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Resumen

Se desarroll6 y validé un método por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase inversa (RP-HPLC), sencillo, rapi-
do, reproducible e indicativo de la estabilidad para la cuantificacién del clorhidrato de verapamilo en tabletas cubier-
tas. La fase movil consistié en una mezcla de buffer fosfato monobasico de amonio 0,05 M: acetonitrilo en la propor-
cién (58:42) a pH= 5,3. El flujo de fase moévil fue de 1,5 mL/min. Se emple6 una columna cromatografica en fase
inversa (C18). La deteccidn se realizé6 empleando un detector de arreglo de diodos a una longitud de onda de 280
nm. El uso del detector de diodos permitio realizar el analisis de pureza de pico en las pruebas de degradacion for-
zada; en dicho analisis se encontraron diferencias espectrales en la primera fase para las muestras sometidas a calor
y radiacion visible durante siete dias, estas diferencias podrian atribuirse a la presencia de productos de degra-
dacion. Los resultados obtenidos con el método analitico propuesto para la evaluacién de tabletas recubiertas de
clorhidrato de verapamilo 80 mg permiten cuantificar el farmaco con un alto grado de confianza. El método anali-
tico desarrollado y validado se puede aplicar como un indicador de estabilidad y un método rutinario para pruebas
de control de calidad.

Palabras clave: Validacion, Clorhidrato de verapamilo, indicadores de estabilidad, RP-HPLC, Control de Calidad.

Abstract

An analytical methodology by reversed phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) with diode array
detection for quantification of verapamil hydrochloride coated tablets, simple, rapid, reproducible and stability indi-
cating for the quantification of verapamil hydrochloride tablets covered was developed and validated. The mobile
phase consisted of a mixture of 0.05 Monobasic ammonium phosphate buffer: acetonitrile in the ratio (58:42) at pH =
5.3. The mobile phase flow was 1.5 mL/min. Column chromatography was used for reverse phase (C-18). Detection
was performed using a diode array detector at a wavelength of 280 nm. The use of diode detector allowed us to per-
form peak purity analysis in forced degradation. Testing and spectral differences were found in the first phase for
samples subjected to heat and visible radiation for seven days. These differences may be attributed to the presence
of degradation products. The obtained results with the proposed method for evaluating verapamil coated tablets 80
mg allows us to quantify the drug with a high degree of confidence analytical method. The developed and validated
analytical method can be applied as a stability indicator and routine method for quality control testing.

Keywords: Validation, Verapamil hydrochloride, Stability indicating, RP-HPLC, Quality Control.

Introduccién

Clorhidrato de verapamilo es un bloqueador de
los canales de calcio, perteneciente a la clase de las
fenilaquilaminas. Esta clasificado dentro de la clase
IV de agentes antiarritmicos. La molécula contiene un
carbono asimétrico y es clinicamente administrado

como una mezcla racémica. Verapamilo es amplia-
mente utilizado en taquiarritmias supraventriculares,
angina de pecho, cardiomiopatia hipertréfica e hiper-
tension arterial. Su efecto antianginoso se debe al
mejoramiento de la oxigenacién de los tejidos del
miocardio por la dilatacién directa de las arterias y
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arteriolas coronarias, su efecto antihipertensivo ocu-
rre gracias a la reduccion de la resistencia vascular
periférica total y como coadyuvante del tratamiento
de la miocardiopatia hipertrofica al mejorar la eyec-
cién del ventriculo izquierdo como resultado de la
vasodilatacion (Katzung y Bertram, 2007). Al reducir
la concentracion de calcio intracelular se dilatan las
arterias coronarias, reduciéndose la frecuencia y la
contractilidad cardiaca (Abernethy y Schwartz, 1999).
Se han reportado algunos métodos analiticos para la
determinacién de Verapamilo por cromatografia liqui-
da de alta eficiencia (HPLC); entre ellos se encuen-
tran: la determinacién de Verapamilo y sus metaboli-
tos en fluidos biologicos, utilizando detectores de
fluorescencia (Ceccato y col., 1992) y detectores UV
(Garciay col., 1997), la determinacién de Verapamilo
en plasma humano (Ivanova y col., 2008) y la deter-
minacion de Verapamilo, Verapamilo (?H,) y sus me-
tabolitos en plasma humano y fluidos intestinales,
utilizando la técnica HPLC acoplada a un espectrome-
tro de masas (Hofmann y col., 2000). En 1997, Valvo
y colaboradores reportaron un método analitico por
RP-HPLC con deteccién de diodos para la determina-
cién de sustancias relacionadas a Clorhidrato de Ve-
rapamilo en la materia prima. Este método consistio
en el uso de una fase moévil compuesta por fosfato
dibasico de potasio (pH= 7,20; 0,04M): acetonitrilo,
programada bajo gradiente de concentracion y una
columna en fase inversa desactivada con base (L60),
con grupos alquilamida y con tratamiento endcap-
ped. Estos investigadores lograron separar 13 com-
puestos relacionados.

