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CAPITULO I - INTRODUCCION



1.1 Planteamiento del problema

El 6rgano mas extenso del ser humano es la piel, la cual es la parte mas externa que
se presenta, debido a esto se encuentra en constante exposicion a luz solar, sufriendo graves
dafios a causa de esta, sumando a esto que la mayoria de personas no toman acciones
preventivas contra este tipo de dafio. Dentro de las consecuencias que puede generar la alta
exposicion a luz solar estan: cancer de piel, melanomas, arrugas prematuras, carcinomas,
manchas, fotoenvejecimiento y otros problemas relacionados. Como accidn preventiva a esta
exposicion solar se puede mencionar el uso de sustancias que humecten la piel, utilizando

como via de administracion un suero de hidratacion topica 1.

Debido a que el envejecimiento de la piel es un proceso gradual, dependiente de
procesos internos y externos, este proceso no se puede detener debido a procesos fisiol6gicos
anteriormente explicados, pero puede haber un retraso en el aspecto estético, con respecto a
piel, ademas de los diferentes beneficios presentes en diversos tratamientos para la buena
salud de la misma. Estos factores hacen que el cuidado de la piel se convierta en un proceso
que debe ser incluido y utilizado por todas las personas debido a los diferentes beneficios y
posibles rutas preventivas para diferentes patologias 2.

El 4cido hialurénico es producido por enzimas sintetasas de AH presentes en la
membrana plasmatica de fibroblastos, posteriormente se liberan al espacio extracelular.
Tiene un caracter bastante acido, también es altamente hidrofilico e hidrosoluble, estas
caracteristicas le permiten atraer importantes cantidades de agua y sodio, como consecuencia
de este proceso se incrementa la hidratacion ademas de la elasticidad de la piel. Debido a
estas caracteristicas que presenta, es uno de las mejores opciones de tratamiento en cuanto a

la mantencion de una piel sana fisiolégicamente y también en el aspecto estético °.

El proceso de envejecimiento en la piel obedece a pérdidas de vascularizacion, de
reproduccion celular (por parte de fibroblastos), fibras de tipo colagenas y también elasticas,
pero fundamentalmente de &cido hialurénico, provocando de esta manera deshidratacion y

pérdida de volumen. EIl acido hialuronico es un polisacarido natural presente en el liquido
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extracelular de todos los seres vivos, idéntico en todos los seres vivos y también en todos los
tejidos que se presente. Cuanto mayor avance en edad menor serd la produccion de &cido
hialuronico, por lo cual es importante tener en cuenta que mantener niveles estables de este

polisacarido es fundamental para retrasar el proceso de envejecimiento en piel .

Las cascaras de huevo son residuos solidos procedentes de actividades, tanto agricolas
como avicolas. La produccién masiva de este desecho proviene de plantas de incubacion,
criaderos de gallinas, fabricas productoras de salsas, industrias dedicadas a la panaderia y
reposteria y también industrias de procesamiento de productos de huevo para su posterior
venta por separado (albimina y yema). La produccion diaria de huevo segun el consumo
ecuatoriano fue de 10,81 millones en el 2019. En este pais hay una produccién de 4 millones
de huevos, los mismos que producen 24000 toneladas anuales de residuos aproximadamente,

de esto el 90% es depositado en tratamiento de rellenos sanitarios °.

Una vez planteada la problematica a la cual se requiere dirigir el proyecto, nace la necesidad
de realizar este Trabajo Final de Graduacién, el cual va dirigido y pretende demostrar la
obtencion de acido hialurdnico a partir de membranas testaceas presentes en las cascaras de
huevo, ademas de formular un suero de hidratacion tépico como forma farmaceéutica en
especifico. Debido a esta premisa, surge la siguiente pregunta de investigacion: ; COmo puede
ayudar un suero de hidratacion tdpico teniendo como principio activo el acido hialurénico
extraido de las membranas testaceas presentes en la cascara de huevo, en la Universidad

Internacional de las Américas en el afio 2022?
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Disefiar un suero topico de hidratacion para la piel a base de acido hialurénico
extraido de las membranas testaceas de las cascaras de huevo en el Laboratorio de Quimica
de la Universidad Internacional de las Ameéricas como aporte a los cuidados
dermocosmeéticos de usuarios adultos jovenes en Costa Rica durante el tercer cuatrimestre
del 2022

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Optimizar las condiciones para la formulacion de un suero tépico de hidratacion
para la piel a base de acido hialurénico extraido de las membranas testaceas de
las céscaras.

2. Desarrollar la formulacion de un suero topico de hidratacion para la piel a base de
acido hialurénico, extraido de las membranas testaceas de las c&scaras de huevo
en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

3. Determinar caracteristicas generales del suero tépico desarrollado y sus posibles
aplicaciones como aporte a los cuidados dermocosméticos de usuarios adultos
jovenes.

1.3 Justificacion

Actualmente, existe una alta demanda de consumidores de productos cosméticos que
incluyan dentro de su formulacion ingredientes de tipo natural. La membrana de las cascaras
de huevo es una sustancia que ha demostrado manifestar un incremento en la actividad
celular, ademéas de aumentar la produccidn de colageno. Esta membrana presente en el huevo
retrasa el envejecimiento de la piel y también disminuye el dafio provocado por la luz
ultravioleta y también procesos de inflamacién. Debido a diferentes investigaciones, se han
desarrollado formulaciones efectivas de origen natural para la hidratacion y recuperacién de

la piel, ayudando de esta manera al retraso en envejecimiento 2.

Se han sugerido membranas en cascaras de huevo de gallina para diferentes
formulaciones, como humectantes y cicatrizacion de heridas, usandolo también en una linea
celular de queratinocitos humanos, para el tratamiento de arrugas, asi como también en

actividad antibacteriana. Se determind que la cédscara de huevo se puede utilizar para
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ingredientes cosméticos funcionales, ya que ayuda a eliminar las arrugas causadas por los
rayos UV-B 2,

La membrana presente en la cascara de huevo esta situada entre la cascara y la clara
de huevo; ademas, es una bicapa insoluble. Tiene una estructura fibrosa y presenta efectos
antimicrobianos y antibacterianos, es rica en sustancias como glucosamina, condroitin
sulfato, acido hialurénico, colageno y sulfato de glicoproteina. Actualmente, las membranas
de cascara de huevo son muy utilizados en cosmética, medicina y en la industria
farmacéutica. Las nuevas tecnologias generan la separacion efectiva de las membranas de la

cascara; esto hace que se puedan aislar y obtener los principios activos de la membrana ®.

Dentro de las ventajas de utilizar las membranas de céscaras de huevo, en este caso
las testaceas, las cuales son un biomaterial natural y un tejido conectivo que estan entre la
clara y la cascara de huevo; de esta manera, son biocompatibles con células humanas y féciles
de adquirir a un precio bastante accesible. La caracteristica red porosa de la estructura les
suministra a las membranas de la cascara de huevo, una gran superficie para la deposicion
de biomoléculas y una porosidad apropiada para gas e intercambio de agua, los cuales son

factores fundamentales para vendajes que se puedan utilizar en el tratamiento de heridas .

Ademas, en los tiempos modernos se ha observado un particular fanatismo por parte
de las personas que utilizan cosméticos, por aquellos productos que utilizan componentes
naturales dentro de su formulacion y también sobre areas de salud en general. Esta tendencia
obedece a productos y laboratorios donde no prueben sus productos en animales, este factor
ha sido muy importante e influyente durante estos Ultimos afios. También con politicas
asociadas a veganismo, pero aunque pareciera contrario el uso de huevo de gallina asociado
a veganismo, de alguna manera la extraccién de acido hialurénico es mas compatible con

este tipo de tendencia en comparacion con maltrato y prueba en animales ’.

Las céscaras de huevo son un residuo y desecho organico abundante, proveniente del
sector avicola, sectores agricolas y alimenticias con gran importancia en el pais. Debido a

esto resulta ser una materia prima bastante abundante, lo cual no ha sido lo suficientemente
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valorada y tomada en cuenta para la produccion de diferentes productos, y de esta manera
esta materia tiene un valor nulo, lo cual deberia explorarse a fondo para generar la utilizacion
de la misma. Actualmente, diferentes estudios e investigaciones han permitido determinar la
composicion quimica de las cascaras de huevo, encontrando una gran cantidad de colageno

y también &cido hialurénico, componentes que se pueden extraer de las membranas de estas
8

1.4 Antecedentes

1.4.1 Antecedentes Historicos

Heaney et al. °, en su estudio “The isolation and characterization of hyaluronic acid
in eggshell”, analizaron la parte organica de la cascara de huevo de la gallina, en la cual
hallaron que contenia una serie de proteinas y polisacaridos, eventualmente presentes como
glicoproteinas y glicosaminoglicanos. Dicho estudio se realiz6 mediante una preparacion
purificada de un glicosaminoglicano, por estudio de la velocidad de sedimentacion y hasta el
equilibrio en un gradiente de densidad. Se observa que los productos de degradacion
manifestaron que los glicosaminoglicanos eran hialuronidasas y la identificacion de los

productos reveld que el glicosaminoglicano era acido hialurénico.

Guerra et al. % en su trabajo “El 4cido hialurénico y sus aplicaciones en
dermatologia”, demostraron lo importante que se ha vuelto el acido hialurénico, ya que la
literatura médica tiene un mayor auge en cuanto a este tema. Segun esta investigacion revelan
que el acido hialurénico fue nombrado asi por Meyer y Palmer en 1934 en el tejido que se
aisld del cuerpo vitro del ojo bovino y del &cido hialuronico. Dentro de las conclusiones més
importantes de este estudio son que el acido hialurénico tiene un papel importante en la

curacion de heridas, en la cicatrizacion y en el tratamiento del envejecimiento de piel.

Long et al. 1, en su investigacion “Preparation of hyaluronic acid from eggshell
membrane”, las composiciones y métodos para preparar formulaciones que incluyen acido
hialurénico procedente de la membrana de la cascara de huevo. Este hallazgo se dirigié a un

método de tratamiento de un mamifero, que se favorecera de la administracion de acido
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hialuronico, que incluye administrar una composicion que contiene &cido hialurénico
derivado de la membrana de la cascara de huevo, donde se obtuvo que las composiciones
pueden tener acido hialuronico puro o acido hialurénico en combinacién con otros

componentes naturales, procedentes de la cascara del huevo.

1.4.2 Antecedentes Internacionales

Yoo et al. 2, en su publicacion “Effects of eggshell membrane hydrolysates on UVB-
radiation-induced wrinkle formation in SKH-1 hairless mice”, observaron el resultado de los
hidrolizados de membrana de céscara de huevo en cuanto a proteccion contra las arrugas,
los rayos UV y la humedad para su utilizacion en cosméticos. Se realizé mediante un estudio
donde se fraccionaron los hidrolizados, donde cada muestra se tratd0 a diferentes
concentraciones y se usaron ratones sin pelo, que habian sido expuestos a rayos UV-B para
inducir arrugas durante siete semanas. Se logré determinar que la Fraccion | fue més eficaz
y que estos hidrolizados ayudan a atenuar las arrugas que fueron provocadas por radiacién
UV-B.

Oba et al. 2, en un estudio titulado “Collagen hydrolysate intake improves the loss of
epidermal barrier function and skin elasticity induced by UVB irradiation in hairless mice”,
mediante la administracién de colageno hidrolizado por via oral a ratones en una dosis 0
dosis repetidas, exponiendo a estos a los rayos UV-B. obtuvieron como resultado que la
irradiacion provoc6 una disfuncion de la barrera epidérmica, incremento en la pérdida de
agua transepidérmica, hiperplasia epidérmica y una disminucion en el contenido de agua del
estrato corneo. La irradiacion repetida disminuyo la elasticidad de la piel y la cantidad de
acido hialurénico dérmico en ratones. Por ultimo, se concluyé que la administracion de
hidrolizado de colageno descontrola la funcién de la barrera epidérmica y elasticidad cutanea

dérmica.

Urbano 3, en su estudio titulado “Extraccion a escala de laboratorio del complejo de
proteinas presentes en las membranas intersticiales de residuos de cascaras de huevo de
gallina (Gallus Domesticus) mediante el proceso de hidrolisis alcalina”, realizd una

extraccion del complejo proteico en las membranas intersticiales de residuos de cascara de
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huevo de gallina, en los cuales se realizaron analisis de caracterizacion en las fases proteica
y mineral. Se determind que las membranas intersticiales son una fuente significativa de
proteina, en comparacion con la fase mineral, que alcanza altas concentraciones de mineral

(calcio).

Chi et al. ** en un estudio titulado “A novel process to separate the eggshell
membranas and eggshells via flash evaporation” hace referencia al consumo de huevo en
diferentes paises, mencionando potencias mundiales dentro de este. En el 2018 la produccion
de huevo fue de 76.7 millones de toneladas, tomando en cuenta un crecimiento de un 14,95%
con respecto a los dltimos 10 afios. China tuvo una produccion de 26.9 millones de toneladas
en 2018, mientras que Estados Unidos tuvo una produccion de 6,46 millones seguido por la
India con 5.23 millones. El incremento en la produccion de huevo obedece a un aumento en
el consumo global de este producto, y se menciona que puede haber un aumento del 50%

para 2035, esto debido al precio comparado a otros tipos de proteina animal.

Pasarin y Rovinaru

, en su investigacion titulada “Separation methods of the
eggshell membranas grom eggshell” mencionan algunos métodos para poder generar la
extraccion de la membrana de las cascaras de huevo, en este caso mencionan una forma
casera, la cual consiste en la obtencion de la misma por medio de calentamiento en un horno
durante un tiempo y temperatura determinada (30 min y 30 grados centigrados). Otro de los
métodos mencionados consta de la utilizacion de acidos diluidos (&cido acético, clorhidrico,
EDTA, sulfurico), disolviendo de esta manera el carbonato de calcio, la utilizacion de estos
acidos es bastante eficaz como proceso de extraccion. Uno de los procesos mencionados y
de los mas modernos es utilizar aire disuelto en agua presurizada, el proceso puede tardar
unas dos horas y lograr la separacién del 96% de las membranas y 99% del carbonato de
calcio. También uno de los métodos de extraccion mas sencillos es la utilizacion de
microondas, suponiendo que las membranas tienen gran cantidad de agua y utilizando este
método se puede obtener una obtencidn répida, pero tal vez no tan eficaz como métodos

mencionados anteriormente.
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1.4.3 Antecedentes Nacionales

En este caso la Unica referencia encontrada sobre extraccion de acido hialuronico a
partir de membranas testaceas en el pais, corresponde a una investigacion realizada por
Gomez. 1® (2022) “Extraccion del 4cido hialurénico a partir de las membranas testaceas
presentes en las cascaras de huevo mediante hidrolisis enzimatica con pepsina” en la cual
menciona que el método enzimatico utilizado para la extraccion fue exitoso, debido a que
pudo identificar y también cuantificar los componentes presentes, ademas se realizaron
pruebas cuantitativas satisfactorias con respecto a densidad, pH y también concentracion de
las muestras presentes. En este estudio se realizaron pruebas de identificacion via infrarrojo,
demostrando la similitud de las bandas tedricas con respecto a las experimentales, mostrando

la coincidencia y presencia de este tipo de estructuras en las diferentes muestras.
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CAPITULO II- MARCO TEORICO



2.1 Caracteristicas generales de la piel

El 6rgano méas extenso del ser humano es la piel, es una barrera contra el medio
ambiente y sus diversos factores (fuerzas mecénicas, factores quimicos, radiaciones, cambios
de temperatura, microorganismos y manifiesta signos y sintomas de enfermedades
sistémicas, ademas, alta importancia en cuanto a funciones vitales y también
metabolicas(sintesis de vitamina D, reserva de grasas, eliminacion de desechos, equilibrio
hidroeléctrico), nervioso (asiento de receptores nerviosos: tacto, temperatura, presion, dolor)

y psicoldgico (expresion de emociones, autoimagen y cosmética) *'.

La funcion principal de la piel es construir una capa cornea protectora, eficaz,
semipermeable, la cual brinde proteccién ante el medio al cual estamos expuestos. Esta
barrera imposibilita la pérdida de fluidos corporales, como la entrada al organismo de
sustancias peligrosas (microorganismos, radiacion, toxicos...). Para desempefiar estas
funciones anteriormente mencionadas, la piel sintetizard numerosas proteinas y lipidos
incluidos en la capa cornea a través de diversos procesos de diferenciacion, logrando de esta
manera el crecimiento de la piel en cuanto a recambio celular a través de los dias y afios en
las personas®®. Gracias a estos procesos se da el continuo crecimiento de la piel brindando de
esta manera diferentes caracteristicas como elasticidad, permeabilidad y proteccion.

2.2 Composicion de la piel

La piel estd constituida por tres capas bastante diferentes entre si en cuanto en
anatomia y funcidn, pero con varias interrelaciones, estas capas son: epidermis, dermis e
hipodermis (Fig. 1). La epidermis tiene un grosor desde 0,03 a 0,12 mm en piel fina y puede
alcanzar 1,4 mm en la gruesa (palmas). De esta forma, la epidermis plantar y palmar son las
zonas de la piel con mayor grosor, aunado a esto incorporan una capa extra conocida como
estrato lucido®’. El grosor de cada capa varia en funcion del area anatomica a la cual se esté
refiriendo, teniendo de esta manera diversidad de grosor a lo largo de la extensa piel por todo

el cuerpo humano.
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Las células responsables de generar el recambio celular son las células madre, las
cuales estan presentes en todos los niveles de la piel y son uno de los principales pilares para
entender la fisiologia de este tejido. La principal caracteristica de estas células es que poseen
la capacidad de autorrenovarse y de esta manera poder dar origen a diferentes tipos celulares.
Estas células madre también se ubican en glandulas sebéaceas, infundibulo y glandulas
sudoriparas®®. Gracias a la diferenciacion que se produce en estas células permite la
produccién de células idénticas ayudando de esta manera al recambio celular, es decir, son
las responsables de brindar el grosor y células sanas y adecuadas para los diferentes sectores

del tejido.

Figura 1. Capas de la piel y elementos presentes en cada una de ellas.
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Fuente: Garcia y Alonso?’

En cuanto al desarrollo a lo largo del tiempo de esta importante capa, la piel del
neonato aunque parezca “madura” con respecto a su desarrollo anatdmico, muchas funciones
fisioldgicas de la piel van a experimentar una maduracion posnatal. Es importante recalcar
que la piel de un neonato no es capaz de mantener la homeostasis, tampoco regular la
temperatura; ademas de esto, es mucho mas susceptible a infecciones. Estudios recientes
demuestran diferencias marcadas con respecto a la piel adulta: se presenta un escaso
desarrollo del estrato corneo, las uniones epidérmicas intracelulares son menos fuertes, se
produce menor cantidad de sebo, también se presenta una menor cohesion entre dermis y
epidermis, mayor pérdida transepidérmica de agua, la conductancia es mayor, es importante

tener en cuenta que el pH de la piel de los neonatos es menor y también la piel es mas fina®’.
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Dentro de las estructuras que se deben considerar con respecto a la piel, se encuentran
los anexos cutaneos o partes adjuntas de la piel. Ademas de las ufias y los pelos (anexos
queratinizados), se encuentran otro tipo de anexos debido a invaginaciones de la epidermis a
| largo de su desarrollo, dentro de estas estructuras se pueden mencionar: foliculos pilosos,

glandulas sebaceas y glandulas sudoriparast’.

Las células madre presentes en la piel tienen una gran importancia, se encuentran en
gran cantidad, de manera proporcional a la superficie corporal, estas se pueden encontrar en
la capa basal de la epidermis donde se diferencian a queratinocitos; en la parte inferior de la
porcion del foliculo piloso se encuentran las células madre responsables de la regeneracion
del mismo; también en la papila dérmica se observan células que se diferencian hacia linaje
neuronal y mesodérmico; otras se pueden ubicar en glandulas sebéceas, infundibulo y

glandulas sudoriparas?’.

2.2.1. Epidermis

Es un epitelio plano poliestratificado y queratinizado, esta capa cubre la totalidad de
la superficie corporal. Esta capa contiene el mayor numero de células y posee una dindmica
de recambio increiblemente amplia. Presenta un espesor variable, que va desde 0,1 mm hasta
1 o 2 mm, especialmente en plantas de los pies y palmas de las manos. Predominan
queratinocitos en fase de diferenciacion, que conforme se dividen, se van desplazando de la
capa mas interna a la capa mas superficial, conteniendo cuatro diferentes estratos desde el

interior hasta el exterior®’.

a) Capa basal o estrato germinativo: es la capa méas profunda, se separa
de la dermis por medio de la membrana o lamina basal, y se encuentra anclada a ella
por medio de hemidesmosomas. Posee una estructura compleja formada por cuatro
espacios: membrana de las células basales, lamina lucida, ldmina basal y zona fibrosa
0 sublamina densa. Con respecto al nivel de células basales, se observan los
hemidesmosomas, los cuales unen la epidermis a la lamina densa gracias a los

filamentos de anclaje, constituidos principalmente por proteinas?’.
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Sobre la membrana basal, la capa basal presenta una monocapa de células cilindricas
0 clbicas, las cuales se caracterizan por poseer nucleo grande. Dentro de las células que se
encuentran en esta monocapa se pueden mencionar: células madre indiferenciadas (poseen
la capacidad de dividirse de manera ilimitada), células comprometidas (de rapida division,
pero solo aportan queratinocitos) y células posmitoticas (no se dividen, estas células migran
al estrato superior)*’.

b) Estrato espinoso o de Malphigio: estd formado por 8-10 capas de
células espinosas, las cuales se mantienen unidas entre si por medio de estructuras en
forma de espina y con puentes intercelulares por los que se comunican con células
adyacentes y constituidos por proteinas como filamentos de queratina, plaquinas y
desmogleinas. Estas células contienen alta cantidad de ADN, ingrediente necesario
para el proceso de sintesis proteica, que dard como resultado la produccién de
queratina®’.

C) Estrato granuloso: en este nivel, inicia el proceso de queratinizacion,
este estrato esta constituido por 3-5 capas de células romboidales, aplanadas, en forma
de diamanta, que contienen granulos de queratohialina (ligados al citoesqueleto
celular y a la produccién de queratinas K2 y K11 y granulos lamerales, los cuales
contienen fosfolipidos, ceramidas y glicolipidos que cuando se depositan en la
superficie de la piel, tienen una funcidon de “pegamento” manteniendo las células
unidas entre si y de esta manera se forma la probarrera lipidica, una de las estructuras
responsables de la impermeabilizacion de la piel*’.

d) Estrato lUcido: esta capa se encuentra de forma selectiva en las plantas
de los pies y palmas de las manos, expuestos con regularidad a situaciones que
involucran friccion y desgaste. Consta de 2-3 capas de queratinocitos bastante
aplanados, los cuales carecen de nlcleo y presentan un citplasma rico en una sustancia
gelatinosa llamada eleidina, precursora de la queratina. Contiene gran cantidad de
lipoproteinas y su principal funcion es evitar la entrada o salida de agua®’.

e) Estrato cdérneo: porcion mas superficial y ancho de la epidermis,
también es la capa que presenta mayor variacion en cuanto a grosor. Es el resultado
de la diferenciacion terminal de los queratinocitos epidérmicos. Tiene un papel

fundamental en la defensa de la piel y juega un papel clave en la funcién de barrera
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frente a diferentes agresiones y situaciones bruscas que puedan generarse en la piel
causadas por factores externos. Esta formada por 20-30 capas de células escamosas,
aplanadas y sin nacleo, con la curiosidad de que las células en esta capa estdn muertas.
A estas células se les conoce como corneocitos y tiene una orientacion y orden en
forma de tejas, las cuales continuamente se desprenden. Se puede observar dos
subcapas en este estrato, una subcapa cornea compacta, densa, cohesiva, mas
profunda; y la otra subcapa, mas laxa, presenta menor cohesividad, la cual a medida
que se hace mas externa se pierde la adhesividad de sus células, momento en el que
se deteriora la adhesion de las células y por Gltimo se produce la descamacion de las

mismas?’’.

Dentro de las células que estan presentes en esta capa se encuentra: queratinocitos,
células de Langerhans, melanocitos y células de Merkel. Los queratinocitos son el grupo
celular predominante en esta capa, con un 80% del total de las células epidérmicas. Estas
células se originan en la capa basal, zona donde son altamente proliferativos y a medida que
maduran y ascienden en la epidermis, pierden de manera progresiva el potencial replicativo
y experimentan apoptosis (muerte celular programada). En esa ultima fase es donde las
células se tornan como queratinocitos sin ndcleo (corneocitos) y contienen filamentos de

queratina. La descamacion es el resultado final®’.

El proceso completo se denomina queratinizacion, el recambio celular de la totalidad
de la capa epidérmica es acompafiada de diferentes procesos o transformaciones radicales del
queratinocito y se finaliza en un periodo cercano a los 30 dias, desde el primer paso donde
se produce la division celular, hasta que la célula cae desprendida de la superficie de la piel

generando un proceso conocido como descamacion?’.

Dentro de las sustancias sintetizadas por las células a lo largo de este ciclo, cabe
destacar varios tipos de queratina, las cuales son proteinas estructurales de los queratinocitos.
Estas sustancias son insolubles en agua y con una gran resistencia frente a cambios en el pH,
altas temperaturas y resistencia a la degradacion enzimatica. EI aminoacido de mayor
importancia de la queratina es la cisteina. Presentan puentes disulfuro los cuales aportan

fuerza y rigidez a la estructura, esta rigidez es directamente proporcional a la cantidad de
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puentes formados. Se subdividen en dos grupos: queratinas duras y blandas. Las queratinas
duras o alfa forman parte del pelo y uiias, mientras que las queratinas beta pertenecen a

elementos esenciales de la capa cornea'’.

El proceso de queratinizacion presenta diferentes etapas, empezando por la division
celular o mitosis que ocurre en el estrato basal o germinativo, debido a este proceso una célula
de forma cubica permanece, mientras que la otra asciende hacia la superficie de la piel, dando
continuidad al proceso. Después la célula sube al estrato espinoso, cuando se incorporan a la
parte mas externa de esta capa, las células empiezan a producir granulos de queratohialina y

también cuerpos lamelares?’.

Desde ahi, las células son empujadas hacia el estrato granuloso, lugar donde adoptan
una forma plana y en forma de diamante. Después avanzan al estrato cdrneo, donde se
aplanan con mayor intensidad y pierden las organelas y el ndcleo. Finalmente, las células
cornificadas o corneocitos alcanzan la superficie de la piel, en este momento, las células se
interconectan entre si mediante corneosomas y se amontonan en capas, formando de esta
manera el aspecto tipico que presenta el estrato corneo. La red mas externa se forma entonces
de corneocitos y matriz lipidica extracelular, y son descamados a través de la rotura de los

desmosomas?’.

