso: Compuesta por queratinocitos ascendidos, que funcionan su

membrana con la membrana plasmatica para producir secreciones ricas en lipidos,

evitando pérdidas de agua

4, Estrato lucido: Se encuentra unicamente en pieles gruesas. Compuesto por 3 capas de

queratinocitos

5. Capa cérnea: Integrada por los queratinocitos finales o muertos. De aspecto similar a

escamas.

Dermis: tejido conectivo, compuesto por proteinas fibrosas que mantienen la rugosidad y
resistencia a la piel. Incluye elastina y proteoglicanos, asi como vasos sanguineos, receptores

nerviosos, glandulas sudoriparas y sebaceas. Esta conformada por 2 capas:

1. Estrato capilar: Contiene papilas dérmicas con vasos sanguineos, receptores tactiles

2. Estrato reticular: Compuesto por fibras de colageno gruesas, con filas de colageno.
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Hipodermis: tejido adiposo subcutaneo que se separa en bloques conglomerados de la piel,

incluidos algunos musculos.

2.2. Psoriasis

De origen etimoldgico en el griego, Psora = sarna, ia = cualidad, sis = accion. La psoriasis
es una enfermedad croénica inflamatoria afectiva de la piel, que se caracteriza por la presencia de
descamaciones y enrojecimientos, usualmente en placas. Puede llegar a producir incapacidad y
en algunos casos, afectaciones psicologicas para quienes la padecen. No existe una edad
especifica en la que puede aparecer, sin embargo, suele iniciar en un periodo de entre 15y 35
afnos en el paciente. La psoriasis afecta principalmente al area de los codos, rodilla y cuero

cabelludo, como se observa en la figura 2.

Figura 2. Afectaciones de la psoriasis en el cuerpo.’

(Jiménez Gémez, Ballester Martinez, Perez Gala & Garate Ayastuy, 2014)

Las descamaciones, asi como los brotes enrojecidos, se atribuyen a una hiperproliferacion
de queratocitos epidérmicos y a los fallos en la regulacion epidermis-dermis, microvascularizacion
cutanea y el sistema inmunitario. Las células T y las citoquinas proinflamatorias juegan un papel
importante, asi como el factor hereditario, ya que existen una predisposicion genética para el
desarrollo de psoriasis en el cual hay una mayor incidencia cuando existen parientes con esta
enfermedad, tanto de primer como de segundo grado. Se estima que alrededor del 30 % de los

pacientes tienen antecedentes familiares con psoriasis.®
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En la piel la citoquina es producida por queratinocitos, y participa en respuestas inmunes
de procesos inflamatorios. Son glucoproteinas producidas en la fase de iniciacién de la respuesta
inmune, y tienen como objetivo la regulacion y respuesta de procesos inflamatorios. Estas se

producen por la activacion de leucocitos, células neurales, fibroblastos y células endoteliales.®

La psoriasis se puede clasificar en 3 tipos:

1. Psoriasis leve, la cual es estable en placas, y afecta menos del 10 % de la superficie
corporal.
2. Psoriasis moderada, las afectaciones cubren del 10 al 25 % del cuerpo, a excepcion de

zonas con pliegues delgados, como cara, manos, pies y genitales.

3. Psoriasis grave: afecta mas del 25 % del cuerpo. Suele presentarse limitacion de

movilidad, eritrodermia psoriasica.

2.3. Artritis psoriasica

Las personas que sufren de afecciones psoriasicas; tienen un riesgo mayor de desarrollar
otras patologias, entre ellas las enfermedades cardiovasculares, depresion, sobrepeso, y la

artritis psoriasica.’

La artritis psoriasica es una enfermedad del tipo musculoesquelética, asociada con el
padecimiento de psoriasis. Es una artritis inflamatoria, progresista y destructiva. Es capaz de

adoptar formas diversas, usualmente indistinguibles de gastropatias.®

Esta clase de artritis se presenta en un 10 % de los pacientes que padecen psoriasis en
la piel, inclusive antes de mostrar signos de presentarla. En ocasiones la artritis psoriasica puede

afectar partes del cuerpo diferentes, como el ojo o hueso.™
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La gravedad de la artritis no tiene relacion con la extension de lesion en la piel, y el primer
sintoma dérmico que puede presentarse es la aparicion de placas de piel enrojecida, incapacidad

de movilizar la articulacién y en ocasiones deformaciones asimétricas.®

2.4. Modelos in vivo e in vitro para el estudio de sustancias antipsoriasis

En la actualidad, los conocimientos sobre los mecanismos responsables de la psoriasis
han generado un numero cada vez mayor de dianas farmacoldgicas y ha permitido la busqueda
de nuevos farmacos. Para tal fin, se han desarrollado diferentes modelos relevantes tanto in vitro
como in vivo de psoriasis que favorecen evidenciar tanto el mecanismo de accion como el posible

control de los efectos sobre la piel.

La psoriasis como se sabe puede presentarse de cinco formas diferentes: en placas,
guttata, inversa, pustulosa y eritrodérmica.' La forma méas comun, es la placa psoriasica, que
suele presentar lesiones cutaneas escamosas rojas o blancas con una epidermis acantética
engrosada. Se cree que estas afectaciones se encuentran relacionadas con las citocinas
inflamatorias como se muestra en la figura 3, en donde se cree que la psoriasis en individuos
genéticamente susceptibles se desencadena por estimulos especificos, como traumatismos o
infecciones bacterianas, que a su vez inducen a las células dendriticas (DC) residentes,
macroéfagos y células T a producir citocinas que inician una cascada de eventos que conducen a
las sefias de identidad de la psoriasis: activacién de células inmunitarias, acantosis epidérmica
desregulada y angiogénesis. La IL-12 producida por DC y macréfagos induce una respuesta
inmune Th1, caracterizada por la produccion de IFN y, mientras que la IL-23 de DC y macréfagos
induce una respuesta inmune Th17, caracterizada por la produccién de IL-17 e IL-22. Estas
citocinas, a su vez, inducen los cambios caracteristicos de los queratinocitos epidérmicos
psoriasicos, incluida la regulacién al alza de NF-kB, la induccion de pStat3 nuclear y la induccion
de psoriasica. Los macréfagos activados por TNF- a producen citocinas adicionales que inducen
cambios epidérmicos psoriasicos, asi como VEGF, que estimula la angiogénesis. Los macréfagos
activados y los queratinocitos psoriasicos también producen quimiocinas que reclutan leucocitos
de la vasculatura para infiltrar la placa psoriasica en desarrollo. DC = célula dendritica; IFNy =

interferon gamma; IL = interleucina; NF-kB = factor nuclear-kappa B; pStat3 = transductor de
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fosfo-sefial y activador de la transcripcion 3; Th = célula T colaboradora; TNF- a = factor de

necrosis tumoral- a; VEGF = factor de crecimiento endotelial vascular.'?

Psoriatic Plaque

Normal
Epidermal
Keratinocytes

Resident Immune celis Activation Th1

Psoriatic Epidermis
g 2 with Disregulated
IL-12 Acanthosis
\ Fw\)gg 00
Stimulus ) _ 4 000
- 02_‘: Thi7 / oog
A
Mg ~ o / %00lL:20  Chomokines Sl

x; ........ A Brometlil o 20 T |L-24/v \
Cg ="
5ot TNFa

Figura 3. Diagrama esquematico que ilustra algunas de las caracteristicas clave de la

patogenia de la psoriasis. (Danilenko, D.M. 2008)"?

Se han realizado varios intentos de reproducir la enfermedad en modelos in vitro
e in vivo para obtener conocimientos mas detallados sobre los mecanismos de

patogénesis de la enfermedad, asi como las estrategias terapéuticas.

La investigacion preliminar in vivo se utiliza a menudo para explicar el mecanismo
patogénico de las enfermedades y probar la eficacia de nuevas sustancias. En los ultimos afios,
se han desarrollado algunos modelos animales que imitan la psoriasis. Los estudios in vivo
actuales casi siempre utilizan modelos de ratén, se conocen los modelos espontaneos en los
cuales debido a diferentes mutaciones genéticas se provocan lesiones en la piel debido a la falta
de afluencia de células T, los modelos de ingenieria genética generan individuos genéticamente

modificados que debido a su alteracién genética presentan dafios comparables a la patologia
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psoriasica, los modelos de transplant y transferencia inmunitaria a través de xenotransplante
de piel humana psoriasica o transferencia inmune de células T y los modelos de induccion
directa en donde se ha empleado la aplicacion topica de imiquimod, la inyeccion intradérmica de

la citocina IL-23 entre otras sustancias inductoras de inflamacién.'"3

Por su parte para, los modelos in vitro, se utilizan sistemas de modelos de cultivo
epidérmicos humanos reconstituidos, mediante los cuales los queratinocitos epidérmicos son
cultivados en la interfaz aire-liquido, se diferencias y estratifican para imitar la epidermis
escamosa normal. Los queratinocitos epidérmicos en este modelo se pueden obtener de
individuos con psoriasis 0 normales, y luego tratarse con una variedad de citocinas y/o factores
de crecimiento (p. Ej., IL-20, IL-22, oncostatina-M), de modo que el tejido resultado logre
desarrollar caracteristicas que puedan imitar la epidermis psoriasica. Si bien estos sistemas
modelo in vitro tienen limitaciones obvias en el sentido de que carecen de leucocitos y vasos
sanguineos, aun han demostrado su utilidad en el estudio de muchos aspectos de la epidermis

psoriasica, incluida la diferenciacion de queratinocitos y la respuesta a los estimulos inductores.™

Tanto los modelos in vivo como los modelos in vitro presentan ventajas y desventajas
debido a que la patogenia de la psoriasis es muy compleja, cada modelo se basa en un
mecanismo patogénico ligeramente diferente y cada uno tiene sus similitudes con la psoriasis,
asi como sus limitaciones. La tabla 1 muestra las ventajas y desventajas de los diferentes
modelos in vivo e in vitro aplicados para el descubrimiento de nuevas sustancias para el

tratamiento de la psoriasis."’
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de los modelos in vivo e in vitro empleados para el desarrollo

de psoriasis. (Bochenska, K. et al, 2017)"!

Caracteristicas

Modelos in vitro

Modelos in vivo

macroambiente

Facil acceso a las células Imagen histopatolégica similar vy
Pros Complejidad reducida compleja.
Utilizacion de tejido humano Gran cantidad de factores que
Evita la necesidad de animales interactuan y vias de sefializacién para
Se pueden medir las respuestas | estudios de manipulacién o pruebas
celulares individuales de nuevos farmacos.
Cantidad variada de modificaciones,
segun el propésito de la investigacion.
Diferencias entre la piel humana y
animal y la inmunidad.
Excluye las influencias del | La limitacion resultante de Ia
microambiente y podria inducir a error. | naturaleza poligénica de la
Excluye las influencias del | enfermedad: dificultades en una
Contras

reconstruccion completa del fenotipo
por mutacion unica
Influencia de factores ambientales.

Mejor uso del modelo

Evaluacién de la fisiologia celular,

viabilidad,  fenotipo, funcién vy
respuestas a  estimuladores e
inhibidores

Adecuado para investigar las multiples
interacciones entre las células de la
piel, el endotelio vascular y la
respuesta inmune.

2.5. Tratamientos para Psoriasis

Existen muchas opciones terapéuticas; sin embargo, aun no se cuenta con un tratamiento

que pueda erradicar la enfermedad. Los tratamientos contra la psoriasis son complejos, y es

necesario para el paciente la aplicacion de distintos farmacos, de forma sistémica, y segun la

gravedad del problema, repetidas veces al dia. La eleccion del tratamiento dependera de la

gravedad y perfil beneficio-riesgo.™

Los tratamientos para la psoriasis reducen la inflamacion y aclaran la piel. Los tratamientos

pueden dividirse en tres tipos principales: tratamientos topicos, fototerapia y medicamentos

sistémicos.™
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2.5.1. Tratamientos tdpicos

Si se usan solas, las cremas y los unguientos que aplicas en la piel son eficaces para tratar
la psoriasis leve a moderada. Cuando la enfermedad es mas extensa, es probable que las cremas

se combinen con medicamentos sistémicos o fototerapia.'®

En la tabla 2 se enlistan, segun la potencia, los corticoides tépicos que se encuentran

actualmente a la venta en el mercado farmacéutico.'®

Tabla 2. Lista de corticoides empleados para el tratamiento de psoriasis ordenados segun su

potencia farmacoldgica.'® (Aguirrezabala, Aizpura, Abizuri & Alfonso, et al 2011)

Corticoides topicos
POTENCIA MUY ALTA
Clobetasol propionato Clarelux 0,5 mg/g espuma 100 g
Clobex Clobex 0,5 mg/g champu 60 y 125 ml
Clovate 0,05 % crema 15y 30 g
Decloban 0,05 % pomada 15y 30 g
POTENCIA ALTA
Beclometasona Dereme 0,025 % crema, gel y locion 30 y 60 g, y locion capilar
(salicilato) de 60 ml
Beclometasona Menaderm simple 0,025 % pomada 30y 60 g 0,025% ungulento 60 g
(dipropionato) 0,025 % locién 60 mi
Betametasona Betnovate 0,1% crema 15y 30g
(valerato) Bettamousse 0,1 % espuma 100 g
Celestoderm V 0,05 %y 0,1% crema 30 y 60 g
Betametasona Diproderm 0,05 % crema y pomada 30 y 60 g 0,05% sol 60 ml
(dipropionato)
Desoximetasona Flubason 0,25 % hemicrema 20 g
Diflorasona diacetato Murode 0,05 % cremaygel15y30g
Diflucortolona valerato Claral 0,1 % crema, pomada y ungtiento 30 y 60 g EXO 3%
pomada y unglento de 30 g EXO
Fluclorolona aceténido Cutanit 0,2% crema 30g
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Tabla 2. Lista de corticoides empleados para el tratamiento de psoriasis ordenados segun su

potencia farmacologica.'® (Aguirrezabala, Aizpura, Abizuri & Alfonso, et al 2011) (continuacion).

Corticoides topicos

POTENCIA ALTA

Fluocinolona aceténido

Co Fluocin fuerte

0,1%cremal5y30g

Cortiespec

0,025 % crema30g

Fluocid forte

0,2 % crema 15,30y 60¢g

Fluodermo fuerte

0,2% cremal5g

Flusolgen 0,025 % solucién 30 ml EXO
Gelidina 0,025 % gel 30y 60 g
Synalar 0,025 % crema 30y 60 g 0,025% espuma 60 g 0,01% crema
30y60g0,2%crema30y60g
Fluocinénido Novoter 0,05 % crema30y60g
Fluocortolona monohidrato Ultralam M 0,20, 2 % crema 30
Flupamesona Flutenal 0,3 % crema y pomada de 30y 60 g 0,15% locién pedi 60 m
Hidrocortisona aceponato Suniderma 0,127 % cremay pomadade 30y 60 g
Metilprednisolona aceponato Adventan 0,1 % crema, pomada y ungliento 30 y 60 g 0,1% emulsién y
solucion 50 g
Mometasona furoato EFG 0,1 % solucion 30 y 60 ml
Elica 0,1% cremade 30y 60g
Elocom 0,1 % cremay pomada30y60g

Prednicarbato

Batmen y Peitel

0,25 % crema, pomada, ungiiento 30 y 60 g 0,25% solucion
60 ml y solucién aplicador

Fluocinolona aceténido /
Betametasona valerato

Alergical crema

0,001 %/0,05 % crema 30 g EXO

2.5.2. Fototerapia

Fototerapia: Este tratamiento se lleva a cabo mediante radiacion UVB, en combinacion con
analogos de la vitamina A de caracter sistémico. De esta forma se reducen las posibilidades de

presentan quemaduras.®

Fotoquimioterapia: Consiste en una exposicion a la radiacion UVA, posterior a la administracion
oral o topica de un psoraleno. Esta técnica presenta una mejor eficacia y efecto en comparacion

de la fototerapia.®

Fototerapia y Fotoquimioterapia: Son tratamientos que se llevan a cabo bajo la supervision de

un dermatologo, y se recurren a ellos cuando los tratamientos topicos ya han sido utilizados, pero
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no se han obtenido los resultados esperados. Estas opciones terapéuticas reducen el riesgo de

aparicion de psoriasis en varios meses, y suelen mejorar las lesiones cutaneas.'®

2.5.3. Medicamentos sistémicos

Si tienes psoriasis extensa o resistente a otros tipos de tratamiento, el médico puede
recetarte medicamentos orales o inyectables. Esto se conoce como «tratamiento sistémicoy.
Debido a los efectos secundarios graves, algunos de estos medicamentos se usan solamente por

periodos breves y pueden alternarse con otras formas de tratamiento.™

Retinoides. Si tienes psoriasis grave que no responde a otras terapias, este grupo de
medicamentos relacionados con la vitamina A puede ser de ayuda. Los efectos secundarios
pueden comprender inflamacién de los labios y caida del cabello. Y dado que los retinoides, tales
como la acitretina (Soriatane), pueden provocar defectos congénitos graves, las mujeres deben
evitar el embarazo durante al menos tres afos después de tomar el medicamento, en la figura 4

se muestras algunos ejemplos de retinoides.™

H.C. CH,  CHs CHj
N AR

CHs

Figura 4. Ejemplos de retinoides."® (Lopeztricas, 2016)