En este trabajo se describe el desarrollo de una
nueva metodologia analitica y su validacion para la de-
terminaciéon de Clorhidrato de Verapamilo en tabletas
recubiertas, utilizando la técnica analitica de cromato-
grafia liquida de alta eficiencia. La propuesta consiste
en el uso de una fase movil, compuesta por fosfato
monobasico de amonio 0,05 M: acetonitrilo en la pro-
porcion (58:42) a pH= 5,3, asi como el uso de una
columna cromatografica en fase inversa C18 (L1).

Materiales y métodos
ReAcTIVOS

Acetonitrilo grado HPLC (Mallinckrodt). Fosfato
monobasico de amonio grado analitico (Mallinckrodt).
Acido -fosférico al 85% (Fischer Scientific). Acido
clorhidrico al 37% (Merck). Peroxido de hidrégeno al
35% (Riedel-de Haén). Hidroxido de sodio (Merck).

PATRON

Se empled un patron de Clorhidrato de Verapa-
milo (Sigma-Aldrich), pureza 99% y un patréon de
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referencia secundario de Clorhidrato de Verapamilo,
pureza 99,94%.

MUESTRAS

Las muestras analizadas corresponden a un pro-
ducto comercial de clorhidrato de verapamilo 80 mg
en tabletas recubiertas, fabricadas en Brasil y distri-
buidas en el mercado nacional.

EQUIPOS Y CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

El analisis HPLC se realizé en un cromatoégrafo
liquido de alta eficiencia de la casa comercial Wa-
ters®, conformado por una bomba modelo 600E, un
inyector automuestreador modelo 717 plus acoplado
a un detector de arreglo de diodos modelo PDA 996.
El equipo cromatografico esta conectado a un com-
putador con un programa Millenium 32®. Se utilizo
una columna cromatografica de fase inversa pbonda-
pak C-18 (L1), 3,9x300 mm, 10 pym, 125 A. Todas las
pesadas se realizaron en una balanza analitica digital
Mettler Toledo, modelo AG 245. Las mediciones de
pH fueron realizadas con el potenciobmetro Orion Re-
search modelo 601 A. El agua utilizada para todos los
analisis proviene del equipo de destilacion Cascada
Ro Waters (Pall Corporation) y purificada en el ultra-
purificador de agua Barnstead (Nanopure). Todas las
muestras fueron filtradas antes de ser inyectadas en
el cromatoégrafo con membranas de filtracién de
nylon de 0,45 pm millipore.

DESARROLLO DE LA METODOLOGIA ANALITICA

La primera fase del desarrollo del método consis-
ti6 en realizar una modificacion de la fase movil y la
columna cromatografica empleada por Valvo y col.
(1997), dicha fase movil estaba compuesta por fosfa-
to dibasico de potasio (pH= 7,20; 0,04M): acetonitri-
lo, programada bajo gradiente de concentracion. Las
pruebas con esta fase movil no pudieron realizarse
por no contar con las condiciones especificadas en el
método ni la columna cromatografica. La fase movil
que se someti6 a pruebas tenia la siguiente composi-
cion: fosfato monobasico de amonio 0,05 M: acetoni-
trilo en la proporcion (58:42) a pH= 5,3 bajo un mo-
do isocratico. La fase movil utilizada fue filtrada pre-
viamente con membrana de nylon de 0,45 pm, des-
gasificada al vacio por 15 minutos y en bano de ultra-
sonido durante 15 minutos. Todas las inyecciones en
la primera fase de prueba fueron realizadas bajo las
mismas condiciones de flujo (1,0 mL/min) y volumen
de inyeccion (20 pL). En todos los casos se realizaron
inyecciones de un patrén de clorhidrato de verapami-
lo a una concentracion de 0,16 mg/mL disuelto en
una solucién de acetonitrilo: agua (50:50).
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DATOS ESPECTROSCOPICOS

Los espectros de absorcion ultravioleta se obtu-
vieron realizando barridos de longitudes de onda
desde los 220 nm hasta los 400 nm con un detector
de arreglo de diodos (Figura 1). La longitud de onda
de maxima absorbancia fue de 280 nm.
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Figura 1. Espectro ultravioleta de clorhidrato de verapamilo
en el rango 220 a 400 nm y su cromatograma.

VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

La validacién del método analitico se realizo
siguiendo los lineamientos establecidos en el capitu-
lo general <1225> de la USP 35 - NF 30. Los parame-
tros evaluados corresponden especificamente a la
categoria I para la cuantificacion de clorhidrato de
verapamilo, estos son: adecuacion del sistema, linea-
lidad, especificidad, precision y exactitud. También
se determind la robustez del método, limites de de-
teccion y cuantificacion; estas dos ultimas a pesar de
no estar incluidas dentro de la categoria I, fueron rea-
lizadas ya que permiten determinar la sensibilidad
del método.

ADECUACION DEL SISTEMA

Se determiné inyectando por sextuplicado el pa-
tron y la muestra a la concentracion de 100% (0,32
mg/mL) de la curva de calibracion. A partir de los cro-
matogramas obtenidos se calcularon los valores pro-
medio de area, tiempo de retencién, factor de cola
(T), factor de capacidad (k) y nimero de platos teori-
cos (N) con los coeficientes de variacién respectivos.

LiMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los limites de deteccién y cuantificacién fueron
calculados estadisticamente a partir de los datos de
la regresion lineal y desviacion estandar de la res-
puesta (Horwitz, 1982). A fin de comprobar experi-
mentalmente si los resultados tedricos eran ciertos
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se prepararon soluciones del patrén a las concentra-
ciones teodricas. Para la determinacién de los limites
de deteccidén y cuantificacion experimentales se pre-
par6 un patrén de clorhidrato de verapamilo (0,032
mg/mL) en acetonitrilo: agua (50:50), a partir de esta
solucioén fueron preparadas dos nuevas soluciones,
la primera a una concentracion de 0,005 mg/mL para
el limite de deteccién y la sequnda a una concentra-
cion de 0,01 mg/mL para el limite de cuantificacién
experimental. En ambos casos los patrones prepara-
dos fueron inyectados por sextuplicado.

LINEALIDAD

Se prepar6 una solucién madre pesando alrede-
dor de 16 mg de patron de Clorhidrato de Verapamilo
en un balén de 25 mL con en una solucién acetonitri-
lo: agua (50:50). La curva de calibracién se realiz6 a
partir de diluciones de la solucién madre, en el rango
de concentraciones de seis niveles comprendido en-
tre 0,06y 0,51 mg/mL.

ESPECIFICIDAD

La especificidad fue evaluada mediante dos prue-
bas: evaluacion de la pureza de pico cromatografico
y estudios de degradacion forzada.

PUREZA DE PICO CROMATOGRAFICO

Se evaluo la pureza de pico cromatografico obte-
nido mediante el uso del detector de arreglo de dio-
dos en 4 fases. La primera fase consisti6 en compa-
rar el espectro de cada punto del pico cromatografi-
co con el espectro del apice y la marca como fase I.
Si encuentra diferencias espectrales evaltia nueva-
mente el pico tomando en cuenta el espectro del
apice y el espectro de la impureza como referencia y
lo marca como fase 2 y asi contintia hasta obtener las
4 fases.

DEGRADACION FORZADA

Para comprobar si el método desarrollado es indi-
cativo de la estabilidad, las muestras fueron someti-
das a pruebas de estrés, para ello se pesé por sextu-
plicado el equivalente a un peso promedio de table-
tas (280 mg) en balones aforados de 100 mL. Cada
muestra se trat6 como se indica a continuacion:

1. Muestra control: no se le realiz6 ningun trata-
miento previo.

2. Termdlisis: calentamiento de la muestra en
bano de agua a 90 °C durante 4 horas.

3. Hidrdlisis alcalina: anadir a la muestra 20 mL

de hidréxido de sodio al 4% y dejarlo en reposo du-
rante 7 dias.



DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO POR RP-HPLC PARA LA DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE VERAPAMILO EN TABLETAS RECUBIERTAS

4. Hidrdlisis acida: anadir a la muestra 20 mL de
acido clorhidrico al 10% y dejarlo en reposo durante
7 dias.

5. Fotdlisis: exposicion de la muestra a radia-
cién visible durante 7 dias continuos.

6. Oxidacidon: anadir a la muestra 20 mL de peré-
xido de hidrégeno al 35% y dejarlo en reposo duran-
te 7 dias.

Una vez culminado el tiempo de exposicion, se
llevé cada muestra a volumen con una solucién ace-
tonitrilo: agua (50:50); la concentracion de clorhi-
drato de verapamilo en las muestras fue de 0,32
mg/mL. Adicionalmente se prepard un patron control
de clorhidrato de verapamilo a la concentracion de
0.32 mg/mL. Las muestras fueron filtradas antes de
ser inyectadas en el cromatégrafo, se estudiaron los
cromatogramas obtenidos y los graficos de pureza de
pico cromatograficos para cada una de las pruebas;
esta informacion permite ratificar la presencia de
productos de degradacion.

PRECISION

La precision del sistema se determind inyectando
por sextuplicado el patron correspondiente al 100%
de la curva de calibracién. Se calculo el coeficiente
de variacién de los tiempos de retencion y areas
obtenidas.

REPETIBILIDAD

Se determiné preparando seis muestras a la con-
centracion del 100% (0,32 mg/mL) y determinando
la cantidad de clorhidrato de verapamilo presente en
ellas, utilizando la curva de calibracion (figura 4). La
repetibilidad del método analitico se determiné me-
diante el calculo del promedio y el coeficiente de va-
riacion de las seis muestras.

PRECISION INTERMEDIA

Se realizaron dos réplicas de la muestra y cada
una fue inyectada por sextuplicado a la concentra-
cion correspondiente al 100% de la curva de calibra-
cion (0,32 mg/mL). Se calculd la concentracion de
clorhidrato de verapamilo en cada una de las mues-
tras y su coeficiente de variacion.

EXACTITUD

La determinacion de la exactitud se realiz6é segun
el método de agregado de estandar, el cual consiste
en anadir a las muestras una cantidad conocida de
patron para obtener tres niveles de concentracion
correspondiente a 80%, 100% y 120% de la curva de
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calibraciéon. Se realizaron nueve determinaciones
(tres réplicas de las tres concentraciones). Para calcu-
lar el porcentaje de recuperacion se aplica la siguien-
te formula:

% de recuperacion= (Copificada” Csin fortificar) * 100/Ca

Donde C, es la concentraciéon del analito anadido.

ROBUSTEZ

El empleo del diseno de la matriz de Plackett y
Burman (1946), permiti6é estudiar el efecto que tie-
nen las variables seleccionadas (variacion de flujo,
pH y proporcion de acetonitrilo en la fase movil) las
cuales fueron modificadas deliberadamente. Para re-
conocer si la variable tiene influencia significativa so-
bre el resultado, se compara la diferencia obtenida
para el cambio efectuado sobre ese parametro y el
producto de la desviacion estandar y la raiz de 2
(Quattrochi y col., 1992):

Si | Vs l >s V2 = diferencia significativa

Resultados y discusion
ADECUACION DEL SISTEMA

Los resultados para evaluar la adecuacion del sis-
tema cromatografico basado en los valores de tiem-
po de retencién, area, factor de capacidad (k), factor
de cola (T) y niimero de platos teéricos (N) para el
clorhidrato de verapamilo en patrén y la muestra, se
presentan en las Tablas I y II, respectivamente. Los
coeficientes de variacion de los parametros evalua-
dos fueron menores al 2%. Estos resultados indican
que el sistema cromatografico es adecuado para rea-
lizar el analisis.