Otra de las células involucradas en esta capa de la piel son los melanocitos, células
dendriticas que se encuentran entre las células basales y el foliculo piloso. Representa un
10% del total de las celulas epidérmicas, son responsables de la produccion de melanina,
responsable de la pigmentacion de la piel. La luz UVB estimula la produccion de melanina,
la cual tiene propiedades fotoprotectoras de manera natural. Hacen contacto con los
queratinocitos por medio de sus dendritas, la proporcion de estas células es cercana a una por

36-40 queratinoocitos 0 un melanocito por cada 9 células basales®’.

El melanocito posee prolongaciones de su propio citoplasma donde se forma la
melanina, proceso conocido como melanogénesis. Se pueden identificar dos tipos de
melanina: de color marrén (eumelanina) y de color amarillento-rojo (feomelanina). La
sintesis de estas sustancias esta condicionada por varias enzimas, dentro de estas destaca la
tirosinasa, la actividad de la enzima esta condicionada por la union de la MSH (hormona

estimulante de melanocitos) al receptor que se encuentra en la membrana de los
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queratinocitos. Este receptor presenta hasta 5 variantes, la respuesta en la produccion de
melanina (eumelanina o feomelanina) va a depender del estimulo a los receptores, 1o que

finalmente determina la respuesta a la luz solar por parte de la personal’.

Después de la formacion de la melanina, se da una transferencia de esta en forma de
melanosomas hacia los queratinocitos adyacentes. Los diferentes tonos de piel van a
depender de las diferencias en la actividad de los melanocitos, las caracteristicas de los
melanosomas, la capacidad de transferir los melanosomas a los queratinocitos, cantidad de

melanina y tamafio y densidad de los melanosomas transferidos®’.

Las células de Langerhans representan entre un 3 y 8% de la poblacién celular de esta
capa y se localizan en el estrato espinoso. Son células dendriticas, las cuales conforman la
primera linea defensiva de la piel y también tienen un papel fundamental en la presentacion
de antigenos. Forman parte del sistema mononuclear fagocitico y estdn involucradas en
muchos tipos de respuesta inmune, por medio de la activacion de las células T. Estas células
presentan una caracteristica inusual, al poseer un granulo en forma de gusano o raqueta,

conocido como granulo de Birbeck!’.

Este tipo de células captan antigenos en la piel, los cuales son procesados en
compartimentos especificos y especializados. Después de unas horas, las células aumentan
su tamafio, abandonan la epidermis para tomar el camino hacia la dermis, donde entran a los
vasos linfaticos dérmicos, de ahi se dirigen hacia las areas para corticales de los ganglios
linfaticos de drenaje, lugar donde presentan al antigeno a las células T, generando de esta

manera respuestas especificas y productivas en estas células?’.

Por ultimo, teniendo menor presencia en esta capa, las células de Merkel son células
epidérmicas, se encuentran en el estrato basal, directamente sobre la membrana basal.
Presentan una funcion sensorial como mecano receptores, y se sitlan en lugares con
sensibilidad tactil alta como lo son pulpejos, palmas, plantas, mucosa oral y genital. Se
encuentran unidos por medio de desmosomas con los queratinocitos adyacentes y también

poseen filamentos de queratinal’.
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2.2.2 Dermis

Esta estructura proporciona soporte, resistencia, elasticidad y también capacidad de
adaptacion a movimientos y cambios de volumen. Constituye la mayor masa de la piel y el
grosor méaximo que llega a alcanzar es de 5 mm. Tiene conexidn con la epidermis a nivel de
la membrana basal, esta capa contiene coldgeno y también fibras elasticas. La matriz
extracelular contiene una elevada proporcion de glicosaminoglicanos tales como: &cido
hialurdnico, proteoglicanos y glicoproteinas. Es un tejido vascularizado, el cual proporciona
soporte y también alimento a la epidermis. Dentro de las estructuras que contiene se
encuentran: vasos sanguineos, linfaticos, nervios sensitivos, mdasculos, foliculos

pilosebaceos y glandulas sudoriparas®’.

Dentro de las células presentes en esta capa se pueden mencionar: fibroblastos,
histiocitos, mastocitos o células cebadas, adipocitos, linfocitos, células plasmaticas,
eosindfilos y monocitos, aunque el nimero de células en esta capa es escaso. Los fibroblastos
se diferencian a fibrocitos, los cuales al enlazarse uno con el otro, generan una red
tridimensional. En este punto se da la sintesis y liberacion de precursores de colageno,

elastina y proteoglucanos para construir de esta manera la matriz extracelulart’.

Los histiocitos son macrofagos tisulares, los cuales estan implicados con la respuesta
inmune. Otra de las células presentes son los mastocitos, los cuales son células inflamatorias
gue se encuentran en las areas perivasculares de la dermis y segregan sustancias vasoactivas
y proinflamatorias implicados en la respuesta inflamatoria, remodelacion del colageno y
también en la curacion de heridas. Los adipocitos presentes en esta capa presentan diferencias
con respecto a los adipocitos presentes en el tejido subcutaneo. Estas células tienen funciones
con respecto al aislamiento de estructuras dérmicas, depdsito de energia, regeneracion del

foliculo piloso y ademas participa en la curacion de heridas®’.

Otra de las estructuras presentes en esta capa es la matriz extracelular o también
conocido como sustancia fundamental, la cual representa el espacio libre entre los elementos
fibrosos y celulares. Se encuentra constituido por un fluido gelatinoso en el cual las células
se pueden movilizar con libertad. Es una sustancia amorfa que esta compuesta principalmente

por proteoglicanos, los cuales, debido a su gran capacidad para absorber agua, forman de esta
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manera una materia pegajosa y gelatinosa, que funciona como elemento de union entre el
resto de elementos, tanto fibrosos como celulares, y también tienen influencia en la migracion

y diferenciacion celular?’.

El colageno es el principal componente de la dermis. Existen 13 tipos de colageno,
por lo que no es homogéneo en todo el cuerpo, su variacion obedece a morfologia,
composicion de aminoacidos y también de sus propiedades fisicas. Esta capa de la piel
contiene principalmente colégeno tipo | (85-90%), tipo Il (8-11%) vy tipo V (2-4%). Las
fibras elasticas proporcionan las propiedades retractiles de la piel y representan de un 2-4%?’.
Estas fibras estan constituidas por fibrilina y elastina, la fibrilina es una glicoproteina esencial

para la formacion de fibras elasticas del tejido conectivo.

La combinacion del tejido fibroelastico, células dérmicas y matriz extracelular en la
dermis, genera dos areas diferentes, sin una clara demarcacion o limite entre ellas, por un
lado se encuentra la dermis papilar o capa papilar, la cual es mas delgada, tiene contacto con
la epidermis y esté constituido por tejido conectivo laxo. Las proyecciones que presenta esta
capa se denominan papilas dérmicas donde se encuentran las asas capilares (sistema
circulatorio), estas proporcionan los nutrientes a la epidermis avascular. La capa papilar

contiene terminaciones nerviosas, vasos linfaticos y también receptores sensoriales?’.

Por otra parte, pero adyacente a la capa anterior, se encuentra la dermis reticular, la
cual se encuentra en una zona mas profunda, de mayor grosor, menos celular y contiene tejido
conectivo bastante denso. EI nombre de esta capa se ve reflejado por el entramado o reticula
de las fibras colagenas que forman gruesos haces los cuales se entrelazan con otras fibras

elasticas'’.
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2.2 Proceso de envejecimiento

El envejecimiento es un proceso biolégico, normal, irreversible, progresivo,
intrinseco y universal que con el pasar de los dias se da de forma normal en todos los seres
vivos como consecuencia de la interaccion del individuo con el medio ambiente del cual esta
rodeado. “Podrian también definirse como todas las alteraciones que se producen en un
organismo con el paso del tiempo y que conducen a las pérdidas funcionales y a la muerte?®.
Este tipo de alteraciones pueden tener diferentes causas, las cuales van degenerando los

diferentes drganos y sistemas involucrados en el funcionamiento normal de los seres vivos.

Actualmente, el envejecimiento se liga a la desorganizacion celular por el estrés
oxidativo causado por los radicales libres y otras especias reactivas del oxigeno. Este dafio
se produce durante el metabolismo aerobio en la cual se producen de manera incidental
especias radicales del oxigeno, dafiando de esta manera a diferentes macromoléculas,
acumulando este dafio durante el tiempo, produciendo de esta manera péerdida gradual de los
diferentes mecanismos homeostaticos presentes y pérdida de la capacidad funcional de la
célula, conduciendo al envejecimiento de lamisma y su posterior muerte®. Existen diferentes
factores extrinsecos e intrinsecos involucrados en el aumento de estor radicales libres y

también existen otras causas de envejecimiento de la piel.

Es importante reconocer los dos tipos de envejecimiento: el intrinseco (conocido
como cronoldgico), este depende de la edad cronoldgica de la persona, y el extrinseco, el cual
da lugar a la diferenciacion entre la edad cronolégica (determinada por la fecha de
nacimiento) y la edad aparente (la edad que perciben las demés personas sobre uno). El
envejecimiento de la piel ocasiona pérdida de calidad y grosor de la dermis, lo que ocurre es
que las papilas dérmicas se aplanan, causando de esta manera una disminucién en la llegada

de nutrientes a la epidermis, asi como pérdida de la resistencia a la deformacion?.

Con respecto al envejecimiento intrinseco, este se produce en la piel como una serie
de cambios morfologicos, finas arrugas, neoplasias benignas, disminucion de queratinocitos
basales, lo que dificulta la cicatrizacion de heridas, ademéas de disminucion del contenido
acuoso de los tejidos con el paso del tiempo, disminuyendo de esta manera el estado de
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hidratacion y de la piel, y por lo tanto, su funcion como barrera ademas de disminucion de la
elasticidad de la misma %. Uno de los objetivos primordiales en la prevencion del
envejecimiento cutaneo es procurar la hidratacion normal del tejido, debido a que es un factor

muy importante, tanto desde el punto de vista fisioldgico como estético.

En cuanto al término de foto envejecimiento hace relacion a describir diferentes
procesos fisiologicos e histoldgicos producidos por exposicion prolongada o cronica a la
radiacion solar. Su importancia dermatoldgica radica con respecto a la incidencia de las
alteraciones cutaneas relacionadas a este proceso y tambien por la estrecha relacién que
presenta con el cancer de piel. Este factor es responsable de la aspereza de la piel, las arrugas,
color amarillento, telangiectasias, pigmentacion irregular, y gran variedad de neoplasias
benignas y malignas?'. En la figura 2 se muestran diferentes causas de envejecimiento
tomando en cuenta factores intrinsecos y extrinsecos. Todas estas condiciones se ven
potenciadas por el deterioro del epitelio cutaneo asociado a la exposicion prolongada a la

radiacion ultravioleta.

La caracteristica histologica mas importante en este caso es la elastosis dérmica la
cual se caracteriza por la desaparicion de las fibras elasticas de la dermis, disminuyendo el
coldgeno y también aumenta la presencia de proteoglicanos, pero disminuye
glicosaminoglucanos como acido hialurénico y dermatan sulfato; esta disminucion del &cido
hialurénico es responsable de la disminucion de turgencia (deshidratacion) y elasticidad de
la piel, aparicion de arrugas y alteracion de la microcirculacion dérmica de la zona 2. Lo
mencionado anteriormente explica los diferentes procesos fisioldgicos e histoldgicos que se

producen en la zona, determinando de esta manera la condicion de la misma.
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Figura 2. Factores que influyen en el envejecimiento cutéaneo.

FACTORES QUE AFECTAN AL ENVEJECIMIENTO DE LA PIEL

DIACION
=
RADICALES LIBRES
CONTAMINANTES
AMBIENTALES

ENVEJECIMIENTO DE
LA PIEL

Fuente: Ruiz y Morales?

Cabe senalar la importancia que tienen los radicales libres, debido a que el aumento
en la produccién de estos, fomenta un aumento de la rigidez de las membranas celulares y
tejido conectivo, lo cual lleva a una disminucién del aporte de sangre a los 6rganos y tejidos
con la consiguiente disminucion en la perfusion tisular, para disminuir este tipo de restos
citotoxicos producidos por reacciones oxidativas, las cuales son necesarias para la vida, los
seres vivos han evolucionado para contrarrestar este crecimiento con varios mecanismos
como destoxificacion, reparacion del ADN, antioxidantes naturales, depuradores de radicales

libres, enzimas y sistemas de degradacion proteica??.

2.3 Lagallina

La gallina doméstica pertenece al orden de las gallinaceas, se trata de aves terrestres
cuyas principales caracteristicas son: cuerpo pesado en relacién a la altura, pico fuerte, corto

32



y ligeramente curvado, alas robustas, las cuales no les permite volar alto ni largo, patas cortas,
gruesas y bastante fuertes, armadas con ufias aptas para escarbar y triturar, ademas de un
espolon que se encuentra en la parte posterior. Existen muchas razas de gallinas, las aves
criollas son aquellas propias de un lugar del cual han desarrollado diferentes caracteristicas

para su supervivencia??.

Las aves de caracter criollo son aves explotadas con escasas practicas de manejo, de
fenotipo variado y rustico, debido a que proviene de procesos espontaneos de la mezcla entre
aves europeas, americanas modernas y asiaticas. La gallina (Gallus gallus domesticus) es una
especie distribuida a nivel mundial. Existen evidencias arqueoldgicas donde remontan la
domesticacion del gallo rojo selvatico en Pakistan y China alrededor de los afios 7400-8000

a.c®.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de las gallinas

Reino Animal
Sub reino Metazoos

Tipo Vertebrados

Clase Oviparo
Orden Galliformes
Familia Phasianidae

Género Gallidos
Especie Gallus gallus

Fuente: elaboracion propia basada en la referencia 22.
Dentro del mundo de las aves se han distinguido variedades como:
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° Comerciales productoras de huevos (razas ligeras)

° Comerciales productoras de carne (razas pesadas)
. Productoras de huevo y carne (doble propdsito)

. Variedades criollas o locales

° Variedades mejoradas

Las razas productoras de huevos son resultado de una cuidadosa seleccion genética,
se trata de razas muy delicadas adaptadas a explotacion en granjas, y que por su alta
productividad requieren una alimentacion balanceada y también de un control sanitario
controlado, de esta manera las gallinas tendran una correcta produccion de huevo, ademas de
conservar su salud y que no mueran. Estas gallinas no son tan aptas para producir pollitos,
debido a que es raro que encluequen y se conoce que no son buenas madres. Son aves

relativamente pequefias, pero producen huevos grandes??.

Dentro de las caracteristicas deseables de las aves productoras se encuentran:
capacidad de producir huevos en altas cantidades y de forma persistente, rapido desarrollo
de la madurez sexual y estructura corporal adecuada para la postura, eficiente capacidad para
convertir los alimentos en huevos, buen tamafio del huevo con cascara firme y buena calidad

interna, resistencia a enfermedades y color adecuado de la céscara??.

El maximo desempefio con respecto a produccion de huevos radica en el
conocimiento de los animales, basicamente con el entendimiento de la anatomia y
funcionamiento de los diversos sistemas involucrados en la gallina. Con estos conocimientos
los productores pueden maximizar la produccién de huevos, debido a que por medio de esto
se conocen diversos factores que pueden afectar directamente el desempefio la puesta de

huevos, por ejemplo, el manejo de la luz para promover la produccion de huevos??.

Las aves son vertebrados de sangre caliente, estos animales son sucesores de los
reptiles, los cuales son poiquilotermos, es decir, de sangre fria, lo cual significa que la
temperatura corporal no es regulada y por lo general, corresponde a la del ambiente. Las aves,
aungue son sucesores de estos animales son de sangre caliente. Su temperatura corporal es

relativamente alta y por lo general permanece de forma constante. También son endotermos,
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tienen la habilidad de generar calor corporal de forma interna para producir un aumento en

su temperatura corporal?®?,

2.3.1 Proceso de formacién del huevo

El gasto y balance de energia en las gallinas de postura, depende en gran medida de
las demandas de la produccion del huevo y la ausencia de consumo de alimentos durante las
horas de la noche. La formacion del huevo inicia gracias a diferentes estimulos del sistema
nervioso y endocrino, manteniendo y coordinando este proceso y sincroniza las demandas de
energia necesarias para la produccion final del huevo. Este trabajo demanda costos
nutricionales, por esta razon, existe una relacion entre el consumo de alimento y la
produccién de huevo, ademas tiene relacion con el ciclo de ovulacion de la gallina que
incluye un mecanismo de control, y discute el control hormonal del metabolismo de

carbohidratos y lipidos en la gallina de postura?®,

Los requerimentos nutricionales para que se pueda generar la postura del huevo son
considerables. Dentro de estos incluye energia para transferir nutrientes al huevo
(aproximadamente 79,59 Kcals/dia), y también gastos energéticos de la gallina durante el
proceso de la sintesis del huevo y sus componentes, lo cual equivale a un intervalo entre

81,26-95,69 Kcal. Dentro de los costos para la produccion del huevo se encuentran:

o Sintesis de acidos grasos, precursores de la yema (aminoéacidos, fosfatos y

acidos grasos), y proteinas de la albumina.

o Transporte de los precursores al huevo

o Formacion del cascaron

o Movimiento del huevo a través del oviducto

o Mantenimiento de los 6rganos reproductivos?.

De manera cuantitativa no es posible obtener un valor exacto para determinar la
cantidad de energia necesaria que se utiliza para producir un huevo. Los costos de transporte
de precursores al ovario y tracto reproductivo pueden ser estimados tomando en cuenta la
circulacion de sangre que se transporta por estos 6rganos. Aproximadamente el 0,7% del

gasto cardiaco es suministrado al ovario, y 15,4% se dirige al oviducto. En gallinas con raza
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de bajo peso se ha observado que los costos energéticos de la produccion de un huevo se
aproximan a los 160,30 Kcals, y que este gasto es cubierto por un aumento en el consumo de

alimento conforme la gallina entra en ovoposicion??,

La relacion entre el consumo de alimento y la necesidad de energia para la produccion
del huevo es sumamente controlada con respecto a que el peso de la gallina permanezca
constante a traves de la fase de postura del huevo. Esto hace referencia a los cambios que se
pueden generar durante las diferentes fases de ovulacion y ovoposicion, cuando las
necesidades de nutrientes varian. Se ha observado un menor consumo de alimentos cuando

las gallinas no se encuentran en periodos de ovulacion y ovoposicion?.

El requerimiento proteico que requieren las gallinas de postura esta en funcion de las
necesidades de su propio mantenimiento, asi como la formacion del huevo. EL contenido
promedio de proteina en un huevo es cerca de 6 gramos, mientras que su mantenimiento 3-4
gramos/dia basado en pollos adultos. EI consumo de proteinas en el alimento de las gallinas,

aumenta la velocidad de produccién de huevos?.

2.3.1.1 Formacion de la yema

Es un proceso también conocido como vitelogénesis. Las proteinas de la yema tienen
una estrecha relacion con los lipidos, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se
encuentran en mayor proporcion con respecto a la materia seca, y se encuentran suspendidas
dentro del sistema acuoso presente en la yema. Los lipidos del cuerpo de la gallina son
agregados para la formacién de esferas y granulos en la yema, este tipo de lipidos se
encuentran como fosfivitinas y lipovitelinas. La totalidad de las proteinas de la yema son
sintetizadas fuera del ovario. Se diferencian dos tipos de VLDL, las grandes originadas en el

intestino (LDF-1), y las pequefias provenientes del higado (LDF-2)%.

Tanto los enterocitos como los hepatocitos forman una apoproteina B, la cual tiene
una relacion estrecha con las VDLS. Los estrégenos permiten a los hepatocitos la capacidad
de transcribir la apoproteina, también aumentan la formacién total de las VLDL hepéticas,

esto para incrementar la sintesis de &cidos grasos. La vitelogenina es una lipoproteina de baja
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densidad que es formada exclusivamente por los hepatocitos, de esta molécula se deriva la

lipovitelina y fosfivitina?3.

La vitelogenina se clasifica como una glicolipoproteina, teniendo propiedades de
azUcar, grasa y proteina; es precursor de lipoproteinas y fosfoproteinas, las cuales constituyen
la mayor proporcion en cuanto a proteinas pertenecientes a la yema. La fase acuosa presente
en la yema contiene las a- y B livetinas, estas moléculas inmunolOgicas reaccionan con la
albumina del plasma y la transferrina, y ambas son sintetizadas en los hepatocitos. Este tipo
de moléculas forman parte de inmunoglobulinas Gs las cuales surgen a partir de los linfocitos
B2,

Con respecto al proceso de transporte de sustancias desde su origen hacia el ovario,
el sistema vascular es el responsable de generar este proceso. Las lipoproteinas formadas por
estimulo de estrogenos, son depositadas en el huevo, debido a que otros tejidos del organismo
del animal se encuentran limitados para hacer funcional este tipo de compuesto. La pared del
foliculo posee diferentes estructuras encargadas de la recoleccion de lipoproteinas circulantes

y transferirlas al interior del 6vulo®,

2.3.1.2 Formacion de la albumina

Las proteinas de la albimina son sintetizadas por células localizadas en el oviducto.
Las células caliciformes epiteliales forman la albumina densa, avidina y la mucina, mientras
que las células tubulares forman la albdmina acuosa o liquida, ovoalbimina y la lisozima; la
mucina constituye aproximadamente el 2% del total, la inmunoglobulina A se encuentra en
pequefia cantidad y proviene de los linfocitos B. Los huevos se mueven a través del oviducto
por medio de peristalsis, mientras que la compresion de la mucosa ayuda a liberar albimina

de forma inmediata enfrente del huevo, para fomentar su movimiento®,

Las células tubulares son extensivas y se orientan en cuerdas de tipo espiral, de tal
manera que la peristalsis rodea la masa huevo-albimina durante todo el trayecto. La mucina
es liberada en forma de fibrillas y segregadas mientras dan vuelta (girando), creando de esta
manera albuminas densas y acuosas en forma de esfera, con otras moléculas conocidas como

chalazas, las cuales mantienen los componentes estructurales del huevo en su lugar?3.
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El flujo de sangre se incrementa de manera drastica durante 2-3 horas en las que el
huevo esté presente, también es ayudado por la motilidad generada gracias el peristaltismo y
las estructuras ciliares que se encuentran el oviducto; esta Ultima estructura mencionada se
mantiene de manera dependiente de los esteroides presentes en el ovario, de hecho estas
hormonas son tan esenciales en el oviducto para desarrollar y retirar la aloimina, como lo

son en el higado para la sintesis de la yema?3,

2.3.1.3 Sintesis de esteroides

Este proceso se origina en la pared del foliculo. El estradiol y la progesterona son
producidos por las células de la teca y granulosa respectivamente; por otra parte, la
testosterona es producida por ambas. El desarrollo folicular y la formacién de esteroides es
coordinado por las hormonas peptidicas presentes en el hipotdlamo. La hormona foliculo
estimulante estimula el desarrollo de la granulosa en pequefios foliculos, conforme la

maduracion progresa, la hormona luteinizante promueve la sintesis de progesterona?>.

Las células de la teca en el huevo maduro liberan una proteasa en respuesta a la
hormona luteinizante, la cual determina la ovulacion por efecto de la liberacion del foliculo
ovulatorio. Los esteroides producidos por parte de cada foliculo entran en el torrente
sanguineo, los diferentes procesos que se dan previo a la ovulacion, tienen un efecto en la
liberacion total de los esteroides, aproximadamente 4 horas antes de la separacion formal,
este tipo de oleadas ciclicas de esteroides contribuyen al mantenimiento normal de la

ovulacion, de esta manera garantiza una formacion continua de huevos?3.

2.3.1.4 Formacion del cascaron

La glandula del cascaron de las aves o también conocido como Utero, es un tejido
especializado en el transporte de calcio, sustancia requerida para la correcta formacion del
cascaron y representa un fenomeno bioldgico unico. El cascardn del huevo es formado
durante su pasaje a través del oviducto con una duracion de 24-25 horas. Posterior a la
fertilizacion del huevo, se forma la capa perivitelina y las membranas testaceas, también se

forma la cuermatriz organica responsable de la estructura del cascaron?3.

38



Cuando el huevo ingresa a la glandula del cascaron por un tiempo estimado de 21
horas se da el proceso de deposicién de calcio. Este sugiere que la formacion del cascaron es
uno de los procesos de biomineralizacion mas rapidos en la naturaleza. La deposicion de
carbonato de calcio es acompafiada por cambios en flujos de otros minerales como: potasio,
magnesio y glucosa dentro; mientras que el sodio y cloro fuera del fluido de la glandula del

cascaron, en tanto recirculan dentro de la mucosa gracias a un sistema de transporte activo?®.

En la glandula del cascaron, los genes responsables de codificar proteinas pueden ser
regulados por estimulos hormonales y no hormonales. El flujo de calcio es considerado uno
de los estimulos principales de caracter no hormonal, que afecta la expresion de los genes.
Se ha propuesto que el esfuerzo mecénico proporcionado por la entrada del huevo a la
glandula del cascaron puede también afectar de alguna manera la expresion de genes del

cascaron?3.

2.3 Huevo de gallina

2.3.1 Caracteristicas generales del huevo

El huevo es un alimento muy comun y accesible, ademas de delicioso, el cual contiene
diferentes nutrientes para el organismo, particularmente proteinas, lipidos, minerales y
vitaminas de alta calidad. Tiene alto contenido de proteina con un 11,0-13,8%, también
lipidos (8,5-12,0%) y agua en su mayoria (74,4-88.7%) 2*. La proteina es de alto valor
bioldgico, rica en aminoécidos esenciales, los cuales fomentan la sintesis y conservacion de
la masa muscular, relevante para atletas y adultos mayores. Las proteinas contenidas en la
clara son principalmente ovoalblmina, ovotransferrina y ovomucoide; ademas de lisozima,

avidina y ovomucina, esta Gltima mencionada se encarga de la viscosidad de la clara®.

La calidad del huevo empieza por estar libre de contaminacion microbiana, sus
caracteristicas externas son valoradas en funcion del estado de su céscara (forma, textura,
firmeza, limpieza y color), mientras las caracteristicas internas son evaluadas
comercialmente por iluminacién en el ovoscopio, prueba en la cual se revela el tamafio de la

camara de aire, color y movilidad de la yema. El color que presenta la clara debe tener un
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aspecto traslucido, ligeramente opaco, en un estado de gel, ademas de ser libre de manchas
de sangre y también carne?®. Con respecto a la yema, presenta un color homogéneo desde
tonalidades amarillas hasta naranja brillante, y esta fija en el centro del huevo por medio de

las chalazas, estructuras mostradas en la Figura 3.

Figura 3. Partes de la estructura del huevo de gallina.
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Fuente: Ramiréz et al. 28

2.3.2 Composicién quimica del huevo
El huevo se destaca por tener dentro de su composicién amplia gama de vitaminas
(A, B2, D, E) y minerales (fosforo, selenio, yodo y zinc) los cuales cubren parte de la ingesta
diaria, mientras que la accién antioxidante de algunas vitaminas y oligoelementos presentes
en el huevo ayudan a proteger el organismo de diferentes procesos degenerativos?’. Evitando
de esta manera la produccién de radicales libres y ayudando asi a contrarrestar procesos de
envejecimiento, por ejemplo. En la figura 4 se muestran los componentes del huevo de forma

individualizada, para un huevo que pesa aproximadamente 100 gramos.
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Figura 4. Componentes del huevo de gallina y masa respectiva.