Metotrexato. EI metotrexato (Rheumatrex, figura 5) se administra por via oral y ayuda a la
psoriasis al disminuir la produccion de células cutéaneas y reducir la inflamacion. En algunas
personas, también puede desacelerar la progresion de la artritis psoriasica. Generalmente, el
metotrexato es bien tolerado en dosis bajas, aunque puede causar malestar estomacal, pérdida
de apetito y fatiga. Cuando se usa durante periodos largos, puede causar una serie de efectos
secundarios graves, que comprenden dafio hepatico grave y disminucion de la produccion de

plaquetas y globulos rojos y blancos.™
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Figura 5. Estructura quimica de Metotrexato.'® ("Metrotrexato", 2013)

Ciclosporina. (Gengraf, Neoral, figura 6) inhibe el sistema inmunitario y su eficacia es similar a
la del metotrexato, pero solo puede tomarse durante un corto plazo. Otros medicamentos
inmunodepresores, la ciclosporina aumenta el riesgo de contraer infeccion y padecer otros
problemas de salud, incluso el cancer. Produce sensibilidad que conllevan a problemas de rifion

y presion arterial alta; el riesgo aumenta con dosis altas y terapia a largo plazo.™

OH
A ¥

Figura 6. Estructura quimica de ciclosporina.?’ (Lopez Tricas, 2020)

Medicamentos que alteran el sistema inmunitario (biosimilares). Para el tratamiento de la
psoriasis moderada a grave se han aprobado varios de estos medicamentos. Estos comprenden
etanercept (Enbrel), infliximab (Remicade), adalimumab (Humira), ustekinumab (Stelara),

golimumab (Simponi), apremilast (Otezla), secukinumab (Cosentyx) e ixekizumab (Taltz). La
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mayoria de estos medicamentos son inyectables (el apremilast se administra por via oral) v,
normalmente, se usan en personas que no han respondido a la terapia tradicional o que tienen
artritis psoriasica asociada. Los medicamentos biolégicos deben usarse con precaucion, ya que
tienen efectos intensos en el sistema inmunitario y pueden ocasionar infecciones que ponen en
peligro la vida. En particular, las personas que siguen estos tratamientos deben someterse a una
prueba de deteccion de tuberculosis, en la figura 7 se muestran las estructuras quimicas de estos

principios activos.™

Cl Cl
2 b
\’.5\\ N \ 7 g ;f“l [~ 0
2N o . AR,
= S p: §
N 2 5 S
NG A
< X ssl ¥
133
a2l 2 Cy2 4

(3 Do =8

NH;

-

»
»

Apremilast (Otezla) Infliximab (Remicade) Adalimumab (Humira) Ustekinumab (Stelara)

/ V. \/ V
Vgl oom Y () CoR CoRs- mplometn | ‘
COR "_A‘E:: c :.]F_!CDR cor'® % /coR ‘
@_@ C Adalimumab (anti-FNT) Humira @—' Certol. b (anti-FNT) (Cimzia) [
T Golimumab (anti-FNT) Simponi D Cue 0 R IL-6) Actemra)
Ce DD Ca Denosumab (anti-RANKL) Prolia ab (anti-BLyS) Benlysta) Receptor soluble TNF-a
ab (anti CD-22) Proteina de fusion F

clin
ratuzumab (a 22
Cia
Co DD Cia D X Ocrelizumab (anti CD-20) Etaner

Figura 7. Medicamentos que alteran el sistema inmunitario.?’ ("Infliximab - Chemical
Composition, Chemistry Information, Uses and Benefits", 2020),%? ("DOA2UV", 2020),%

("Apremilast”, 2020),%* Golimumab, Rituximab, Etanercept y otros.™

Otros medicamentos. La tioguanina (Tabloid) y la hidroxiurea (Droxia, Hydrea) son

medicamentos que pueden usarse cuando no pueden administrarse otros (Figura 8)."
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Figura 8. Medicamentos sistémicos adicionales para el tratamiento de psoriasis.
(“Thioguanine”,2020)% ("Hydroxyurea", 2020).%

2.5.4. Medicina alternativa

Existen distintos tratamientos alternativos que afirman aliviar los sintomas de la psoriasis,
como dietas especiales, cremas, suplementos dietéticos y hierbas. No estd comprobada la
eficacia de ninguno de estos tratamientos. Pero algunos tratamientos alternativos se consideran,
por lo general, seguros y pueden ser Utiles para algunas personas al reducir los signos y
sintomas, como la picazon y la descamacion. Estos tratamientos serian mas adecuados para las
personas con la enfermedad mas leve, en placa, pero no para aquellas con pustulas, eritrodermia

o artritis."

Aceite de pescado. Los acidos grasos omega-3 que contienen los suplementos de aceite de
pescado pueden reducir la inflamacion causada por la psoriasis, aunque los resultados de los
estudios no son concluyentes. Tomar 3 gramos o menos de aceite de pescado por dia suele

considerarse seguro y puede ser beneficioso. (figura 9)
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Figura 9. Acidos grasos omega 3, presentes en el pescado. %’ (Germana, 2013)

Aloe vera. La crema con extracto de aloe, tomada de la planta de Aloe vera (figura 10), puede
reducir el enrojecimiento, la descamacion, la picazén y la inflamaciéon. Puede que deba usarse la

crema varias veces por dia durante un mes o mas para notar mejorias en la piel."

Figura 10. Planta de Aloe vera.?® ("Missouri Botanical Garden", n.d.)
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Uva de Oregén. La uva de Oregon, (figura 11) también llamada «bérbero», corresponde a la
planta Berberis aquifolium, tiene aplicaciones tépicas que pueden reducir la inflamacion y aliviar

los sintomas de la psoriasis.™

Figura 11. Planta Berberis aquifolium ?° (“Missouri Botanical Garden”, n.d.)

2.5.5. Productos Naturales como Agentes Terapéuticos.

Los productos naturales constituyen un material de suma importancia para la obtencion
de moléculas innovadoras, ya sea para utilizarse directamente a la molécula como agente
terapéutico, o que sufran modificaciones quimicas para mejorar su accién farmacoldgica. Entre

alguno de ellos se encuentran:

Bavachromanol (Chalkona): Compuesto extraido de las semillas de la Psorea Corylifolia Linn
(familia Leguminosae), que es una planta herbal, a la cual se le han atribuido inmensas
actividades medicinales, aplicadas en las enfermedades de la piel como psoriasis, leucoderma y

lepra.>®
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Furanocumarinas: son un grupo natural y sintético de compuestos que son usados para el
tratamiento de fototerapia de algunas enfermedades como linfomas y algunos desordenes
autoinmunes. Estas moléculas tienen propiedades farmacolégicas que son, incluso, activadas sin
radiacién, y han mostrado utilidad en el tratamiento para la esclerosis multiple, debido a su

capacidad para bloquear los canales de potasio.®'

La actividad anti proliferativa que han mostrado distintos compuestos se relaciona con la
capacidad de foto induccioén en lesiones selectivas en el ADN, y que, ademas, es un mecanismo

eficaz para el tratamiento de psoriasis y micosis fungoide.*?

Capsaicina (alcaloide): Sustancia que mitiga el dolor y hormigueo relacionado con psoriasis al
drenar neurotransmisores del nervio tactil. Asi como la reduccion de la transmision del dolor, e

interviene en el mecanismo de inflamacion. 3

En algunas aplicaciones de capsaicina tépica se ha demostrado que disminuye la cantidad
de la sustancia P, que es un importante neurotransmisor de los impulsores nociceptivos en las

fibras tipo C sensitivas. 3

La capsaicina puede encontrarse en la pimienta Cayena y en algunos chiles picantes.
(figura 12) %

Figura 12. Estructura quimica de la Capsaicina, procedente de chiles.>

(Acasuso Diaz, Collantes Estevez & Jordi, 2020)
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2.6. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo esencial de compuestos polifendlicos, con un nucleo
flavanico que lo caracteriza. Es una de las clases mas comunes de compuestos disponibles en

verduras, frutas, y bebidas de origen vegetal >*3¢

Los flavonoides son sustancias fendlicas hidroxiladas. Son una subdivision de grupos
polifendlicos que tiene una estructura de benzo-y pirona, que representan metabolitos
secundarios. Se les atribuye distintos efectos antioxidantes asociados con enfermedades como

el cancer, Alzheimer, aterosclerosis. 3+

Los flavonoides estan asociados con un amplio espectro de efectos benéficos para la
salud, y que se ha vuelto componente indispensable en la aplicacion cosmética, farmacoldgica y
medicinales. Debido a su caracter antioxidante, antiinflamatorio, anti mutagénico, antimicrobiano,
anticancerigeno, capacidad de captacién de radicales libres, asi como la capacidad para inhibir

enzimas, como la aldosa reductasa. 3436

Basados en su estructura quimica (ver figura 13), se puede categorizar a los flavonoides

en 6 diferentes clases: flavonas, iso-flavonas, flavanoles, antocinidinas, flavonoles y flavanonas.

Estructura basica ) Isoflavonas
o

Flavanonas Flavanonoles

Figura 13. Estructura quimica basica de los flavonoides y de las

distintas subfamilias.*® (Alvarez Castro & Orallo Cambeiro, 2003)
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Flavonas: doble enlace entre la 2a y 3a posicion, una cetona en la 42 posicion del anillo C, y en

ocasiones, un grupo hidroxilo en la 52 posicion del anillo A.3" 3

Flavanonas: su diferencia estructural entre las flavonas y flavanonas se encuentra en el anillo C,

pues este esta saturado. Poseen actividades antiinflamatorias y cardiovasculares.® *

Isoflavonas: se caracterizan por tener la unién de los anillos B y C en la 3?2 posicion. Son

conocidos por poder imitar la actividad de la hormona estrégeno por su similitud estructural.” %

Flavonol: el grupo hidroxilo se encuentra en la 32 posicion en el anillo C, y a veces existe en

forma glicosidada.>” 3®

Flavanol: también conocido como flavan-3-oles debido al enlace del grupo hidroxilo en la 32

posicion del anillo C. Poseen dos centros quirales en la 22 y 32 posicion de la molécula.’” %

Antocianésidos: Los antociandsidos son heterésidos (también se denominan antocianinas)

cuyos aglicones (antocianidinas o antocianidoles) derivan del ion flavilio (2-fenil benzopirilio).>” 3

2.6.1. Biosintesis de flavonoides

La biosintesis de estos metabolitos secundarios se origina en las plantas por medio de
una ruta mixta, ruta del acido shikimico y la ruta del acetato malonato. En donde se origina un
acoplamiento del 4-hidroxicinamoil-CoA con 3 moléculas de malonil-CoA, cuyo intermediario
puede o no puede ser reducido a través de una enzima reductasa y NADPH. Los intermediarios
sufriran una reaccion tipo Claisen, catalizada por la enzima sintasa, formando las chalconas.®

Las flavanonas continuaran su sintesis a partir de las chalconas por medio de una serie de
reacciones que involucraran ataques nucleofilicos de los hidroxilos a y 8 de las chalconas. (figura
14)38
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Figura 14. Biosintesis de Flavonoides.*

2.6.2 Actividades terapéuticas de flavonoides

Los flavonoides se caracterizan por tener la capacidad de modular distintas enzimas,
interferir en los mecanismos de sefalizacion y participar en procesos celulares, todo esto debido
a sus caracteristicas tanto fisicoquimicas como estructurales. La presencia de grupos hidroxilos
aromaticos reactivos, permite el establecimiento de puentes de hidrégeno, formacién de enlaces
covalentes e inclusive la posibilidad de formar puentes con iones metalicos como el hierro (Fe?*),
que permitird interactuar con moléculas simples, como radicales o reacciones de oxidacion y

reduccién.®

34



Entre las actividades terapéuticas que se les atribuye a los flavonoides a continuacion se

mencionan algunas de ellas.

2.6.2.1. Actividad anticancerigena.

Algunos flavonoides inhiben el paso del agente precursor a mutageno durante la
elaboracion de los alimentos, asi como dificultan la absorcién del promotor tumoral en el tubo
digestivo. Muchos de estos efectos cancerigenos podrian deberse al resultado de la modulacion
de enzimas metabdlicas hepaticas. Las enzimas del citocromo P450, enzima que participa en la
fase | del metabolismo, pueden representar la primera fase de accion frente a moléculas de
caracter exogeno, por lo que puede modificar el metabolismo de algunos mutagenos. Los
flavonoides pueden interrumpir la metabolizacion de los agentes mutagénicos o de sus
precursores, por una doble via. Induciendo la sintesis de enzimas metabdlicas de fase | como de
fase Il, por lo que se consideran inductores bifuncionales. Este patron, sobre enzimas
metabdlicas, puede varias en funcion al en funcion del tejido estudiado, asi como de la via de

administracion.®®

2.6.2.2. Proteccion frente a mutdgenos activos.

Algunos flavonoides, ademas de ser caracterizados por la inhibicion de procarcinégenos,
también actuan capturando a mutagenos, interponiéndose entre este y su diana de accion. La
eficacia inhibidora varia segun el mutageno frente al que actuen, asi como de la estructura

quimica del flavonoide y la polaridad de esta.*

2.6.2.3. Actividad antioxidante.

Los flavonoides destacan por su efecto antioxidante, ya que pueden inhibir la peroxidacion
lipidica. La accion antioxidante de los flavonoides se debe a su capacidad de poder reducir
radicales libres y quelar metales, que, por consiguiente, impedira reacciones catalizadoras de

radicales libres.*®
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Los flavonoides también son responsables de acciones: diuréticas, antiespasmaddicas,

antiulcerosa gastrica y antiinflamatoria.*

2.7. Eysenhardtia platycarpa y flavanonas aisladas.

La especie Eysenhardtia platycarpa ha sido objeto de estudio en el grupo de investigacion
desde el afio 2004. De esos estudios se ha logrado el aislamiento y caracterizacion de 5
flavanonas isopreniladas mayoritarias a partir del extracto metandlico de las hojas y las ramas de
esta especie: (25)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1), (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-
4’-metoxi-flavanona (2) (2S)-5,7-dihidroxi-6-prenil-flavanona (3), (2S)-5,7-dihidroxi-8-prenil-4’-
metoxi-flavanona (4), (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-prenil-flavanona (5), entre otros compuestos
(Figura 15).4°
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Figura 15. Estructuras de la flavanonas naturales.*°

2.7.1. Antecedentes farmacoldgicos de E. platycarpa y flavanonas aisladas

La planta E. platycarpa ha sido estudiada para determinar diferentes propiedades

farmacoldgicas entre ellas, en 2004 la toxicidad frente a Artemia salina del extracto metandlico
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de las hojas de Eysenhardtia platycarpa y de las flavanonas (2S)-5,7-dihidroxi-6-prenil flavanona
(3)y (2S)-5,7-dihidroxi-8-prenil-4 "-metoxi-flavona (4), encontrando valores de dosis letal promedio
(DLso) menor a 17.78 ppm para el extracto, mayor a 1000 uM para la flavanona (3) y menor a 10

UM para la flavanona (4).*'

La actividad antiinflamatoria realizada por Carrillo en 2004 de las flavanonas (3) y (4) se
desarrollé en el modelo de TPA en oreja de raton, encontrando un % de inhibicion de edema de
46.43 y 51.79 %, respectivamente; esta actividad resulta moderada si se considera la actividad

observada para indometacina de 91. 6 %, en el mismo reporte de Carrillo.*’

En el afo 2006, Narvaez et al, reportaron la actividad hipoglucemiante (en ratas sanas) y
antidiabética (en ratas diabetizadas con estreptozotocina (STZ)) de los extractos de las hojas, las
ramas y la madera de E. platycarpa, observando que los extractos de las hojas y las ramas
presentan disminucion del nivel de glucosa en sangre de manera significativa, tanto en ratas
sanas como diabetizadas, con porcentajes de variacion de glucemia en la dosis mas alta
ensayada (300 mg/kg). Se alcanzé una disminucion de glucosa del - 60.8 + 4.5 % a las 9 horas

posteriores a la administracion oral en el modelo de STZ.*

De acuerdo con el reporte de Narvaez (2007), se han realizado estudios hipoglucemiante
y antidiabético en el modelo de estreptozotocina sobre la influencia del triterpeno pentaciclico 3-
O-acetil-11a,12a-epoxi-oleanan-28,13-B-06lido aislado de las ramas de la planta E. platycarpa, en
donde se encontré una diferencia significativa al disminuir los niveles de glucosa en sangre y los
niveles de malonaldehido (MDA) al tratar a los animales de experimentacion con 100 mg/kg de

peso del triperpeno mencionado.*

Por otra parte, en 2008, también se han reportado estudios sobre la actividad antioxidante
con diferentes métodos de extractos metandlicos y compuestos de especies del género

Eysenhardtia que incluyen a E. platycarpa y de E. subcoriacea mostrados en las tablas 3 y 4.
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Tabla 3. Actividad antioxidante de extractos de especies del género Eysenhardtia.*®
(Narvaez et al, 2008).

Plant Species Part used (g) AOA (ECs0)? DPPH (ECs)®
CH:Cl2 MeOH CH:Cl2 MeOH
E. platycarpa Leaves (300) Nd 28.3+3.8 Nd 102.3+3.4
Branches (2500) Nd 27.8+5.1 Nd 79.6+3.5
Bark (500) Nd 21.6+2.9 Nd 21.240.1

Tabla 4. Actividad antioxidante reportada para compuestos de tipo flavonoide y cumarinas.
subcoriacin (1), (+)-catechin (2), (a)-epicatechin (3), (+)-afzelechin (4), eriodictyol (5), (+)-
catechin 3-O-B-D-galactopyranoside (6) and quercetin 3-O-p-Dgalactopyranoside (7) *
(Narvaez et al, 2008).