Tabla I

Resultados de la adecuacion del sistema para
el analisis de clorhidrato de verapamilo (Patron)

Inyeccion | Tiempo de Area Factor k Nro de platos
retencion (min) de cola tedricos
1 3,63 3177215 1,29 2,63 3815
2 3,62 3187327 1,29 2,62 3805
3 3,63 3159695 | 1,30 2,63 3797
4 3,59 3146223 1,29 2,59 3787
5 3,59 3141532 1,28 2,59 3720
6 3,61 3165836 1,29 2,60 3701
Promedio 3,61 3162971 1,29 2,61 3771
S 0,02 17636 0,01 0,02 48
Ccv 0,45 1 0,54 0,60 1
S: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion.
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Tabla Il

Resultados de la adecuacion del sistema
para el analisis de clorhidrato de verapamilo

(Muestra)
Inyeccion | Tiempo de Area Factor k Nro de platos
retencion (min) | de cola teodricos
1 3,555 3218955 | 1,14 | 2,5500 3495
2 3,554 3224563 1,14 | 2,5500 3508
3 3,558 3234947 1,14 | 2,5600 3543
4 3,556 3240378 | 1,14 | 2,5600 3469
5 3,555 3242122 1,14 | 2,5600 3559
6 3,563 3253903 | 1,15 | 2,5600 3522
Promedio 3,557 3235811 1,14 | 2,5600 3516
S 0,003 12644 0,01 | 0,0001 33
Ccv 0,09 04 0,53 | 0,1300 1

S: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion.

LiMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los valores de los limites de detecciéon y cuantifi-
cacion se calcularon estadisticamente a partir de los
datos de regresion lineal y la desviacion estandar de
la respuesta, obteniéndose valores de 0,012 mg/mL
y 0,032 mg/mL, respectivamente. Se prepararon
patrones de clorhidrato de verapamilo a las concen-
traciones teodricas y a partir de ellas se realizaron dilu-
ciones para determinar experimentalmente ambos
limites. En las figuras 2 y 3 se presentan los cromato-
dramas correspondientes a la determinacion del limi-
te de deteccion y cuantificacion experimentales, res-
pectivamente. El limite de deteccién experimental
para el clorhidrato de verapamilo fue de 0,005
mg/mL con un coeficiente de variacion de 2,610% y
el limite de cuantificacion experimental fue de 0,01
mg/mL con un coeficiente de variacion de 0,70%.
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Figura 2. Cromatograma de la solucién de clorhidrato de
verapamilo a una concentracion de 0,005 mg/mL para la
determinacion del limite de deteccion experimental.
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Figura 3. Cromatograma de la solucion de clorhidrato de
verapamilo a una concentracion de 0,001 mg/mL para la
determinacién del limite de deteccion experimental.

LINEALIDAD

La curva de calibracion fue realizada en un rango
de concentraciones de seis niveles, comprendido en-
tre 0,064 y 0,51 mg/mL. En la figura 4 se presenta la
curva de calibracion obtenida. El criterio de acepta-
cion indica que el coeficiente de correlacion debe ser
mayor o igual a 0,999. Los resultados obtenidos indi-
can que el método es lineal, ya que el coeficiente de
correlacion obtenido fue mayor a 0,999.
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Figura 4. Curva de calibracién obtenida para el estandar de
clorhidrato de verapamilo en un rango de concentraciéon
0,064 y 0,51 mg/mL, bajo las condiciones cromatograficas
seleccionadas.

ESPECIFICIDAD
PUREZA DE PICO CROMATOGRAFICO

En la figura 5 se presenta el cromatograma y grafi-
co de pureza de pico del patrén de clorhidrato de
verapamilo. Los angulos de pureza (PA) obtenidos
para el pico de clorhidrato de verapamilo son para la
primera fase PA=0,188; segunda fase PA= 0,046, ter-
cera fase PA= 0,027 y cuarta fase PA= 0,019. El angu-
lo del umbral (TH) present6 un valor alrededor de
0,350. Estos resultados indican que no existen dife-
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rencias espectrales significativas, ya que todos los
angulos de pureza son menores que el angulo del
umbral, concluyéndose que el pico estudiado corres-
ponde al clorhidrato de verapamilo.
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Figura 5. Cromatograma y grafico de pureza del pico de
patron de clorhidrato de verapamilo para el estudio de la
especificidad.