Componentes  Unid. Huevo/{100g)
Agua g 76,15
Energia g 143
Proteina g 12,56
Lipudos wlales g 9.51
Carbohidratos g 0,72
Fibra dietaria g 0,00
WVitamina A ug 160
Tiamina mg 0.04
Riboflavina mg 0,46
Acido folico ug 47
Vitamina B-6 mg 0,170
Colesterol mg 372
Humedad g 74,00
Fosforo, P mg 198
Hierro, Fe mg 1.75
Zinc, Zn mg 1,29

Fuente: Mora?’

Figura 5. Valor nutricional del huevo de gallina.

Nutriente Unid. Hueve 100g
Acidos grasos g 4,327
Colesterol mg 2125
Lecitina g 1.15
Vitaminas

A Ul 317.5
D Ul 24.5
E mg 0.525
B12 mcg 0.5
Bl mg 0,031
B2 mg 0.254
B3 mg 0,036
B5 mg 0,627
B6 mg 0,070
B9 mg 235
Biotina mcg 998
Colina mg 215.06
Minerales

Calcio mg 245
Hierro mg 0,72
Magnesio mg 5
Fosforo mg B9
Potasio mg 60,5
Sodio mg 63
Zinc mg 0,55

Fuente; Mora?’
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2.4 Membranas testaceas

Las membranas presentes en el huevo se encuentran, tanto dentro del huevo como
fuera del mismo, también son conocidas como membranas intersticiales, membranas
testaceas o farfaras. Estas membranas rodean el albumen y proporcionan proteccion con
respecto a bacterias, ademas de representar materia prima para diversas aplicaciones
investigadas en varios estudios anteriormente 1. Este tipo de membranas son facilmente
apreciables en el momento de abrir el huevo, tienen un aspecto blanquecino opaco, y se
observa que estan adheridos al interior de la cascara.

Este tipo de membranas ha demostrado eficacia en cuanto al tratamiento del control
del dolor en pacientes con dolores articulares y también rigidez. La membrana de la cascara
del huevo se compone principalmente de proteinas fibrosas de colageno de tipo I,V y X.
También dentro de su composicidén contiene glicosaminoglicanos, como el sulfato de
condroitina, sulfato de dermatan, hexosaminas como la glucosamina®®. Dentro de los
glicosaminoglucanos que se pueden mencionar en este caso y como concepto importante es

el acido hialurénico.

Existe un alto contenido de acido hialurdnico en estas membrabas testaceas, debido a
esto y a la diversa composicién de las membranas testaceas, se convierten en un tratamiento
natural y efectivo contra la osteoartritis y dolores cronicos en articulaciones, especialmente
en el dolor de rodilla. Sin embargo, algunos estudios han demostrado prometedores
resultados en la mejora de la funcionalidad de la articulacion de la rodilla, no obstante, se
evidencia falta de conocimiento en cuanto a dosis?. Recordando que se debe tener amplio
conocimiento en cuanto a dosis para llegar a un nivel terapéutico estable y que genere

disminucion de los sintomas, de la misma manera que no genere efectos adversos.

Las membranas testaceas del huevo son un tipo de membrana interna de tipo proteica,
la cual es rica en colageno y elastina, tomando en cuenta que estos dos componentes
representan cerca del 15% del total de la composicién de la membrana, ademas con una
proporcion de 1:1. Después de la digestion humana es facilmente convertible a pequefios
aminoacidos moleculares los cuales son bastante sencillos de absorber a lo largo del tracto

digestivo?. También son proteinas de alta calidad, al mismo tiempo, las membranas testaceas
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son bastante conocidas y utilizadas durante hace mucho tiempo por la medicina tradicional

China, su conocimiento ha evidenciado buen valor medicinal y también sanitario.

El componente principal de la membrana del huevo es proteina, pero también
contiene pequerfias cantidades de carbohidratos y lipidos. La proteina principal contenida en
la membrana es colageno tipo I. La membrana testacea es un tipo de doble membrana
insoluble en agua, la cual se divide en membrana interna y membrana externa. Esta
membrana se encuentra unida a una estructura de red de fibra entrelazada, y se distribuyen
muchos poros diminutos a lo largo y ancho de la misma, estos poros son utilizados para

generar el correcto intercambio de gases?®.

La estructura tridimensional del la membrana testacea es una red, la cual se puede
utilizar para adsorber iones metélicos. La estructura de doble membrana de la céscara de
huevo se observa y diferencia debido a que la membrana externa contiene una matriz para
promover la mineralizacion, mientras que la membrana interna tiene sustancias que son
utilizadas para inhibir la mineralizacion®. Lo anterior juega un papel muy importante debido
a que repercute directamente en la correcta formacion de céscaras del huevo de aves y
también reptiles. Esta funcién permite que la cascara del huevo complete la mineralizacion

dentro de un tiempo de 24 horas®®.

En comparacién con la cascara de huevo, las membranas testaceas poseen una gama
mas amplia de actividades bioldgicas, teniendo como componente principal la proteina, la
cual es muy cercanas a la proteina presente en la membrana celular. Las membranas testaceas
contienen aproximadamente un 90% de proteina, 3% de lipidos y 2% de carbohidratos. Entre
las proteinas presentes se pueden mencionar queratina, colageno y proteinas complejas?. La

estructura de las membranas testaceas se puede observar en la figura 6.
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Figura 6. Representacion y fotografia de las estructuras de la cascara del huevo de
gallina.
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La membrana testicea también contiene muchas sustancias activas, como
mucopolisacarido, sulfato de condroitina y &cido hialurénico, ademéas contiene varias
enzimas relacionadas a diferentes procesos quimicos y también otros ingredientes bioactivos.
Se han descrito mas de 200 especies de proteinas contenidas en estas membranas, las cuales
no solo pueden resistir la posible invasion de organismos patdgenos, sino que también tienen

diferentes funciones biomédicas®°.

Dentro de la composicidn de las membranas testaceas en cuando a caracter proteico
(aminoécidos) se detectaron 19 tipos, incluyendo serina (Ser), glicina (Gly), metionina (Met),
histidina (His), isoleucina (lle), triptéfano (Tyr), fenilananina (Phe), hidroxilisina (OH-Lys),
hidroxiprolina (OH-Pro), treonina (Thr), prolina (Pro), cisteina (Cys), acido aspartico (Asp),
lisina (Lys), leucina (Leu), valina (Val), acido glutdmico (Glu), alanina (Ala) y arginina

(Arg)?. El porcentaje de todos estos aminoacidos se puede observar en la figura 7.
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Figura 7. Porcentaje de cada uno de los aminoacidos presentes en las membranas

testaceas del huevo.
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Fuente: Ye y Shao?®

Se ha reportado que la membranas testaceas del huevo presentan un efecto reductor
en la secrecion de agentes proinflamatorios en células inmunoldgicas in vitro, como lo es el
factor de necrosis tumoral (TNF), también se ha determinado una disminucion de interleucina
1P y factor de necrosis tumoral in vivo. La interleucina 10 (IL-10) es una sustancia que puede
lograr la inhibicion de la 1I-1B y también del TNF. Clinicamente la expresion de IL-10 en el
cartilago articular de pacientes con artritis es mayor que en pacientes que no presenten esta
enfermedad, se evidencia un aumento de IL-10 después de 24 horas cuando se dan dosis de
membranas testaceas®®. Entonces esto apoya la accion de las membranas de la cascara de
huevo relacionado a artritis, causando de esta manera una disminucion de factores
inflamatorios, mejorando las manifestaciones clinicas de los pacientes, ademas de aumentar
la produccion de factores anti inflamatorios.
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2.5 Acido hialurénico

El &cido hialurénico (AH) es un glicosaminoglicano, se encuentra en la matriz
extracelular, recubre vasos sanguineos y esta presente en todos los tipos de tejidos del cuerpo
humano. Es un polisacérido de alto peso molecular, producido por la membrana plasmatica
por la enzima &cido hialuronico sintasa y formado por repetidas unidades de disacaridos.
Actualmente ha tenido mucha relevancia debido a sus practicas aplicaciones clinicas en el
area médica, teniendo muy buenos resultados, aunado a esto posee pocos efectos adversos®!.
Esta familia de glicosaminoglicanos es bastante conocida en el &mbito de la medicina y salud,
debido a que algunas moléculas con estructura similar se utilizan actualmente como
componentes activos dentro de diferentes formulaciones farmacéuticas y suplementos
nutricionales.

Es un componente estelar en la intervencion del proceso de homeostasis del agua,
regulaciéon del crecimiento capilar, reconocimiento y migracion celular y también tiene
participacion en procesos caracterizados por proliferacion celular rapida como cicatrizacion
de heridas, ademas es una sustancia que permite lubricar, absorber, transportar nutrientes
basicos en las células y también eliminar residuos generados, debido a que se encuentra entre
espacios existentes entre las células y los tejidos, formando parte de la matriz extracelular.
Es importante recalcar que cuando la produccion de acido hialurénico disminuye, como
consecuencia aparece dolor en articulaciones, rigidez facial, envejecimiento cutaneo,

sequedad y arrugas®®.

Su mecanismo de accidén consiste en organizar la disposicion del colageno
favoreciendo de esta manera la diferenciaciéon celular, y, por lo tanto, el proceso de
cicatrizacion. Si las concentraciones de acido hialurénico en el organismo no son adecuadas
podria generarse un proceso de cicatrizacion ineficiente que tendria como consecuencias

retraccion y estenosis (estrechamiento)®2,

Dentro de las actividades especificas que realiza el &cido hialurénico se encuentran la
migracién de fibroblastos y la fibrogenesis, proliferacion de queratinocitos y la regulacion

del nivel de proliferacion y grosor de la epidermis. Nuevamente cabe recalcar que esta

46



sustancia esta involucrada en procesos de crecimiento e inflamacion/reparacion, los cuales
proporcionan hidratacion y propiedades plasticas a la mucosa®. La tabla 2 muestra las

funciones generales del AH.

Tabla 2. Funciones generales del acido hialuronico.

Interaccion celular y extracelular dentro de los tejidos

Regulacion de presion osmotica

Integridad estructural y homeostasis estructural

Lubricacion de tejidos

Modula la inflamacién en etapas iniciales

Organiza y estabiliza la matriz del tejido de granulacién

Inhibe la serina (proteasa inflamatorio)

El AH de bajo peso molecular tiene efecto angiogénico, mientras que el de alto peso posee

un efecto osteoconductivo

Posee efecto bacteriostatico en lesiones gingivales y periodontales como Prevotella oris y
Staphylococcus aureus. La aplicacion de AH después de cirugia dentales puede reducir la

contaminacion bacteriana y el riesgo de complicaciones infecciosas.

Organiza la disposicion del colageno favoreciendo diferenciacion celular, generando una

cicatrizacién con poca fibrosis y disminuye retraccion de tejidos

Responsable de la elasticidad de la piel en gran medida y también aporta volumen a los

tejidos

Juega un papel importante en le regién periodontal ya que ayuda a la reparacion y

formacion de tejido nuevo, donde se realizan movimientos ortodénticos

Posee funciones en el llenado de espacios, lubricacion y exclusion de proteinas

Fuente: elaboracion propia basada en la referencia 2.

Este compuesto tradicionalmente ha sido extraido de los peines de los gallos y
también de humor vitro bovino. Sin embargo, es dificil aislar &cido hialurénico de alto peso

molecular de manera economica, debido a que suele formar complejos con proteoglicanos.
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También en el caso de Streptococcus la extraccion de acido hialurénico se aisla en con bajos
costos, y también con altos porcentajes de rendimiento®3.

2.5.1 Propiedades y estructura quimica

El &cido hialurénico posee gran capacidad para atraer agua, cumple con varias
propiedades, en el area de dermatologia permite la hidratacion de la piel mediante la accion
fisioldgica que trae consigo mediante la retencidén acuosa; ademas proporciona firmeza y
suavidad a la piel, por su accién en cuanto a lubricacion de fibras colagenas. Genera una
barrera defensiva debido a que impide el movimiento de algunos tipos de patégenos.
También en el area de ortopedia proporciona estabilidad mecanica con respecto a diferentes

cuadros presentes en las articulaciones®.

La estructura del &cido hialurdénico se forma por unidades de acido D-glucorénico y
también de N-acetilglucosamina. Estas estructuras son consideradas azUcares, las cuales se
unen entre si por medio de un enlace glucosidico de tipo beta 1-3%. Mientras que cada
disacarido se encuentra unido al siguiente por medio de una numeracion diferentes de

carbonos (1-4), como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Estructura quimica del &cido hialurénico.
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Fuente: Maria Cansino®’.
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En esta estructura se presentan numerosos grupos carboxilo e hidroxilo los cuales le
aportan una elevada hidrofilia, es decir, alta afinidad a solubilizarse en medios con agua.
Ademas, cuando se encuentra en ph fisioldgico, los grupos carboxilos estan ionizados,
mientras que, en presencia de cationes como sodio, potasio, calcio 0 magnesio, tiende a
formar diferentes sales derivadas de este conocido con el nombre de hialuronano o
hialuronato. Cuando se presente en solucion, la estructura quimica del acido hialuronico es
estable por medio de la formacion de enlaces de hidrogeno, lo que explica sus propiedades
fisicas, haciendo alusiéon a su buena solubilidad en agua, tanto en su forma de &cido
hialurénico como sus sales, también presenta una elevada higroscopicidad vy

viscoelasticidad®e.

La propiedad del acido hialurénico de ser viscoelastico es debido a que se encuentra
formando una red polimérica con gran cantidad de unidades monoméricas, cuyos enlaces
generan rigidez a la estructura quimica y también la capacidad de expandir la distancia entre
sus atomos, generando de esta manera la elasticidad de la sustancia. Ademas, las cargas
electrostaticas que se generan debido a los grupos carboxilo favorecen que la molécula se
extienda, ocupando de esta manera un gran volumen al mismo tiempo que forman una
malla®%,

Con el aumento del peso molecular y la concentracion, las redes de la estructura del
acido hialurdnico se fortalecen, y en consecuencia las soluciones de esta sustancia muestran
un aumento progresivo de viscosidad y viscoelasticidad. Debido a que el hialuronano es un
polielectrolito (se disocian en agua y quedan como polimeros cargados), sus propiedades
reoldgicas en solucion acuosa se ven influenciadas por la fuerza iénica, el pH y también por
la temperatura, a medida que estos factores aumentan, la viscosidad del &cido hialurénico
disminuye notablemente, lo cual sugiere un debilitamiento en las interacciones de las cadenas

poliméricas presentes en la estructura®,

2.5.2 Vida media, sintesis y metabolismo

El &cido hialurénico en el organismo humano se encuentra en una cantidad considerable en

distintos tejidos como lo son: humor vitreo, liquido sinovial, valvulas cardiacas y piel. Sin
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embargo, aproximadamente el 50% del total se genera y se deposita en la piel. De esta manera
una persona que tenga una masa de 70 kilogramos presenta alrededor de 15 gramos de &cido

hialuronico, de los cuales cerca de 5 gramos se renuevan diariamente®®,

La mayor parte de &cido hialurénico presente en la piel, se concentra en la dermis, aunque
también se puede encontrar en la epidermis. En esta capa el &cido hialurénico se sintetiza
gracias a los queratinocitos de la capa basal a nivel intracelular, mientras que otra parte del
acido hialurénico a nivel extracelular se encuentra en las partes mas superficiales de la
epidermis. Los fibroblastos son los encargados de sus sintesis en la zona de la dermis,

teniendo una mayor actividad en la zona papilar®®.

Los glicosaminoglicanos son sintetizados en el aparato de Golgi, curiosamente el
acido hialurénico es sintetizado en la membrana plasmaética a diferencia de los demas. Su
sintesis es realizada por enzimas de membrana denominadas sintasas del acido hialurénico,
de las cuales existen 3 en vertebrados: HAS1, HAS2 y HAS3, las cuales se expresan de
diferentes formas en las células. Las 3 enzimas tienen accion en la sintesis del AH, pero la
HAS?2 es la que parece encargarse de la manufactura de las cadenas més extensas. Se han
encontrado homologos de esta enzima en bacterias, sospechando una captacion de las

bacterias con respecto a los genes animales®.

La vida de las moléculas de acido hialurénico es variable, generalmente entre 1 y
varios dias. Su degradacién se debe a diferentes enzimas: hialuronidasa, beta-D
glucoronidasa, beta-D-N-acetil-hexosaminidasa; tomando en cuenta que la primera
mencionada anteriormente la mas importante. También se puede degradar en los lisosomas
posterior al proceso de endocitosis mediada por receptor; a través de via linfatica puede ser
eliminado cuando los tejidos tengan un buen drenaje linfatico, si esta condicidn no se cumple
la eliminacion es via hematica desde sangre hacia células endoteliales presentes en el higado.

Una parte del AH es eliminada por rifiones, alrededor del 1%,

El &cido hialurénico se involucra en procesos de proliferacion, diferenciacion y

reconocimiento celular, asi como otras funciones fisiologicas como en el equilibrio de la
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hidratacion. Las funciones bioldgicas de esta sustancia dependen en gran parte del peso
molecular del acido hialurdnico, considerando peso molecular:
e 0,4y4,0kDa funciona como inductor de proteinas de choque térmico.
e 6y 20 kDa es inmunoestimulador, angiogénico y rubefaciente.
e 20 y 200 kDa interviene en el desarrollo del embrion, la ovulacion y
cicatrizacion de heridas.
e 4.10%-2.10* kDa rellena espacios, como el humor vitreo en el o0jo en

vertebrados, y también puede funcionar como amortiguador y lubricante®,

2.5.3 Usos clinicos

2.5.3.1 Oftalmologia

El ojo seco es un padecimiento que es producido en la superficie de la cérnea y la
conjuntiva por la falta de lagrimas, como consecuencia la superficie del ojo no se encuentra
lubricada de manera correcta, lo que puede generar molestias oculares, problemas visuales y
lesiones en corneo y conjuntiva. El acido hialurénico en soluciones liquidas hace que las
mismas tengan una alta viscosidad, por lo tanto, brindan una mejor capacidad lubricante en
el ojo. También contiene una gran adhesion al epitelio de la cornea lo que brinda mucha
estanqueidad (permite que las soluciones tengan menor fluidez) proporcionando de esta

manera un mayor tiempo de la solucion en la superficie ocular®.

Otra de las aplicaciones del AH con respecto a oftalmologia es en procesos
quirdrgicos en el ojo. El acido hialurdnico se encuentra en la matriz extracelular del humor
acuoso Yy vitreo, este componente brinda proteccion a las células endoteliales de la cornea y
también a otras estructuras oculares. La aplicacién de esta sustancia facilita la separacion de
los tejidos y también genera proteccion contra diferentes traumatismos quirdrgicos que se
puedan generar durante el proceso. El hialuronato de sodio durante el proceso quirtrgico
ayuda para restablecer el volumen intraocular, separa membranas adheridas a la retina y
ayuda a controlar los desprendimientos de retina. Esta solucion también es utilizada en lentes

de contacto para mejorar su mojado®.
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2.5.3.2 Ortopedia

La osteoartritis es la enfermedad articular mas comdn en la poblacion mundial, se
caracteriza por la degeneracion del cartilago y también proliferacion simultanea entre 3 tipos
de tejidos (hueso, cartilago y tejido conectivo). Existen diferentes tratamientos orales
disponibles y efectivos para tratar esta patologia, uno de las nuevas alternativas en
tratamiento es el &cido hialuronico, el cual se puede utilizar como terapia mediante inyeccion
intraarticulares, las cuales han mostrado efectos beneficiosos con respecto al control de la
sintomatologia de la osteoartritis, artritis degenerativas y demas enfermedades

osteoarticulares®.

El &cido hialuronico ha demostrado tener accidn terapéutica mediante inyecciones
intraarticulares, promoviendo de esta manera la mejoria clinica mediante mecanismos
especificos “El AH a nivel articular previene la apoptosis de condrocitos e inhibe la
degradacion condral y las respuestas inflamatorias articulares, por lo que produce mejoria
clinica al ser aplicado intra-articularmente™*. De esta manera también se produce una mejora
en efectos regeneradores sobre el cartilago articular y restablecimiento de la elasticidad del

liquido sinovial.

La aplicacion de dosis de hialuronato interarticular siguiendo un esquema de
aplicacion de 3 veces por semana pretende obtener un efecto antinflamatorio, anabdlico,
analgésico y condroprotector, mejorando la funcion de las diferentes articulaciones y
estructuras tratadas, asi como la calidad de vida de los pacientes®*. Este tipo de procedimiento
es considerado minimamente invasivo, y no representa alta molestia de aplicacion en los

pacientes, en la figura 8 se puede apreciar parte del procedimiento interarticular.
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Figura 9. Fotografia de inyeccion interarticular de &cido hialuronico.

Fuente: Macias et al. 3!

El efecto antinflamatorio del &cido hialurénico no se comprende completamente,
debido a que sus efectos varian en gran medida con base en el peso molecular del mismo y
también a los receptores celulares del tejido en el que se encuentre. Algunos de los
mecanismos propuestos son: “inhibicion de la expresion de genes de citoquinas, inhibicion
de produccion de prostaglandinas, funcion de barrera para la migracién de neutrdfilos,
inhibicion de receptores quimiotacticos de leucocitos, inhibicion de fagocitosis en
neutréfilos, inhibicion de produccion de radicales libres”3!, al mismo tiempo que mantiene
el funcionamiento normal de las mitocondrias previniendo de esta manera la induccion de la

apoptosis por disfuncion.

2.5.3.3 Ginecologia

Dentro de las aplicaciones del acido hialurénico en ginecologia es como posible
hidratante vaginal, reemplazando de esta manera las secreciones vaginales, ya que tienen un
alto poder para retener agua y también posee la capacidad para liberarla de forma lenta y

continua, de esta manera se ha convertido en un tratamiento bastante utilizado*.

En un estudio realizado en Turquia en 30 mujeres con posmenopausia natural
evaluando la atrofia vulvo vaginal postmenopausica, recibieron dosis de 5 mg intravaginal
de hialuronato sodico en dias alternos durante dos semanas, y luego la misma dosis, dos veces
por semana durante 90 dias. Al final del estudio se observd mejoria en todas las
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manifestaciones clinicas de las pacientes. Un 83.3% mejord la elasticidad, el 67.9% la
sequedad, 52.6% la dispareunia (dolor durante relaciones sexuales) y 100% de las fisuras.

Ninguna de las 30 mujeres que se sometieron al estudio expresaron efectos adversos®.

2.5.3.4 Cirugia pléastica

Debido a las funciones de hidratacion, lubricacion y estabilizacion celular que brinda
el &cido hialuronico, se puede utilizar como una alternativa en el tratamiento del
envejecimiento de la piel, especificamente en el rostro, y se ha utilizado en el llenado de
tejidos blandos para corregir depresiones en piel, arrugas y también pliegues de la piel. Se
conoce que el &cido hialurénico es biodegradable, es reabsorbido por el cuerpo y tiene una
duracion aproximada de entre 4 y 12 meses. La disminucién de los niveles de AH durante el
proceso de envejecimiento da como resultado una contraccion de la matriz extracelular y
consecuentemente la reduccion de la viscosidad, también hay alteracion en la difusion de

iones y macromoléculas generando de esta manera aparicion de sequedad y arrugas®.

Dentro de las posibles formas de aplicacion del acido hialurénico en el ambito de la
cirugia plastica es por medio de microimplantes en forma de gel viscoso, biodegradable,
elastico, transparente y estéril. Este procedimiento se emplea con el fin de reducir lineas de
expresion. Debido a que la duraciéon de los efectos de este tipo de procedimiento dura
alrededor de 6 meses, se hace necesario la repeticion del mismo una o 2 veces mas al afio,
este proceso consiste en la inyeccion de la sustancia de una manera superficial en la piel,
integrandose de manera natural en los tejidos. Este proceso fomenta mayor hidratacién en la
piel y provee volumen a la dermis mientras dura el microimplante, de la misma manera actGa

como relleno y tiene accidn hidratante como se puede observar en las figuras 9 y 10.
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Figura 10. Disminucidén de arrugas en zona ocular después del proceso de

microimplante con &cido hialurénico.

Fuente: Macias et al. 3!

Figura 11. Resultados del tratamiento con microimplante de acido hialurénico.

Fuente: Macias et al. 3!

2.5.3.5 Utilidad en psoriasis

La psoriasis es una enfermedad de tipo inflamatoria cronica de la piel, es de caracter
autoinmune, se caracteriza por una marcada proliferacion epidérmica y una diferenciacion
anormal. Este trastorno autoinmune es multifactorial, y se sabe que la inflamacién juega un
papel importante en su desarrollo. Diferentes investigaciones han demostrado que existe
activacion de células T, y también existe un aumento en los niveles de diferentes citoquinas
como IL-17, 1L-23, IL-27 y TNF-a®,
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En la actualidad, el AH ha tomado alta relevancia como parte del sistema de
administracion transdérmica para mejorar la penetracion del farmaco en el tratamiento de
psoriaris. Se han desarrollado diferentes formas de sistemas de administracion de
medicamentos, en los que destacan las nanopartioculas basadas en AH, etosomas (vesiculas
blandas), criogeles y también parches de microagujas, los cuales permiten una mejora en la
permeacion del medicamento a través y dentro de la piel para el tratamiento de la psoriasis*.

Debido a las excelentes propiedades de solubilidad del acido hialurénico dan como
resultado un gran desarrollo y estudio como uno de los portadores topicos mas importantes
para la administracion localizada de diferentes farmacos en la piel y también como agente de
administracion de medicamentos para otras vias de administracion como administracion

oftalmica, pulmonares, nasales, parenterales y topicas*.

El AH actda como mucoadhesivo, lo que produce es una retencion del farmaco en un
sitio especifico de accidn/absorcion. Otra de las funciones de este compuesto es que puede
modificar la tasa de liberacion y absorcion in vivo del agente terapéutico (farmaco) y es capaz
de localizar la administracion del medicamento a la epidermis. Algunos de los medicamentos
que se incluyen dentro de este sistema de aplicacion con acido hialurénico para el tratamiento
de psoriasis son: metrotexato, tacrolimus y corticoesteroides, estos farmacos mencionados
anteriormente se utilizan en el tratamiento de primera linea contra la psoriasis de moderada

a grave’,

Dentro de los nuevos sistemas de administracion de farmacos como se menciono
anteriormente se encuentran los etosomas de AH, los cuales se dirigen a CD44 en la
epidermis inflamada. Los etosomas son liposomas modernos deformables derivados de la
dispersion de liposomas, los cuales se ha demostrado que son superiores a los liposomas
clasicos, por su aumento significativo en la retencion de diferentes medicamentos sobre la

superficie de la piel*.