Antioxidant activity of coumarin and flavan-3-ols GSH * SEM (ug GSH mg protein -1)
Compound AOAECs % SEM (uM) DPPH EC: * SEM Untreated (0.88 * 0.05) APPH (0.22 % 0.06
(uM)

1 9.11+£1.1 512123 0.99 £ 0.05* 0.92 £0.05*

3 11403 10125 1.02 £ 0.03* 1.09+0.24*

4 11.2+0.3 71.2+13 1.15+0.02* 1.01 +£0.02*

5 371107 32.5¢1.2 0.87 £0.01 0.85+0.02

7 7306 16.84£2.3 0.86 £ 0.09 0.85 £ 0.006
Quercetin 18.1£ 1.1 14.3+1.1 0.88 £ 0.01 0.86 £ 0.02
(reference)

En 2009, Camacho-Corona et al, reportaron actividad antimicrobiana sobre cepas de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv y tres aislamientos clinicos multidrogoresistentes (345, M-12
y M-20) evaluando 35 metabolitos secundarios aislados de 11 de plantas, entre ellas E.
platycarpa. La flavanona 5,7-dihidroxi-8-prenil flavanona y 5,7 hidihidroxi-6-metil-8-prenil-
flavanona (1) fueron consideradas en el estudio y los valores de MIC (ug/mL) reportados para la
flavanona (1) fueron: Para H37Rv mayor a 50; para 345 un valor de 200, para M-12 un valor de
200 y finalmente para M-20 un valor mayor a 200, considerando que para estreptomicina (farmaco
de referencia) se obtuvieron valores de MIC (ug/mL) por debajo de 25 para las cepas
ensayadas.*
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Andrade en 2013, preparé la serie de farmacomodulados esterifiado, metilado, ciclizado y
ciclizado vinilogo a partir de los compuestos (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) y
(2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (2). Se ensayaron estos compuestos sobre
las lineas celulares Hela y Vero, resultando al menos 2 de los compuestos selectivos sobre la
célula cancerosa Hela, que fueron el derivado metilado de (2S)-5,7-dihidroxi-6metil-8-prenil
flavanona y el derivado ciclizado vinilogo de (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-

metoxiflavanona.*®

En 2013 Cardenas, en su tesis de Quimico Industrial, desarrollé un dispositivo preliminar
de membrana impermeable de polisulfona como control de liberacion de farmacos; este
dispositivo fue cargado con una formulacion nanométrica de la flavanona (2S)-5,7-dihidroxi-6-
metil-8-prenil-flavanona (1) y otro con diclofenaco sddico. El ensayo consistié en determinar la
cantidad liberada en un sistema en reposo (liberacion dentro de un vaso de precipitados) y en un
sistema dinamico (colocando un magneto de agitacion en el vaso de precipitados) resultando una
mayor liberacion de la flavanona (1) en el estudio dinamico; adicional a ello, Cardenas ensayo la
liberaciéon (1) desde el prototipo de dispositivo en células de Franz para determinar qué
concentracion se liberaba de la flavanona (1) con una membrana de control como la de
polisulfona y sin ella, resultando una menor concentracién permeada a través de la membrana

de polisulfona pero con mayor control de liberacion.*®

En 2014, Dominguez-Villegas report6 la actividad antiinflamatoria en el modelo de TPA
para las flavanonas (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) con un porcentaje de
inhibiciéon de la inflamacion de 12.24 + 00.00; para (2S)-5,7-dihidorxi-6-metil-8-prenil-4"-metoxi-
flavanona (2) de 68.35 + 1.45; para 5,7-dihidroxi-6-prenilflavanona (3) de 66.67 + 1.55; y para 5-
hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona (5) de 46.43 + 1.54, evaluadas de forma intrinseca, es decir,
libre de formulacién, solo vehiculizadas en acetona para su facilidad de solubilidad y aplicacion

topica.*’

Dominguez-Villegas y colaboradores en 2014 realizaron trabajos sobre el aislamiento de

flavanonas de la planta Eysenhardtia platycarpa con potencial actividad farmacoldgica las cuales
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fueron: 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1); 5,7-dihidorxi-6-metil-8-prenil-4 "-metoxi-
flavanona (2); 5,7-dihidroxi-6-prenilflavanona (3); y 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona (5),
desarrolladas bajo sistemas de nanoemulsién y nanoparticulas poliméricas con tamafios de gota
menores a 70 nm, demostraron que la actividad antiinflamatoria de las cuatro. Muestran que la
vehiculizacién en nanoparticulas presenta una gran ventaja en el mejoramiento de efectos
terapéuticos y como consecuencia de la administracidon via topica presentan una mejor
permeacion y gran acumulacion en el sito de accién de la inflamacion evidenciaron que las
formulaciones poseen propiedades antiinflamatorias adecuadas considerando que la flavanona
(3) cargada en NE y NP mostré mejor resultado de liberacion y permeacion sobre la piel asi como
una notable actividad en la disminucion de la inflamacién. Adicional a ello, fue posible observar
que las formulaciones nanoestructuradas permitieron mejorar la eficacia antiinflamatoria de las
flavanonas cuando se aplicaron de forma intrinseca. Asi es factible considerar que una liberacion
controlada de las flavanonas dispuestas en sistemas nanoestructurados permitiran un mejor

transito de los compuestos a través de la piel para llegar a su sitio de accion.*’

Quintana en 2015, en su trabajo de investigacion de Maestria logré identificar las
moléculas del proceso inflamatorio que son reguladas por la actividad de flavanonas preniladas
naturales, las cuales fueron obtenidas del extracto metandlico de hojas de Eysenhardtia
platycarpa para elucidar su mecanismo de accion; las cuatro flavanonas ensayadas mostraron
actividad antiinflamatoria en el modelo de induccion de la inflamacién con carragenina en pata de
raton, con base en los resultados obtenidos se sugirié que la actividad antiinflamatoria obtenida
por efecto de las flavanonas se da por la inhibicion de la enzima PLA:: asi mismo, esta actividad
se favorece por la produccion de interleucina IL-10, mencionando que las diferentes posiciones
que guardan los sustituyentes en las estructuras de las flavanonas juegan un papel importante

en la actividad observada.*®

Quintana en 2015, en su trabajo de investigacion de Maestria logré destacar que la
posicion del sustituyente prenilo en las flavanonas tiene un papel importante en la actividad
antiinflamatoria. Ya que las flavanonas (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) y (2S)-5,7-
dihidorxi-6-metil-8-prenil-4"-metoxi-flavanona (2) con el prenilo 8 del anillo A tiene mayor actividad
antiinflamatoria y estimulan una mayor produccién de IL-10 con respecto a (2S)-5,7-dihidroxi-6-

prenilflavanona (3); y (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona (5) que tiene el sustituyente
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prenilo en el carbono 6 del anillo A. por otro lado, la presencia del grupo metoxilo en las flavanona
(3) y (4), estimulo la produccion temprana de IL-10. Si bien las cuatro flavanonas, tuvieron
actividad antiinflamatoria y estimularon la produccion de IL-10, la flavanona (1) es la que presenté

mayor actividad antiinflamatoria.*®

Gardufo-Ramirez y colaboradoras en 2015, implementaron el modelo in vivo para el
desarrollo de psoriasis considerando la induccién de la inflamacién crénica in vivo con la
aplicacion de TPA en oreja de ratén por 21 dias; para ese proceso de implementacion se
emplearon los grupos: control blanco (vehiculos), control positivo (metotrexato) y el grupo de
prueba la flavanona (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1); dicho estudio no fue
publicado y se retoma en el presente proyecto de tesis. Este modelo fue utilizado posteriormente

para la realizacion de la investigacion con Limén, D. y colaboradores en 2019.4°

Andrade en 2017, preparé nanoparticulas poliméricas con PLGA y nanoemulsiones de la
serie de compuestos farmacomodulados obtenidos a partir del compuesto (3) y evalu6 los

compuestos sobre la linea celular MiaPaCa-2.%°

Andrade en 2017, preparé una nueva serie de farmacomodulados sobre el compuesto
(2S)-5,7-dihidroxi-6-prenil-flavanona (3), y los sometié a ensayos de citotoxicidad frente a las
lineas celulares: Vero, HEK-293, Mia-PaCa-2, M21 y HelLa.®’

En 2018, Terreros formuld en una nanoemulsion la flavanona (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-
prenil-flavanona (1) obteniendo un valor de tamafo de goticula de 632.03 + 54.90 nm, con una
polidispersion de 0.40 £ 0.35, y realiz6 el estudio de permeacién ex vivo en piel porcina reportando
una concentracion de 2.65 + 1.66 ug/ml en el registro de las 24 horas y un porcentaje de inhibicion
de la inflamacién de 16.13 £ 1.40 con una dosis aplicada desde el parche transdérmico de prueba

de 0.4 mg por parche.*?
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En el presente ano 2020, Salgado-Bustos, Paola y colaboradores, presentaron la
validacion del método HPLC para la cuantificacion de flavanonas preniladas (2S) -5,7-dihidroxi-
6-3-metil-2-buten-1-il)-2-fenil-2,3-dihidro-4H-1-benzopiran-4-ona y  derivados (2S5)-5,7-
bis(acetiloxi)-6-(3-metil-2-buten-1-il)-2-fenil-2,3-dihidro-4H-1-benzopiran-4-ona; (2S) - 5 - hidroxi-
7 -metoxi -6- (3-metil-2-buten-1-il) -2-fenil-2,3- dihidro - 4H-1-benzopiran-4-ona; (8S) — 5 - hidroxi
- 2,2-dimetil-8-fenil-3,4,7,8-tetrahidro-2H,6H-benzo [1,2-b: 5,4-b'] dipiran-6-ona; y (8S)-5-hidroxi-
2,2-dimetil-8-fenil-7,8-dihidro-2H, 6H-Benzo [1,2-b: 5,4-b’] dipiran-6-ona aplicado en estudios
biofarmacéuticos. Las relaciones lineales se prueban con coeficientes de correlacion
significativos (R?> 0.999) en el rango de 1.56 a 200 pg / mL con limites bajos de deteccién y
cuantificacién, en promedio de 0,4 ug / mL y 1.2 yg / mL, respectivamente. El método de
validacién utilizado en ess trabajo es muy exacto y preciso, con valores inferiores al 15 %. Los
valores de desviacion estandar relativa de repetibilidad del sistema instrumental se demuestran
con menos del 0.6% para todas las flavanonas estudiadas. Por tanto, el método de aplicabilidad
de la cuantificacion de las flavanonas preniladas se establecio utilizando la permeacion de la piel
humana en el sistema de células de Franz. Durante el método descrito anteriormente, no se
observo interferencia de los componentes de la piel humana en los estudios de permeacion ex

vivo.%?

2.8. Tecnologia Farmacéutica

Los productos naturales han sido usados en la industria farmacéutica a lo largo de los
afios. Como se ha mencionado en apartados anteriores, estos compuestos naturales han cobrado
importancia debido a sus potenciales efectos terapéuticos contra cancer, infecciones

microbianas, inflamaciones y otras condiciones.

Un avance en el area de los productos naturales ha sido la incorporacion de
nanoparticulas, avance que ha incrementado la biodisponibilidad de los principios activos con

esta nueva tecnologia.
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2.8.1. Sistemas nanoestructurados de liberacion controlada

La nanotecnologia ha desarrollado la capacidad de manipular las particulas, que permitiria

dirigir el farmaco a areas especificas del cuerpo, y controlar la liberacién del compuesto activo.>*

Las nanoparticulas con liberacion controlada han demostrado aumentar significativamente

la biodisponibilidad de estos productos, de forma in vitro e in vivo.**

La cantidad y velocidad a la que se libera un farmaco a partir de la nano formulacion

depende de distintos factores, como el tipo, tamafio y cantidad de farmaco.*®

Los sistemas nanoestructurados (figura 16) proponen que la liberaciéon debe desarrollarse
de tal modo que se identifique el sitio blanco, se dirija a él y se haga la entrega del farmaco, pero
de una manera controlada en respuesta a distintos estimulos internos, como pH, presencia de
enzimas, etc. Ademas de asegurarse que el medicamento llegue al sitio de accién, también tiene
la ventaja de que sea a concentraciones determinadas dentro de un rango terapéutico efectivo, y

que esta concentracion permanezca constante durante el tiempo que sea necesario.®
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Figura 16. Sistemas nanoestructurados empleados para la

liberacion controlada de farmacos.® (Watkins, R, et al,2015)
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2.8.1.1. Nanoemulsiones (NEs)

Una nanoemulsion es un sistema disperso que se constituye de dos 0 mas componentes
que son inmiscibles entre si, uno de ellos disperso dentro del otro en forma de gotas que son
estabilizadas por un surfactante, con un rango de tamafo de goticula de 20 a 200 nm, y con baja
polidispersidad. Propiedades que proporcionan estabilidad cinética, pero termodinamicamente
inestables, que requieren energia para su formacion, y debido a esto, se recurre a métodos

fisicoquimicos o métodos de dispersion.®’

Debido a estas propiedades, las nanoemulsiones han sido puestas bajo lupa en la
aplicacion en industrias quimicas, cosméticas, alimentarias y especialmente en las farmacéuticas,
ya que, debido a su tamafio, las nanoemulsiones pueden penetrar superficies rugosas que
facilitarian la administracién cutanea de la droga, y evitaria la degradacion quimica o enzimatica

del intestino en el primer paso de la metabolizacién.*®

2.8.2. Parches transdérmicos

Los parches transdérmicos (STT) son formas farmacéuticas de aplicacion topica que
permiten dosificar los farmacos durante un periodo de tiempo definido, cuyo objetivo sera tener

una accion sistémica sobre un érgano o sistema determinado.*

Los STT son integrados por una capa externa de recubrimiento impermeable que protege
la formulacién, una matriz de principio activo y sustancias que facilitaran la absorcion del farmaco,

una lamina adhesiva y otra capa protectora.>®

2.8.2.1. Beneficios del uso de parches transdérmicos

Entre las ventajas innovadoras del empleo de los parches se encuentran: la liberacion
controlada de los principios activos, ademas de que proporcionan niveles plasmaticos constantes

y sostenidos. Evitan la desactivacion de los principios activos por enzimas digestivos, asi como
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la metabolizacién por el pasé al higado. Ademas de que hay una mayor comodidad en su
administracion y versatilidad, reduccion de efectos secundarios y se mejora el uso de las

sustancias de vida media corta.®®

2.9. Antecedentes de formulaciones nanoestructurada de productos naturales

Debido a las multiples propiedades farmacoldgicas que muchos productos naturales han
mostrado, como antiinflamatorios, antiproliferativos, fotoprotectores, despigmentantes,

antienvejecimiento, entre otras, su via de administracion topica ha sido ampliamente estudiada

Alvarado, H. L. y colaboradores en 2015, desarrollaron y optimizaron una nanoemulsién
cuya administracién seria dérmica, de una mezcla de triterpenos pentaciclicos naturales y
sintéticos con actividad antiinflamatoria reconocida. Se llevaron a cabo estudios de permeabilidad
real y cutanea utilizando células de difusion de Franz, ajustando la cinética real de ambas
formulaciones al modelo Korsmeyes-Peppas. En el cual no se observo diferencia significativa
entre los parametros de permeacion de las dos nanoemulsiones. Se concluyé que la cantidad de
farmaco retenido en la piel fue superior a la cantidad de farmaco que habia penetrado, lo que
favoreceria una accion local. Se demostré que las formulaciones desarrolladas no eran de
caracter téxico ni irritante para la piel, corroborando su uso para el tratamiento de afecciones

inflamatorias.®’

2.9.1. Citotixicidad in vitro de triterpenoides en nanoparticulas

Los acidos oleandlicos y ursolico se encuentran dentro de la familia de los triterpenoides,
y han sido reconocidos por sus propiedades anticancerigenas. Se ha demostrado que, al ser

cargados en nanoparticulas poliméricas, estos pueden mejorar su actividad citotoxica.®’
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2.9.2. Desarrollo de sistemas nanoestructurados para aplicaciones topicas de flavanonas

Los farmacos antiinflamatorios se han popularizado debido a las muchas enfermedades
inflamatorios que se estan volviendo comunes en la sociedad. Por lo que se han desarrollado
formulaciones de flavanonas aisladas de las hojas de Eysenhardtia platycarpa que han
demostrado una fuerte actividad farmacoldgica en sistemas de nanoemulsion y nanoparticulas,
las cuales son de uso tépico, que muestran perfiles de liberacion en estado estacionario a lo largo
del tiempo, demostrando indudablemente una mayor eficacia, asi como propiedades, al estar en

sistemas nanométricos.*’

2.9.3. Disefio y optimizacién de nanoplataformas de acido oleandlico (OA) y ursdlico (UA) para
aplicaciones antiinflamatorias oculares

Estos triterpenos pentaciclicos (OA y UA) han despertado gran interés como agentes

terapéuticos antiinflamatorios.®’

La optimizacion de nanoparticulas poliméricas (NPs) cargadas con mezclas naturales y
sintéticas, para la administracion oftalmica mostraron resultados &ptimos y estables con
propiedades fisicoquimicas adecuadas, asi como una distribucion homogénea, demostrando que
las cantidades de farmaco retenidas en el tejido corneal, asi como la liberacién, fueron mayores

en las pruebas de nanoparticulas cargadas naturalmente en comparacion con las sintéticas. %

2.10. Flavanonas formuladas en sistemas nanoestructurados

Dominguez-Villegas, V. y colaboradores, en 2014, concluyeron mediante distintos analisis,
que los compuestos de las flavanonas [(2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1); (2S)-5,7-
dihidroxi-6-metil-8-prenil-4-metoxi-flavanon (2), (2S)-5,7-dihldroxI-6-prenil flavanona (3) y (2S)-5-
hidroxi-7-metoxi-6-prenil flavanone (5)] en sistemas nanoestructurados, pueden mejorar la
penetracion del compuesto activo sobre la piel, esto debido al tamafo de goticula, asi como la

presencia de promotores de permeacion. Se llevd a cabo la evaluaciéon de la actividad
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antiinflamatoria, con NEs cargadas con las flavanonas y NP polimérico, que fueron analizados
por TPA inducido en edema de oreja de raton siguiendo el protocolo V. Dominguez-Villegas y
col., utilizando como referencia medicamentos antiinflamatorios estandar .En su estudio
mencionan que cada flavanona utilizada se cargd con una concentracion fija, concluyendo que el
atrapamiento de antiinflamatorios no esteroides en sistemas de suministro de particulas, si
representa una alternativa innovadora que minimizaria los efectos secundarios, asi como la

preservacion de su eficacia, lo cual proporcionaria una liberacién controlada efectiva.®?