Estudios recientes demuestran que la proteina CD44 se encuentra altamente
expresada en la epidermis de la piel inflamada psoriasica, lo que sugiere que CD44 sirve
como un objetivo potencial de nanoportadores para la administracion topica de farmacos,
intentando obtener una mayor retencion de esos farmacos en la piel y de esta manera mejorar

la eficacia y accion terapéutica especifica del farmaco. Estos etosomas han demostrado
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adhesion especifica a CD44 en la piel inflamada psoriasica, evidenciando que es un sistema
efectivo contra la enfermedad. Este sistema se utilizé con farmacos derivados de curcumina
y se demostro una reduccion en los niveles de ARNm de TNF-a y diferentes interleucinas,

implicadas en el proceso inflamatorio®!.

Otro de los sistemas de nanoparticulas utilizados es el del complejo colesterol-AH y
nicotamida, el cual se desarrollé para mejorar la permeabilidad de tacrolimus (FK506) en el
tratamiento de la psorioasis. Este farmaco es una formulacion de unguento utilizada para el
tratamiento de la dermatitis atopica, pero también se puede utilizar en el tratamiento de otras
enfermedades de la piel como la psoriasis. Se trata de un inmunosupresor macrolido que
inhibe la activacion de linfocitos T a través de la inhibicion de la IL-2 (una citoquina

responsable del desarrollo y persistencia de las lesiones psoriasicas)®2.

Sin embargo, el tratamiento tépico de la pomada de tacrolimus en placas psoriasicas
hiperqueratosicas no promueve la deposicion de FK506 debido a su alta hidrofobicidad y alto
peso molecular. Gracias a la investigacion, actualmente se sabe que la combinacién de
nanoparticulas de AH-colesterol presenta un efecto sinérgico significativo sobre la
permeabilidad de la pomada FK506, de esta manera existe un aumento en el efecto

terapéutico del farmaco, ademas de minimizar los efectos secundarios a nivel sistémico®.

El parche de microagujas es un dispositivo que posee alta eficiencia y versatilidad, el
cual atrajo amplios intereses cientificos en las Gltimas décadas debido a sus propiedades que
incluyen penetracion indolora, excelente eficacia terapéutica, bajo costo y seguridad
moderada. Se conoce que el metrotexato regula a la IL-17 e interferén C, también inhibe la
proliferacion de células T efectoras y restaura la funcion de células T reguladoras. Pero
debido a su alto peso molecular, hidrofobicidad e incapacidad para tener una forma estable a

pH fisioldgico es dificil su penetracion por difusion pasiva (paso por medio de membranas)2.

El desarrollo del parche de microagujas a base de acido hialurénico cargado con
metrotexato tuvo una penetracion exitosa en la epidermis engrosada en ratones, y alivio la
inflamacion de la piel similar a la psoriasis. Ademas, estos parches de microagujuas a base
de AH cargados de metrotexato fueron significativamente mucho mas eficaces que la misma

dosis del medicamento por via oral. Esto reduce en gran cantidad la dosis de metrotexato
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para el sistema de parches, lo que a su vez reduce la toxicidad sistémica debido a la
disminucion de dosis total**,

Figura 12. Representacion grafica del funcionamiento de diferentes sistemas en
los que se involucra AH.
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Fuente: Nien et al*°.

2.5.3.6 Utilidad en dermatitis atopica

La dermatitis atdpica es la enfermedad inflamatorio cronica mas comun de la piel, la
cual mayoritariamente afecta a bebés y nifios. Dentro de los factores que se pueden mencionar
como una causa de esta enfermedad incluyen defectos en la diferenciacion del epitelio,
desregulacién inmune, microbiota cutaneo alterada y también composicion alterada y
anormal del estrato corneo. El deterioro de la permeabilidad del estrato corneo causa
deshidratacién debido a que existe un aumento en la pérdida transepidérmica de agua,

seguido de inflamacion por el aumento de citoquinas, quimiocinas e interleucinas®.

El principio bésico del tratamiento de dermatitis atdpica se basa en el cuidado 6ptimo
de la piel abordando al defecto de la barrera cutanea. Las cremas hidratantes restauran la
capacidad de la bicapa lipidica para restaurar, retener y redistribuir el agua. Las cremas
hidratantes juegan un papel muy importante en esta enfermedad, ya que penetran y
contribuyen a la reorganizacion de las estructuras de la piel. Este tipo de formas

farmacéuticas contienen diversas composiciones que permiten mejorar su eficacia®.

El AH, siendo uno de los componentes naturales de la piel, ha sido uno de los
productos humectantes favoritos utilizados en muchos productos cosméticos con propiedades
hidratantes. Ayuda en la retencién y atraccion de liquidos, también fomenta la reparacion de
la barrera cutanea. Este compuesto rara vez se utiliza como Unico ingrediente, mas bien se
combina con otro tipo de productos, trabajando de manera sinérgica aumentando las

probabilidades de eficacia del tratamiento para la reparacion de la piel dafiada®’.

El peso molecular del AH tiene influencia sobre sus propiedades fisicoquimicas, el
AH con un peso molecular mayor a 50 kDa puede reducir la penetracion en la piel. De esta
manera, el AH de alto peso molecular se utiliza para formar peliculas que impiden la pérdida
de agua epidérmica, mientras que el AH de bajo peso molecular es utilizado para mejorar la
penetracion en la piel, sosteniendo la fisiologia y manteniendo el microambiente hidratado

para optimizar el rejuvenecimiento de la piel y la reparacion del tejido?®.
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Similar a la psoriasis, existen varias formas de sistemas de administracion de
medicamentos, incluyendo nanoparticulas basadas en AH. Ademas, existen hidrogeles de
doble respuesta (pH/temperatura), los cuales proporcionan una mejor penetracion de las
drogas a través de la piel para el tratamiento de la dermatitis atopica. Dentro de las drogas
que se han incluido en estos sistemas de administracion se incluyen tacrolimus, betametasona
y acido gélico, el cual es uno de los principales componentes de la medicina tradicional

China.*®.

Existen ungiientos y cremas basados en tacrolimus y pimecrolimus, los cuales son
inhibidores de la calcineurina, estas drogas se utilizan en el tratamiento de la dermatitis
atépica. Sin embargo, se encontrd que la potencia del tacrolimus al 0,1 % era equivalente a
un esteroide topico de media potencia, posiblemente debido a que tiene un gran tamafio
molecular, lo que limita su penetracién en la piel. Se describié una nanoparticula cargada de
tacrolimus recubierta de AH, la cual presenta propiedades fisicoquimicas optimizadas, la
liberacion in vivo del farmaco era mas sostenida, la permeacion y retencion del farmaco habia
mejorado y la eficacia de esta nanoparticula en un modelo de ratones fue superior en

comparacion con la solucion de tacrolimus®.

2.5.3.6 Odontologia

El &cido hialurénico en odontologia se utiliza en forma de biomaterial, debido a que
es el Unico con la misma estructura molecular en todas las especies y tejidos. También se
utiliza como coadyuvante en los procesos de diferenciacion tisular y procesos traumaticos.
En general es utilizado como antiséptico y es beneficioso con respecto a la disminucién de
sangrado. También es utilizado en la patologia de la articulacion temporomandibular
traumatica, degenerativa o inflamatoria, ya que favorece la funcién y disminuye el dolor

debido a sus propiedades de lubricacion, disminuyendo de esta manera el desgaste articular®.

El trastorno generado en esta articulacion suele presentar dolores de cabeza,
mandibula, oidos e incluso dolor en el cuello, ademés de que reduce la calidad de vida de la
persona al tener dificultad para realizar actos como comer o bostezar. La aplicacion del acido
hialurénico de manera infiltrada ha demostrado ser un tratamiento bastante eficaz contra el

dolor e inflamacidn causado en esa zona. Ademas de la lubricacion generada y la reduccion
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del desgaste articular, el tratamiento con acido hialuronico disminuye el avance de la

degeneracion articular®?,

Esta sustancia facilita el proceso de cicatrizacion de las heridas, evitando de esta
manera el crecimiento de microorganismos que puedan llegar a colonizar la herida, ademés
de proteger contra agente irritantes que entren en contacto con el sitio intervenido, de esta
manera hay una disminucion en el riesgo de infecciones tras una intervencion quirdrgica
odontoldgica, como lo son: implantes dentales, implante de injertos de hueso o elevacion del

seno maxilar. Esta indicado en el tratamiento de llagas y también Glceras orales®2,

Se puede utilizar en el tratamiento de la sonrisa gingival, este es un padecimiento que
se caracteriza por presentar una desproporcion entre los dientes, encia y hueso maxilar,
generando de esta manera que las encias tengan una visibilidad mayor comparada a una
normal, generando de esta manera un problema estético que incluso puede afectar la
autoestima de muchos pacientes. El &cido hialurénico brinda la posibilidad de tratar este
problema sin necesidad de realizar operaciones invasivas y también puede emplearse como
relleno en las papilas interdentales, disminuyendo los huecos entre los dientes por

disminucion en la proporcion de encias®.

Figura 13. Presentacion farmacéutica del acido hialurénico en ampolla.

Fuente: Corte et al®2.
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Figura 14. Administracion interdental de acido hialurénico.

Fuente: Corte et al®?

Figura 15. Comparacion de papila interdental. A) papila antes de infiltraciones de

AH. B) papila al finalizar 4 filtraciones de AH.

Fuente: Corte et al®?

2.5.4 Cosmético

Los productos cosméticos son mezclas de sustancias, las cuales se aplican sobre la
superficie de la piel y sus estructuras anexas, dientes, mucosa oral y genital externa, esto con
el fin de limpiarlos, perfumarlos, protegerlos, mantenerlos en buen estado, modificar su
aspecto o corregir olores corporales. Los cosméticos son presentados en varias formas
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farmacéuticas como emulsiones, lociones, soluciones, polvos, geles, sueros, barras y
aerosoles. Muchos de estos productos se utilizan a diario como jabones o cremas dentales, 0

también cada cierto tiempo como esmalte de ufias o depilatorios™.

Estos productos cosméticos son regulados por diferentes normativas como
resoluciones, directivas y disposiciones emitidas por autoridades nacionales responsables de
la autorizacion y farmacovigilancia en cada pais, teniendo como objetivo la comercializacion
y uso de productos que posean calidad, seguridad y eficacia; con el fin de proteger la salud
de las personas que vayan a utilizar este tipo de productos. Las normativas incluyen diferentes
directrices, entre las cuales se pueden mencionar: habilitacion del laboratorio fabricante,
estabilidad y vencimiento, rotulado y publicidad del producto, orientaciones para evaluar la
seguridad del producto final; ingredientes y materiales en la aplicacion de la forma

farmacéutica sobre la piel®.

Como producto farmacéutico, el titular, persona fisica o juridica que posee la
autorizacion para comercializar el producto, requiere la intervencién de profesionales que
determinen la seguridad del producto, después de someterlo a diferentes evaluaciones de
seguridad antes de ser liberado para su venta legal. Existen diferentes reglamentos y
definiciones sobre “cosmético”, esto va a depender de los diferentes paises o también zonas
en las cuales haya una convergencia de reglamentos que se utilicen para un grupo de paises
en especifico o también, de manera individual, como es el caso de Argentina regido por un
organismo conocido como ANMAT, Brasil que dispone de ANVISA, también se encuentra
la Comision Europea y FDA en Estados Unidos, entes que regulan la comercializacion de
estos productos®.

Dentro de los reglamentos se pueden observar diferentes aspectos como por ejemplo:
segun la FDA las cremas dentales con floruro y anticaries, protectores solares,
antitranspirantes y champus son considerados medicamentos de venta libre u OTC, ya que
se utilizan con el fin de prevenir una enfermedad y de alguna manera afectan la estructura o
funciones del cuerpo humano, de esta manera estos productos deben cumplir, tanto con

normativas de cosméticos como las de medicamentos®,
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2.5.4.1 Indicaciones y modo de uso

Los sueros faciales de &cido hialurdnico estan indicados en pieles maduras, las cuales
requieren un efecto relleno y antiarrugas, mientras que para pieles jovenes se utiliza
generalmente en pieles secas, aumentando de esta manera la hidratacion de la piel. También
se puede utilizar en el tratamiento de rosacea y dermatitis, procesos descritos anteriormente
en el presente trabajo. Estos sueros de AH se pueden utilizar de manera sinérgica con cremas,
facilitando de esta manera la accién de los principios activos presentes en la crema, debido a

que el acido hialurénico facilita su paso a la epidermis®..

El modo de aplicacién del suero facial y su frecuencia depende del tipo de producto
que se adquiera, generalmente las formas clasicas de sueros de AH se aplican una vez al dia
en la marfiana, en rostro y cuello limpios. También existen presentaciones en roll-on las cuales
se aplican en contorno de 0jos, esto principalmente para disminuir arrugas a nivel de estas
estructuras (bolsas, ojeras). Otro tipo de sueros para pieles delicadas y maduras se pueden

aplicar dos veces al dia, teniendo en consideracion ayuda profesional®?.

Actualmente existen diferentes formulaciones de sueros con &cido hialurénico, dentro
de estos destaca la formulacion ACE, la cual contiene vitamina A, C y E. Mientras que el
acido hialurénico cumple accién hidratante y también como de relleno, este tipo de vitaminas
aportan un efecto curativo. En este caso la vitamina A desempefia un papel fundamental en
la reparacion constante de la epidermis, mientras que la vitamina C es indispensable para la
correcta sintesis de colageno y tiene alta foto proteccion contra rayos UVA y UVB. Por otra
parte, la vitamina E mejora la actividad en los sistemas antioxidantes locales, contrarrestando

de esta manera el dafio causado por la accion de los radicales libres®,

2.5.5 Suero Tépico

Los sueros faciales son productos que presentan contextura ligera con
concentraciones significativas de principio activo, este tipo de formas farmacéuticas actuan
sobre la piel a un nivel mas profundo, siendo mas efectivos que las cremas. Esto sucede
debido a que los sueros topicos permiten administrar ingredientes especificos segun las

necesidades del consumidor®?. Las formulaciones de sueros topicos son bastante parecidas a
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las de las cremas, de hecho, el desempefio es evaluado de la misma manera, sin embargo,
estas presentan una mayor concentracion de sustancias activas, ademas de presentar menor

viscosidad.

Para comprobar la eficacia del acido hialuronico en suero como presentacion
farmacologica, Robinson et al realizaron un estudio en donde formularon un suero y lo
aplicaron durante semana 2, 4 y 8, recolectando fotografias durante el proceso, ademas de
otro tipo de mecanismo para la determinacion de diversos factores involucrados en la

respuesta positiva por parte de la piel ante este suero formulado®®.

La forma de aplicacién del suero por parte de los pacientes fue de dos veces al dia,
instruyeron a los pacientes para poder aplicar el suero de forma correcta. En cada visita al
centro de estudio los pacientes fueron medidos después de 15 minutos de limpieza de la piel
y después de 15 minutos de aplicacion del producto para analizar la hidratacion de la piel con
el uso de sensores. Dentro de los procesos adicionales para la determinacién de resultados se
incluyeron: evaluaciones y satisfaccion del paciente, evaluaciones de investigadores y

biopsias®..

En cada una de las visitas de seguimiento, se realizaron mediciones de hidratacion de
la piel, las cuales aumentaban conforme el pasar del tiempo, tanto en las puntuaciones
inmediatas como en las acumuladas a largo plazo. Entre la semana 4 y 8 hubo un aumento
bastante considerable en la hidratacién comparado con la sesion de inicio y la visita anterior.
Ademas, las evaluaciones por parte de los pacientes aumentaron conforme el pasar de las

sesiones, dando calificaciones mayores en todos los parametros consultados®?.

De la misma manera, los grados de evaluacion del investigador fueron
estadisticamente significativos, tomando en cuenta disminucion de lineas finas (arrugas),
textura, eritema y sequedad, también aumento de humedad/hidratacion. En el analisis
histoldgico, se reveld un aumento de la tinciébn de CD44 en 6 de los 7 participantes,
concluyendo de esta manera que se genera un aumento por la estimulacion de acido
hialuronico®. En todas las biopsias de los participantes se demostrd una mejoria en la
elastosis solar, ademas, por medio de fotografias se denota una mejora en el eritema, el tono

y la textura.
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Muchas de las preparaciones tdpicas que contienen acido hialurénico poseen
combinaciones de acido hialurénico de alto y bajo peso molecular para promover la
hidratacion de la piel. Sin embargo, segun la literatura con respecto a curacion de heridas, se
sabe que el de bajo peso molecular tiene caracter proinflamatorio, lo cual podria resultar
contraproducente y problemaético. El enfoque del suero tiene como objetivo maximizar la
capacidad de hidratacion de la piel, al mismo tiempo que fomenta la actividad regenerativa

dentro de la matriz extracelular®®.

El estudio se realiz6 a 47 personas, 11 hombres y 35 mujeres. Con respecto a la
técnica para determinar la cantidad de humedad o hidratacion, se utilizé un sensor, el cual
fue ajustado para medir hasta 50 um de profundidad, capturando de esta manera el contenido
de agua a través del estrato corneo y la epidermis superior. De igual manera este ensayo se
realiza después de 15 minutos de limpieza facial y 15 minutos después de aplicar el producto.
La medicion es un resultado cuantitativo de la relacién volumétrica de agua en el tejido de la

piel®t,

Figura 16. Mediciones de hidratacion con sensor. (a mayor coloracion azul, mayor

grado de hidratacion)
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Fuente: Robinson et al®%.

Dentro de los resultados del estudio, se menciona que 15 minutos después de la
limpieza facial, las mediciones revelan que hubo un aumento en los niveles de hidratacion
comparado con la linea base. Con respecto a las semanas 4 y 8 estadisticamente hubo un

aumento significativo en comparacion con la linea basal de los anélisis que se realizaron al
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comenzar el estudio®. Los niveles de hidratacion con respecto al tiempo se pueden evidenciar

en la figura 17.

Figura 17. Porcentaje de hidratacion con respecto al paso de las semanas de estudio.
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Fuente: Robinson et al°%.

Por medio de las fotografias realizadas en el estudio, se pueden determinar mediante
filtros, el descenso en el grado de eritema, mejoras en la textura, tono y calidad de la piel,
este resultado se puede apreciar en la figura 18. Con respecto a las lineas de expresion y
arrugas, se evidencia en las figuras 19 y 20 la disminucién de las mismas al terminar las 8
semanas de estudio, por lo que se puede concluir que la formulacion con acido hialurénico

tuvo alta efectividad terapéutica®.
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Figura 18. Disminucion del eritema, utilizando filtros fotograficos.

Fuente: Robinson et al°!.

Figura 19. Fotografia donde se evidencia la disminucion de arrugas en zona
periocular.

Fuente: Robinson et al°!.
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Figura 20. Fotografia donde se evidencia la disminucion de arrugas en mejillay zona

periocular inferior.

Fuente: Robinson et al®%.

2.6 Métodos de extraccion de acido hialuronico

2.6.1 Extraccion enzimética

Se han reportado diversas fuentes bioldgicas entre las que destacan el obtenido de
crestas de gallo, humor vitreo bovino liquido sinovial vacuno, cordén umbilical humano, ojos
de pez espada y tiburobn moluscos) y fermentaciones utilizando diferentes

microorganismos®®,

Dentro de las fuentes bioldgicas que tienen mayores concentraciones de AH se
encuentran las crestas de gallo, asi también el liquido sinovial bovino con rendimiento
mientras que las demas fuentes de obtencidn de este carbohidrato se mantienen por debajo,

siendo los métodos quimicos y enzimatico los reportados para su extraccion®?,

De acuerdo con la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2012),
la produccion mundial cosechada de pescado fue de 158 millones de toneladas.
Aproximadamente el 86% de esta produccién se utiliza para consumo humano directo, el
14% restante se destina a productos alimentarios, en particular la fabricacion de harina y
aceite. Se calcula que el volumen de residuos producidos por las plantas de procesamiento es
de 50%°.
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Con base en esto, se observa un area de oportunidad para su uso en la obtencién de
moléculas de alto interés comercial como el AH, con la finalidad de proporcionar valor
agregado a dichos subproductos que no cuentan con una disposicién final adecuada y que
son vertidos directamente al mar o a rellenos sanitarios, ocasionando problemas de
contaminacion. Los extractos sélidos (quimico y enzimatico) son sometidos a espectroscopia
de infrarrojo en el para determinar la presencia de los grupos amino, carboxilo e hidroxilo

presentes en la estructura del AH%3,

Para realizar la extraccion quimica de AH se pesaron de humor vitreo, se adicionaron
NaCl al 0.2% y se dejo reposar durante 15 minutos, se centrifugd por 20 min a una
temperatura de 25 °C. El sobrenadante fue tratado con 6 mL de bromuro de hexadecil trimetil
amonio al 1% dejando reposar por 15 min, y se centrifugd 20 min y 25 °C. Al precipitado se
le agregaron CaCl 0.9 M y de etanol acuoso, después se centrifugd a por 20 min, el
sobrenadante se lavo con cloroformo durante cuatro veces en un embudo de separacion. Al
volumen resultante se le agregd etanol y de acetona. Se dejé reposar 12 h, después se
centrifugd durante 20 min, se recupero el precipitado de cada tratamiento y se dejo secar en
tubos de 50 mL durante una semana en una campana de extraccion a temperatura ambiente,

finalmente el extracto fue almacenado en refrigeracion a 4 °C%3,

El acido hialurénico es aislado por hidrdlisis enzimatica usando enzimas como
pepsina, papaina o tripsina. Las membranas de cascara de huevo son afiadidas a una solucion
de cisteina , EDTA y buffer acetato de sodio . El tanque en donde se encuentran los

componentes se somete a agitacion, mientras se afiade la enzima®3.

Las membranas testaceas son suspendidas en una solucion de NaCl (0,5 M). Son
sometidas a la mezcla a agitacion durante 1 hora. La solucidn extraida es decantada y
centrifugada. Se repite el proceso 3 veces, es decir, se realizan 3 extracciones consecutivas.
Se usa un tanque con agitacion. Adicionalmente, se someten a las cascaras de huevo a un
proceso de molido para reducir el tamafio de particula a 0,5mm. Después, se afiade acido
acético (4M) vy las particulas obtenidas del molido en relacion 1:1. El acido hialurénico

extraido es precipitado con un volumen igual de isopropanol®.
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2.6.3 Extraccién con microorganismos

Se conocen bacterias capaces de sintetizar HA, tales como Pasteurella multocida y
Streptococcus pertenecientes a los grupos A 'y C, como Streptococcus pyogenes, el cual es
patdégeno en humanos, Streptococcus equi y Streptococcus uberis, patégenos en animales.
Estos microorganismos utilizan el HA para encapsular sus células y de esta forma pasar
desapercibidos frente al sistema inmunoldgico del animal, facilitando la adhesion y

colonizacion de sus células®.

Los Streptococcus del grupo C tienen una productividad de AH mayor a los del grupo
A, y es por esto que son los més utilizados en su produccion. La cepa mas comunmente
utilizada en la produccién industrial de AH es S. equi subespecie zooepidemicus
modificados genéticamente, el cual puede producir hasta 6-7 g/L de &cido bajo las
condiciones apropiadas. Con regularidad, se utiliza glucosa o sacarosa como fuente de
carbono, mientras que la fuente de nitrdgeno puede ser organica o inorganica, como peptona,

extracto de levadura®.

2.6.2 Extraccion con disolucién de cloruro de sodio

La extraccion con cloruro de sodio es un proceso relativamente facil y ademas barato,
que posee un buen rendimiento para le extraccion de acido hialurénico. En el proceso de
extraccion con disolucién de cloruro de sodio se pueden utilizar varias concentraciones de
NaCl, pero el articulo de revision describe que la concentracién que presenta mayor

efectividad en extraccién es a 0,5 M.

Otra de las condiciones que se debe tener en cuenta es la cantidad de solucion de
cloruro de sodio 0,5 M con respecto a la cantidad de membrana testacea seca en gramos. En
ese estudio, se realiza con 3 diferentes proporciones, donde utilizan 1:20, 1:30 y 1:40, las
extracciones dan como resultado que la proporcion méas adecuada es de 1:40. Es importante
tener en cuenta que la muestra debe estar en agitacién constante para que se genere una

correcta extraccion®.
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En el estudio, los investigadores realizaron diferentes gréaficas tridimensionales para
tomar varios datos en cuenta y obtener de esta manera un método de optimizacion como
resultado final. También es de suma importancia el tiempo de agitacion o proceso de
extraccion total donde describen que el tiempo que se debe utilizar para aumentar el

rendimiento es de 1:30 horas®®.

2.7 Métodos de analisis.

2.7.1 HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC es un método cromatogréafico
utilizado para la separacion y analisis de los componentes quimicos de una mezcla. Consta
de una fase movil, la cual se encarga de llevar a la muestra hasta la fase estacionaria o
columna cromatogréfica, la cual puede ser sélida o también tener una pelicula liquida sobre
un sélido inerte®®. Dentro de las ventajas que proporciona utilizar este tipo de equipo se

encuentran:

o Amplio rango de aplicabilidad, gracias a los instrumentos de este equipo

practicamente se puede analizar lo que sea:

. Alta precision en resultados

o Variedad de técnicas

o Facil manipulacion de los gradientes generados

o No es destructiva, los compuestos se pueden recolectar de nuevo
o Alta reproducibilidad de daros cuantitativos

o Alto poder de separacién

. Operacion flexible, personalizable y automatizada®®

2.7.1.1 Equipo

Un cromatografo liquido de alta resolucion o alto rendimiento consta de cinco
instrumentos: reservorio, bomba, inyector, horno (columna), detector y registrador. En el

reservorio se encuentra la fase mdvil, esta fase consiste en una mezcla de diferentes
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sustancias polares y también no polares, las cuales varian su concentracion dependiendo de
las muestras que se quieran analizar, esta muestra debe ser filtrada con anterioridad para

evitar incrustaciones y posibles obstrucciones en la columna o en el sistema de mangueras®®.

Los reservorios suelen estar hechos a base de vidrio, pueden necesitarse uno 0 mas,
dependiendo de si se hace un gradiente de concentracion. La funcion de la bomba radica en
succionar la fase mavil del reservorio para generar un flujo en el sistema del equipo con un
ajuste en velocidad que se realiza mediante la computadora del HPLC. Dentro del sistema se
genera una presion, se puede trabajar cerca de 6000 psi 0 menos, generalmente, esto varia
dependiendo mucho de diferentes factores como tiempo, tamafio de la columna, composicion

de la fase movil y también el flujo®®.

Normalmente se inyectan voliumenes que van desde 5 uL y 5 mL. El inyector puede
ser manual o automatico. Con respecto a este ultimo mencionado se destaca que permita que
la muestra sea introducida a la fase movil presurizada de forma precisa, por esta razon los
inyectores manuales son raramente utilizados. Otra de las partes es el horno, el cual se
encarga de regular y mantener la temperatura dentro de la columna, ya que esta variable
influye directamente en la retencion y selectividad de la misma®. Las partes de este equipo

se pueden ver en la figura 21.

Figura 21. Diagrama basico de un cromatografo de alta resolucion.

i

Muestra(s) a analizar

T H

Reservorio Bomba Inyector

Horno de la

calumna Detector

—ﬁ‘—j\ \Jnl. J I\_

Columna

Registrador

Residuos

Fuente: Suarez y Morales®®
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Una de las partes de mayor relevancia es la columna, este instrumento esta construido
generalmente, por acero inoxidable y puede medir entre 50 a 300 mm, en su interior contiene
a la fase estacionaria, su tamario de particula varia entre 3 a 10 um; las variaciones en estas
dimensiones van a tener una influencia directa con respecto a la resolucion, eficacia,
velocidad y vida util de la columna. Es importante recordar que en este apartado es donde se

genera la separacion y analisis de los compuestos®®.

Por ultimo y no menos importante se encuentra el detector, esta ubicado al final de la
comuna, es el encargado de captar los cambios en los afleuntes de la columna y convertirlos
en sefales eléctricas, las cuales son enviadas al registrador. Los detectores se pueden
clasificar dentro de 2 grupos: selectivos, como por ejemplo los detectores de fluorescencia,
los cuales miden propiedades fisicas o quimicas de los solutos presentes en la mezcla y
también universales, los cuales miden una propiedad fisica del eluyente. El registrador se
encarga de recolectar y procesar las sefiales recibidas del convertidor y los interpreta en un

cromatograma, con este material se puede realizar lectura e interpretacion de datos®®.

2.7.1.2 Pretratamiento de muestra

Dentro de los cuidados que se debe tener en cuenta con respecto al tratamiento de la
muestra se menciona la dilucién de la muestra u otro tipo de manipulacion volumétrica como
neutralizacion. Cuando la muestra se encuentra en una fase sélida, debe ser disuelta. También
cuando la muestra contenga solidos suspendidos o cualquier otro material que pueda dafiar
el equipo, este tipo de trazas deben ser removidos®®.

2.7.1.3 Modo de operacion y tipo de HPLC

Existen 3 modos en los que un cromatdgrafo de alto rendimiento puede ser utilizado:

e Fase reversa: es la primera opcion para el anélisis de las muestras, es muy utilizado
en aquellas muestras que contengan sustancias neutrales o no ionizadas, solubles, en
mezcla de sustancias organicas y también agua. La fase estacionaria es hidrofdbica,
mientras que la fase madvil es una sustancia polar, generalmente se puede utilizar

mezcla de agua-metanol o agua acetonitrilo en diferentes proporciones.

e Par ion: se emplea cuando se tiene compuestos ionicos o ionizables, generalmente
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bases y también cationes. Los iones en solucion pueden ser separados y neutralizados

como un par de iones en una columna de fase reversa.

e Fase normal: este tipo de método separa analitos con respecto a su polaridad. La fase
estacionaria que generalmente es polar, mientras la fase movil es no polar. Las
sustancias que normalmente se utilizan como fase movil son: hexano, cloruro de

metileno, cloroformo, éter dietilico y mezclas de este tipo de sustancias®®.

Por otra parte, hay otro tipo de clasificacion segin el mecanismo de retencion utilizado,
este se escoge dependiendo de la naturaleza de los compuestos presentes en la muestra.
Existen 4 tipos de HPLC:

e Adsorcion: Los tiempos de retencion de las moléculas dependeran de la fase
estacionaria, por ejemplo, si se desea retener compuestos polares, la fase estacionaria
que se debe utilizar es también polar, en el caso contrario se deberia utilizar una fase
estacionaria no polar.

e Particion: En este caso la fase estacionaria es un liquido, debido a la inestabilidad que
puede presentar liquidas estacionarias, este tipo de métodos no es tan aplicado
actualmente.

e Exclusién molecular: es conveniente para la separacion de analitos con diferencia de
tamafio molecular. También suele ser empleado para calcular los pesos de los
compuestos de una muestra. En este tipo de método, la columna adopta el
funcionamiento de un tamiz molecular con una fase estacionaria sélida porosa.

e Afinidad: este método se aplica usualmente para la separacién de moléculas
biol6gicas capaces de formar complejos disociables con proteinas y 4acidos

nucleicos®®.

2.7.2 Infrarrojo

Los espectros que se obtienen mediante espectroscopia infrarroja son una de las
herramientas mas importantes para la observacion de espectros vibracionales. Si dos
moléculas estan constituidas por atomos diferentes, o poseen diferente distribucion isotdpica,

configuracién o ambientes distintos, los espectros generados por el equipo seran distintos.
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Una sustancia puede identificarse por medio de su espectro infrarrojo. Estos espectros pueden
ser considerados como las huellas digitales de dicha sustancia®”.

Los atomos que constituyen una molécula estan unidos entre si por fuerzas
electrostéticas, las cuales semejan uniones elasticas y, en consecuencia, Sus movimientos son
periodicos. Los movimientos relativos de los &tomos en una molécula son una superposicion
de los llamados modos normales de vibracion, en estos modos, los atomos se encuentran
vibrando con la misma fase y frecuencia normal. El nimero de modos normales de vibracion

define el espectro vibracional de cada una de las moléculas®’.

Los espectros muestran bandas tipicas de grupos funcionales definidos, y que poseen
intensidades especificas y localizaciones dentro de los espectros infrarrojos. A partir de estos
espectros se pueden inferir las estructuras moleculares. Las intensidades de las bandas en el
espectro poseen una relacion proporcional con respecto a los componentes individuales. EsS
una técnica bastante rapida para poder determinar diferentes grupos funcionales que pueda

tener una molécula o alguna muestra en especifico®’.

El espectrofotometro marca Agilent Technologies disponible en la universidad es un
espectrofotometro infrarrojo por transformada de Fourier, el cual consta de 3 elementos
basicos: una fuente luminosa, un interferometro de Michaelson y un detector®’. Las partes
que integran un espectrofotometro se pueden observar mediante un diagrama en la figura 22.
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Figura 22. Diagrama del funcionamiento de un espectrofotémetro infrarrojo por
transformada de Fourier.

 — Espejo fijo

Divisor de haz

Fuente I:| X2

—— Muestra

X(cm) Liem’)

Detector Interferograma Computadora Espectrograma

Fuente: Ruckmani®®

El funcionamiento de este equipo obedece la siguiente secuencia: un haz colimado,
que proviene de una fuente que emite en toda la region infrarroja, incide sobre un divisor de
haz. Este haz incidente se divide en dos haces perpendiculares de igual energia, uno de los
cuales incide sobre el espejo movil y el otro sobre el espejo fijo, estos haces se vuelven a
recombinar lo que da lugar a una interferencia, la cual puede ser constructiva o destructiva
dependiendo de la posicion del espejo movil con respecto al espejo fijo. El haz resultante
pasa a través de la muestra, en donde sucede una absorcion selectiva de longitudes de onda,

para que finalmente llegue al detector®’.

Algunas de las ventajas que presentan estos espectros con respecto a los espectros

realizados en un espectrofotémetro de dispersion son:

e Para obtener un espectrograma se necesita un periodo de tiempo corto. La
sefial del interferograma se conoce como sefial multiplex porque el detector
realiza una lectura de la totalidad de las frecuencias de manera simultanea. De

esta manera se pueden obtener espectros confiables y en segundos, mientras
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que un espectrofotometro dispersivo demora entre 10 y 15 minutos.

e No se necesitan rendijas que limitan la capacidad de energia que llega al
detector. En los espectrofotdmetros dispersivos se necesitan este tipo de
rendijas para generar una mayor resolucién. En los espectrofotometros por
transformada de Fourier la radiacion llega de una forma directa, lo cual resulta

en mayor sensibilidad.

e Lamuestrano se calienta tanto al no estar tan cerca de la fuente de radiacion®’.

Como se puede observar en la figura 23 en el eje X se encuentra indicada la intensidad
de la radiacion en términos de nimero de onda (cm™) y en el eje Y se indica la intensidad de
la radiacién infrarroja absorbida. El espectro consta de una seria de picos o bandas de
absorcidn las cuales se ubican en diferentes posiciones y posee alturas y anchuras diferentes,
la muestra presente en este espectro es miel de abeja, la composicion mayoritaria se puede

observar sefialadas en el espectro®’.

Figura 23. Espectro infrarrojo de la miel de abeja.
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78



Un grupo funcional es aquel que absorbe radiacién en un intervalo especifico de
frecuencias, esto de forma independiente a que se encuentre unido a una molécula, de esta
manera la banda que se genera en un espectro siempre se ubica en la misma zona. La region
de los grupos funcionales que se comprende en un rango de 4000 y 1500 cm™ podria ser
dividida en 3 diferentes zonas con el propésito final de facilitar la identificacion de grupos

funcionales de un espectro especifico®”.
Region de 4000-2500 c™1

Las bandas que se encuentran en esta zona hacen referencia a los enlaces de
estiramiento de O-H, C-H y N-H. El enlace OH correspondiente al agua, genera una banda
muy amplia y alta entre 3500 y 3200 cm™. El enlace de estiramiento de CH se encuentra
comprendido entre 3400 y 3200 cm™ y presenta una apariencia menos amplia que el enlace
OH del agua. Mientras que en la zona de 3000 y 2800 cm™ se encuentran bandas ligadas al
enlace CH*’.

Regidn de 2500-2000 °m-1

Usualmente en esta zona no aparecen bandas, y cuando aparecen, sus sefiales son
bastante debiles, y frecuentemente no son relevantes para la interpretacion de un espectro.
Debido a esta razon se recomienda hacer énfasis en otras bandas del espectro. Si aparecieran

bandas en esta zona, se hace referencia a enlaces triples de CC, CO y CN®’,
Region de 2000-1500 °m1

Este intervalo de frecuencia se conoce por contener generalmente enlaces dobles de
tipo CC y CO del grupo carbonilo. La banda asociada con el enlace CO es intensa y aparece
normalmente entre los 1830 y 1650 cm™ como se puede observar en la figura 24 . En el caso
de las amidas, por ejemplo (enlace doble CO), la sefial aparece alrededor de 1650 cm™. El
enlace doble CN tambien suele aparecer en esta region, pero usualmente la banda no presenta

tanta intensidad®’.
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Figura 24. Representacion de la banda caracteristica del grupo funcional carbonilo en

espectro infrarrojo.
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Las sefiales que aparecen en este intervalo son producto de varios tipos de vibraciones
de enlace, por lo que a menudo se dificulta asignar su origen a una sefial o banda en
especifico, tambien este tipo de sefiales originan una fuerte interaccion entre enlaces

vecinos®’.

2.8 Verificacion de calidad en productos cosméticos.

Se requiere conocer las medidas preventivas en cuanto a calidad con respecto a la
formulacion final, por lo que segun el Reglamento Técnico Centroamericano (RCTA), el cual
es aprobado y verificado por los Subgrupos de Medidas de Normalizacion y de
Medicamentos y Productos Afines de los paises de la Regién Centroamericana se da una guia
para la verificacion de calidad de productos cosméticos pertenecientes a productos

farmacéuticos®.

Este reglamento tiene como objetivo establecer pruebas analiticas de control que
deben ser evaluadas para comprobar de esta manera la calidad de los productos cosméticos

y también asegurar a las personas que vayan a consumir el producto que mantiene
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caracteristicas de acuerdo a especificaciones establecidas por diferentes entes relacionados
con la salud y bienestar social. Es importante recordar que este reglamento es de aplicacion
para todos los productos cosméticos fabricados e importados en los paises

centroamericanos®.

Segun este documento, un producto cosmético es toda aquella sustancia o preparado,
el cual se destina al contacto directo con la piel o diversas partes superficiales del cuerpo
humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias, labios y 6rganos externo) o con dientes y
mucosas bucales, con el objetivo de limpiarlos, perfumarlos, modificar su aspecto y corregir
olores corporales y mantenerlos en un buen estado fisiolégico. También es importante

recordar que los productos de higiene personal son considerados cosméticos®,
2.8.1 Evaluacion técnica

Existen varias pruebas de calidad descritas en el RCTA para la distribucion de estos

medicamentos, dentro de los parametros que se describen en el documento se encuentra:

Etiquetado
Caracteristicas organolépticas
Pruebas fisicas

Pruebas quimicas

o~ WD E

Pruebas microbioldgicas®®

El etiquetado de la forma farmacéutica debe cumplir con el RCTA 71.04.36:07, que
comprende los parametros para el etiquetado de productos cosméticos. Dentro de las
caracteristicas organolépticas que se deben tener en cuenta son: aspecto, sabor, color y olor.
Las pruebas fisicas que se deben aplicar comprenden desde pH, densidad y también se debe

determinar la viscosidad del producto®®.

En relacion a las pruebas quimicas, se deben efectuar pruebas de identificacion y de
contenido de las sustancias activas, también de sustancias restringidas cuando aplique.
Ademas, se deben realizar pruebas microbioldgicas con sus respectivos limites microbianos
(ver figura 25 y 26), estas pruebas deben efectuarse a todos los cosméticos, excluyendo de

estas pruebas a presentaciones que no sean susceptibles a la contaminacién microbiologica
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por ejemplo: perfumes con alto porcentaje de alcohol, productos con més de 10% de

clorhidrato de aluminio, productos oleosos y productos que contengan peroxidos®.

Figura 25. Especificaciones de limites microbianos para productos cosméticos.

Expresados en UFC/g o UFC/cm’

ProbDuUCTO DETERMINACION ESPECIFICACION

Recuento Total de Mesdfilos aerobios = 10°

Para Bebé )
Recuento Total de Mohos y Levaduras =10

Para ¢l contorno de Recuento Total de Mesdfilos aerobios no mas de 5x10°

0jos Recuento Total de Mohos y Levaduras =107
Recuento Total de Mesdfilos aerobios <10

Todos los otros
Recuento Total de Mohos y Levaduras =10

Fuente: COMIECO®S.

Figura 26. Especificacion de microorganismos patogenos.

MICROORGANISMO ESPECIFICACION
Staphylococcus aureus Ausente
Escherichia coli Ausente
Pseudomonas aeruginosa Ausente

Fuente: COMIECO?®S,
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3.1 Enfoque

La presente investigacion presenta un enfoque mixto, debido a que se pretende extraer
acido hialurénico a partir de las membranas testaceas presentes en la cascara de huevo de
gallina, dentro de esta extraccion se pretende determinar concentraciones de componentes,
optimizacion del proceso para el desarrollo de la forma farmacéutica (suero topico) y los
posibles usos de este suero en la comunidad joven. La investigacion mixta no tiene como
meta reemplazar a la investigacion cuantitativa ni a la cualitativa, sino utilizar las fortalezas
contenidas dentro de cada una de ellas para reforzar la indagacion del proyecto, y ademas
tratando de minimizar sus potenciales debilidades®®.

El enfoque mixto se caracteriza porque favorece una perspectiva amplia y profunda
acerca del tema que se estudia, de esta manera, esto le facilita al investigador plantear el
problema con claridad y formular objetivos apropiados. La utilizacion de un solo enfoque
genera menos tensiones en el investigador, mientras que el caracter mixto ofrece una
confrontacién entre las diferentes teorias al tiempo que considera los datos recopilados por
parte de los dos métodos®®.

3.2. Tipo de investigacion

Se trata de un disefio exploratorio donde primero se recolectan datos y se examinan
datos cualitativos para posteriormente conseguir y estudiar datos cuantitativos, esta
recoleccion de datos cualitativos se hace para reconocer un fenémeno. Se clasifica como un
estudio prospectivo, dentro de estos se puede incluir los procesos llevados en el laboratorio

para la elaboracion del suero topico deseado®.

Se trabaja con un modelo exploratorio debido a que la investigacion posee pocos
antecedentes en cuanto a procedimiento experimental, en este caso el investigador debe tener
claridad acerca del nivel de conocimiento cientifico desarrollado previamente por otros
trabajos e investigadores, ademas de informacion no escrita que posean personas, que con su
relato puedan ayudar a reunir experiencias, logrando ponerlas en préctica para mejorar y

optimizar los diferentes procesos incluidos en la investigacion.
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3.3. Fuentes de Informacion

Dentro de las fuentes utilizadas en esta investigacion para la recoleccion y analisis de
datos se encuentran las fuentes primarias, como articulos cientificos provenientes de revistas
confiables, asi como también articulos cientificos de revision bibliografica y trabajos finales

de graduacion, también libros en linea.

Al tener un carécter exploratorio también se toman en cuenta experiencias por parte
de relatos de personas, por medio de este tipo de recopilacion se pretende optimizar el
proceso experimental. Aunque ya existe un proceso establecido para desarrollar el
experimento este tipo de relatos pueden llegar a tener mucha importancia dentro de los
diferentes procesos de laboratorio.

3.4. Poblacion y muestra

En este caso la poblacion son las membranas testaceas provenientes de las cascaras
de huevo de gallina, la cual es la materia prima para realizar el procedimiento experimental.
La muestra es extraida de huevos de gallina predeterminadas con anterioridad, es decir, el
proceso de recoleccion de huevos se hace solamente a un grupo de gallinas. A estas unidades
de observacion se les aplica un muestreo no probabilistico, tomando en cuenta que solo una

poblacion de gallinas, consecuentemente huevos, sera sujeta a este experimento®.

Debido a la utilizacion de este tipo de muestreo los resultados cuantitativos se veran
dirigidos hacia una poblacion de huevos pertenecientes a una raza de gallinas, ademés del
entorno en el que vive la gallina. Entonces las variables y resultados cuantitativos
probablemente no describan de manera general a la poblacion. El tipo de muestreo, es de
caracter intencionado, ya que el investigador tiene conocimiento de la poblacion y sus
elementos, existe riesgo en este caso debido a que existan vacios o imparcialidades en el

momento de recoger los huevos y, por lo tanto, las membranas testaceas®.
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3.5. Criterios de busqueda de la informacion

Tabla 3. Criterios de busqueda de informacién de la investigacion.

Objetivo Descriptores Motor de | Periodo de | Idioma
bdsqueda estudio

Optimizar las | Formulacion Google 2017-2022 Espafiol/Inglés

condiciones del suero academico

para el

desarrollo de la

formulacié,n .de Acido Scielo 2017-2022 Espafiol/Inglés

tn suero tC.)pICO hialuronico Google

para la piel a académico

base de 4&cido

hialurénico.

Desarrollar  la | Suero topico de | Elsevier 2017-2022 Espafiol/Inglés

formulacion de | hidratacion Google

un suero tépico academico

de hidratacion

para la piel a

base de acido

hialurénico.

Determinar Caracteristicas | Google 2017-2022 Espafiol/Inglés

caracteristicas | generales  del | académico

generales  del | suero Scielo

suero PubMed

desarrollado y | Posibles Google 2017-2022 Espafiol/Inglés

sus posibles | aplicaciones en | académico

aplicaciones. personas

Fuente: Elaboracion propia.
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3.6. Criterios de Inclusion y exclusion.

Con respecto a los criterios de inclusion y exclusion, se incluyeron articulos
cientificos, trabajos finales de graduacion, revistas indexadas, libros y demas fuentes de
informacion confiables, los cuales estuvieran en un periodo comprendido en un rango de
antiguedad entre los afios 2006 y 2022, en idioma inglés, espafiol y también en portugues.
Ademas de este rango se eligieron articulos e informacién relevante respecto a la temaética
del proyecto, con respecto a caracteristicas especificas del &cido hialurénico, extraccion del
mismo a partir de membranas testaceas del huevo, usos del &cido hialuronico y demés

conceptos relacionados con el tema para su correcta comprension.

Tabla 4. Criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusién Criterios de exclusién

-Articulos con menos de 5 afios de -Articulos con mas de 5 afios de
longevidad. longevidad.

-Articulos sobre extraccion de acido -Articulos sobre extraccion de acido
hialurénico en membranas testaceas. hialurdnico a partir de otra matriz.

-Articulos sobre caracteristicas del huevo -Articulos sobre anatomia de gallinas o

de gallina. fisiologia del huevo.
-Composicion de membranas testaceas. -Articulos de membranas testaceas de
-Articulos sobre piel, caracteristicas, tortugas u otros animales.

anatomia y fisiologia
-Articulos relacionados a envejecimiento

de piel y factores que podrian potenciarlo.

Fuente: elaboracion propia.
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3.7. Clasificacion de la informacion segun nivel de evidencia.

Tabla 5. Informacion segun nivel de evidencia (tabla Sackett)

Autor/afo/r | Ref | Titulo Tipo de | Ni | Poblaci6 | Método Conclusiones y
evista # del estudio |vel | n resultados
articulo de
evi
den
cia
Scardovi S, | 4 Clinical | Ensayo |3 40 Ensayo clinico y | El implante de &cido
Goglian A, study of | clinico pacientes | uso de implantes | hialurénico tipo
Gendra P, the observac de de Acido | Nahsa es eficaz para
Gendra, C / efficacy, |ional vy Facultad | hialurénico. corregir alteraciones
2017 / duration | descripti Odontolo estéticas periorales.
Redalyc and VO gia No se reportaron
adverse reacciones adversas.
effects of
Hyaluron
ic Acid
implants
in the
Oral-
Maxillof
acial
area
Cocul’ova |6 Isolation | Experim | 3 Membra | Procedimiento La extraccion tuvo
A, of  the | ental- nas experimental en | mayor éxito cuando
Krajcovic H hyaluron | analitico, testaceas | el cual se realiza | se realizo a 40 grados
/ 2018 / Int ic acid | se realiza de la extraccion de | centigrados y a pH:3.
Journ Scie from the | la cascara | acido Por medio de la
and Comm eggshell | extraccio de huevo | hialurénico extraccion con
membran | n de de pepsina se obtuvo un
as. acido gallina 5% de un gramo de
hialuroni membrana seca, lo
co que representa 1.027
mg por gramo.
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Campos F, |8 Hialuron | Se trata Membra | Procedimiento Se identifica una

Gémez E ic acid in | de un nas experimental en | cubierta de

Cortez, F, the estudio testaceas | el cual se realiza | glicosaminoglicanos

Chamut S / eggshell | observac de andlisis del &cido | en la superficie de la

2020 / Rev of ional, cascara | hialuronico cascara. El analisis

Agro  Nor Salvator | experime de huevo | presenta en las | espectroscopico

Arg merianae | ntal de de membranas Raman de esta region

(Squama | tipo Salvator | testéaceas, evidencio bandas
ta: analitico merianae | ademas de | vibracionales
Teiidae). diferentes representativas  del
pruebas acido hialurénico.
microscopicas y
de
espectroscopia.

Chi Y, Liu |14 | A novel | Estudio Membra | Se realizan | Concluyen que

R, Lin M, process | observac nas diferentes utilizando el método

ChiY /2022 to ional, testaceas | procedimientos | respectivo, la

[ FDT separate | experime de en los cuales se | separacion de las

the ntal de cascara | determinan membranas es
egshells | tipo de huevo | diferentes directamente
membran | analitico de componentes de | proporcional a la
as and gallina las membranas | presion, es decir,
eggshells testaceas, cuanta mas presion,
via flash ademas de sus | mayor sera la
evaporati respectivas separacion. Ademas,
on. cantidades se desarrolld un
método amigable con
el ambiente para
llevar a cabo el
experimento.

Garcia  J, | 17 | Anatomi | Revisién Capas de | Revision El sistema incluye

Alonso P / a y | bibliogra la  piel | bibliografica epidermis,  dermis,

2021 / fisiologia | fica humana. | sobre partes y | hipodermis,

Pediatr Int de la piel. funcionamiento | glandulas asociadas,
de la piel vy |cabello y ufas. El
organulos sistema tegumentario
asociados. es el drgano mas

grande del cuerpo y
proporciona una
barrera con respecto
al ambiente.

Candvas F, |28 | Randomi | Se trata 80 Ensayo clinico | Se concluye que el

Abellan M, sed de un pacientes | en el cual se les | alivio de los sintomas

Garcia A, clinical | estudio mayores | administran depende

Luque A, trial  to | Aleatorio de 18 | dosis de acido | directamente de la

Pérez S, analyse |, afos, los | hialuronico para | dosis administrada,
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Sénchez M / efficacy | controlad cuales controlar el [ademas hay un
2022 / of o, doble tienen dolor  crénico | aumento en la fuerza
MDPI eggshell | ciego. diagnosti | que sufren | y resistencia
membran co de | pacientes  con | muscular como
e to osteoartri | osteoartritis. resultado de la
improve tis en reduccion en la
joint rodilla y percepcion al dolor
functiona dolor en la zona.
lity in cronico.
knee
osteoarth
ritis
Shao X, Ye |29 | Preventi |Se trata 20 Ensayo clinico | EI ensayo concluye
W /2021 / ve effect | de un miembro | donde se | que la administracion
Hindawi of  egg | estudio s de un | administrd de membranas
membran | aleatorio, equipo membranas testdceas de huevo
e protein | controlad de barco | testaceas como | reduce el acido
supplem | o. de suplemento lactico total, urea,
entation Dragon. | proteico. hemoglobina y
on creatinina en sangre,
dragon también que reduce
boat los dafios en musculo
sports esquelético  cuando
injury se practican deportes.
under the También reduce la
monitori expresion de factores
ng of proinflamatorios.
artificial
intelligen
ce and
big data
Nien K, | 40 | Hyaluron | Revisién Acido Revision El articulo concluye
Hsum W, ic Acid- | bibliogra hialuroni | bibliografica de | que el acido
Lai C, Hing Mediated | fica coyotros | diferentes hialurénico es un
B / 2020 / Drug acerca de principio | estudios excelente  producto
Front in Delivery | efectos s activos | experimentalesy | natural, que posee
Pharm System del &cido con los | conceptos buena
Targetin | hialuroni que tedricos. biocompatibilidad y
g for CO como existe degrabilidad. Las
Inflamm | transport una propiedades de
atory ador de relacién hidratacién del acido
Skin otros sinérgica hialurénico hicieron
Diseases: | farmacos que este compuesto
A Mini sea muy utilizado en
Review cosméticos y
productos
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antienvejecimiento.
No se conoce con

exactitud el
mecanismo del
sistema de

administraciéon  de
farmacos basados en
AH. Tampoco se
conoce con claridad
el efecto que tiene el
acido hialurénico con
respecto a psoriasis y
dermatitis atopica.

Robinson D,
Vega J,
Palm M,
Bell M /
2022 / Journ
of Cosmet
Derm

51

Multicen
ter

evaluatio
n of a
topical
hyaluron
ic acid
serum.

Es un
estudio
experime
ntal
controlad
0,
aplicado
a
personas.

En este
caso la
poblacid
n son 7
personas,
hombres
y -

mujeres
sanos

entre 25
y 70 afos
de edad.