Mientras que Andrade-Carrera, B. realizd un estudio en el cual se aislé de las hojas de la
Eysenhardtia platycarpa la (2S) -5,7-dihidroxi-6- (3-metil-2-buten-1-il) -2-fenil-2,3-dihidro-4H-1-
benzopiran-4-ona (3), de la cual se generaron nuevos derivados quimicos con actividad
citotdxica; mismos que se formularon en sistemas de nanométricos con tamafio de particula y
polidispersion adecuados, siendo evaluados frente a la linea celular de cancer de pancreas. De
los cuales se demostr6 que dos de los cuatro derivados, en nanoparticulas exhibieron

citotoxicidad éptima, por lo que fueron propuestos como candidatos a agentes anticancerosos.*

2.10.1. Flavanonas isoprenilicas antiinflamatorias libres y vehiculizadas en sistemas
nanoestructurados

Se aislaron cuatro flavanonas isoprenilicas de la especie vegetal Eysenhardtia platycarpa.
Se evalué su eficacia antiinflamatoria y antioxidante en modelos TPA oreja de ratén. Se
elaboraron nanoformulaciones: nanoemulsiones (NEs) y nanoparticulas (NPs) de estas cuatro
flavanonas. Obteniéndose un patron denso de principio activo. A partir de las NPs y NEs se
encontrdo que los compuestos vehiculizados en nanoparticulas liberan mas rapido que en
nanoemulsiones. Siendo la flavanona (2S)- 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenil flavanona (3) vehiculizada
en nanoemulsién y nanoparticulas poliméricas, la que mejor presentd resultados de permeacion
y actividad antiinflamatoria, por lo que es un candidato 6ptimo para considerarse un potente

agente antiinflamatorio de uso tépico.®?
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2.10.2. Flavanonas en sistemas nanoestructurados para el tratamiento de psoriasis

En 2019, Limén, D. y colaboradores realizaron un estudio que demostré que las
flavanonas agliconas son compuestos con mayor absorcién cutanea a comparacion de las otras
subclases. Esto permitié el desarrollo potencial de flavanonas aplicadas topicamente para tratar
piel inflamada. Esta reportado que las flavanonas son efectivas en el tratamiento de

padecimientos relacionados con la piel como la psoriasis.

Los tratamientos topicos son limitados debido a los efectos secundarios que suelen

aparecer, como irritacion, fototoxicidad, inmunosupresién cancerigena.®

Ahmed Alalaiwe y su equipo de investigacion (2020) determind la liberacion in vitro de
flavanonas seleccionadas (Flavanona aplicada y sus derivados, incluyendo naringenina,
hesperetina, 6-hidroxiflavanona, flavanona y 6-Bromoflavona). Como resultado se concluy6 que
la naringenina logré una mejora notable en la barrera defectuosa de la piel, también hubo una
inhibicion notable de los queratinocitos activados y los signos de lesion psoriasiforme se

atenuaron.®*

2.11. Modelos computacionales empleados para la prediccion de la actividad bioldgica de
moléculas orgdnicas

Los modelos de prediccion computacional, también llamados herramientas predictivas,
juegan un papel destacado en el repertorio de metodologias que guian la investigacion
tecnoldgica farmacéutica, se utilizan para estudiar sustancias existentes e hipotéticas,

prediciendo resultados de comportamiento farmacologico, farmacocinético y toxicologico.®

Estas herramientas predictivas ya han sido recomendadas por agencias reguladoras para
estudios de desarrollo tecnolégico con el fin de verificar la toxicidad teérica de sustancias en el
metabolismo de mamiferos, ademas de permitir la creacién de una base de datos de relaciones

entre estructura quimica y actividad biologica.®®
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2.12. Quimioinformatica

La Quimica es la ciencia que estudia la materia, su composicion y propiedades, ademas
de estudiar los procesos de transformacion mediante reacciones y cambios; dentro de ella se
encuentran distintos campos profesionales de estudio. Estas ramas y campos que la conforman
son: Quimica Inorganica, Quimica Organica, Bioquimica, Fisicoquimica, a su vez con mayor
especificidad de éstas Ultimas se derivan: la cristaloquimica, Astroquimica, Quimica
Organometalica, Estereoquimica, Quimica Farmaceéutica, Quimica Medicinal,

Quimiurgia,Quimica Ambiental, Quimica de Alimentos y Quimioinformatica, entre otras.®®

Es asi como a lo largo del tiempo y con el avance tecnoldgico y la informacién ya generada
sobre la investigacidon de compuestos organicos con aplicacién terapéutica, han permitido el
desarrollado nuevos modelos, y plataformas para la obtenciéon de datos concretos, asi como el
desarrollo de nuevos blancos moleculares y compuestos bioactivos. De esta manera se desarrollo
la Quimioinformatica, misma que permite la obtencidon de datos relevantes sobre la investigacion
de nuevas moléculas organicas con potenciales terapéuticos, y de esta manera al combinar
herramientas informaticas, tecnoldgicas, y conocimiento de moléculas bioactivas ha permitido el
disefio racional de principios activos para la aplicacion farmacéutica, obteniendo un mejor uso de

recursos y tiempo para el desarrollo y obtencion de nuevos medicamentos. %657

Por su parte, Monge Vega et al., 2004 menciona que la quimioinformatica facilita la
resolucion de problemas como el calculo de estructuras y reacciones moleculares, apoyado de
simulaciones de procesos quimicos, enriqueciendo las representaciones quimicas, buscando
mas alld de sus estructuras, capturando sus propias estructuras bioldgicas, y apoyado de

simulaciones de procesos quimicos.®®

Cada uno de los programas quimioinformaticos utilizados para el desarrollo del presente
trabajo de tesis, proporciona propiedades intrinsecas moleculares de cada compuesto analizado
para conocer sus propiedades fisicoquimicas y sus posibles propiedades farmacolégicas,

permitiendo establecer de forma predictiva blancos terapéuticos, de forma sencilla y eficiente.®4%
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2.13. Estudios In silico y su aplicacion

A la forma de recreacion de estructuras complejos por medio de las computadoras se le

ha dado el nombre de modelos in silico, haciendo alusién a la estructura interna de silice.

En los estudios in silico, el objetivo es disefiar nuevos derivados basados en la estructura
de un compuesto lider y evaluarlos en modelos in silico a través de filtros quimioinformaticos y
estudios de acoplamiento molecular que permitan identificar las propiedades fisicoquimicas y sus
posibles blancos terapéuticos.®® Contribuyendo a entender mecanismos de accién y la mejora de
las propiedades de los mismos. Un ejemplo de optimizacion es la de farmacos provenientes de
productos naturales, mejorando las caracteristicas de estos medicamentos, como la reduccion

de efectos secundarios.”

Para realizar dicho estudio se pueden emplear diversas plataformas existentes en internet
de acceso gratuito o mediante membresia. En dichas plataformas se incorporan dos o mas
moléculas en tercera dimension para conocer sus distintas interacciones entre ellas, para predecir
la estructura intermolecular que se genera con dichas moléculas. En cuanto a sus algoritmos,
pueden ser capaces de generar un gran numero de posibles estructuras gracias a las
interacciones que se encuentren en los analisis de complejos de proteina-ligando. Los ligandos
pueden ser construidos utilizando Chemsketch y su geometria optimizada en 3D utilizando el

mismo programa.®® "

Molinspiration ofrece una amplia gama de herramientas de software para la
manipulacién y procesamiento de moléculas, incluidas SMILES y SDfile, normalizacion de
moléculas, generacion de tautémeros, fragmentacion de moléculas, calculo de varias
propiedades moleculares necesarias en QSAR, modelado molecular y disefio de farmacos,
representacion de moléculas de alta calidad, herramientas de bases de datos moleculares que
soportan subestructuras y busquedas de similitud. Molinspiration también admite deteccion virtual
basada en fragmentos, prediccion de bioactividad y visualizacion de datos. Las herramientas de
Molinspiration estan escritas en Java, por lo tanto, se pueden usar practicamente en cualquier

plataforma de computadora.’
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El método que implementa Molinspiration es el uso estadistico para comparar estructuras
de ligandos representativos activos, con su objetivo particular de estructuras de moléculas
inactivas para identificar caracteristicas de subestructura (que a su vez determinan propiedades

fisicoquimicas) tipicas de moléculas activas.”™

PASS OnLine (Prediccion de espectros de actividad para sustancias) es un producto de
software disefiado como una herramienta para evaluar el potencial biolégico general de una
molécula organica parecida a un farmaco. PASS proporciona predicciones simultaneas de
muchos tipos de actividad bioldgica basadas en la estructura de compuestos organicos. Por lo
tanto, PASS se puede utilizar para estimar los perfiles de actividad biolégica de moléculas

virtuales, antes de su sintesis quimica y prueba biolégica.”

La solidez del algoritmo PASS significa que PASS proporciona estimaciones razonables
de las relaciones estructura-actividad a pesar de que el conjunto de entrenamiento PASS esta

incompleto (o algunos errores en los datos).”

Pa (probabilidad de "ser activo") estima la probabilidad de que el compuesto
estudiado pertenezca a la subclase de compuestos activos (se asemeja a las estructuras
de las moléculas, que son las mas tipicas en un subconjunto de "activos" en el

entrenamiento. ™

Pi (probabilidad "de estar inactivo") estima la probabilidad de que el compuesto
estudiado pertenezca a la subclase de compuestos inactivos (se asemeja a las
estructuras de las moléculas, que son las mas tipicas en un subconjunto de "inactivos"

en el entrenamiento. ™

51



SwissTargetPrediction se basa en la observacion de que es mas probable que
moléculas bioactivas similares compartan objetivos similares. Por lo tanto, los objetivos de una
molécula se pueden predecir identificando proteinas con ligandos conocidos que son muy
similares a la molécula de consulta. En esta estrategia basada en ligandos, un desafio importante
es identificar y cuantificar con precision la similitud entre la molécula de consulta y los ligandos
conocidos. Los primeros enfoques se han centrado en determinar la similitud quimica mediante
el uso de huellas dactilares moleculares (a veces llamado similitud 2D). Si bien los compuestos
que muestran una alta similitud bajo estas medidas tienen claramente una mayor probabilidad de
interacciones con objetivos similares, la biofisica del reconocimiento molecular sugiere que la
similitud en la forma del ligando o la distribucidon del potencial electrostatico también podria

conducir a un efecto similar. ”®

En la nueva version, las predicciones se realizan mediante la busqueda de moléculas
similares, en 2D y 3D, dentro de una coleccion mas grande de 376 342 compuestos que se sabe
que son activos experimentalmente en un conjunto extendido de 3068 dianas macromoleculares.
Una implementacion de backend eficiente permite acelerar el proceso que devuelve resultados

para una molécula similar a un farmaco en proteinas humanas en 15-20 s.”®
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3. JUSTIFICACION

La psoriasis es una enfermedad cronica que se puede tratar y con ello reducir en gran
medida las lesiones y las molestias que presentan las personas que la padecen. En México se
estima que 2.5 millones de personas padecen alguno de los tipos de psoriasis. Actualmente, se
cuenta con diferentes tratamientos convencionales de administracion topica, sistémica y
fototerapia de farmacos como metotrexato, ciclosporina o acitretino, por mencionar algunas; los
pacientes acuden también a tratamientos alternativos como son las plantas medicinales y sus
metabolitos secundarios que han demostrado un papel importante en el tratamiento y en el
descubrimiento de nuevos agentes potenciales contra la psoriasis. Curiosamente, en América y
Europa, alrededor del 50 % de los sujetos afectados por la psoriasis utilizan medicina
complementaria y/o alternativa, incluidas las medicinas de origen vegetal. Por otra parte, las
nuevas tecnologias en nanomedicina han permitido ya formular en sistemas nanoestructurados
de liberacion controladas algunos de los principios activos empleados en los tratamientos de
psoriasis y se ha comprobado que los nuevos sistemas topicos de administraciéon de farmacos
tienen mejores beneficios terapéuticos que medicamentos existentes de formulacién
convencional, debido a que resultan seguros y cuentan con una entrega efectiva de nuevos
medicamentos para satisfacer las necesidades del cuerpo, particularmente para pacientes con
psoriasis. Las nanoemulsiones estan bien caracterizadas y son un sistema prometedor de
suministro de medicamentos tépicos para pacientes con psoriasis. Ha habido intentos recientes
de usar nanoemulsiones para mejorar las existentes formulaciones tépicas de medicamentos
para tratar la psoriasis. De hecho, una serie de estudios sobre nanoemulsiones como
administracion tépica de antipsoriaticos ya se han reportado. Es entonces que con el presente
proyecto de tesis se aportara conocimiento sobre el desarrollo de nuevas formulaciones
nanoestructuradas empleando diferentes surfactantes y/o co-surfactantes para establecer una
formulacién novedosa monofasica, traslicida y monomodal para ser considerada como un
posible tratamiento de psoriasis, aunado a ello, se aporta un estudio in silico realizado con
diferentes compuestos de origen naturales antipsoriasis, metotrexato y la flavanona natural en
estudio para identificar un blanco terapéutico especifico empleando las plataformas
Molinspiration, PASSOnline y SwissTargetPrediction y finalmente, se realiza el analisis
microscopico de los resultados obtenidos de la implementacién del modelo in vivo para psoriasis
empleando como tratamiento la flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona
aplicada por via transdérmica, comparando cual fue el beneficio obtenido en la piel de las orejas

tratadas con la flavanona natural con respecto al resultado con obtenido con metotrexato.
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4. HIPOTESIS

El desarrollo de una formulacién nanoestructura de tipo nanoemulsién para la flavanona
natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona, permitira contar con wuna férmula
monofasica, monomodal y de tamafio de goticula considerable para fines terapéuticos, su estudio
in silico permitira identificar si cuenta con las propiedades fisicoquimicas semejantes a las que
presentan tanto compuestos naturales antipsoriasis como metotrexato identificando algun blanco
terapéutico especifico y mediante el analisis por microscopia de los resultados obtenidos del
experimento in vivo de induccion de la inflamacion crénica inducida con TPA en oreja de ratén
permitira evidenciar la eficacia antipsoriasica de la flavanona en estudio con respecto a

metotrexato.

Al desarrollar una formulacién nanoestructura de tipo nanoemulsion para la flavanona
natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona, esta sera monofasica, monomodal y de
tamano de goticula considerable para fines terapéuticos; su estudio in silico permitira identificarla
como una molécula con propiedades fisicoquimicas idoneas para interaccionar con blancos
terapéutico especifico antipsoriasis y el analisis microscopico de los resultados obtenidos del
experimento in vivo evidenciara su eficacia frente a productos naturales reportados y metotrexato

como farmaco de referencia.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar una nanoemulsion para la flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-
flavanona (1), asi como realizar el estudio in silico sobre sus propiedades fisicoquimicas vy
blancos terapéuticos especificos, para considerar su potencial antipsoriasis, aunado con el
analisis microscopico de los resultados obtenidos del experimento in vivo de induccién de la
inflamacién cronica inducida con TPA en oreja de raton y con ello, evidenciar su eficacia frente a

productos naturales reportados y metotrexato como farmaco de referencia.

5.2. Objetivos particulares

e Preparar las nanoemulsiones con la flavanona natural en estudio y de metotrexato.

e Caracterizar morfométricamente las formulaciones preparadas.

¢ Realizar un estudio in silico que permita identificar si la flavanona en estudio cuenta con
las propiedades fisicoquimicas semejantes a las que presentan tanto compuestos
naturales antipsoriasis como metotrexato identificando algun blanco terapéutico

especifico.

o Analizar por microscopia los resultados obtenidos del experimento in vivo de induccién de
la inflamacion crénica inducida con TPA en oreja de raton permitira evidenciar la eficacia

antipsoriasica de la flavanona en estudio con respecto a metotrexato.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Flavanona natural

Se dispone actualmente del flavonoide natural en estudio (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-
prenil-flavanona (1) y se encuentra identificado y caracterizado por su punto de fusion y sus datos
de espectroscopia de RMN de "H y *C con experimentos DEPT, HMBC y HMQC.