A las personas
que se
incluyeron  en
este estudio, se
les aplicd un
tratamiento con
acido
hialurénico 2
veces al dia y se
hicieron
revisiones en
semanas 2,4 y 8.
Se utiliz6 un
sensor que
identifica el
contenido de
agua entre el
estrato corneo y
la  epidermis,
esta medicion es
de caracter
cuantitativo, que
representa  un
valor directo en
relacion a la

hidratacion

efectiva por
parte del suero
utilizado. Se
utilizd6 un suero
de acido
hialuronico  de
alto peso
molecular.

Los resultados del
ensayo demostraron
que la formulacion

produjo mejoras
significativas en la
hidratacion

inmediata y también
a largo plazo de la
piel. Se evalué por
medio de sensor con

tecnologia  wearifi,
biopsias y
evaluaciones de
pacientes e

investigadores.  Se
demostré un aumento

general de la
luminosidad,

disminucion del
enrojecimiento y
mejora de la

hidratacién de la piel
después de 15
minutos de  su
aplicacion y también
a largo plazo.
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Ruckmani 68 | Determin | Se trata | 3 Membra | Se trata de un | Un método de HPLC
K, Shaikh S, ation of | de un nas método de | de exclusion
Khalil P, sodium | método testceas | validacion molecular prueba la
Muneera M, hyaluron | de provenie | utilizado para la | deteccidn y brinda un
Thusleem O ate in | validacio ntes de | determinacion y | proceso validado
/[ 2013 / pharmac | n para la las cuantificacién para la determinacion
Journ of Ph eutical determin cascaras | de acido | de acido hialurdnico
Analysis formulati | acion de de hialuronico en | en formulaciones
ons by | acido huevo. equipo de | farmacéuticas y
HPLC- hialuroni Cromatografia | soluciones. El
uVv. co  por liguida de alta | método es especifico,
medio de resolucion simple y rapido.
equipo (HPLC).
HPLC.
Alparce K, |55 | Sequenti | Estudio |3 Membra | Estudio El estudio concluye
Noomhorm al experime nas experimental que la extraccion de
A, Kumar A extractio | ntal testaceas | donde se extrae | acido hialurénico a
/[ 2018 / n of | donde se provenie | cido partir de membranas
Innov in Hyaluron | aplican ntes de | hialurénico con | testaceas se puede
food Ingred ic Acid | varias las una solucion de | realizar con métodos
& food safet and técnicas cascaras | cloruro de sodio | simples como con
Collagen | de de y papaina. | solucion de cloruro
from extraccid huevo. También extraen | de sodio. También
chicken | n. colageno y | concluyen las
eggshell realizan condiciones para que
membran cuantificacion la extraccion sea
e de analito. potenciada.
3.8. Variables de la Investigacion.
Tabla 6. Operacionalizacion de variables.
Obijetivo Variable Concepto Indicador Instrumento
0 técnica
Optimizar las Optimizar Para la obtencion del | Mejoramiento | Revisiones
condiciones para | condiciones extracto se deben del proceso bibliograficas
la formulacion para la tener en cuenta durante las sobre
de un suero formulacion | diferentes factores diferentes procesos de
topico de involucrados, semanas de formulacion
hidratacién para ademas teniendo en | ensayo. y también
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la piel a base de cuenta diferentes proceso de
acido hialurénico aspectos que se laboratorio.
extraido de las podrian mejorar o
membranas agilizar, para que el
testaceas de las proceso sea de
cascaras. mayor calidad.
Desarrollar la Suero topico | El suero tdpico es Obtencion del | Ensayo y
formulaciénun | (extraccion) | una via de compuesto pruebas de
suero topico de administracion de esperado. laboratorio.
hidratacion para diferentes principios
la piel a base de activos, este se
acido hialurénico utiliza en la piel con
extraido de las diferentes fines. En
membranas este caso el suero
testaceas de las topico contiene
céscaras de acido hialurénico
huevo como agente

hidratante en la piel.
Determinar Determinar En el proceso de Identificaciéon | Ensayo y
caracteristicas caracteristicas | extraccion a partir de pruebas de
generales del generales de membranas componentes | laboratorio.

suero topico
desarrollado y
sus posibles
aplicaciones
como aporte a
los cuidados
dermocosmeéticos
de usuarios

adultos jovenes.

testaceas, se generan
diferentes
compuestos, este
tipo de sustancias
deben ser
identificadas por
medio de diferentes

procesos

del extracto
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3.9. Descripcion del procedimiento de recoleccion y andlisis de datos

3.9.1 Recoleccién de datos

La recoleccion de datos e informacion va a ser dependiente de los objetivos
planteados en esta investigacion, una vez analizados los objetivos se define la manera en la
que se recolectan los datos, en este caso debido a que hay una serie de objetivos de caracter
cualitativo, la recoleccion de datos se realiza por medio de bdsquedas de referencias
bibliograficas las cuales presenten informacion relevante para el desarrollo de la
investigacion, ademas para las objetivos que presentan caracter cuantitativo, el analisis se
genera al realizar el proceso experimental durante varias sesiones, por lo cual generara
diferentes datos numéricos y determinaciones las cuales ayudan a generar los diferentes

resultados cualitativos de la investigacion.

Cada instrumento se aplicara segn sean los datos que se requieran recoger; por
ejemplo, en la construccion del procedimiento se utilizara una basqueda mediante analisis de
contenido en documentos, articulos, y otros. Seguidamente, iniciar con la construccion de los
pasos para lograr la extraccion del acido hialurénico, mediante la utilizacién de las fuentes
de informacion mencionadas anteriormente, esto con el procedimiento de hidrolisis
enzimatica, utilizando pepsina como el agente hidrolizante., y también utilizando la solucion
de NaCl 0,5 M.

Se pretende realizar la extraccién durante los meses de agosto y octubre del 2022, en
este tiempo se planea recolectar los datos con los que se llevara a los resultados de la presente
investigacion, para el uso del laboratorio de la universidad, se deben definir dias con
anterioridad y tener un mutuo acuerdo con el personal de laboratorio, manteniendo espacio
de trabajo personal y posibles clases en ese momento. Cada instrumento permitira identificar
el proceso mediante la hidrolisis enzimatica con pepsina y con la disolucion de cloruro de

sodio, de la extraccion del componente principal en este caso el acido hialurdnico a partir de
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las membranas testaceas de las cascaras de huevo de gallina en la Universidad Internacional

de las Américas.

3.9.2 Materia prima y tratamiento preliminar

La materia prima en este caso son las membranas testaceas extraidas de forma manual
de las céscaras de huevos de gallina, estas gallinas se ubican en una misma zona geogréafica
y ademas su alimentacion y condiciones ambientales son las mismas. La recoleccion se hace
durante varios dias, pero no tanto como para que las cascaras se descompongan debido a los
residuos de la clara del huevo. Una vez recolectadas se procede a realizar un lavado gentil
sobre la parte interna del huevo para remover otro tipo de sustancias pertenecientes al huevo.

Es importante recalcar que los huevos utilizados para la extraccion de las membranas
son lavados posteriores a su recolecta, ademas se vuelven a lavar antes de la extraccién
manual, esto para evitar contacto con sustancias como heces de la gallina o posibles
interferentes del ambiente donde viven las gallinas. Las membranas se dejan secar un dia
antes de realizar el proceso de secado con el horno BIOBASE en el laboratorio de la
Universidad Internacional de las Américas. En cuanto a los tratamientos que se les aplica a

las membranas testaceas secas y procesadas se describen los siguientes:

Experimento 1.

e Determinacion de masas de las muestras por triplicado.

e Se afiade un volumen determinado de buffer de NHs/NH4Cl para hidratar las
membranas durante 30 minutos.

e Comienza el proceso de hidrélisis enzimatica con pepsina, utilizando
cantidades proporcionales a la masa de la muestra, la disolucion con pepsina
se prepara con agua destilada y llevando a pH 3 con acido fosférico 1 M, este
proceso se realiza durante 5 horas a 40°C.

e Filtrado de las muestras.

Experimento 2.

e Determinacion de masas de las muestras por triplicado.
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e Se aflade un volumen determinado de 40 ml (NaCl 0,5 M) por gramo de
material a las muestras.

e La muestra debe tener agitacion constante utilizando una pastilla magnética y
plantilla durante hora y media.

e Filtrado de muestras.

Preparacion de buffer:

Disolver 32 gramos de NH4Cl en 300 ml de agua destilada, afiadir 30 ml de hidréxido de

amonio concentrado y aforar con agua destilada hasta 500 mL.

Preparacion de fase moévil:

Disolver 6,8043 en 1 litro de agua destilada ajustando a pH 7 con KOH al 10%, importante

realizar filtracion al vacio con el equipo de filtracion para HPLC.

Preparacion de solucion de NaCl 0,5 M:

Para preparar 500 ml de disolucién se debe pesar 14,61 gramos de NaCl sélido y llevar a 500
mL en balén aforado.

Figura 27. Diagrama de flujo del proceso de extraccién del acido hialurénico por

utilizando extraccion enzimatica.

Remocién manual Secado de las Triturado de
de las membranas membranas en membranas testaceas
testaceas a partir de horno BIOBASE a en procesador.
cascaras de huevo 60°C
de gallina
Proceso de Extraccion Determinacién_ de
inactivacion enzimatica con masa 'y p_o,Stenor
enzimatica. pepsina. hidratacion con
buffer de amonio.
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Verificacion
fisicoquimica del
extracto

Figura 28. Diagrama de flujo del
disolucion con cloruro de sodio 0,5 M.

Filtracion y
almacenamiento de
las muestras en
congelador.

determinacioén de
concentraciones.

Lectura de patrones y
muestras, asi como

T UUCUU O T G/ Yt AU UTUT

Remocion manual de
las membranas
testaceas a partir de
cascaras de huevo de
gallina

Secado de las
membranas en horno
BIOBASE a 60°C

Filtrado del material
utilizando filtro
cualitativo

Proceso de extraccion
con solucion de NaCl
0,5 M durante 1,5
horas.

Verificacion
fisicoquimica del
extracto

Almacenamiento de
las muestras en
congelador.

TOC

Disoluciones de las
muestras para su
posterior lectura,

teniendo en cuenta

las lecturas del
patron.

acido hialurénico por

Triturado de
membranas testaceas
en procesador.

Determinacion de
masa y cantidad de
solucién de NaCl 0,5
M necesaria.

Lectura de muestras
en equipo HPLC y
determinacion de
concentraciones.
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3.10. Descripcion de instrumentos y técnicas.

En este caso la observacion se puede utilizar como instrumento, donde incluye de
manera sistematizada y l6gica muchas técnicas del proceso de investigacion, para la
recopilacién de datos de calidad y confiabilidad. La observacion también es utilizada como
una herramienta de recoleccion de datos, donde se necesita que una persona observe el
fendmeno y tenga en cuenta elementos tedricos y también empiricos®:.

Por otra parte, el andlisis de contenido de la parte cualitativa tiene como objetivo el
recolectar un sistema de datos, principalmente hablado, en la parte cualitativa se observan
los datos para clasificarlos en unidades y también en categorias de analisis para concluir
con una teoria. Este tipo de instrumentos permite abordar los objetivos, categorias y
variables de la presente investigacion, ya que, al tener un enfoque mixto, se pueden evaluar

variables tanto cualitativas como cuantitativas®®.

3.11. Materiales, equipos y condiciones.

Materiales

Beakers (250mL, 400mL, 500 mL)
Balones aforados (1L, 25 mL)
Probetas (1L, 25 mL, 10 mL)
Espatula
Piseta de agua destilada
Piseta de acetona
Goteros
TermoOmetros
Agitadores de vidrio
Plantillas eléctricas
Prensas universales
Peras
Papel filtro Qualitative P8
Trompos de filtracion de 0.20 pm
Papel encerado
Moldes de aluminio
o Picnémetro
Reactivos

o NaOH 1M
o NH4CI

O OO OO O0OO0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOOo0OoOo
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KH2PO4

KOH 10%

Acido fosférico 1M
Hidroxido de amonio
Pepsina 2000 FIP
Estandar de acido hialurénico
Agua tridestilada
NaCl 0,5 M
Carbopol
Metilparabeno
Trietanolamina
Glicerina

O O O OO0 OO OO 0O OO OoOOo

Equipos

Tabla 7. Equipos utilizados en el proceso experimental.

Nombre del Imagen ilustrativa
equipo

Funcién en el
proceso

Balanza analitica

Determinar masas de
los diferentes
componentes a
utilizar en el
experimento.
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Horno BIOBASE

Secar las membranas
testaceas himedas en
un tiempo y a
temperaturas
determinadas.

Espectrofotdmetro
Ultravioleta
Visible

Identificacion del
acido hialurénico por
medio de ondas
ultravioleta, tomando
como referencia el
estandar del 4cido
hialurénico.

Estandar acido
hialurénico

El estandar permite
ser un patron de
referencia para el
andlisis de las
muestras.
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Espectrofotémetro
Infrarrojo

Indica los espectros
de las sefales de
diferentes grupos
funcionales y
estructuras presentes
en el extracto.

Cromatdgrafo
Liquido de Alta
Resolucion

Columna  SEC-
120

Este equipo separa
los componentes
dependiendo del
peso molecular y
también su
volatilidad, también
permite  cuantificar
las muestras en
relacién al estandar.

Este dispositivo se
utiliza para generar
la separacion de los
compuestos,

mediante diferentes
factores controlados
por el equipo HPLC.
La fase mdvil pasa
con un flujo
constante por la fase
estacionaria, la cual
esta presente en este
dispositivo.
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Centrifuga

Mediante el ajuste de
dos pardmetros como
lo son tiempo vy
revoluciones por
minuto, este equipo
puede separar sélidos
de liquidos o también
liquidos de liquidos
por diferencia de
densidades en una
disolucion. Esta
accion es ejercida
gracias a la fuerza
gravitacional, que al
ejecutarse con la
fuerza centrifuga
genera que la materia
mas densa se separe
y caiga al fondo del
recipiente utilizado.

Viscosimetro

Este instrumento es
utilizado para la
determinacion de
viscosidad, en este
caso se utiliza para
determinar la
viscosidad del suero
preparado, mediante
el uso de sus
diferentes
extensiones.
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Mezclador

3.12. Componentes reactivos.

NaOH 1M

NH4CI

KH2PO4

Acido fosférico 1M
Hidréxido de amonio
Pepsina 2000 FIP

Estandar de acido hialurénico
Agua tridestilada

Cloruro de sodio

Patron de acido hialuronico

O O O O O O O O 0 O

Tabla 8. Condiciones de HPLC

El mezclador es un
equipo que se utiliza
para la disolucion y
mezcla de diferentes
excipientes en la
preparacion de la
formulacion, gracias
a su velocidad
regulable y sus aspas,
permite una mejor
disolucion que el uso
de pastillas
magnéticas.

Tipo de cromatografia

Cromatografia liquida de Alta Resolucién

Columna

SEC-120 7.8x300mm

Fase movil

Tampon dihidrogenofofato de potasio
(KH2PO4) pH 7

Longitud de onda 205 nm
Flujo 1.0 ml/min
Volumen inyectado 10 pL
Temperatura de columna 25 °C
Tiempo de retencién esperado 5-6 min
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CAPITULO IV- ANALISIS DE LOS RESULTADOS



4.1 Extraccion de acido hialurénico a partir de membranas testaceos de
cascaras de huevo de gallina utilizando un método enzimatico y otro con
disolucion de NaCl 0,5 M.

Se realiz6 una busqueda exhaustiva del procedimiento de laboratorio a seguir para
lograr la extraccion de acido hialuronico a partir de membranas testaceas de huevo de gallina,
ademas de articulos que describian el procedimiento puntual, se toman otro tipo de articulos
e informacion para respaldar el uso de los métodos empleados en esta investigacion. Luego
de la revision de estos procedimientos de laboratorio se desarrollaron los procesos
experimentales, tomando en cuenta diferentes situaciones que se presentan durante los

procesos.

La recoleccion de la materia prima es la parte mas lenta del proceso, debido a que hay
que desprender de forma manual las membranas testaceas de la cascara de huevo, teniendo
en consideracion que algunas de las membranas se adhieren a la cascara, evitando de esta
manera extraer de forma completa la membrana, y aumentando de esta manera el tiempo de

extraccion o recoleccion.

Una vez que las membranas son desprendidas se secan durante un tiempo de 4 horas
bajo condiciones de 60 °C en el horno BIOBASE. Después del secado, se determinan las
masas correspondientes para empezar con el proceso de laboratorio. Es importante tener en
cuenta que las masas de las muestras van a determinar de manera proporcional la cantidad de

volumen necesario de las demas disoluciones para lograr que el proceso sea efectivo.

Tabla 9. Masa de las membranas que se utilizaron para la extraccion enzimatica
utilizando balanza analitica marca Nimbus (+0,0001 g).

Muestra Masa del beaker (g) | Masa del beaker + | Masa (Q)
membranas ()
1 122,6892 124,86 2,1708
2 121,6435 124,2699 2,6264
3 145,3426 148,969 3,6264
Peso total de las membranas: 8,4236 gramos
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla 10. Masa de las membranas que se utilizaron para la extraccion con solucion de
cloruro de sodio utilizando balanza analitica marca Nimbus (+0,0001 g).

Muestra Masa del beaker (g) | Masa del beaker + | Masa ()
membranas ()

1 124,9104 128,3942 3,4838

2 122,6435 126,0959 3,4524

3 124,0722 129,3825 6,1103

Fuente: elaboracion propia.

4.1.1 Extraccién enzimatica con pepsina.

La primera extraccion fue realizada gracias a un proceso enzimatico, se realiz6 por
triplicado para que haya una mayor confiabilidad de los datos, al tener la posibilidad de hacer
promedios y visualizar los diferentes cambios que se puedan generar durante el proceso.
Varias técnicas han sido desarrolladas y optimizadas para la extraccién de &cido hialurénico,
utilizando detergentes, enzimas y solventes para romper y aislar las moléculas de acido

hialuronico de posibles complejos polisacaridos®?.

En general, los métodos utilizados se basan en la hidrdlisis quimica del tejido, lo cual
garantiza la alteracion del ndcleo de proteoglicanos. Dentro de las enzimas mas utilizadas
para la extraccion de acido hialurénico se encuentran: papaina, tripsina, pepsina y pronasa.
Estas enzimas se han utilizado para la degradacién del tejido y la descomposicion de

fracciones proteicas, aislando de esta manera las moléculas de acido hialurénico®?.

Este método enzimatico requiere de varios procesos involucrados, esto para realizar
una correcta hidrélisis del material. Este proceso experimental se basa en el proceso utilizado
un investigacion realizada por la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (OMP1)%
en el cual, se da la extraccion de &cido hialuronico utilizando pepsina como agente

enzimatico. También se revisa otro articulo sobre extracciéon de AH de humor vitreo de
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peces® y una tesis de Gomez Oviedo®®. El procedimiento experimental se desarrolla de la

siguiente manera:

e Secado de membranas a 60°C en el horno BIOBASE y posterior triturado de las
membranas, se realiza la determinacion de masa.

o Después de esto, se agrega buffer de NHz / NH4Cl en una proporcion 6:1 con respecto
a la cantidad de membrana seca, es decir si utiliza 2 gramos de material, se deberia
agregar 12 mL de buffer. La hidratacion permanece durante 30 minutos.

e Seda la adicion de la enzima, la cual tiene una proporcion de 4 mg por cada gramo
de membrana testacea triturada, ademas la proporcion de agua destilada para disolver
la enzima es de 10 ml por mg de pepsina 2000 FIP-U/g. Ajustando el pH de la
disolucion a 3.0 con &cido fosforico 1M.

e Se procede a mezclar la membrana hidratada y la disolucion enzimatica en
condiciones de 40°C por un tiempo de 5 horas.

e Para el proceso de inactivacion enzimatica, la temperatura se elevd hasta 60°C
durante 15 minutos, estas condiciones propician la desnaturalizacion de la enzima,
por tanto, ponen un final en el proceso enzimatico.

e Posterior a esto, la mezcla se deja enfriar a temperatura ambiente para ser filtrado
utilizando un filtro Qualitative P8 retirando de esta manera los restos de membrana.

e Lectura, envasado y almacenaje en refrigeracion de las muestras.

Es importante tener en cuenta que las dos variables a controlar para que se dé una
accion eficaz por parte de la enzima (pepsina) son temperatura'y pH, debido a que la actividad
enzimatica puede cambiar cuando se generan cambios en estas dos variables. La pepsina
porcina exhibe mayor actividad entre pH 1-2 para luego disminuir su porcentaje de
efectividad, pero en la utilizacion de procesos industriales donde se requieren pepsinas
activas a pH no tan bajos, se efectia a un pH proximo a 3, en caso de extraccion de colageno

y &cido hialurénico®.

Con respecto a la temperatura utilizada para la hidrolisis enzimaética, se ajusta a 40 °
debido a que a esta temperatura la pepsina bovina muestra una buena eficacia, de hecho, la

pepsina de origen bovino es estable hasta los 60°, también existe pepsina de origen de
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animales acuaticos la cual presenta estabilidad hasta unos 40-55°. Utilizando esta enzima se
pueden realizar procesos de hidrdélisis enzimatica a temperaturas moderadas sin comprometer
la integridad de los productos y con posibilidad de detenerlos con shock térmicos a
temperaturas relativamente bajas que ronden los 60 y 70°. También es importante recalcar
que la pepsina presenta una menor capacidad de hidrolisis del colageno, lo que no resulta
eficiente para la obtencion de péptidos bioactivos, esto genera que en el extracto final haya

poca o nula cantidad de colageno®.

Figura 29. Representacion grafica de los pasos correspondientes al proceso

enzimatico.

Secado de membranas Procesado de Proceso de hidratacion
en horno BIOBASE membranas con buffer

Hidrolisis enzimatica Filtrado y observacién
con pepsina del extracto

Fuente: elaboracion propia
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4.1.2 Extraccion con cloruro de sodio (NacCl).

Se han descrito varios métodos ampliamente estudiados para generar la extraccion de acido
hialurénico y colageno a partir de otras fuentes de colageno y AH distintas de la extraccion
en membranas testaceas de huevo. Muchos métodos implican pretratamientos intensivos, 10s
cuales se destinan a eliminar grasas de fuentes mamiferas. Este tipo de método es dirigido a
extraer acido hialurénico y coldgeno a partir de membranas testaceas utilizando métodos

simples y econémicos®®.

El estudio que se toma como referencia para realizar esta extraccion, realiza diferentes
analisis en cuanto a tiempo de disolucién y concentracion de cloruro de sodio, por medio de
los resultados de este analisis, se realiza un plan de trabajo basado en las mejores condiciones
que permitan extraer la mayor cantidad de acido hialurénico, mediante el andlisis de graficos
y datos presentes en el estudio se resumen las condiciones de extraccion en la siguiente tabla
(tabla 11).

Tabla 11. Condiciones de las diferentes variables para optimizar el proceso de
extraccion con disolucion de cloruro de sodio (NaCl)

Tiempo de disolucion 1:30 horas
Concentracion de cloruro de sodio 05M
Revoluciones por minuto 350 rpm
Proporcidn disolucion (mL) / muestra (g) 1:40

Fuente: elaboracion propia basado en la referencia .
Tomando en cuenta la tabla anterior y diferentes procesos explicados en el articulo en que
se basd el analisis, se determina que el proceso de extraccion con solucion de cloruro de

sodio se desarrolla de la siguiente forma:

e Secado de membranas a 60°C en el horno BIOBASE y posterior triturado de las
membranas, se realiza la determinacion de masa.

e Por cada gramo de material se agregan 40 mL de disolucion de cloruro de sodio al
0,5 M.

e Se ajusta la plantilla a 350 rpm, el proceso se lleva a cabo durante 1:30 horas.

e El extracto se filtra utilizando con filtro Qualitative P8 retirando de esta manera los
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restos de membrana.
e Se realizan alicuotas para la determinacion de la cantidad de acido hialurénico

presente y el extracto es almacenado bajo refrigeracion.

La concentracion de cloruro de sodio que se utiliza en este anélisis es basada en diferentes
concentraciones que se utilizaron para extraer acido hialuronico, mostrando que la cantidad
de &cido hialuronico aumenta conforme aumenta la concentracion de cloruro de sodio hasta
llegar a 0,5 M, donde la cantidad liberada es la maxima durante el proceso. Después de 0,5
M la cantidad de &cido hialurénico disminuye, y en el caso de la disolucion de 1,5 M solo se

observa un aumento en la Gltima extraccion®.

En el articulo consultado, se realizaron 3 extracciones de la misma materia prima, y menciona
que a 1,5 M de cloruro de sodio la cantidad de acido hialurénico en disolucién es mas alta,
pero esto se da hasta la tercer extraccién donde la matriz o materia prima (membranas
testaceas) ya ha pasado por dos procesos de extraccion con diferentes concentraciones de
cloruro de sodio, y atribuyen la liberacién de cloruro de sodio a la posible fuerza motriz que
genera la alta concentracion de esta sal, generando de esta manera la liberacion de mayor
cantidad de é&cido hialurénico, comparado con concentraciones menores en la Ultima

extraccion®®.

Ademas, la proporcion utilizada en este proceso, también es una de las variables que se
maneja en el estudio, donde se demuestra que en esa proporcién la liberacion de acido
hialurénico es mayor, después de haber hecho ensayos con 20:1 y 30:1. Durante la tercera
extraccion a condiciones de 40:1, 0,5 horas de disolucion y 1,5 M de cloruro de sodio
mencionan que la cantidad de acido hialurénico es muy pequefia comparada con la primera

extraccion, debido a que la mayoria de AH fue recolectada durante la extraccion 1y 2°°.
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Figura 30. Representacion gréafica de los pasos correspondientes al proceso con
disolucion de cloruro de sodio.

Secado de membranas Procesado de Agitacion con
en horno BIOBASE membranas disolucion de NaCl 0,5
M

Filtracion del extracto Toma de alicuotas para
analisis

Fuente: elaboracion propia

Cabe destacar las diferentes mejoras en cada uno de los experimentos anteriores,
mediante la observacidn de pasos y eventualidades que se presentaron durante el proceso
experimental. Desde los primeros pasos del procedimiento como lo es la recoleccion de las

membranas testaceas, es importante mantener un aseo adecuado de las cascaras, lavandolas
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pocos dias después de utilizar el huevo, para evitar de esta manera que se genere algun tipo
de descomposicion de la materia del huevo.

También dentro de lo que respecta el proceso de remocion de la membrana, es
importante tomar en cuenta que el proceso se facilita si las membranas estan un poco
humedecidas con agua, ya que cuando las membranas y cascaras se secan por completo su
remocion se dificulta debido a que se pega en las cascaras y salen pequefios trozos de
membrana, mientras que cuando estan un poco humedecidas es posible remover la membrana

de forma total.