6.2. Desarrollo de la nanoemulsién (NEs)

Se consideran tres diferentes matrices de formulacion para la preparacion de la
nanoemulsion, una reportada por Dominguez-Villegas, V. et al, 2014, otra reportada por Alvarado,
H. et al, 2015 y una tercera no reportada; una vez que se prepararon las tres formulaciones por
triplicado, generando asi las siguientes formulaciones: F1: F1B, F2: F2B, F3: F3B, F4: F1F, F5:
F2F, F6: F3F; F1, F2 y F3 fueron nanoemulsiones libre de farmaco, F4, F5 y F6 nanoemulsiones
con la flavanona natural (0.5 mg/ml) y F7, F8 y F9 fueron nanoemulsiones con el farmaco de
referencia que en el presente proyecto fue metotrexato (0.5 mg/ml) y para su preparaciéon se
consideraria la formulacion que mejores resultados presentara; fue asi que se dejo al final del
analisis la preparacion de ésta formulacion y de todas las formulaciones se determiné el tamafio
de goticula empleando el protocolo reportado por Andrade-Carrera, B. et al, 2017 empleando el
equipo Nano Z-Sizer. La tabla 5 muestra los componentes generales de las nanoemulsiones

preparadas.

Tabla 5. Descripcion de los componentes de la nanoemulsion.

Componente Descripcion
Flavanona o Metotrexato Principio activo
Componente 1 Tensoactivo/Surfactante
Componente 2 Co-tensoactivo/Co-surfactante
Componente 3 Emoliente
Componente 4 Humectante
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6.3 Medicion de tamafio de goticula

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

expresaran como la media * la desviacion estandar (SD).

6.4 Caracterizacion visual de las NEs

En la realizacién de la inspeccion visual para distinguir las composiciones homogéneas
translucidas de las heterogéneas o turbias, las NEs se consideraron monofasicas, si se observé
una unica fase seran homogéneas y translucidas. Por el contrario, si se observaron dos fases

seran bifasicas o bien si presentaron de turbidez.

6.5 Caracterizacion morfométrica de NEs

Para la caracterizacion morfométrica de las NEs, se utilizo el instrumento de medicion Z-
sizer Malvern, que tiene como funcién determinar el tamafio de goticula, la polidispersion, el
porcentaje de goticulas de diferente tamafio y el diametro de las goticulas. El tamafo de la fase
dispersa de una formulacion se midi6 mediante la técnica “Light Scattering”, que indica las
fluctuaciones de la intensidad de la luz que incide en las goticulas dispersas en la formulacion a
ensayar. Las goticulas que forman parte de una nanoemulsidon, se mueven mediante un
movimiento Browniano durante el andlisis, y la intensidad de la luz incidida (I(t)) fluctua
rapidamente con el tiempo, dando el promedio del tamafo de las goticulas dispersas. Cuando se
presenta una sola poblacion de goticulas se considera monomodal y si presenta dos poblaciones

se considera bimodal.
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6.6. Estudio in silico

Para el estudio in silico los compuestos considerados en el presente proyecto fueron: Para
la realizacion del estudio in silico se consideraron los siguientes compuestos: Naringenina (1),
Hesperetina (2), 6-hidroxiflavanona (3), Flavanona (4), 6-bromoflavona (5), (2S)-5,7-dihidroxi-6-
metil-8-prenil-flavanona (6), (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (7), (2S)-5,7-
dihidroxi-6-prenil-(8), (2S)-5,7-dihidroxi-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (9), (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-
6-prenil-flavanona (10),% y los farmacos anti-inflamatorios Indometacina (11), Metotrexato (12) y
Diclofenaco (13) y se llevdé a cabo empleando de las plataformas Molinspiration,

SwissTargetsPrection y PASS Online.

Mediante la plataforma Molinspiration se construyeron las moléculas en estudio
corroborando la construcciéon 3D con la estructura disponible en PUBCHEM para obtener la
secuencia SMILE correspondiente, asi como también para metotrexato como molécula

antipsoriasis de referencia.

Los calculos de predicciones de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas en
estudio se realizaron empleando la secuencia SMILE obtenida y empleando los simuladores
Molinspiration y SwissTargetPrediction, considerando las siguientes propiedades fisicoquimicas:
A) Férmula molecular, B) Peso Molecular (g/mol), C) Num. de enlaces aceptores de hidrogeno
(nON), D) Num. de enlaces donadores de hidrégeno (nOHNH), E) Area de Superficie Polar
Molecular (A?), F) Volumen Molecular (A%); por otra parte considerar los blancos terapéuticos de

mayor probabilidad.

Por otra parte, los calculos de prediccion de posibles blancos farmacoldgicos de las

moléculas en estudio se emplearon las plataformas Molinspiration y PASS Online.
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6.7. Estudios in vivo de eficacia antiinflamatoria cronica.

La eficacia antiinflamatoria crénica de la flavanona en estudio libre (intrinseca) se evalu6
siguiendo el protocolo descrito por Limén D., et al 2019 y cumpliendo con la norma oficial
mexicana NOM-062-ZO0-1999 al implementar el modelo.*°

El edema en la oreja de los ratones se indujo con TPA en los diferentes grupos ratones
macho CD-1, cada grupo con una n = 5. Se administrd via cutanea el agente inductor de la
inflamacién que corresponde al TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato), disuelto en etanol en
ambos lados de la oreja derecho (oreja de tratamiento) y en la oreja izquierda se administraron
unicamente los vehiculos (etanol, acetona o la nanoemulsion libre). Se prepararon tanto la
solucion del flavonoide en estudio como del farmaco de referencia en acetona (0.5 mg/ml), como
también se dispuso de las formulaciones correspondientes: Formulacion Blanca (libre de
farmaco) (FB), formulacion con el flavonoide (FF) y formulacion con el farmaco de referencia

(metotrexato) (FM) a una concentraciéon de 0.5 mg/ml.

Los grupos de la experimentacion fueron los siguientes:

Grupo 1 (G1): Ratones sanos (solucion etanol y acetona),

Grupo 2 (G2): Ratones con induccion inflamatoria e hiperplasia, caracteristicas de piel

psoriasica con TPA sin inhibidor inflamatorio,

Grupo 3 (G3): Ratones con induccién inflamatoria e hiperplasia, caracteristicas de piel
psoriasica con TPA y con el inhibidor inflamatorio comercial (metotrexato) (TPA 'y

farmaco de referencia)

Grupo 4 (G4): Ratones con induccion inflamatoria e hiperplasia, caracteristicas de piel
psoriasica con TPA y con el inhibidor inflamatorio (molécula estudiada) (TPAy la

flavanona natural en estudio).
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La administracion topica de los tratamientos se realizé diariamente a la misma hora de los
4 grupos, por un periodo de 10 dias y los dias 2, 4, 6, 8, 10 se sacrificara 1 ratén de cada grupo
por dislocacion cervical, se cortaron secciones circulares (7 mm de diametro) de las orejas
derecha e izquierda, y las secciones se guardaran en viales ambar con formol para su posterior

analisis por microscopia estereoscépica.*

6.8. Analisis de los signos macroscopicos de la piel en el modelo crénico in vivo

Para el analisis de los signos macroscopicos de la piel en el modelo crénico in vivo, que
imita la psoriasis, se realizd la aplicacion percutanea diaria de 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) en oreja de ratdon durante 21 dias. Mediante el andlisis fotografico realizado
empleando el Microscopio Binocular estereoscopico, oculares WF 10X - 20 mm, binocular recta
ajustable 360° con ajuste de distancias interpupilar de 55 - 75 mm, objetivo: 2X (20 aumentos
totales). Para la edicion de las fotografias se empled el software AmScope MD35 con camara
USB digital con una resolucién de 640 x 480 pixeles efectivos para microscopio compatible con

Windows XP/Vista/7/8/10. Esto se realizé para los cuatro grupos experimentales (n = 3).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Desarrollo de las formulaciones nanoestructuras: Nanoemulsiones

De las diferentes formulaciones nanoestructuradas existentes, para el presente trabajo de
investigacion se eligio el desarrollo de nanoemulsiones debido a sus propiedades fisicoquimicas
que evitan la degradacion quimica o enzimatica de los principios activos formulados en ellas y
por su amplia aplicacion en industrias quimicas, cosméticas, alimentarias y especialmente en las

farmacéuticas.®®

Para el desarrollo de las nanoemulsiones en las cuales se formula la flavanona 1 al 0.5
%, se tomo en cuenta que las nanoemulsiones se forman como emulsiones con goticulas cuyo
tamafio entra en la escala nanométrica, en la que tanto las goticulas de los componentes
lipofilicos como las goticulas del componente hidrofilico estan finamente dispersas en la fase
opuesta con la ayuda de un surfactante (tensioactivo) apropiado o bien, con la mezcla apropiada
de surfactante y co-surfactante, que suelen ser moléculas capaces de estabilizar el sistema; la
ventaja de las moléculas de un surfactante y/o co-surfactante radica en que cuentan con grupos
hidrofilicos e hidrofébicos, con los cuales interaccionan con los componentes de la formulacion y
el principio activo dando como resultado un sistema con elevada estabilidad cinética frente a la
sedimentacion, floculacién y coalescencia, pero como son termodinamicamente inestables, es
necesaria la aportacion de energia para su formacion; en el caso del presenta trabajo se

consideré el uso de ultrasonido para la formacion de las nanoemulsiones.®?

La estrategia aplicada en el desarrollo de las formulaciones para la flavanona en estudio
en el presente trabajo de investigacion, se baso en el cambio de surfactante y/o co-surfactante,
preparando 3 formulaciones distintas (F1, F2 y F3). En la tabla 6 se muestran las claves de las
formulaciones preparadas. Cabe mencionar que por cuestiones de confidencialidad no es posible
revelar la identidad de los componentes de las formulaciones; sin embargo, por cuestiones
académicas se podra mencionar cuales fueron en general los surfactantes y/o co-surfactantes
que figuran en cada una de las formulaciones y que dieron origen a los resultados obtenidos que

a continuacion se describiran.
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Tabla 6. Formulaciones nanoestructuradas elaboradas para el presente proyecto.

Formulaciones Formulaciones al 0.5 Surfactante*
Blancas %
F1B F1F Labrafac
F2B F2F Aceite de castor /
Transcutol
F3B F3F Tween 20

* Las formulaciones cuentan con mas de tres componentes y son formulaciones que
guardan confidencialidad de informacion; sin embargo, para fines académicos se
menciona la adicion de un co-surfactante clave para la composicion. Los co-
surfactantes labrafac y transcutol fueron proporcionados por Gattefossé S.A. (Saint-
Priest, Francia), a través del convenio de colaboracién especifico entre el Lab. 325 del
CIQ, 1ICBQ, UAEM vy el Depto. de Farmacia, Tec. Farmacéutica y Fisicoquimica de la
Fac. de Farmacia y Ciencias de la Alimentacion, UB. Tween 20 fue adquirido en Sigma
Aldrich.

7.2. Surfactantes empleados en la preparacién de las nanoemulsiones.

Las nanomeluisiones preparadas tuvieron variaciones correspondientes de al menos uno
de sus componentes; la formulacion 1 se considera la formulacion inicial y las formulaciones 2 y
3 modificadas. La formulacién 2 tuvo una variacién de dos componentes: el surfactante y el co-
surfactante, variando labrafac lipohile por transcutol mas otro co-surfactante y la formulacion 3
Unicamente varié en el remplazo de labrafac lipophile por tween 20. Las formulaciones se

prepararon por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

Cuando se habla de nanoemulsiones, se estd mencionando uno de los sistemas mas
complejos de componentes y que incluyen un grado de dificultad muy alto por las innumerables
alternativas de caracter fisicoquimicas que representan al seleccionar un surfactante o
tensoactivo; todo ello dependera del disefio experimental que se establezca, si se requiere mas
oleosa de acuerdo con la penetracion cutanea que se desea, la estabilidad de la misma, la
presencia de alcalis, acidos y otros electrolitos, entre otras. Por ello que las formulaciones
desarrolladas contemplan un cambio significativo en el valor del Balance Hidrofiloc-Lipofilico

(Hydrophilic-Lipophilic Balance HLB).”” Esta seleccion nos permite encontrar la mezcla de
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surfactante y co-surfactantes adecuados con respecto a las caracteristicas del principio activo

que se desea formular.

7.3. Preparacién de las nanoemulsiones

Para la preparacion de las nanoemulsiones se tomé en cuenta lo descrito por Dominguez-
Villegas, V. 2014, en la parte experimental. Empleando ultrasonido como fuente de energia para

la preparacion.

En la figura 17 se muestra el procedimiento que se realizé para la preparacion de las

nanoemulsiones, mismas que se prepararon por triplicado.
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Figura 17. Procedimiento para la preparacion de las nanoemulsiones.

Se pesaron los componentes en el orden y proporciones establecidas, posteriormente se
llevaron a un proceso de ultrasonido por un tiempo determinado, al concluir se colocaron las
formulaciones en bafio de agua a 32 °C, nuevamente se sonicaron y finalmente se congelaron a
-20 °C. Transcurridas 24 horas, se descongelaron y se atempraron a 25 °C para tasvase y
filtracion; y posteriormente se realizé su analisis visual y morfométrico determinando el tamafo

de goticula para las formulaciones preparadas (F1B, F1F, F2B, F2F, F3B y F3F).

El procedimiento aplicado en esta etapa de la investigacion no presenté ninguna dificultad

al aplicar la estrategia de preparacion empleando ulltrasonido como fuente de energia, esta
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estrategia se ampliamente utilizada para la elaboracion de nanoemulsiones y presenta resultados

significativos en la obtencion de nanoemulsiones homogéneas, monomodales y monofasicas.®'

7.4. Analisis visual y morfométrico determinado el tamafio de goticula empleando el
equipo Nano Z-sizer.

Una vez preparadas las formulaciones y descongeladas, fueron filtradas empleando una
jeringa esteril para su manipulacién y un filtro de 0.45 um y se trasvasaron a las microceldas para

su analisis visual y morfométrico como se muestra en la figura 18.

Figura 18. Trasvasado y filtracion de las nanoemulsiones.

Una vez trasvasadas a las microceldas, las formulaciones se congelaron por 24 horas
para eliminar cualquier burbuja que se generara en el trasvase. Transcurrido ese periodo de
tiempo las formulaciones se descongelaron y atemperaron para su analisis, la figura 19 muestra
la operacién del equipo Nano Z-sizer y el limite requerido para la determinacion del tamafio de
goticula. EI método que se establecio para el analisis del tamafio de goticula de las formulaciones
contempla 15 lecturas por cada muestra y a su vez por triplicado, por lo cual las graficas obtenidas

representan 45 lecturas por cada formulacion.??
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Figura 19. Determinacion del tamafio de goticula de las formulaciones.

El empleo del equipo Z-sizer Nano permitié la obtencién de los graficos que representan
las poblaciones obtenidas de las formulaciones preparadas, el equipo se encuentra certificado en
cuanto a su instalacion y operacion lo cual permite la confiabilidad de las determinaciones de
tamario de goticula realizadas. La técnica que emplea es la dispersion dinamica de luz (Dynamic
Light Sccatering, DLS) es una técnica de medicion precisa y establecida para la caracterizacion
de tamanos de particulas en suspensiones y nanoemulsiones. Se basa en el movimiento
browniano de las particulas: esto establece que las particulas mas pequefias se mueven mas
rapido, mientras que las mas grandes se mueven mas lentamente en un liquido. La luz dispersada
por particulas contiene informacién sobre la velocidad de difusion y, por tanto, sobre la

distribucién del tamafio.®

7.4.1. Formulacién 1 Blanca (F1B)

En la figura 20 es posible observar la formulacion 1 blanca (F1B), que mediante su analisis
visual fue posible identificar que la formulacién es bifasica, lo cual evidencia que la nanoemulsién
no se formé adecuadamente y que por ello se requiere el desarrollo de una nueva formulacién

considerando el cambio de surfactante.
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Figura 20. Formulacion 1 Blanca (F1B)

a) Vial con F1B; b) Microcelda con F1B vista de frente y

c¢) Microcelda con F1B vista a contraluz.

Aun cuando no se formd la nanoemulsién se realizé6 su analisis morfométrico y se
determiné el tamafio de goticula como lo muestran las graficas 1a — 1d. Se observa una
distribucion bimodal en donde existen dos poblaciones de goticulas, la tabla 7. muestra los

valores correspondientes.

Tabla 7. Tamano de goticula obtenidos para el analisis de la formulacion F1B.

Clave Poblacién 1 Poblacién 2 % de Indice de
(nm) (nm) Intensidad Polidispesién (PDI)
P1/P2
KFGP-F1Ba 184541163 13.8345.405 51.4/48.6 0.802
KFGP-F1Bb 1508+741.4 8.242+2.394 61.3/38.7 1.000
KFGP-F1Bc 1383+622.3 9.573+2.915 54.0/64.0 0.881
Promedio 1578.66+ 842.23 10.54+3.57 55.56/50.43 0.894
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Sample Name: KFGP-F18-190421 1
SOP Name: mansetings.nano
File Name: ReportV5 10m.dts
Record Number: 1022
Material RI: 1.45
Material Absorbtion: 0.000

Dispersant Name: Labrasol
DispersantRE: 1.450
Viscosity (cP): 80.0000

Temperature (°C): 25.0
Count Rate (kcps): 2544
Cell Description: Disposable micro cuvette (404l)

Duration Used (s): 60
Measurement Position (mm): 3.00
Attenuator: 8

Size(dnm):  %Intensity:  StDev(d.nm):
Z-Average (d.nm): 23.69 Peak 1: 1383 514 5.405
Pdi: 0.802 Peak 2: 1845 486 1163
Intercept: 0.174 Peak3: 0000 00 0.000

Result quality : Refer to quality report
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Record Number: 1022
Material RE 145

Dispersant Name: Labrasol
DispersantRE: 1450
Viscosity (cP): 80.0000

Material Absorbtion: 0000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abeil de 202112410 Material Absorbtion: 0,000 Measurement Date and Time: lunes. 19 de aorl e 2021 12.16.4
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Count Rate (kcps): 870 Measurement Position (mm}: Count Rate (ky Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40! Attenuator: 8 Cell Description: Disposable micro cuvette (4041) Attenuator: &
Size (d.nm): * Intensity: St Dev (d.om): Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
ZA Peakt: 1 540 6223 Z Average (d.nm): 2 Peak1: 1383 514 5405
Peak 2: 9573 460 2915 Pd: Peak 2: 1845 486 163
Peak 3: 0000 00 0.000 Intercept: 0174 Peak 3: 0.000 00 0.000
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Graficas 1a - 1d. Determinacion de tamario de goticula de la formulacion

F1B mediante Z-sizer.

7.4.2. Formulacién 1 con la Flavanona (F1F).

En la figura 21 es posible observar la formulacién 1 con la flavanona (1) (F1F), que
mediante su analisis visual fue posible identificar que la formulacién es bifasica al igual que la
formulacién F1B, lo cual evidencia que la nanoemulsion no se formé adecuadamente y que por

ello se requiere el desarrollo de una nueva formulacién considerando el cambio de surfactante.
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Figura 21. Formulacién 1 Flavanona (F1F)

a) Vial con F1F; b) Microcelda con F1F vista de frente

y ¢) Microcelda con F1F vista a contraluz.

Aun cuando no se formd la nanoemulsién se realizé6 su analisis morfométrico y se
determiné el tamafio de goticula como lo muestran las graficas 2a — 2d. Se observa una
distribucion bimodal en donde existen dos poblaciones de goticulas, la tabla 8. muestra los

valores correspondientes.

Tabla 8. Tamario de goticula obtenidos para el analisis de la formulacion F1F.

Clave Poblacién 1 Poblacién2 % de Intensidad Indice de
(nm) (nm) P1/P2 Polidispesion (PDI)
KFGP-F1IFa 9243 +4015 15.11+4.59 66.9/33.1 1.000
KFGP-FIFb = 1137 £519.8 10.13+2.218 54.9/45.1 0.760
KFGP-FIFc = 748.8+2555 12.57 +2.608 64.7/35.3 1.000
Promedio  936.43+392.26 12.60 +3.138 62.16/37.83 0.92
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Sample Name: KFGP-F1Fa-190421 1
SOP Name: mansettings.nano

File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1031 Dispersant R 1450 Sample Name: KFGRFIFD-1904211
Material Ri: 145 Viscosity (cP): 80.0000 sttty
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: Iunes, 19 de abril de 2021 12:50:5.
File Name: ReportV5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1034 Dispersant R 1.450
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60 Matorial RE 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
CountRate (kcps): 267.4 Measurement Position (mm): 3.00 Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 202112595
Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 8
Temperature (‘C): 25.0 Duration Used (s): 60
size (d.nm): %Intensity:  StDev (d.nm): Count Rate (kcps): 6982 Measurement Position (mm): 300
ZAverage (d.nm): 42.11 Peak1: 9243 669 4015 Cell Description: Disposable micro cuvette (4041) Attenuator: 10
Pdt: 1.000 Peak2 1511 331 4549
;% intensity: :
Intercept: 0314 Peak3: 0000 00 0.000 Size (d.nm): teasky:  StDev (d.am}:
. . v 2203 B TET 549 5198
Result quality : Refer to quality report ZAvarage (d.nmy Peak
pak: 0.76 Peak2 1013 451 2218
Size Distribution by Intensty Intercept: 0328 Peak3: 0000 00 0,000
Result quality : Refer to quality report
10
£ s : Size Distribution by lntensty
5
g6 15
B H
22 g
I R \
041 1 100 1000 10000 §£° /
Size (@.nm) £ /
! S
04 1 10 100 1000 10000
Record 1031: KFGP-FIFa-190421 1 Record 1032 KFGP-F1Fa-1904212) Size (@nm)
Record 1033 KFGP-FiFa-1904213
Record 1034. KFGP-F1FB-190421 1 Record 1035: KFGP-F1F5-190421 7
Record 1036: KFGP-F1Fb-190421 3
Sample Name: KFGP-F1Fa-1904211
Sample Name: KFGP-F1Fc-1904211 SOP Name: mansettings.nano
SOPName: mansetings.nano File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol Record Number: 1031 DispersantRi: 1.450
Record Number: 1037 DispersantRi: 1450 MaterialRI: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Rl 145 Viscosity ey 600000 Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: Iunes, 19 de abril de 2021 12505
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: Iunes, 19 de abril de 2021 01:11:0.
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 70 Count Rate (kcps): 267.4 Measurement Position (mm): 3.00
Count Rate (keps): 2202 Measurement Position (mm): 3.00 Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 8
Cell Description: Disposable micro cuvette (40u1) Attenuator: 9
Size (d.nm): Slntensity:  StDev (d.nm):
Size (d.nm): %Intensity: St Dev (d.nm): Z-Average (d.nm): 42.11 Peak1: 9243 66.9 4015
ZAverage (d.am): 34.08 Peakt: 7848 647 2555 Pal: 1000 Peak2 1511 331 4549
Pdk: 1.000 Peak2: 1257 83 2608 Intercept: 0.314 Peak3:  0.000 00 0.000
Intercept: 0.473 Peak3:  0.000 00 0.000

Result quality : Refer to quality report
Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
Size Distribution by Intensity
£
15 H
H :
8 10 H
& s
< E
g s 01 1 10 100 1000 10000
£
E Size (d.nm)
e ; ™ o oo
Size (d.nm) |—— Record 1033 KFGP-F1Fa-1904213 ~ ———  Record 1034: KFGP-F1Fb-190421 1
—itersadicort Sl— oA e
e T T e TR KGR0 Recard 1037 P 15021 1 Recad 1033 TGP Fe 1504212

Graficas 2a - 2d. Determinacion de tamario de goticula de la formulacion

F1F mediante Z-sizer.

7.4.3. Formulacion 2 Blanca (F2B)

En el caso de la formulacion blanca F2B, es posible identificar con el analisis visual que
es monofasica y traslucida, lo cual es un indicativo de la incorporacion adecuada de los

componentes para la elaboracion de la formulacion, en la figura 22 se observan dichas
formulaciones.

69



Figura 22. Formulacion 2 Blanca (F2B)

a) Vial con F2B; b) Microcelda con F2B vista de frente

y ¢) Microcelda con F2B vista a contraluz.

La tabla 9, muestra el tamafio de goticula obtenido para la formulacién F2B, en donde el
promedio de la poblacién 1 de los tres replicados es de 96.95 + 32.27 nm. En las graficas 3a-3d,
en el replicado KFGP-F2B se observa una segunda poblacion de 2.130 + 0.2998 nm con una
intensidad de 6.1 que indica un leve sesgo de la incorporacion del co-surfactante que en este

caso fue transcutol.

Tabla 9. Tamano de goticula obtenidos para el analisis de la formulacion F2B.

Clave Poblacién 1 Poblacién 2 % de Indice de
(nm) (nm) Intensidad Polidispesién (PDI)
P1/P2
KFGP-F2Ba @ 89.08 + 31.39 0 0 0.660
KFGP-F2Bb 65.19+22.98 2.130 +0.2998 92.0/6.1 1.000
KFGP-F2Bc @ 136.6 +42.44 0 0 0.263
Promedio 96.95 +32.27 2.130 +0.2998 92.0/6.1 0.641
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Sample Name: KFGP-F2Ba-1904211 Sample Name: KFGP-F2802-1904211
SOP Name: mansettings.nano SOP Name: mansetings.nano
File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1040 DispersantRl: 1450 Record Number: 1045 DispersantR: 1.450
Material RE: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000 Material Rl: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 2021 01:21:5 Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 2021 01:42:3
Temperature (“C): 25.0 Duration Used (s): 60 Temperature (C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 208.0 Measurement Position (mm): 3.00 Count Rate (kcps): 259.9 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvetie (40pl) Attenuator: 10 Cell Description: Disposable micro cuvette (40ul) Attenuator: 11
Size (d.nm): %Intensity:  StDev (d.nm): Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 50.13 Peak1:  89.08 100.0 3139 Z-Average (d.nm): 2155 Peak1: 6519 920 2298
Pdi: 0.860 Peak2:  0.000 00 0.000 Pt 1.000 Peak2: 2130 6.1 02098
Intercept: 0.720 Peak3:  0.000 0.0 0.000 Intercept: 0.606 Peak3: 4912 18 661.0
Result quality : Refer to quality report Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Intensity
20 20
T £
g $
< z"
£ £
04 1 10 1000 10000 ot ! 1o oo 10000
Size (d.nm) Size (d.nm)
Record 1040; KFGP-F28a-190421 1 Record 1041: KFGP-F28a-190421 2] [ Moot 1048 Ko £ams 100431 3 Record 1047 6P P2z 1904213
Record 1042: KFGP-F28a-190421 3

Sample Name: KFGP-F2Bc-1904212

Sample Name:

KFGP-F2Ba-190421 1

SOP Name: mansettings.nano SOP Name: mansettings.nano
File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1050 DispersantRl: 1.450 Record Number: 1040 Dispersant Rl 1.450
Material RI: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000 Material Rl: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abil de 2021 01:550. Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 2021 01:21:5,
Temperature (C): 25.0 Duration Used (s): 70 Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps}: 176.2 Measurement Position (mm): 3.00 Count Rate (kcps): 208.0 Measurement Position (mm): 3.00
CeliDascription: Disposable micro auvelte (40pl) Attenuator: 9 Cell Description: Disposable micro cuvette (40p1) Attenuator: 10
Size(dam): % lntensity:  StDev (d.am): Size(dnm): % lntensity:  StDev (d.nm):
Z-Average (d.m): 1039 Peak1: 1366 1000 4244 ZAverage (d.nm): 50.13 Peak1:  89.08 1000 3139
Pdl: 0263 Peak 2: 0.000 0.0 0.000 Pd: 0.660 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.855 Peak3:  0.000 0o 0.000 Intercept: 0.720 Peak3:  0.000 00 0000
Result quality : i " )
quality : Refer to quality report Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Intensity
2 g2
T g
g \ S
S £y i
z ] 1 H N =
i y \ 01 1 10 1000 10000

Size (d.nm)

Size (d.nm)

Record 1040; KFGP-F28a-190421 1
Record 1042: KFGP-F2Ba-190421 3
Record 1044: KFGP-F2Bb-190421 2

Record 1041: KFGP-F2Ba-1904212
Record 1043: KFGP-F28b-190421 1
Record 1045 KFGP-F2B0-190421 3

Record 1050: KFGP-F2Bc-190421 2

Record 1051: KFGP-F2Bc-190421 3]

Record 1046: KFGP-
Record 1043: KFGP-F
Record 1050: KFGP-F25

Bb2-190421 1
Bb2-190421 3
0190421 2

Record 1047: KFGP-F28b2-190421 2|
Record 1049: KFGP-F2B¢-190421 1
Record 1051: KFGP-F2Bc-190421 3

Graficas 3a - 3d. Determinacion de tamario de goticula de la formulacion

F2B mediante Z-sizer.

7.4.4. Formulacién 2 con Flavanona (F2F)

En el caso de la formulacién con la flavanona (1) F2B, es posible identificar con el analisis
visual que es monofasica y traslucida al igual que la formulaciéon F2B, lo cual es un indicativo de
la incorporacién adecuada de los componentes para la elaboracion de la formulacion, en la figura
23 se observan dichas formulaciones, cabe mencionar que en esta ocasion el estudio se realizé

por duplicado.
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Figura 23. Formulacién 2 Flavanona (F2F)

a) Vial con F2F; b) Microcelda con F2F vista de frente

y ¢) Microcelda con F2F vista a contraluz.

El comportamiento observado para la formulacion F2F, en donde el promedio de la
poblacién 1 de los dos replicados es de 103.71 + 38.12 nm. En las graficas 4a-4c, en el replicado
KFGP-F2F se observa nuevamente una segunda poblacion de 9.658 + 1.845 nm con una
intensidad de 7.3 que indica un leve sesgo de la incorporacion del co-surfactante. La
incorporacion de las moléculas de la flavanona (1) en la formulacion incrementa el tamafio de
goticula comparado con la formulacion blanca F2B, pero no resulta una diferencia significativa en
un valor de significancia de p < 0.05, (Poblacion 1 de la F2B = 96.95 + 32.27 y Poblacién 1 de la
F2F = 103.71 + 38.12). (Tabla 10)

Tabla 10. Tamafo de goticula obtenidos para el analisis de la formulacion F2F.

Clave Poblacién 1 Poblacién 2 % de Indice de
(nm) (nm) Intensidad Polidispesion (PDI)
P1/P2
KFGP-F2Fa 98.33 + 34.60 0 100 0.613
KFGP-F2Fb 109.1 £41.65 | 9.658 + 1.845 92.7/7.3 1.000
KFGP-F2Fc ND ND ND ND
Promedio 103.71 £ 38.12 | 9.658 + 1.845 96.35/7.3 0.8065

ND= No Determinado




Sample Name:
SOP Name:

KFGP-F2Fa-1904211
mansettings.nano

File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1052 DispersantRI: 1.450
Material Ri: 145 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 2021 02:16:3.
Temperature (C): 25.0 Duration Used (s): 80
Count Rate (kcps): 173.9 Measurement Position (mm): 3.00

Cell Description:

Disposable micro cuvette (40p1)

Attenuator: 10

Size (d.nm): %Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 56.16 Peak1: 9833 1000 34560
Pdi: 0613 Peak2 0000 00 0,000
Intercept: 0660 Peak3:  0.000 00 0.000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
20
3
g 15
g
4
< 10
z
g 5
01 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
Record 1052: KFGP-F2Fa-190421 1 Record 1053: KFGP-F2Fa-190421 2|
Record 1054: KFGP-F2Fa-190421 3

Sample Name: KFGP-F2Fa-190421 1
SOP Name: mansettings.nano
File Name: Report V5 10m.dts
Record Number: 1052
Material R: 1.45
Material Absorbtion: 0.000

Sample Name:
SOP Name:

KFGP-F2Fb-190421 1
mansettings.nano

File Name: Report V5 10m.dis Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1055 Dispersant Rl 1.450
Material Ri: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 2021 02:27:1
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 187.4 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 10
size (d.nm): %Intensity: St Dev (d.nm):
ZAverage (d.nm): 44.18 Peak1: 1091 927 4165
Pdl: 1.000 Peak2: 9658 73 1845
Intercept: 0574 Peak3:  0.000 00 0.000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
15
H
g 10
<
E 5
2
01 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
Record 1055: KFGP-F2Fb-190421 1 Record 1056: KFGP-F2Fb-190421 2|
Record 1057: KFGP-F2Fb-190421 3
Dispersant Name: Labrasol
DispersantRl: 1.450
Viscosity (cP): 80.0000

Measurement Date and Time:

lunes, 19 de abril de 2021 02:16:3.

Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 80
CountRate (keps): 173.9 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40p1) Attenuator: 10
Size (d.nm): %Intensity:  StDev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 56.16 Peak1: 9833 1000 3460
Pdi: 0.613 Peak2:  0.000 00 0.000
Intercept: 0.660 Peak3:  0.000 00 0.000

Result quality : Refer to quality report

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

1000

Size (d.nm)

10000

Record 1052: KFGP-F2Fa-190421 1
Record 1054: KFGP-F2Fa-190421 3
Record 1056: KFGP-F2Fb-190421 2

Record 1053 KFGP-F2Fa-190421 2
Record 1055 KFGP-F2Fb-190421 1
Record 1057: KFGP-F2Fb-190421 3

Graficas 4a — 4c. Determinacion de tamafio de goticula de la formulacion

F2F mediante Z-sizer.

7.4.5. Formulacion 3 Blanca (F3B)

En el analisis visual de la formulacion F3B, se observa como una formulacién monofasica

y traslucida, lo cual es un indicativo de la incorporacion adecuada de los componentes para la

elaboracion de la formulacién, en la figura 24 se observan dichas formulaciones.
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Figura 24. Formulacion 3 Blanca (F3B)

a) Vial con F3B; b) Microcelda con F3B vista de frente

y ¢) Microcelda con F3B vista a contraluz.

Con la preparacioén de la formulacion F3B cambiando el co-surfactante por tween 20, se

observa un incremento considerable del tamafio de goticula para la poblaciéon 1 en las graficas

5a-5d y en la tabla 11, en donde tomando en cuenta las lecturas del Z-sizer para para el estudio

se observa que la formulacion es bimodal con 2 poblaciones y como un porcentaje de intensidad

considerable. A pesar de que en la grafica 5¢ no se logra cuantificar el tamafo de goticula de la

poblacion superior a 800 nm el equipo detecta dos poblaciones muy por debajo de los 800 nm
que tendrian las mediciones KFGP-F3Ba y KFGP-F3Bb; observando el grafico KFGP-F3Bc si
se observa una poblacion, pero superior a los 1000 nm que ya no es cuantificada por el equipo,

por lo cual puede pensarse que exista aglomeracion de goticulas, como una explicacién mas

probable. Se recomienda realizar nuevamente las mediciones para dicha formula.