Es importante tener en cuenta el tiempo y temperatura de secado correcto para que el
procesamiento posterior sea mas sencillo. En este caso, el tiempo de secado se mantuvo, pero
la temperatura se aumento6 a 60 °C , este cambio se realiza después de observar que a 50 °C
las membranas no quedan secas en su totalidad, y su textura no es quebradiza, mientras que
a 60 °C las membranas se encuentran secas, ademas al tacto se tornan quebradizas, esto
disminuye el tiempo de procesamiento, ademas que el material procesado tiende a ser mas

VO qu uen i , u )
olvo que pequefias porciones, como lo fue en el proceso a 50 °C

El proceso de secado se realizd en el horno BIOBASE, con temperatura interna
controlada mediante termometros, esto para asegurar que la temperatura fuera la 6ptima,
debido a que la temperatura de ajuste externo no era igual a la temperatura interna. El otro
horno que se encuentra presente en el laboratorio se descartdé debido a que presenta altas
fluctuaciones de temperatura que para controlar se debia de abrir la puerta y después volver
a estabilizar la temperatura, por estas razones, ademas de tener mejores caracteristicas

tecnoldgicas, se utilizé el horno BIOBASE.
Identificacién de compuesto activo.

Con respecto a la identificacion de moléculas de acido hialuronico en el extracto
final, se realiza por medio del espectro infrarrojo. Este equipo permite dar importante
informacidn acerca de la naturaleza quimica y estructura de la molécula en observacion, la
absorcion de energia que muestran las moléculas en la region infrarrojo se produce debido a

que sus nucleos entran en un modo de vibracion en torno a sus posiciones de equilibrio. En
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cada una de las vibraciones moleculares, los nlcleos se desplazan simultaneamente de su

posicion de equilibrio hasta alcanzar un méaximo desplazamiento®.

Para la mayoria de los grupos funcionales, las frecuencias caracteristicas de las
vibraciones deben situarse en la region de 4000 a 1000. En la regién de los 1300 a 4000, las
frecuencias vibracionales son afectadas por la molécula entera, ya que la absorcion en esta
region de las huellas digitales es caracteristica de toda molécula. La frecuencia de la vibracion
depende de las masas de los &tomos y de la rigidez del enlace, los &tomos mas pesados vibran

mas lentamente que los mas ligeros®.

En cuanto al proceso de identificacion del compuesto activo en las diferentes muestras
extraidas mediante dos procesos diferentes obteniendo acido hialurénico, se realiz6 una
prueba utilizando un equipo de espectro infrarrojo, esta prueba de manera comparativa entre
el estandar de &cido hialurénico con respecto a las demas muestras de las cuales se extrajo el
compuesto. Es importante mencionar que no se profundiza el estudio de todos los picos del

espectro.

En el analisis instrumental, la técnica de espectroscopia de infrarrojo se encuentra
dentro de las técnicas que més se ha popularizado debido a su gran versatilidad, precision y
facil utilizacion. La vibracion producida en las moléculas organicas genera una idea de como
estan constituidas y se ve representado en los espectros por medio de porcentaje de
transmitancia. Se puede observar la representacion del enlace O-H dentro del rango de 3200
y 3400 donde se considera una vibracion de fuerza media alta y ancha, mientras que en el
enlace C-O las vibraciones son asimétricas y oscilan entre los 1000-1750°’.
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Figura 31. Estructura molecular y enlaces presentes en la estructura del &cido

hialurénico.
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Fuente: Corte et al®?

En la figura 27 se logra observar la estructura de la molécula del acido hialurénico,
donde se aprecian los diferentes tipos de enlaces entre los elementos, dentro de los enlaces
presentes se encuentra el del grupo hidroxilo entre el rango de 3100 y 3600, también se
observa un pico entre los 1630-1680 donde se puede relacionar a la presencia del grupo
amida. En los rangos de 1375-1450 se pueden apreciar pequefias elevaciones que hacen
referencia a los enlaces C-H. Estos picos mencionados anteriormente se pueden evidenciar
en las siguientes figuras, las cuales representan los diferentes espectros realizados con el

espectrometro infrarrojo.
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Figura 32. Espectro infrarrojo del estandar de acido hialurénico utilizando equipo de

espectroscopia infrarroja marca Agilent.
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Figura 33. Espectro infrarrojo de la muestra extraida por proceso enzimatico

utilizando equipo de espectroscopia infrarroja marca Agilent.
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Figura 34. Superposicion del espectro infrarrojo del estandar contra dos lecturas del

proceso enzimatico utilizando equipo de espectroscopia infrarroja marca Agilent.
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Fuente: elaboracion propia.

Figura 35. Superposicion del espectro infrarrojo del estandar contra un espectro del
proceso con cloruro de sodio 0,5 M utilizando equipo de espectroscopia infrarroja

marca Agilent
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Fuente: elaboracion propia.
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En ambos casos se puede apreciar la similitud de ondas producidas por la vibracion
de los atomos, entonces se puede determinar que existe relacion con respecto a estructuras
entre el patron de &cido hialuronico preparado y las dos diferentes extracciones que se
realizaron en este proceso experimental. Los enlaces mas fuertes generalmente son mas
rigidos, por lo que se requiere mayor fuerza para alargarlos o comprimirlos, por esta razon
los enlaces mas fuertes vibran méas deprisa que los enlaces mas débiles, como lo es el caso
del enlace OH el cual tiene frecuencias méas altas como se observa en las figuras anteriores
en rangos de 3100-3600%2.

Cuantificacion del compuesto activo.

Para poder realizar la cuantificacion de acido hialuronico contenido en las diferentes
muestras realizadas en el andlisis se utilizé el equipo de Cromatografia liquida de Alta
Resolucion (HPLC) con condiciones de uso anteriormente descritas en la tabla 8. Se pudieron
obtener de esta manera los tiempos de retencién y areas de los diferentes picos durante el

proceso, esto para determinar concentraciones en unidades de partes por millén.

Por medio de HPLC se realiza una separacion y andlisis de los componentes quimicos
de las disoluciones realizadas en esta investigacion. En este método participan la fase movil
y estacionaria las cuales son inmiscibles entre si y la muestra de interés. La fase movil es
liquida y su funcidn es transportar la muestra a través de la fase estacionaria que puede ser
una pelicula liquida soportada en un sélido o sélida de forma completa. Los componentes
con mayor afinidad a la fase estacionaria se desplazan con menor velocidad que aquellos que

presentan menor afinidad®®.

En este punto es importante recalcar que se utiliz una ecuacion basada en diferentes
concentraciones de disolucién patrén, con concentraciones de 100, 200 y 400 (mg/L), esta
ecuacion fue recopilada de la investigacion de Gémez Oviedo®®. El uso de la ecuacion es
debido a que las lecturas de los patrones realizados en este proceso experimental no fueron
exitosas, se realizaron 3 estandares diferentes y ninguno mostré resultados coherentes, es
decir, los picos y areas mostradas en el espectro no generan suficiente informacion como

para realizar una curva de calibracion.
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Dentro de las condiciones utilizadas en el sistema cromatografico HPLC se utiliz
una fase maovil constituida por fosfato (Dihidrogenofostato de potasio), a 0,05 M, el cual fue
ajustado a pH 7 utilizando NaOH 1M como agente basico. En la figura 34 se puede observar
que el tiempo de retencidn esperado para las soluciones que contengan acido hialurénico se
encuentra aproximadamente entre los 5 minutos. Sin embargo, el tiempo de retencion que se
expreso en las muestras de este estudio, fueron entre 6 y 7 minutos, de esta manera los
resultados se enfocan en estos tiempos, comparando de esta manera el pico caracteristico del

acido hialurdnico sin profundizar en cada uno de ellos.

Figura 36. Espectro HPLC de la muestra obtenido por extraccion enzimatica.
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Fuente: elaboracion propia.

Figura 37. Espectro HPLC de la muestra obtenida por extraccion con

disolucion de cloruro de sodio.
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Tabla 12. Secuencia de analisis utilizada para la lectura de muestras.

Sustancia Alicuotas analizadas

Blanco
Muestra 1
Muestra 1.1
Muestra 2
Muestra 2.2
Muestra 3
Muestra 3.3
Muestra 4

W Wl W W W W W wN

Muestra 5
Muestra 6 3

Fuente: elaboracion propia.

Figura 38. Espectro de &cido hialuronico.
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Existen otros picos en los diferentes espectros de las muestras, es importante recordar
gue en las muestras enzimaticas se trabaja con otro tipo de reactivos como buffer, pepsina 'y
acido nitrico, por lo que estos espectros contemplan otras sefiales. Con respecto a las muestras
del proceso con cloruro de sodio, también muestra otras sefiales debido a que existe otra
estructura en este caso idnica, dentro de la solucion analizada. Los diferentes tiempos de

retencion se pueden observar en la tabla 13.
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Tabla 13. Tiempos de retencion correspondiente a las muestras del proceso enzimético
utilizando equipo HPLC marca YL.

Muestra Tiempos de retencion (min)
1 6,637 6,637 6,540
11 6,340 6,743 6,613
2 6,740 6,727 6,623
2.1 6.727 6,733 6,620
3 6.610 6.603 6.623

Fuente: elaboracion propia.

Se realizaron dos diferentes disoluciones en las muestras enzimaticas para determinar
si las areas iban a entrar dentro de la curva de calibracion, en este caso se hicieron alicuotas
de 5 mL en 10 (1,2,3), y también de 5 en 25 mL (1.1, 2.2). Sin embargo, las &reas son
pequefias comparadas con las areas obtenidas para la realizacién de la curva. Se puede
observar la similitud entre los diferentes tiempos de retencion analizados, de esta manera se

logra interpretar que en las muestras analizadas se confirma la presencia de acido hialurénico.

Tabla 14. Tiempos de retencion correspondiente a las muestras del proceso con
disolucion de cloruro de sodio al 0,5 M utilizando equipo HPLC marca YL.

Muestra Tiempos de retencion (min)
4
6,530 6,587 6,593
5
6,533 6,530 6,593
6
6,510 6,517 6,503

Fuente: elaboracion propia.
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En la tabla 15 se encuentran las diferentes areas del pico en interés, todas las areas
coinciden con las tablas 13 y 14 en relacién a los tiempos de retencion de las muestras. En
este caso se observa un area mas pronunciada con respecto a las muestras 3 y 6 analizadas.
Esto pudo generarse debido a que las muestras 1,2,4 y 5 no fueron procesadas de igual forma
que las demas muestras, ya que para las ultimas muestras, se utilizé la licuadora disponible
en el laboratorio de la Universidad, pero con ayuda de una superficie plana se pudo acortar
el volumen donde las membranas estaban siendo cortadas, aumentando de esta manera la

capacidad de corte por parte de las cuchillas del procesador.

Es importante mencionar que todas las membranas se procesaron con este mismo
instrumento, pero con ese pequefio cambio al final, este cambio se hizo debido a que no se
consiguid extraer tanto acido hialurénico en los primeros ensayos. Con esa modificacion se
consigue obtener mayor cantidad de acido hialurdnico en forma de polvo, mientras que la
proporcién de polvo en los primeros procesados fue bastante baja, debido a que el procesador
cortaba muy poco y debido al giro de las cuchillas los restos de membrana practicamente

flotaban por la totalidad del recipiente.

Tabla 15. Area del pico del acido hialurdnico presente en las muestras del proceso
enzimatico y el de disolucién con NaCl 0,5 M.

Muestra Area del pico del analito (mVxs)
1 109,799 101,170 128,362
2 179,212 99,046 106,410
3 250,659 269,014 282,949
4 163,257 228,322 225,176
5 166,843 147,908 200,199
6 823,204 824,879 863,813

Fuente: elaboracion propia.
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Por medio del uso de la ecuacion de la recta planteada por Gdmez Oviedo®® donde
realiza andlisis a diferentes disoluciones del estandar de &cido hialurénico se puede realizar
la determinacion de concentraciones de las diferentes muestras de esta investigacion,
teniendo en cuenta que se agrega el punto de origen 0,0 en ambos ejes, esto se debe a que las
areas no entran dentro del rango entre 100 ppm y 400 ppm, los datos utilizados para generar

la curva son:

Tabla 16. Datos utilizados para generar la curva de calibracion.

X (Concentracion en mg/L) Y (Area promedio (mV.s))
0 0.0
100 1098.127
200 2107.629
400 3904.506

Fuente: elaboracion propia

Figura 39. Gréfica correspondiente a las concentraciones de estdndar contra las areas
generadas en el espectro.
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Fuente: elaboracion propia.
A partir de los datos contenidos en la tabla anterior se genera la siguiente ecuacion:
y =9,7011x + 79,875

Desviacién estandar: 0,9976
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Despejando X: y —79,875 =9,7011x

_ y—79875
*= 797011

Proceso de determinacién de acido hialurénico para una muestra extraida de la hidrolisis
enzimatica y para otra extraida con disolucion de cloruro de sodio utilizando la ecuacion
anterior:

259,8356—79,875
9,7011

Muestra 3: X =

Utilizando area 1 y 2: x = 18,5506 ppm
Promedio: 259,8365 mVxs

Concentracion x Factor de dilucion (balon / pipeta)

18,5506 <10mL> = 37,1012
) ppmx smL ) 2 ppm

mg
37'1012T x 0,166 = 6,15 mg

_ 837,2986-79,875
- 9,7011

Muestra 6:

Utilizando area 1,2 y 3: x = 78,0760 ppm
Promedio: 837,2986 mVxs

Concentracion x Factor de dilucion (balon / pipeta)

78,0760 ppm x (S=-) = 156,1521 ppm 0 mg/L

156,1521 mg/L x 0,244 mL= 38,1011 mg

Tabla 17. Miligramos de &cido hialurdnico presentes en los extractos enzimaticos.

Muestra Areas utilizadas | Promedio de | Volumen del | Cantidad de acido
areas extracto (L) hialurénico (mg)

1 1,2,3 113,1103 0,099 0,67

2 2,3 102,7280 0,120 0,56

3 1,23 267,5407 0,166 6,15

Fuente: elaboracion propia.

124



Tabla 18. Miligramos de &cido hialurdnico presentes en los extractos con disolucion de
cloruro de sodio 0,5 M.

Muestra Areas utilizadas | Promedio de | Volumen del | Cantidad de 4cido
areas extracto (L) hialurénico (mg)

4 2,3 226,7490 0,140 4,23

5 1,2,3 171,6530 0,138 2,61

6 1,23 837,2986 0,244 38,10

Fuente: elaboracion propia.

4.2 Desarrollar la formulacion un suero tépico de hidratacién para la piel a base de
acido hialurdnico extraido de las membranas testaceas de las cascaras de huevo en el
Laboratorio de Quimica de la Universidad Internacional de las Américas.

Debido a que el extracto del proceso enzimatico contiene trazas de otros materiales
como &cido nitrico, buffer de fosfato y restos de aminoacidos provenientes de la pepsina, se
decide realizar otro método de extraccidn que contenga menor cantidad de solutos presentes,
ademas de evitar el uso e incorporacion de sustancias fuertes como &cidos o bases en la
formulacién farmaceéutica, evitando de esta manera posibles efectos secundarios debido a la

presencia de estas sustancias.

Se realizaron varias formulaciones con diferentes materiales, por ejemplo se utiliz6
un material llamado Prolipid (mezcla de glicerol estearato, acido palmitico, acido esteérico,
lecitina, alcohol laurico, alcohol cetilico y alcohol miristirilico), el cual se utiliza para la
manufactura de cremas, sueros e hidratantes para piel, cara y manos, pero al tener mucha fase
acuosa contenida en el extracto y un porcentaje acuoso alto en general para la formulacion
del suero, el material no se homogenizo en la formulacién, de esta manera se descarta la
utilizacion de esta materia prima, ademas de que el Prolipid debe alcanzar temperaturas de
75-80 grados centigrados para poder disolverse, esto conlleva a una posible degradacion del

acido hialuronico.
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Otra de las formulaciones que se realizaron en el laboratorio, fueron con
hidroxietilcelulosa como agente gelificante. Segun el proceso y guia del HandBook® de
excipientes, la hidroxietilcelulosa debia generar un gel al fin de una hora de disolucién
constante, y se podia elevar la temperatura hasta unos 70 grados centigrados para aumentar
la velocidad de gelificacion. Para que la disolucion se gelificara de manera correcta tardaba
menos de este tiempo, ademas de que la temperatura a la que gelificd se encontrd entre el

rango de 35 y 45 grados.

Al tener una temperatura baja de gelificacion y condiciones que permitieran la
estabilidad de la sustancia activa o ingrediente estelar, estas formulaciones tomaron una
fuerte posibilidad para la realizacion final del suero; pero la coloracion del suero al final era
amarillenta, debido a la hidroxietilcelulosa disuelta. Otro de los factores fue que al ponerlo
en piel no mantenia una consistencia uniforme, sino que se dispersaba cuando se ponia en
contacto con la piel, ademas de presentar en algunas ocasiones pequefias porciones de

hidroxietilcelulosa, aunque fueran tamizados con malla.

Debido a este tipo de inconvenientes en la manufactura de la formulacién, se realiza
otro ensayo con carbomero (Carbopol 940). El proceso de formulacion con carbopol no
necesita aumentos de temperatura, pero si requiere de un exigente tamizaje, ya que si no se
tamiza de la manera correcta van a quedar particulas de diferente tamafio, lo que afecta
directamente en la homogenizacion de la mezcla, quedando pequefias aglomeraciones dentro

de la disolucién.

Una de las observaciones que se realiz6 durante el experimento es que el pH de la
disolucion baja de manera considerable, cuando se disuelve el carbomero; pero no es tan bajo
como para que llegue a afectar la estructura tridimensional del &acido hialurénico y eliminar
consecuentemente sus propiedades. La propiedad gelificante del carbomero resulta activada

al aumentar su pH, en este caso la sustancia utilizada para este propdsito fue la trietanolamina.

La formulaciéon final se realiz6 tras probar diferentes concentraciones de los
excipientes en la disolucion, esto para determinar cual posee mejores caracteristicas, ademas
de cumplir con la satisfaccion del formulador, que en este caso es el responsable en decidir
qué tipo de formulacidon segun sus caracteristicas es la mas adecuada. Los excipientes

utilizados en este caso se pueden observar en la tabla 19.
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Tabla 19. Materiales especificos, porcentaje y cantidades utilizadas para realizar la

formulacién de 200 gramos.

Excipiente Porcentaje (%) Cantidad utilizada (g)
Glicerina 2,5 5

Agua destilada 35,225 70,45

Disolucion ~ de  Acido | 60 120

hialurénico en NaCl 0,5 M

Metilparabeno 0,025 0,05

Carbopol 0,75 1,5

Trietanolamina 1,5 3

Fuente: elaboracion propia

A continuacion, se realizara una descripcion de los diferentes excipientes utilizados
en la formulacién, esta informaciéon es relevante debido a que en algunos casos, los
excipientes deben de tener diferentes tipos de tratamientos o porcentajes establecidos para
obtener una formulacién adecuada. Ademas, se analizé la posibilidad de interacciones entre
los excipientes, estos datos son bastante importantes de analizar debido a que se pueden
generar diversos problemas entre sustancias que perjudiquen de manera directa a la

formulacion.

1. Glicerina

Esta sustancia es utilizada en formulaciones farmacéuticas topicas y cosméticos, se
utiliza principalmente por sus propiedades humectantes y emolientes. También es utilizado
en cremas y emulsiones como solvente o cosolvente. La glicerina se puede usar en geles
acuosos como es el caso de la presente formulacion, también se utiliza en geles no acuosos®’,

en la tabla 20 se pueden observar diferentes propiedades fisicoquimicas de la glicerina.

En la seleccion del humectante hay que tener en cuenta que la formulacion no sea un

obstaculo para procesos de descamacion normal controlado por encimas, la glicerina es con
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frecuencia el humectante de eleccion por esta razon. La glicerina no solo atrae agua, sino que
también se ha sugerido su efecto modulador en el comportamiento de lipidos del estrato

corneo®’.

El modo de accion de la glicerina, tanto en la hidratacion del estrato corneo como en
el de barrera epidérmica esta relacionado con el canal de acuaporina 3. Las acuaporinas son
una familia de proteinas integrales de membrana, las cuales funcionan como transportadores
de membrana plasmaética de agua y en ocasiones pequefios solutos polares. Durante algunas
horas después de la aplicacion se ha observado que hay disminucion en la pérdida

transepidérmica de agua®’.

No se ha observado evidencia en el deterioro de la funcidn de barrera cutanea despues
de largos periodos de tratamiento de la piel normal y atopica con glicerina al 20%. De hecho,
se ha encontrado que la glicerina acelera el proceso de recuperacion de la barrera cutnea
después de perturbaciones externas agudas. También se sugiere que la glicerina induce

reduccion en los corneocitos superficiales®’.

Tabla 20. Propiedades fisicoquimicas de la glicerina.

Estructura molecular

HO OH
OH
Formula y peso molecular C3HgO3 / 92.09 g/mol
Categoria funcional Preservante antimicrobiano, cosolvente,

emoliente,  humectante,  plastificante,
solvente, edulcorante y agente de tonicidad.

Descripcion Liquido transparente, incoloro, inoloro,

Vviscoso e higroscopico, tiene un sabor dulce.

Porcentaje sugerido Preservante antimicrobiano: <20
Emoliente: <30

Humectante: <30
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Solubilidad en agua Soluble

Densidad 1,2620 a 15 °C

Punto de ebullicién (descomposicion) 290°C

Punto de fusion 17.8

Incompatibilidades Agentes oxidantes fuertes (cloruro de

potasio y permanganato de potasio),
decoloracion en presencia de luz.
Genera complejos cuando se mezcla con

fenoles, salicilatos y taninos.

Fuente: elaboracion propia basado en la referencia ©’

2. Acido hialurénico

Segun los célculos para la determinacion de acido hialurénico en el gel, que se realizan méas
adelante en el presente documento, la cantidad de acido hialurénico en la formulacion
farmacéutica se aproxima a los 18-20 mg. Por tanto, si se utilizara el valor de 20 mg en la

formulacion, el célculo del porcg@t%%iﬂzabﬁ_ser@ §) sigyjente:

1000mg
0,02gx100 — 0.01% m
2009 ’m

Tabla 21. Propiedades fisicoquimicas del acido hialurénico
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Estructura molecular

o e
COH OH
2 OH
ik OH N /N\
OH N. \L? .
OH 04/ H CHy
fI:Hs {n-1)
ACIDO HIALURONICO
Formula y peso molecular C14H21NO11 / 1000000 Daltons
(Alto peso molecular)
Categoria funcional Hidratante
Descripcion El &cido hialurdnico se encuentra en

disolucién con cloruro de sodio 0,5 M. La
disolucion posee un aspecto viscoso, ademas

de tornarse con una leve coloracion amarilla.

Inodoro.
Porcentaje sugerido (cosmético) 0,01-3%
Solubilidad en agua Soluble
Incompatibilidades Desinfectantes que contengan sales de

amonio cuaternario, debido a que puede

generar precipitacion del mismo.

Fuente: elaboracion propia basado en la referencia®’

3. Metilparabeno

Este excipiente es bastante utilizado como preservante antimicrobiano en cosméticos,
alimentos y formulaciones farmacéuticas. Se puede utilizar solo o suele usarse en
combinacion con otros parabenos o preservantes antimicrobianos de otro tipo. En
cosméticos, el metilparabeno es el mas utilizado como preservante. Los parabenos son
efectivos en un amplio rango de pH y con amplio espectro de actividad antimicrobiana,

aunque son mas eficaces contra levaduras y mohos®.
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La actividad como preservante antimicrobiano en el caso del metilparabeno se genera

en rangos de pH 4-8, cuando hay aumentos de pH, el metilparabeno tiende a disminuir su

eficacia debido a la formacion del anion fenolato. Este tipo de preservantes es mas efectivo

contra mohos y levaduras que contra bacterias. Con respecto a la eficacia bacteriana, se

reporta que el metilparabeno posee mayor actividad contra bacterias gram positivas que

contra las gram negativas®’.

Tabla 22. Propiedades fisicoquimicas del metilparabeno.

Estructura molecular

o OCHa

OH

Formula y peso molecular

CsHgO3 / 152.15 g/mol

Categoria funcional

Preservante antimicrobiano

Descripcion

Cristal incoloro o blanco. Inodoro o casi

inodoro, posee un ligero ardor al gusto.

Porcentaje sugerido (cosmético)

0,02-0,3

Solubilidad en agua Soluble 1:400
Densidad 1,352 g/mi
Punto de ebullicion (descomposicién) 125-128°C

Incompatibilidades

Surfactante no i6nicos (Polisorbato 80),
bentonita, trisilicato de magnesio, talco,
alginato de sodio, aceites esenciales,

sorbitol y atropina.

Fuente: elaboracion propia basado en la referencia®’

4. Carbopol (carbomero)

131



Tabla 23. Propiedades fisicoquimicas del Carbopol 940

Estructura molecular

I—O——>I
O—O—O—T

I

Foérmula y peso molecular

Entre el 52-68% de sus estructura esta
compuesto por acidos carboxilicos / 140 400

g/mol

Categoria funcional

Material bioahesivo, agente de liberacidn
controlada, emulsionante, estabilizador de
emulsion, modificante de reologia, agente

de suspensién y aglutinante en tabletas.

Descripcion

Polvo de color blanco “esponjoso”, acido e

higroscopico con un olor caracteristico.

Porcentaje sugerido

Agente gelificante: 0.5-2.0

Solubilidad en agua

Soluble, también en glicerina

Densidad

0,2 g/mi

Punto de ebullicién (descomposicion)

260°C
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Incompatibilidades Los carbomeros son decolorados cuando se
combinan con resorcinol e incompatibles
con fenoles, polimeros cationicos, acidos
fuertes y altos niveles de electrolitos. Trazas
de metales pueden generar la dispersion de
los carbomeros. Los preservantes se deben

utilizar en bajas proporciones.

Fuente: elaboracion propia basado en la referencia®’

Para utilizar el carbopol 940 dentro de la formulacion, se realizd primeramente un
tamizado con la ayuda de un colador pequefio, después fue tamizado con una malla de
tamizado numero 80, esto para homogenizar el tamafio de particula, facilitando de esta
manera la disolucion parcial de este material. Es importante recordar que los carbomeros no
se disuelven, sino que se hinchan y se puede notar con el paso del tiempo debido a que son
microgeles reticulados. Aunque no se disuelven, es importante tamizar debido a que llegan a
generar aglomeraciones, causando de esta manera reduccion en la homogenizacion de la

mezcla®’.

Los carbomeros se dispersan en agua para dar lugar a dispersiones coloidales que
cuando se neutralizan, producen geles altamente viscosos. Los polvos del carbomero deben
dispersarse primero en agua agitando de manera vigorosa para evitar la formacion de
aglomeraciones, después de un proceso de agitacion se agrega el agente neutralizante que
puede ser (triatanolamina, aminoacidos, hidréxido de sodio, es importante tener en
consideracién que al momento de agregar este agente, se debe disminuir la velocidad de
agitacion o preferiblemente realizar un mezclado manual para evitar la formacién de

burbujas®’.