Tabla 11. Tamaro de goticula obtenidos para el analisis de la formulacion F3B.

Clave

KFGP-F3Ba
KFGP-F3Bb
KFGP-F3Bc

Promedio

Poblacién 1
(nm)
770.2 £ 264.5
837.2+187.4
19.35+12.00
542.25 + 154.63

Poblacién 2
(nm)
7.909 + 1.880
7.021 £ 0.9469
2.518 + 0.6811
5.816 + 1.169

% de
Intensidad
P1/P2
53.6/46.4

87.4/12.6
93.6/6.4
78.2/21.8

indice de
Polidispesién (PDI)
0.823
1.000
0.537
0.786
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Sample Name: KFGP-F38a-190421 1
SOP Name: mansettings.nano

Sample Name: KFGP-F3B0-1904211
SOP Name: mansettings.nano
File Name: ReportV5 10mdis

Dispersant Name: Labrasol

File Name: ReportV5 10m.dis Dispersant Name: Labrasol Record Number. 1061 DispersantRE: 1450
Record Number: 1058 Disporsant RE: 1450 Material RE: 145 Viscosity (cP): 80.0000
Material RE: 145 Viscosity (cP): 80.0000

Material Absorbtion: 0.000

Measurement Date and Time:

lunes, 19 de abiil de 202102365,

Temperature (°C):

Duration Used (s):

60

Material Absorbtion: 0.000

Measurement Date and Time: Iunes, 19 de abril de 2021 02:47:4.

Temperature (°C): 25.0

Duration Used (s): 70

Count Rate (kcps): 187.8 Measurement Position (mm): 3.00
Count Rate (ke Measurement Position (mm): 3.00 Cell Description: Disposable micro cuvette (401) Attenuator: 9
Cell Description: Disposable micro cuvette (40ul) Attenuator: 11
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
ZAverage (dam): 8405 Peakt: 8372 874 1874
Z Average (dam): 1362 Peakt: 7702 535 2645
pat: 1.000 Peakz  7.021 125 0459
pat: 0823 Peak2:  7.900 e 1860
I s 0000 o S0 Intercept: 0558 Peak3: 0000 00 0000
intercept: eak 3:
cep Result quality : Refer to quality report
Result quality : Refer to quality report
Size Distruton by tensiy
Size strauton by tensty
2
15 i
- D
o g
z N\ Fo
HE £
£ / =°
o1 1 0 100 10000
o1 1 10 1000 10000 seteom
sz @nm)
[ Record 1057 KFGPF 380180421 1 Record 1062 KFGP Fa00-190421 7
Record 1085 KFGP F3Ba- 190421 1 Record 1058, KFGP F388- 190421 7 | Recors 1063 kroprasb 190i21 3
Record 1080: KFGP-F38. 190421 3
Sample Name: KFGP-F38a-1904211
SOP Name: mansettings.nano
Sample Name: KFGP-F38c-1904211 File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol
SOP Name: mansettings.nano Record Number: 1058 DispersantRI: 1.450
File Name: Report V5 10m.dts Dispersant Name: Labrasol Material RE: 145 Viscosity (cP): 80.0000
Record Number: 1064 DispersantRI: 1.450 Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 2021 02:36:5.
Material RE: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000

Material Absorbtion: 0.000

Measurement Date and Time:

lunes, 19 de abril de 2021 02575,

Temperature (°C): 25.0
Count Rate (kcps): 381.9

Duration Used (s): 60
Measurement Position (mm): 3.00

Temperature (C): 25.0 Duration Used (s): 60 Cell Description: Disposable micro cuvette (40p1) Attenuator: 11
Count Rate (kcps): 414.0 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 11 y
Size (d.m): %Intensity: St Dev (d.nm):
Size(damy: % lntensity:  StDev(dam): Z-Average (d.nm): 13.62 Peak1: 7702 536 2645
Z-Average (d.nm): 9154 Peak1:  19.35 936 12,00 Pdi: 0823 Peak2:  7.909 464 1.880
Pdl: 0537 Peak2 2518 64 06811 Intercept: 0.505 Peak3:  0.000 00 0.000
Intercept: 0.442 Peak3:  0.000 0.0 0.000 Result quality : Refer to quality report
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
Size Distribution by Intensity 2%
15 g
- e
H z
g 10 G g0 oo
< / N £ SN
Es ) 04 1 10 100 1000 10000
2 4 \\ Size (d.nm)
e ~
ot ! 1o 100 1000 10000 |/ Record 1058: KFGP-F3Ba-190421 1 Record 1059: KFGP-F3Ba-190421 2|
Size (d.om) |=— Record 1060: KFGP-F3Ba-190421 3 —— Record 1061: KFGP-F3Bb-190421 1
|—— Record 1062 KFGP-F38b-1904212  ———  Record 1063: KFGP-F38b-190421 3
|——  Record 1064: KFGP-F3Bc-190421 1~ ———  Record 1065 KFGP-F38c-190421 2
Record 1064 KFGP-F3BC-190421 1 Record 1065 KFGP-F3BC-190421 2] |——  Record 1066: KFGP-F38c-190421 3
Record 1066: KFGP-F3Bc-190421 3

Graficas 5a — 5d. Determinacion de tamafio de goticula de la formulacién

F3B mediante Z-sizer

7.4.6. Formulacién 3 con Flavanona (F3F)

En el caso de la formulacion con la flavanona (1) F3F, es posible identificar con el analisis
visual que es monofasica y traslucida al igual que la formulaciéon F3B, lo cual es un indicativo de
la incorporacién adecuada de los componentes para la elaboracion de la formulacion, en la figura
25 se observan dichas formulaciones, cabe mencionar que en esta ocasion el estudio se realizé

por duplicado.
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Figura 25. Formulacion 3 Flavanona (F3F)

a) Vial con F3F; b) Microcelda con F3F vista de frente

y ¢) Microcelda con F3F vista a contraluz.

En el caso de la determinacion del tamafio de goticula mediante el Z-sizer, muestra dos

poblaciones de acuerdo con las graficas 6a-6d y en la tabla 12 en donde los porcentajes de

poblacién favorecen la preparacion de goticulas en promedio de la poblacion 1 de 10.99 +4.473

nm.

Tabla 12. Tamafo de goticula obtenidos para el analisis de la formulacion F3F.

Clave

KFGP-F3Fa
KFGP-F3Fb
KFGP-F3Fc

Promedio

Poblacién 1
(nm)
11.87 +7.45
7.361 + 1.56
13.76 +4.40
10.99 +4.47

Poblacién 2
(nm)
3099 + 1325
175.4 +61.98
7304 +332.2
1033.08 £ 1497.71

Poblacién 3 % de Indice de
(nm) Intensidad  Polidispesion
P1/P2 (PDI)
88.9/11.1 0.644
30/70 1.000
1.545+0.37 63.2/29.3/7.0 0.629
1.545 +0.37  60.7/110.4/7.0 0.757
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Sample Name: KFGP-F3F3-1904211
SOP Name: mansetsngs nano

Flle Name: Regortvs 10m ats Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1067 DispersantRE 1450
Material RE 145 Viscosity (cP): 800000

Material Absorbtion:

0000

Measurement Date and Time:

Tomperature (‘C): 250 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 2762 Measurement Positon (mm): 300
CellDescription: Disposable micro cuvette (40u1) Attenuator: 11
Size(dam):  %intensity:  StDev (d.m)
Zaverage (dam: 5491 Peak: 1187 889 7453
Pat: 0644 Peak2 3099 1 1225
Intercept: 0451 Peak3: 0000 00 0000
Result quality : Refer to quality report
Size Daruton by kiensty
\
o1 ' o 100 1000 10000
sie (dnm)
e o e

KFGP-F3Fe-190421 1

Moasurement Date and Tune:

Oisporsant Name: Labeasol
DispersantRE: 14
Viscosity (cP) 800000

unes, 19 0o ab

lunes, 19 de abell de 202103081

Sample Name: KFGP-F3F5-2304213
SOP Name: mansefings nano
File Name: Report V5 10m dts
Record Number: 1080
MaterialRE: 145
Material Absorbtion: 0000

Dispersant Name: Labrasol
Dispersant RE: 1.450
Viscosity (cP): 80,0000
Measurement Date and Time: viemes, 23 de abril de 2021 11:30:

Duration Used (s): 70
Measurement Position (mm): 3.00
Attenuator: 10

Temperature (‘C): 250
Count Rate (keps): 159.1
Cell Description: Disposable micro cuvetes (4041)

Sie(dnm):  Nintensity:  StDev(dam):
Zaverage (anmi: 1551 Peakt: 1754 700 2
Pat: 1000 Peak2 7361 300 1565
ntercept: 043¢ Peak3: 0000 00 0000
Result quality : Refer to quality report
Sze Distuson by ensty
s
)/
/
f
/ A
/ / \
/
o 1 0 100 1000 10000
size dom)
Record T 7 Record 7
Record 1062 KFGPLF3FD 220421 2

Ouration Used (sk: 60

Measurement Positioa (mm): 300
micro cuvette (40u0) Attenuator: 11
Sae(dam  itensty:  StDev(dam):
Poakt: 1307 62 e
Poak 2 23 w2
Peak 3: 70 0387
efer to quality report
Size Dareuton by niensty
Vs
-\
' ' 10 1 1000 0000
= [

Sample Name: KFGP-F3Fa-1904211
SOP Name: mansettings.nano
File Name: ReportV5 10m.dis Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1067 DispersantRI: 1450
Material Ri: 145 Viscosity (cP): 80,0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: lunes, 19 de abril de 2021 03.08:1
Temperature (C): 250 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 2762 Measurement Position (mm): 3,00
Cell Description: Disposable micro cuvette (404) Attenuator: 11
Size(dnmi:  %intensity:  StDev(dnm)
ZAverage (dm): 6491 Peakt: 1187 889 7453
Pa: 0644 Peak2 3099 1 1325
Intercept: 0.461 Peak3: 0000 00 0000
Result quality : Refer to quality report
Size Distiuton by tensiy
215
H
S
% 7
g s 7y
5 = =
H .
01 1 10 100 1000 10000
size (@m)

Record 1067 KFGP-F3Fa-180421 1
FaFa-15(

Record 1077: KFGP-F3Fc-190421 3

Record 1068 KFGP-FaFa-190421 2]

Record 1076 KFGP-F3Fc-190421 2

Graficas 6a — 6d. Determinacion de tamafio de goticula de la formulacién

F3F mediante Z-sizer.

La alta variabilidad en el tamafio de goticula de las diferentes poblaciones observadas

para las formulaciones F3B y F3F en las tablas 11 y 12 y en las graficas 5d y 6d, puede deberse

a una posible incompatibilidad entre algunos de sus componentes presentes en la formulacion; o

bien, la formulacién por naturaleza es inestable y tiende a una maduracion de Ostwald.””

7.4.7. Formulacién 2 con Metotrexato (F2M)

Al identificar que la formulacién nanoestructurada mas estable correspondié a la

formulacién F2, con ella se preparo6 la formulacion con metotrexato al 0.5 % (F2M); la formulacion
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F2M resulté monofasica y translucida incorporando de forma adecuada los componentes de la

formulacién como se muestra en la figura 26.

™~ -~

3‘;,', il“‘fy ‘- W

Figura 26. Formulacion 2 Metotrexato (F2F)
a) Filtracion de F2M, b) Microcelda con F2M vista de frente
y ¢) Microcelda con F2M vista a contraluz

Posteriormente, al analisis del tamafo de goticula se establece que es monomodal, con
un valor promedio de 158.7 nm, un porcentaje de intensidad de 100 % y un promedio de indice

de polidispersiéon de 0.257, la tabla 13 muestra las mediciones de la formulacion F2M.

Tabla 13. Tamario de goticula obtenidos para el analisis de la formulacién F2M.

Clave Poblacion 1 % de % de Indice de
(nm) Intensidad Intensidad Polidispesion
P1 P1/P2 (PDI)
KFGP-F2Ma | 146.6:42.96 | 1.790 + 0.226 92.4/7.6 0.628
KFGP-F2Mb | 158.7 + 47.96 00 100 0.257
KFGP-F2Mc | 177.7 +41.15 00 100 0.197
Promedio 161 £44.02 1.790 £ 0.226 97.46/7.6 0.360

Las graficas 7a-7d muestran una poblacion para la formulacion de metotrexato F2M
estableciendo con los parametros obtenidos que cumple con los estandares para ser una
formulacién nanoestructurada para su aplicacién terapéutica, mediante la via de administracion

transdérmica.
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Sample Name: KFGP-F2MTXc-140921 1
SOP Name: mansetiings.nano Sample Name: KFGP-F2TXb-1409213
File Name: KFGP-F28¢-19042021.dts Dispersant Name: Labrasol S0P Naa: S ridrsskiig&ingo
Ricont Hamber: 1054 Disper=ant RE |4 450 File Name: KFGP-F28c-19042021.dts Dispersant Name: Labrasol
Material RI: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000 Record Number: 1060 DispersantRI: 1.450
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: miércoles, 15 de septiembre de 20. Material Ri: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000
Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: miércoles, 15 de septiembre de 20.
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 436.7 Measurement Position (mm): 3.00 Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Cell Description: Disposable micro cuvette (40pl) Attenuator: 10 Count Rate (kcps): 328.7 Measurement Position (mm): 3.00
Cell Description: Disposable micro cuvette (40p1) Attenuator: 9
Size(dnm):  %Intensity:  StDev(d.nm):
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
ZAverage (d.nm): 88.82 Peak1: 1465 924 4298 MT—— e ki i o
Pdk 0628 Peak2 1790 78 02262 i vy 1 B = i
Intercept: 0.727 Peak3:  0.000 00 0.000 0T i RN b e
Result quality : Refer to quality report Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity ‘Size Distribution by Intensity
. E
£ 20 3
H g
& sl g
g1 o
Es £
01 1 10 1000 10000
01 1 10 1000 10000 Size @nm)
Size (d.nm)
Record 1060; KFGPFZITXb-140821 3 Record 1061 KFGP-F2HTXE-140821 1
Record 1064: KFGP-F2MTXc-140921 1 Record 1065: KFGP-F2MTXc-140921 2| Record 1062: KFGP-F2MTXb-140921 2
Record 1066: KFGP-F2MTXc-140921 3
Sample Name: KFGP-F2MTX-1409212
. Sample Name: KFGP-F2IITXc-1408212
SOP Name: mansettings.nano
9 SOP Name: mansettings.nano
e Name: (K CPE2R01 90420215 DisgiersontNeme; Labresol File Name: KFGP-F2Bc-19042021.0ts Dispersant Name: Labrasol
Record Number: 1053 DispersantRE: 1.450 Record Number: 1063 DispersantRE 1450
Material RE: 1.45 Viscosity (cP): 80.0000 Material Rl 145 Viscosity (P 80,0000
Matoriel Aboorbioe:: 0000 Moasurement Date/and Tine:: (iSIcoiqeF15/0eiseptenine 49,20 Material Absorbtion: 0.000 Measurement Date and Time: miércoles, 15 de septiembre de 20.
Temperatare (CL.:25.0. Durafion Uised{(a: .50 Temperature (*C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (keps): 2442 Measurement Position (mm): 3.00 Count Rate (keps): 4008 Measurement Position (mm): 3,00
ICeN Deccrigtion-Disposalile micro anetio/ 001 o g Cell Description: Disposable micro cuvette (40u1) Attenuator: 10
Size(d.nm):  %intensity:  StDev (d.nm): Sze(@am:  %intensit:  StDev(d.amy:
ZAverage (d.am): 125.9 Peakt: 1587 100:9 4199 ZAverage (d.nm): 80.91 Peakt: 1953 912 7429
Pt 0257 RoskZz 000 o0 01000 Pal: 0871 Peak2:  1.998 88 0.3320
Intercept: 0.875 Peak3: 0000 00 0.000 Intercept: 0.691 Peak3: 0000 00 0.000

Result quality :

Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Size (d.m)

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

20 £ 2
g 5
515 LD
5 210
< 10t 5
z 2
H 0.1 1 10 1000 10000
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Record 1058 KFGP-F2ITXb-140921 1
Record 1060: KFGP-F2ITXb-140921 3
Record 1062: KFGP-F2UTXb-140921 2
Record 1064: KFGP-F2TXc-140921 1

Record 1055: KFGP-F2WTXb-140821 2|
Record 1061: KFGP-F2ITXb-140821 1
Record 1063: KFGP-F2MTXb-140821 3|
Record 1065: KFGP-F2MTXc-140821 2|

Record 1053; KFGP-F2MTX-1409212
Record 1055: KFGP-F2MTX-140821 1

Record 1054; KFGP-F2MTX-140921 3] Record 1066 KFGP-F2MTXc-140921 3

Record 1068: KFGP-F2ITXc-140921 2

Record 1067: KFGP-F2ITXc-140821 1

Graficas 7a — 7d. Determinacion de tamafio de goticula de la formulacién

F2M mediante Z-sizer.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la preparacion de las formulaciones
nanoestructuradas la formulacién F2 ha mostrado una alta eficiencia para lograr una formulacion
homogénea, traslucida, monofasica y monomodales aunado con un tamafio de goticula adecuado
para una posible aplicaciéon transdérmica, todo ellos si hacemos un recuento de los parametros

obtenidos y ya descritos.
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Cabe sefialar que la formulacion F2 fue desarrollada en el presente proyecto de
investigacion y por lo tanto, es una formulacién novedosa tanto para la flavanona 1 como para
metotrexato, lo cual representa un doble hallazgo para la investigacion en desarrollo de

formulaciones nanoestructuradas.