Los geles acuosos neutralizados a pH 6-11 son los que presentan mayor viscosidad,
contrariamente cuando se encuentran fuera del rango de ph 3-12, su viscosidad se ve bastante
reducida. Los geles pierden viscosidad rapidamente cuando se exponen e la luz ultravioleta,
por lo que es recomendable la adicion de un antioxidante. Dentro de los preservantes

recomendados para utilizar carbomeros se encuentran: clorocresol, metilparabeno,
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propilparabeno o timerosal; no obstante, el uso de benzoato de sodio en altas concentraciones

(0.1%) puede reducir la viscosidad de este tipo de dispersiones®’.

Con respecto a los agentes que se pueden utilizar para disminuir la oxidacion y, por
consiguiente, pérdida en la viscosidad, se recomienda agregar a la formulacion un agente
soluble en agua que absorba rayos UV en proporcion de 0,05-0,1% de benzofenona 2 o
benzofenona 4, pero en el laboratorio no se encontraba ninguno de los dos reactivos por lo
que no se puede realizar esta precaucion. Es importante tener en cuenta el uso de guantes,
lentes y mascarilla en el manejo de este reactivo debido a que produce facilmente irritacion

de mucosas®’.

5. Trietanolamina

Como agente alcalinizante para la formulacion se utiliza la trietanolamina, es un excipiente

muy utilizado en la formulacion de productos topicos, especialmente en emulsiones.

Tabla 24. Propiedades fisicoquimicas de la trietanolamina

NN

Estructura molecular

OH
Foérmula y peso molecular CeH1sNO3 / 149,19 g/mol
Categoria funcional Agente alcalinizante y emulsificante
Descripcion Es un liquido viscoso transparente, con un

color amarillo palido que posee un ligero

olor a amoniaco.

Porcentaje sugerido Cantidad suficiente para llegar a pH 6,
aproximadamente 3.5 mL en la presente

formulacion.
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Solubilidad en agua Miscible

Densidad 1,120 g/ml

Punto de fusion 21,6°C

Punto de ebullicion 335°C

Incompatibilidades Reaccion con &cidos minerales formando

sales cristalinas y esteres. Forma sales
solubles en agua con &cidos grasos. También
reaccion con cobre formando sales

complejas.

Fuente: elaboracion propia basado en la referencia®’

6. Cloruro de sodio

Este componente debe ser tomado en cuenta debido a que es uno de los ingredientes de la
formulacion, ya que es el componente que se utilizo para poder realizar la extraccion con
cloruro de sodio, entonces, aunque no fue agregado a la formulacion de manera puntual, es
una sustancia que va incorporada en la disolucidn que contiene la sustancia activa, por esta

razon debe ser considerada en este apartado.

Es importante tener en cuenta la cantidad aproximada de cloruro de sodio que se utilizé
dentro de la formulacion, aunque no se utiliz6é un porcentaje en especifico para formular, este

dato se puede determinar mediante la siguiente relacion:
Para preparar 1 litro de disolucion 0,5 M se necesita 29,22 gramos de cloruro de sodio.

Se utiliz6 120 mL de disolucion de cloruro de sodio 0,5 M entonces:

29229 X
1litro 0,120

= 3.5064 gramos

3.5064x100

= 1,75329
700g ,7532%

Tabla 25. Propiedades fisicoquimicas del cloruro de sodio
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Estructura molecular

® ++O
Na: Cl <

o0
Formula y peso molecular NaCl / 58,44 g/mol
Categoria funcional Diluente en tabletas y capsulas, agente de
tonicidad.
Descripcion Polvo cristalino blanco o sin color, con sabor
salado.
Porcentaje utilizado 1,7532% (Porcentaje contenido en la

disolucion de 0,5 M utilizada para la

extraccion.
Solubilidad en agua Soluble 1:2,8
Densidad 2,17 g/ml
Punto de ebullicion 804°C
Incompatibilidades Las soluciones acuosas son corrosivas para

el hierro. También reaccionan para formar
precipitados con sales de plata, plomo y
mercurio. La adicién de cloruro de sodio a
formulaciones con carbomero e

hidroxietilcelulosa disminuye su viscosidad.

Fuente: elaboracion propia basado en la referencia®’

Debido a la ultima incompatibilidad descrita en la tabla 25, las formulaciones se realizaron
con una disolucion blanco de cloruro de sodio 0,5 M, esto para observar y analizar el
comportamiento de la formulacién, debido a que hay que tener en cuenta la disminucion en

la viscosidad que genera el cloruro de sodio, ademas de que se disponia de 250 mL de
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disolucién con 4&cido hialuronico, entonces para no desperdiciar esta solucion en

formulaciones, se realizé la solucion blanco de cloruro de sodio 0,5 M.

Tabla 26. Materiales utilizados y su respectiva funcion en la formulacion.

Material o sustancia Propiedad en formulacion
Glicerina Emoliente, preservante antimicrobiano,
vehiculo, agente humectante
Agua destilada Disolvente
Disolucion de acido hialurénico en NaCl Sustancia activa
05M

Metilparabeno Preservante antimicrobiano
Carbopol Agente gelificante

Trietanolamina Agente neutralizante de Carbopol

Fuente: elaboracion propia basada en la referencia®’
Proceso de formulacion:

a) Colado y tamizado en malla 80 de los componentes de carécter solido.

b) En un beaker de 400 mL agregar la glicerina, agua destilada y disolucion de
cloruro de sodio 0,5 M con acido hialurénico.

c) Mantener agitacion constante con mezclador a 350 rpm para garantizar disolucion
de excipientes liquidos.

d) Agregar Carbopol 940 de forma cautelosa en pequefias porciones, para evitar

posibles aglomeraciones del material.
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9)

h)

Agregar el metilparabeno hasta homogenizacion.

Aumentar la agitacion a 700 rpm durante 45 minutos hasta generar una disolucion
homogénea.

Una vez que la disolucion se torna homogénea, se quita el mezclador y se procede
a utilizar mezcla manual con espatula plastica, esto se hace para evitar la entrada
de burbujas de aire en la formulacion.

Determinar pH de la disolucion y agregar trietanolamina con gotero agitando la

disolucion de forma envolvente, hasta llegar a pH 6, donde se observa la

gelificacion de la formulacion final.

i) Almacenar en envase de vidrio, realizar pruebas y envasado final.

Figura 40. Diagrama de flujo del proceso de formulacion con Carbopol 940.

Colado y tamizado de
componentes solidos

Disolucion de
excipientes liquidos
(glicerina, agua, extracto
de AH)

—

Aumentar agitacion y
agregar carbopol hasta
homogenizacién

!

Agregar trietanolamina y

continuar agitando con - pH

espatula plastica

Parar agitacion y medir

- hasta homogenizacion

Agregar metilparabeno

|

Generar mezcla
envolvente mientras se
agrega trietanolamina ‘

hasta pH 6

vidrio (beaker) fuera del

Guardar en envase de

alcance de la luz

N

Realizar pruebas y
envasado final

Fuente: elaboracidn propia
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Figura 41.

Proceso de tamizaje
con colador de
excipientes solidos

Proceso de formulacién de suero.

Tamizaje con malla 80
de excipientes sélidos

Determinacién de
masas de los diferentes
excipientes

Mezcla vigorosa de
carbopol y excipientes
liquidos

Determinacion de pH
de la solucién y
adicion de TEA

Formulacion final
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Fuente: elaboracion propia.
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4.3 Determinar caracteristicas generales del suero topico desarrollado y sus posibles
aplicaciones como aporte a los cuidados dermocosméticos de usuarios adultos jovenes.

Se deben realizar diferentes pruebas a la formulacidn farmacéutica para garantizar
de esta manera el control de calidad del producto y también de la misma manera asegurar a
la poblacion que el producto mantiene sus caracteristicas de acuerdo a especificaciones. Es
importante recalcar que la formulacion que se realizo en el presente proyecto, debe cumplir
con el Reglamento Técnico Centroamericano 71.03.45:07 oficializado por el Consejo de
Ministros de Integracién Econémica de Centroamérica (COMIECO), esto debido a que el
Ministerio de Salud de Costa Rica forma parte de los Subgrupos de Normalizacion y de

Medicamentos y Productos Afines.

Como primer punto, el reglamento establece que el producto debe estar etiquetado
segun el RCTA 71.03.36:07 donde describe que el producto debe contener la clasificacion
de la forma cosmeética, cantidad neta del producto dentro del empaque primario, nombre del
titular y pais de origen, declaracién de la lista de ingredientes y la declaracion del lote, en
caso de que contenga sustancias que no pueden entrar en la composicion de productos
cosméticos®®, pero en la formulacion de este producto no se conoce existencia de este tipo de

sustancias. La etiqueta que se realizd para el producto se puede apreciar en la figura 41.

Figura 42. Etiqueta del envase primario de suero de acido hialuroénico.

Ingredientes: aqua, glycerin, triethanolamine,
sodium chloride, methylparaben, sodium

[ ‘ f hyaluronate.
\ \
\ \ Uso: Hidratante corporal
. ! N " i
\ 1 1 Precauciones: mantener fuera del alcance de los
nifios, no aplicar en ojos.

Suero con acido Producto centroamericano hecho en Costa Rica
por: XXXX.

hialurénico 0,01% Titular: XXXX.

50 mL Lote: 2707

Fuente: elaboracion propia.
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Teniendo en cuenta el RCTA para el control de calidad de productos cosméticos, se
procede a hacer diferentes determinaciones con el fin de obtener una formulacién con todos
los requerimientos ejecutados y analizados, dentro de las pruebas que se especifican en este
reglamento se encuentran las caracteristicas organolépticas de la formulacidn, estos analisis

se detallan a continuacion en la tabla 27.

Tabla 27. Caracteristicas organolépticas de la formulacion farmacéutica (suero).

Aspecto Se trata de un producto en forma
liquida, es decir adopta la forma del
contenedor. Es de apariencia viscosa,

extensible y refrescante.

Color Posee un color transparente con un

ligero tono blanquecino o lechoso.

Sabor El producto presenta un leve sabor

dulce, debido a la glicerina presente.

Olor El producto posee un olor leve
caracteristico a carbomero cuando se
realiza la prueba desde el contenedor, pero
al manipular una dosis pequefia el olor

desaparece.

Fuente: elaboracién propia

Con respecto a las pruebas fisicas que se le realizaron a la formulacién, se observa
que el pH obtenido se encuentra dentro del rango permitido, el cual debe estar entre 6 y 7,5.
En esta formulacion el resultado de pH fue de 6, esto se realizé mediante la adicion de la
trietanolamina como agente alcalinizante. Los resultados de las pruebas fisicas se pueden

observar en la tabla 28.
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Tabla 28. Pruebas fisicas, pH, densidad y viscosidad del suero.

pH 6
Densidad 1,0205 g/ml
Viscosidad del suero 196 mPAXs
(rotor 1 a 60 rpm)

Fuente: elaboracion propia

Tabla 29. Célculo de densidad

Masa del picnémetro 25,3650
Masa picnémetro + suero 51,1005
Masa del suero 25,7355
Volumen del picnémetro 25,218
Densidad del suero 25,7355/ 25,218 = 1,0205 g/ml

Fuente: elaboracion propia

Entre los factores que pueden influir en el desarrollo de microorganismos se destacan:
componentes, pH, disponibilidad de oxigeno, estructura biol6gica, poder conservante y
también la cantidad de agentes antimicrobianos, esto es lo que determina la formacion de
microorganismos en el producto cosmético®. En los resultados de las pruebas

microbioldgicas

El RCTA especifica que se deben de realizar pruebas quimicas de identificacion y
también de contenido de la sustancia activa en este caso es el acido hialurdnico. Se realiz
identificacion de compuestos mediante espectroscopia infrarroja como se hizo en el primer
objetivo, ademas de la misma manera para identificar y poder cuantificar la cantidad de
acido hialurénico contenido en el suero, se realiz6 un analisis por medio de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC).
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Figura 43. Espectro infrarrojo del gel con acido hialurénico.
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Figura 44. Superposicion de dos muestras de gel con respecto a un patrén de &cido

hialurénico.
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Fuente: elaboracion propia.

Como se puede observar en las dos figuras anteriores, existe semejanza entre las
curvas generadas por el espectro fotografo, de esta manera se puede reconocer que hay
presencia de estructuras correspondientes a acido hialuronico, tomando en cuenta también

que hay otro tipo de sustancias que puedan presentar grupos funcionales que expresen estas
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curvas. Para la determinacion de la cantidad de &cido hialurénico se utilizaron espectros de

HPLC, los cuales se pueden observar en la figura 39 y 40.

Figura 45. Espectro del gel utilizando equipo HPLC como método de analisis.
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Fuente: elaboracion propia.

En este espectro se puede observar el pico caracteristico del acido hialuronico con
tiempo de retencion en 6,577 min, con un area especifica de 571, 423 mV x s. Es importante
recordar que esta area, representa tan solo 120 mL del total de 244 mL de la muestra 6.
Entonces se debe realizar un calculo para determinar si el gel contiene la cantidad esperada

de &cido hialurénico agregado durante el proceso de formulacion.

La cantidad de mg de &cido hialurénico en 244 mL es de 38,1011, pero al
multiplicarlo por el volumen utilizado en la formulacion seria de 0,120 mL, este calculo se

genera de la siguiente manera

837,2986-79,875

Muestra 6: X =
9,7011

Utilizando éarea 1,2 y 3: x = 78,0760 ppm
Promedio: 837,2986 mV/xs

Concentracion x Factor de dilucién (balon / pipeta)

10mL)

78,0760 ppm x ( ) = 156,1521 ppm o mg/L

156,1521 mg/L x 0,120 mL= 18,7382 mg

Se podria concluir que la cantidad de miligramos presentes en el gel es de 18,7382.
Gracias a la utilizacién del HPLC se puede determinar la cantidad de acido hialurénico en la

muestra de gel de la siguiente manera:
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La lectura de una de las muestras fue de 571, 423 mV/xs, entonces:

571,423-79,875
9,7011

Muestra de gel: X =
Utilizando é&rea 1,2 y 3: x = 50,6693 ppm
Promedio: 837,2986 mVxs

Concentracion x Factor de dilucién (balon / pipeta)

10mL

50,6693 ppm x (o

) = 101,3386 ppm 0 mg/L

101,3386 mg/L x 0,200 = 20,1677 mg

De esta manera se puede realizar un acercamiento acerca de cuénto acido hialurénico
esta contenido en las muestras de gel. Es importante recalcar en este punto, que las lecturas
en HPLC dificilmente generan areas parecidas para la determinacion de acido hialurénico,
esto quiere decir que, aunque segun el calculo haya una pequefia diferencia en la cantidad de
AH en el gel con respecto a lo agregado, no quiere decir que los datos son erréneos. Una de
las situaciones que se sospecha que pudo haber generado esto, es que a la hora de tomar la
alicuota para el analisis, moléculas de acido hialurénico se concentraron de mayor forma en

esa area de extraccion en especifico, lo que genero al aumento de area en la lectura.

Dentro de las especificaciones del RCTA se mencionan diferentes limites
microbianos que debe presentar la formulacion con respecto a cosméticos que se apliquen en
el contorno de ojos como lo es el suero que se formuld en esta investigacion. Segln los
parametros, el recuento total de mesofilos aerobios debe ser menor a 5x10? UFC/g, mientras
que el recuento total de mohos y levaduras deberia ser menor a 10?2 UFC/g.

De acuerdo a las pruebas microbiolégicas realizadas en el laboratorio MICROLABS,
el recuento total de microorganismos aerobios es de 12000, mientras que el recuento total
para mohos y levaduras es de 38 400. Estos son parametros que se encuentran bastante
elevados, con respecto a los limites microbianos que se describen en el reglamento. Una de
las posibles causas de este tipo de crecimiento bacteriano podria ser por la cantidad de
preservante antimicrobiano que se utiliz6, ademas de que no se agregO otro tipo de

preservante como propilparabeno o excipiente como EDTA, los cuales proporcionan una
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accion sinérgica al estar en un mismo producto, de esta manera se potencia la accion

antimicrobiana®’.

Con respecto a la presencia de organismos patdgenos, en la figura 46 se puede
descartar la presencia de los 3 organismos patogenos. Es importante recordar que el
metilparabeno no posee tanta accion contra bacterias, de hecho posee més accion preservante
contra bacterias gram +(S aureus, que con gram — (E coli, Pseudomona) , el metilparabeno

posee una buena eficacia contra hongos y levaduras®’.

Figura 46. Reporte del laboratorio MICROLABS sobre el gel analizado.

REPORTE DE LABORATORIO
IVUESTRA (s) ANALISIS-DESCRIPCION RESULTADOS |(UNIDAD OTROS

Giel Cosmético Suero Cosmético

Recuento Total Acrobico 12 000 UFC/g FDA
Escherichia coli <10 UFClg FDA
Staphylococcus aurcus 10 UFC/g FDA
Pacudomonas sp 10 UFClg FDA
Hongox v Levaduras 18 400 UFC/g FDA

Fuente: Laboratorio MICROLABS

La presencia de estos y otros posibles microorganismos en la formulacion se ve
afectada directamente por los diferentes excipientes que se utilizaron. Dentro de estos
excipientes y el que se encuentra en mayor cantidad es el agua, esta sustancia esencial para
la vida también se ve contaminada por diferentes microorganismos, de hecho, muchas
enfermedades pueden surgir a partir de la contaminacién del agua debido a proliferacion

microbiana en la misma.

El hallazgo de diferentes microorganismos en el agua indica que su hallazgo esta
asociado a infecciones recientes 0 a presencia de materia organica y condiciones de Ph,

humedad y temperatura que faciliten su reproduccion y de manera consecuente su
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supervivencia. Algunos microorganismos poseen diferentes caracteristicas que las hacen

tener ventajas sobre otros organismos’®.

Dentro de las bacterias establecidas como contaminantes del agua pertenecientes a
gran negativas se mencionan Pseudomona, Flavobacterium, Aeromonas, Vibrio y Bordetella.
Algunos microorganismos como Enterobacter, Klebsiella, Serratia y Citrobacter se
encuentran en grandes cantidades en fuentes de agua, vegetacion y suelos, por lo que no se
relaciona con contaminacion fecal. Uno de los factores importantes a tomar en cuenta es que
especies de géneros Enterobacter (E coli) y Klebsiella coloniza tuberias de agua y tanques de
almacenamiento, que forman biopeliculas cuando hay presencia de nutrientes, ademas
temperaturas calidas, bajas concentraciones de desinfectante y tiempos largos de

almacenamiento pueden estimular la supervivencia de estos seres vivos’®.

Ademas, especies de pseudomonas (bacilos aerobios, gran -), poseen una densa capa
de polisacaridos que actian como una barrera fisicoquimica capaz de proteger al
microorganismo frente al cloro residual. Estas bacterias, han sido aisladas de equipos
destiladores, agua potable, tanques cisterna, tanques domiciliarios, redes de distribucion de
agua para consumo humano, demostrando de esta manera que poseen gran capacidad para

sobrevivir y multiplicarse incluso en aguas sometidas a procesos de desinfeccion’.

El S. aureus es un microorganismo estafilococo de tipo gran positivo, tiene una facil
propagacién y actualmente ha sido una de las cepas mas frecuentes en aparecer. Ademas, el
porcentaje de personas portadoras de S. aureus es de aproximadamente un 20-50% de la
poblacién general, siendo las manos la principal via de contaminacion y es la parte del cuerpo

que manipula los instrumentos de laboratorio.

Con respecto a lo anterior, la contaminacion por este microorganismo y por otros,
puede haber comenzado desde la extraccién del acido hialurénico en la primera parte del
experimento. También se puede haber generado por un lavado deficiente en los diferentes
instrumentos de laboratorio en el proceso de extraccion o tambiéen en filtraciones, almacenaje,
dificultad al lavar instrumentos como pipetas, goteros las cuales podrian tener algun tipo de

cepa contenido en su estructura de vidrio.
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Otra de las probables causas es que los reactivos son utilizados por gran numero de
personas, las cuales pueden tener sus manos o superficies corporales con poblaciones
bacterianas y ser transportadas a los contenedores de reactivos mediante espatulas u otros
instrumentos que se utilicen para extraer material del envase, de esta manera los
microorganismos pueden sobrevivir y, por lo tanto, generar una contaminacion posterior en

la formulacion farmacéutica realizada en este proyecto.

149



CAPITULO V- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1 Conclusiones

° Mediante la cuantificacion del analito, se puede concluir que se da una mayor
liberacion de &cido hialuronico con el proceso de cloruro de sodio, aunque pareciera
contradictorio las cantidades que se extrajeron con el proceso de disolucion fueron mayores

con respecto al proceso enzimaético.

° Las cantidades de acido hialurénico que se pudieron extraer con el proceso enzimatico

son: 0.67, 0.56, y 6,40 de las muestras 1,2 y 3 respectivamente.

° Las cantidades de &cido hialurénico que se extrajeron utilizando el método con
disolucién de cloruro de sodio 0,5 M son: 4.34, 2.61 y 38,10 de las muestras 4,5,6

respectivamente.

° Se realizaron varias formulaciones con diversidad de excipientes para determinar cual
era laméas adecuada y se eligio el carbémero como agente gelificante debido a que presentaba

menor cantidad de particulas visibles, ademas de que su color era mas atractivo.

° Las pruebas fisicas demuestran que la formulacion posee un pH de 6, densidad de

1,0205 g/ml y una velocidad de 196 mPAXxs, determinada con el rotor 1 a 60 rpm.

° Segun las pruebas microbioldgicas realizadas en el laboratorio MICROLABS, la
formulacidn se encuentra fuera de los parametros de limites microbianos, incumpliendo con

los recuentos de mohos, levaduras y anaerobios totales.
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5.2 Recomendaciones

Es importante tener las disoluciones, fase movil, instrumentos, reactivos y demas variables
listas antes de empezar el procedimiento, o ir adelantando diferentes disoluciones u otros
procesos, mientras los procesos mas lentos como secado de membranas, proceso enzimatico,

mediciones en HPLC para no desperdiciar tiempo debido a que el proceso es lento.

Otra de las recomendaciones es mantener en observacion la calidad de la fase mévil debido
a que se pueden generar productos turbios que puedan afectar el filtro de la bomba y

consecuentemente, el espectro.

Una de las recomendaciones mas importantes es conseguir un procesador potente, o también
un molinillo de café para llevar a polvo las membranas secas, debido a que en el laboratorio
no hay procesadores que puedan realizar esta tarea, de hecho parte de una muestra se quemé

debido a que el procesador se calenté mucho.

Tamizar los ingredientes sélidos es un paso fundamental, debido a que se pueden generar
inconsistencias en la disolucion, generando de esta manera que la formulacion no sea

homogénea.

En el momento que se va a agregar la trietanolamina, se debe parar la agitacién intensa y
continuar agitacion con espatula, debido a que se genera gran cantidad de burbujas dentro

del gel, lo que imposibilita la medicion de densidad y viscosidad.

Es importante utilizar mascarilla y guantes cuando se realiza la formulacién, no solo para
evitar contaminacion microbiana sino también que excipientes como el carbopol 940 cuando
se tamiza tiende a generar nubes de polvo, lo que produce irritacién de mucosas y es bastante

molesto para el formulador.

Se recomienda utilizar varios conservantes antimicrobianos en conjunto, para que tengan un
efecto sinérgico y puedan evitar la presencia de gran nimero de agentes patdgenos, no se
recomienda el uso de benzoato de sodio debido a que puede generar disminucion de
viscosidad en el gel de carbopol.
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Uno de los aspectos importantes a tomar en cuenta es que no se realizd una determinacion
del porcentaje de error, lo cual es un paso muy importante debido a que el método de
extraccion fue realizado por otra persona, ademas de que se utilizé una curva de calibracion

de otro trabajo.
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CAPITULO VII- ANEXOS



Anexo 1. Espectro infrarrojo de estandar de &cido hialurénico 100 ppm.
Q) staws: Result: Acido Hialuronico Patron 100 ppm_2022-0t
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 2. Espectro infrarrojo de muestra 1.
O swatus: Result: Acido Hialuronico Muestra 1_2022-09-15T
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 3. Espectro infrarrojo de muestra 2
O staws: Result: Acido Hialuronico Muestra 2_2022-09-15T
Current Sample
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 4. Superposicion de espectro de muestras enzimaticas contra patron de acido

hialurénico.

—— Acido Hialuronico Muestra 1 —— Acido Hialuronico Muestra 2
——— Acido Hialuronico Patron 100 ppm
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 5. Superposicion de espectro de la muestra 6 contra patron de acido

hialurénico.

Acido Hialuronico Patron 100 ppm

Acido Hiauluronico NaCl 0,5 M
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Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 6. Espectro infrarrojo del suero con &cido hialurénico al 0,01%.

U Status: Result: GEL AH3_2022-11-04T13-33-00
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 7. Superposicién del espectro del gel contra el espectro de patron de acido

hialurénico.

Acido Hialuronico Patron 100 ppm —— GEL AH2 ——— GEL AH3
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 8. Espectro HPLC de muestra 1.1
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Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 9. Espectro HPLC de muestra 1.2
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 10. Espectro HPLC de muestra 1.3
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 11. Espectro HPLC de muestra 2.1
(%]
- Z o A ; 80
: e E‘ -+ T S 3 3 ~ 2 a0
o ™ . = . A S
r """""" |"‘~r,'::: ! !} ! ______ 1 T oot 0
A7 . 20
- D
4 [ 8 10
[min.]

Time

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 12. Espectro HPLC de muestra 2.2

6,64 min. 4,8 mVY
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 13. Espectro HPLC de muestra 2.3
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 14. Espectro HPLC de muestra 3.1
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 15. Espectro HPLC de muestra 3.2
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Anexo 16. Espectro HPLC de muestra 3.3
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 17. Espectro HPLC de muestra 4.1
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Anexo 18. Espectro HPLC de muestra 4.2
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 19. Espectro HPLC de muestra 4.3

4,46 min. 7,3 mV
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Anexo 20. Espectro HPLC de muestra 5.2
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 21. Espectro HPLC de muestra 5.3
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Anexo 22. Espectro HPLC de muestra 6.1

6,17 min. -2,8 mV
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 23. Espectro HPLC de muestra 6.2
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 24. Espectro HPLC de muestra 6.3
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Anexo 25. Espectro HPLC de muestra 7.1 (gel)
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Fuente: elaboracion propia.
Anexo 26. Espectro HPLC de muestra 7.2 (gel)
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Anexo 27. Espectro HPLC de muestra 7.3 (gel)
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Anexo 28. Etiqueta de la formulacion farmacéutica.

Ingredientes: aqua, glycerin, triethanolamine,
sodium chloride, methylparaben, sodium

[ ‘ f hyaluronate.
\ \
\ \ Uso: Hidratante corporal
X ! N , i
N 1 1 Precauciones: mantener fuera del alcance de los
nifios, no aplicar en ojos.

Suero con acido Producto centroamericano hecho en Costa Rica
por: XXXX.

hialurénico 0,01% Titular: XXXX.

50 mL Lote: 2707

Fuente: elaboracion propia.
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