Se han desarrollado las siguientes formulaciones nanoestructuradas: a) Hidrogel en
nanotubos,®® b) Nanoparticulas de oro,?* ¢c) Nanovesiculas lipidicas®® y d) nanoparticulas de
PLGA.%® Es importante destacar que una formulacion nanoestructurada en nanoemulsiéon de
metotrexato fue empleada en un estudio clinico en el afio 2016 para el tratamiento de artritis

reumatoide.®”

Actualmente, se encuentra en curso un estudio clinico fase 4 de una microemulsién de
metotrexato para el tratamiento de psoriasis;®® lo cual demuestra que la investigacion cientifica
sobre el tratamiento de psoriasis en sistemas nanoestructurados en una investigacion de frontera
que permite situar el presente trabajo de investigaciéon en los entornos internacionales mas

relevantes en este tema.

Por otra parte, la investigacién sobre la aplicacion de productos naturales como posible
tratamiento para psoriasis también se encuentra en la frontera de las investigaciones a nivel
mundial;®® lo cual permite identificar que el presente trabajo de estudio aporta datos de interés

para la comunidad cientifica.
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7.5. Estudio In silico

7.5.1. Construccion en perspectiva 3D de las moléculas en estudio

Para la realizacién del estudio in silico se consideraron los siguientes compuestos:
naringenina (1), hesperetina (2), 6-hidroxiflavanona (3), flavanona (4), 6-bromoflavona (5), (2S)-
5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (Flavanona 1) (6), (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-
metoxi-flavanona  (7), (2S)-5,7-dihidroxi-6-prenil-(8), (2S)-5,7-dihidroxi-8-prenil-4’-metoxi-
flavanona (9), (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-prenil-flavanona (10), y los farmacos antinflamatorios
Indometacina (11), Metotrexato (12) y Diclofenaco (13) para identificar su posible potencial anti-

psoriasis.’2%

Mediante la plataforma Molinspiration se construyeron las estructuras quimicas de los

compuestos en estudio, la figura 27 muestra las representaciones 3D de ellas.

81



(1) ()

() Yy,
oo SlNASASe Sooitd
®) @

Do XA t 5 h XX

“ "D S
(6) 7)
(8) | ()

\ / l;’ﬁ\ P

‘%:Q{}\ a0 ®) f;‘:q{}
(10) (11)
Hu—j;\_/'_(:‘;_‘é:"‘l_{_ " \—bi{}_ ‘
T o (-

(13)

Figura 27. Representacion 3D de las estructuras quimicas analizadas

para el estudio in silico.

El estudio in silico de los compuestos 1-13 permiti6 conocer las propiedades
fisicoquimicas, asi como la prediccion de su actividad farmacoldgica. De acuerdo con la tabla 14
y 15. En el caso de las flavanonas (6-10), asi como los flavonoides de referencia (1-6) cumplen

con los criterios de la regla de Lipinski. Asi mismo, las flavanonas en estudio (7-10) presentaron
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una mejor actividad inhibitoria enzimatica comparada con la del Metotrexato (12), farmaco de

referencia (0.72), utilizado para el tratamiento de la psoriasis. Los valores obtenidos de las

flavanonas fueron cercanos a 0 en inhibiciéon de la quinasa, por lo que se esperaria que estas

puedan intervenir en la produccién de interleucinas IL-23 e IL-12, clave en el progreso de la

psoriasis.

7.5.2. Andlisis de las propiedades fisicoquimicas y prediccion de potencial farmacoldgico
empleando las plataformas Molinspiration, PassOnline y SwissTargerPrediction

Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas estructurales.

Comp. A) B) C) D) E) F)
1 C15H1205 27225 | 5 3 86.993 204.423% / 230.26
2 C16H1406 302.28 6 3 96.223 227.06° / 263.62
3 C15H1203 240.25 3 1 46.533 185.21%/ 214.23
4 C15H1202 22425 | 2 0 26.30°3 184.53% / 206.21
5 C15HoBrO2 301.13 2 0 26.30° 195.16% / 217.88
6 C21H2204 338.40 4 2 66.76 316.14
7 C22H2405 368.42 | 5 2 75.99 341.69
8 C20H2004 32437 | 4 2 66.76 299.58
9 C21H2205 35440 | 5 2 75.99 325.13
10 C21H2204 33840 | 4 1 55.76 317.11
1 Ci9H16CINO4 | 35780 | 5 1 68.54 303.24
12 C20H22Ns0s 454.44 | 13 7 210.55 387.36
13 C14H11CI2NO2 | 296.14 | 3 2 49.33 238.73

A) Formula molecular, B) Peso Molecular (g/mol), C) Num. de enlaces aceptores de hidrogeno (nOH), D)
NUm. de enlaces donadores de hidrégeno (nOHNH), E) Area de Superficie Polar Molecular (A2), F) Volumen

Molecular (A3).
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Tabla 15. Datos predictivos de la bioactividad.

Comp. | | 1] v " Vi Vil Vil IX X
1 0.03 -0.20 -0.26 0.42 -0.12  0.21 ND 0.55 3.01 1.75
2 0.01 -0.27 -0.35 -0.01 -0.30 0.03 ND 0.55 322 224
3 -0.02 -0.33 -0.49 0.25 -0.28 0.14 ND 0.55 266 2.07
4 -0.14 -0.43 -0.63 0.01 -0.38 0.04 ND 0.55 266 241
5 -0.41 -0.35 -0.12 -0.33 -0.63 -0.07 ND 0.55 287 2.88
6 0.23 -0.12 -0.21 0.70 0.11 044 12211 055 3.74 3.17
7 0.18 -0.16 -0.22 0.62 0.06 037 68415 055 3.89 3.56
8 0.23 -0.05 -0.19 0.72 0.11 046 ©66.7+x11 055 3.60 3.23
9 0.16 -0.11 -0.17 0.64 0.07 038 46415 055 3.76 2.55
10 0.20 -0.07 -0.20 0.63 0.08 041 75315 055 372 3.72
11 0.24 -0.34 -0.11 0.42 -0.11 030 913+04 085 251 276
12 0.51 0.23 0.38 -0.38 0.27 0.72 ND 0.11 358 1.01

13 0.14 0.20 0.17 0.09 -0.10 025 90506 085 223 1.98

I. Ligando GPCR, II. Modulador de canal iénico, lll. Inhibidor de Quinasa, IV. Ligando de receptor nuclear,
V. Inhibidor de proteasa, VI. Inhibidor enzimatico VII. % de inhibicién de la inflamacion en TPA (1mg/oreja),*
ND = No Determinado, VIII. biodisponibilidad, IX. accesibilidad sintética, X. LogP

El estudio in silico de los compuestos 1-13, permitié el calculo de las propiedades vy la
prediccion de potenciales actividades farmacolégicas, las tablas 16-17 presentan los datos
obtenidos. Se observé que tanto las flavanonas (6-10) como los flavonoides (1-5), cumplen con
los criterios de la regla de Lipinski. Ademas, se observa (tabla 14), que existe una similitud con
los valores de las flavanonas reportadas (1-6) y de las flavanonas extraidas de Eysenhardtia
platycarpa (6-10), con un peso molecular similar, asi como el numero de aceptores y donares de
hidrégeno. Estos resultados no fueron observados en el Metotrexato (12), medicamento de
referencia en este proyecto, violando 1 regla de Lipinski; al tener mas de 10 atomos aceptores de
hidrégeno, y asi mismo, la importancia de también cumplir con las reglas de Veber, que dicho
compuesto infringe, teniendo un Area molecular mayor a 140 A. La metodologia para obtener el
TPSA, se basa en la suma de contribuciones superficiales tabuladas de los fragmentos polares.
El metotrexato (12), al no cumplir con todas las reglas, tanto de Lipinski como Veber, presentara
una pobre absorcion y permeabilidad en el tejido, resultado que puede afectar la biodisponibilidad,

asi como una posible toxicidad en el organismo, ya que el area de superficie molecular
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correlaciona la absorcion intestinal humana y la penetracion en la barrera hematoencefélica.”™ "

El valor obtenido del analisis realizado con la plataforma SwissTarget Prediction, arrojo un valor
de biodisponibilidad de 0.11 para Metotrexato, mientras que la flavanona de estudio (6) presenté
un valor de biodisponibilidad de 0.55, al igual que la Naringenina (1) y la 6-bromoflavona (5),
moléculas ya reportadas en la literatura como farmacolégicamente activas en inhibicion
inflamatoria, ya antes propuestas como moléculas antipsoriasicas,® reiterando la posibilidad de
considerar a la Flavanona 1 (6) como tratamiento terapéutico, corroborando los resultados
anteriormente discutidos. Por otro lado, la importancia del coeficiente de particion radica en que
al ser un parametro fisicoquimico, permitira determinar el valor cuantitativo del grado de lipofila
de la molécula (hidrofobicidad), con lo que se inferira el comportamiento entorno a fluidos del
organismo a cierta temperatura, y con base en los resultados obtenidos de la plataforma
SwissTarget prediction, la flavanona 1 (6) presenté un LogP de 3.17 contra el metotrexato (12)
de 1.01, indicando una mejor hidrofobicidad , lo que apuntaria a una mejor absorcién en las
membranas biolégicas, tomando como referencia las moléculas citadas ®*, Naringenina (1) con
(1.75), 6-Bromoflavona (5) 2.88, moléculas cuya absorcién fue determinada mediante células de
Franz, que estudios previos sugieren que el esqueleto base de los flavonoides es beneficioso
para la penetracion topica, asi como su mayor penetracion debido a un menor niumero de enlaces

de hidrogeno.®

Uno de los principales determinantes de la psoriasis es el locus PSORS 1 (segmento
cromosomal), que se ubica en la region del cromosoma 6p21, contribuyendo a un 30-50 % de la
susceptibilidad genética de la enfermedad, dicha regidon contiene los genes antigenos de
histocompatibilidad HLA-Cx6, alelo receptor inhibitorio de KIR2DL1. A pesar de aun no conocerse
todos los mecanismos de detonacion de la enfermedad, se considera que son moléculas que
reconocen al antigeno o autoantigeno, y lo presentan a los linfocitos T. Una vez llevada a cabo
esta accion desregulada, se da una respuesta en las cascadas mediadas por los linfocitos, dando
como resultado las lesiones cutaneas.?® De acuerdo con los valores obtenidos de las actividades
farmacoldgicas, se observé una mayor actividad en el ligando receptor nuclear de la flavanona 1
(6) a comparacion del metotrexato (12), con los valores de 0.70 (6) vs -0.38 (12), en el caso de
la flavanona de interés; valor cercano a 1 (Molinspiration), que sugeriria una inhibiciéon de las
cascadas de activacion de linfocitos T, asi como de las IL-12,IL-23 y TNF-a , contundentes para

la sobreexpresion de las lesiones psoriasicas, logrando la alternativa terapéutica esperada.
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Las proteinas cinasas, son enzimas intracelulares que mediante la fosforilacién activan o
desactivan otras proteinas, a través de ATP, una de ellas es la Jano quinasa (JAK). La
importancia de clinica las JAK, es que participan en distintas vias de sefalizacién, particularmente
en funciones mediadas por interleucinas, que toman parte de forma directa o indirecta en
enfermedades autoinmunes, entre ellas, la via de sefializacién de la interleucina IL-23,
interleucina principal en la psoriasis. Las JAK se unen a receptores transmembranales, al unirse
a la citocina, estas se activan, desencadenando una produccion de citoquinas, por lo que, al
obtener resultados de 0.44 (6), -0.07 (5) y 0.21 (1), supone una posible inhibicién en la
sefalizacion enzimatica, ratificando la clara proposicién de considerarse como una molécula de
amplia actividad antiinflamatoria y antipsoriasis. Logrando una alternativa para casos moderados

a severos de psoriasis.”!

7.6. Evaluacion in vivo antiinflamatoria cronica

Se empled el modelo in vivo con aplicacion percutanea diaria de 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA) en oreja de ratdén durante 21 dias simulando el desarrollo de psoriasis de
acuedo con la metodologolia descrita por Limén, D. et al 2019.*° Grupos experimentales (n = 3)
fueron: G1: ratones sanos (solucion aceténica), G2: induccion inflamatoria e hiperplasia,
caracteristicas de piel psoriasica con TPA sin inhibidor inflamatorio, G3 y G4: metotrexato (TPA

y farmaco de referencia) y molécula estudiada (TPA y la flavanona natural en estudio).

Al realizar el analisis y comparar los grupos G1 y G2 se observé un aumento gradual y
significativo del grosor de la oreja y aparicion sucesiva de asperezas, descamacion, descamacion,
cambio de color de la piel a un tono marrén, esto confirma que la psoriasis forma hiperplasia
inducida en el grupo G2. El metotrexato en solucién aceténica causé un dafio tisular menor en
comparacion con el grupo G2, un cambio en la textura de la piel, descamacion moderada, pero
no se observé descamacion. Al analizar el tratamiento con flavanona (1) en solucién aceténica 'y
compararlo con el grupo G2, se observa que la textura del tejido se mantiene regular sin cambio
de color, baja caida del cabello y descamacién moderada el dia 21, el tejido no resulta rigido

como en el grupo G2. Como se muestra en la figura 28.
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Figura 28. Analisis de los signos macroscépicos de la piel en un modelo in vivo

DAY
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DAY
13

Figura 28. Analisis de los signos macroscoépicos de la piel en un modelo in vivo (Continuacién)



DAY G1 G2 G3 G4

DAY
21

Figura 28. Analisis de los signos macroscopicos de la piel en un modelo in vivo. (Continuacion)

Con el analisis cuantitativo, los resultados del tratamiento con flavanona con
caracteristicas tisulares se aproximan mas al grupo G1 que al grupo G3. La flavanona tiene
parametros fisicoquimicos adecuados, verificados en pruebas in vivo, siendo una molécula

potencial para el tratamiento de la psoriasis.

Del analsis realizado mediante el estudio con el microscopio estereoscoépico, es posible
identificar que la escamacion por la aplicacion crénica del TPA en el area auricular de los ratones
tratados con la flavanona (1) se reduce; al igual que se observa con metotrexato, por lo cual, la
evidencia visual permite considerar que la flavanona (1) puede aportan beneficios para el
tratamiento de la psoriasis en placa, probablemente a la interaccion con las citocinas I1L-17, IL-
22, IL-23 y TNF-a, ampliamente reconocidas como blanco terapéutico para el control de la

psoriasis.®
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Un tratamiento experimental in vivo para psoriasis empleando un péptido nombrado P155,
muestra un analisis macroscopico,® en donde de igual forma como se analizé la flavanona 1, la
descamacion provocada por la aplicacion de un inductor de inflamacién en su caso IMQ, se ve
claramente que el empleo del péptido P155 desaparece los dafios tisulares ocasionados en el
area auricular en el modelo murino empleado. (Figura 29), Con lo cual es posible establecer que
la empleada a un analisis morfoldgico a nivel macroscopico también favorece para evidenciar la

eficacia antipsoriasica de una nueva molécula en investigacion.

P155

Figura 29. Fragmento de Imagen del analisis morfoldgico por microscopia estereoscopica del
Péptido P155 (Niu, L. et al 2020)%°

La presente investigacion ha permitido demostrar desde diferentes analisis que la
flavanona natural (2S)-5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) cuenta con potencial
antipsoriasis y ademas se presenta una nueva formulacion nanoestructurada estable,
monofasica, traslucida y monomodal que puede emplearse posteriormente en el desarrollo de un

sistema terapéutico transdérmico para el tratamiento de psoriasis.
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8. CONCLUSIONES

Se prepararon y analizaron 9 diferentes Nanoemulsiones considerando a las
formulaciones (3 formulaciones blancas (F1B, F2B y F3B)) y 3 con la flavanona (1) (F1F. F2F y
F3F).

Del analisis realizado las formulaciones F2B y F2F fueron las que tuvieron un tamafio de

goticula considerable de 96.95 + 32.27 nm y de 103.71 + 38.12, respectivamente.

Las propiedades fisicoquimicas del aceite de castor, el transcutol y el resto de los
componentes favorecieron que la formulacion nanoestructurada (F2F) sea de tamafio de goticula

adecuado y podria ser considerada para futuras aplicaciones terapéuticas.

De acuerdo con el analisis in silico, las flavanonas (6-10), presentan parametros
fisicoquimicos adecuados, una mejor actividad inhibitoria enzimatica predictiva con valores
cercanos a cero en inhibicién de quinasa, por lo que se infiere que podrian intervenir en la

produccion de las interleucinas IL-23 e IL-12, clave en el progreso de psoriasis.

Con el analisis cuantitativo, los resultados del tratamiento con flavanona (1) con
caracteristicas tisulares se aproximan mas al grupo G1 que al grupo G3. La flavanona (1) tiene
parametros fisicoquimicos adecuados, verificados en pruebas in vivo, siendo una molécula

potencial para el tratamiento de la psoriasis.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar el estudio in vivo de inflamacién crénica inducido con TPA en oreja de raton con
la nanoemulsién F2B, F2F y F2M.

Realizar el estudio histolégico del tejido auricular.

Realizar la cuantificacion de citocinas en los ratones tratados con la formulacion F2B, F2F

y F2M en el modelo de inflamacién crdnica.
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