DEGRADACION FORZADA

La segunda prueba de especificidad se realiz6 so-
metiendo la muestra a pruebas de degradacion forza-
da. Se estudiaron los graficos de pureza de pico cro-
matografico de patron y muestra control. La figura 5
muestra el grafico de pureza de pico cromatografico
correspondiente al patron de clorhidrato de verapa-
milo; alli se puede observar que el valor de angulo de
pureza (PA) es igual a 0,188, dicho valor es menor
que el angulo del umbral (TH= 0,348). Esta sera la re-
ferencia para poder interpretar los graficos de pureza
de pico obtenidos en todas las pruebas de degrada-
cion forzada. La figura 6 muestra el grafico de pureza
del pico cromatografico de clorhidrato de verapamilo
en la muestra control. Al igual que en el caso del pa-
tron control, se observa en la muestra control que el
valor de PA= 0,178 es menor que TH=0,358 en el pri-
mer paso, este resultado evidencia que no existen in-
terferencias en el pico cromatografico de clorhidrato
de verapamilo.

En la figura 7 se presentan los cromatogramas y
en la tabla Il los angulos de pureza (PA) y angulo del
umbral (TH) correspondientes a las muestras someti-
das a las pruebas de degradacion forzada realizadas.

Revista Facultad de Farmacia * Vol. 77 « N 1y2 « 2014

VERAPAMILO HO - 3 654

ok 1ho 150 IO T 350 aho ko 50

Purity Plot

mmg 3 0] Autp an\asﬁi'\.._ .IIIII Feom E
/ IR
= oo © oy Ly < Faso
S0 R TR R AR
P& 0,178 TH: 0,358 PA 0,043 TH: 0,359
] \ 7 ] 1 T
3 9] nuY Thres?i" 1 /." .-amo; PRES Auto mras?ﬁl'\.__. /.' Fsom §
L. . el ‘“"“:.\,ﬁ;’ e
T ST AT ™ LT T T ™

PA: 0,022 TH: 0,360 PA: 0.018 TH: 0,380
Peak: VERAPAMILO HC|
Purity

Auto Threshold

Figura 6. Cromatograma y grafico de pureza del pico en la
muestra de clorhidrato de verapamilo para el estudio de la
especificidad.

En el cromatograma de la muestra sometida a hidroéli-
sis acida se observan tres nuevas senales que apare-
cen antes del pico correspondiente a clorhidrato de
verapamilo. Ninguno de ellos se superpone con la se-
nal de interés. Este hecho indica que la muestra se
degrada con el acido clorhidrico al 10%. Al estudiar
el angulo de pureza del pico de clorhidrato de verapa-
milo en la primera fase se observa que el valor de
PA=0,288 esta muy cercano a TH= 0,296. Este resul-
tado indica que posiblemente esté presente algun ti-
po de interferencia dentro de la senal. En el cromato-
grama de la muestra sometida a hidroélisis basica se
puede apreciar la apariciéon de dos nuevas senales
cromatograficas antes del pico de clorhidrato de
verapamilo, pero ninguna de ellas se superpone con
dicha senal. También se observé un ligero desplaza-
miento del tiempo de retencién de 3,6 a 3,9 min. El
analisis de pureza de pico indica que la senal corres-
ponde a clorhidrato de verapamilo, ya que PA= 0,388
en la primera fase es menor a TH= 0,533. De la mis-
ma manera, el cromatograma de la muestra some-
tida a la exposicion con peroxido de hidrégeno exhi-
be la senal correspondiente a clorhidrato de verapa-
milo, con dicha senal disminuida de tamano; adicio-
nalmente se observa la aparicion de un pico intenso
en 1,8 minutos y un pico de menor tamano en 3,1
minutos y luego dos picos muy cercanos en 4,59 y
4,96 minutos. Algunas senales mas pequenas apa-
recen entre el primer pico y el correspondiente a
clorhidrato de verapamilo. Este hecho indica que la
muestra se degrada con peréoxido de hidrogeno. Al
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estudiar el angulo de pureza del pico cromatografico
de clorhidrato de verapamilo en la primera fase se
observa que el valor de PA=0,139 es menor que TH=
0,275, lo cual evidencia que el pico estudiado corres-
ponde igualmente al clorhidrato de verapamilo. Los
cromatogramas de las muestras sometidas a radia-
cion visible, calor a 90°C durante 4 horas y la mues-
tra analizada siete dias después de haber sido prepa-
rada mostraron un solo pico cromatografico, en estos
tres casos también se pudieron observar diferencias
significativas entre el angulo de pureza y el angulo
del umbral (Tabla III), estos hechos evidencian que
existen diferencias espectrales, las cuales podrian
atribuirse a un producto de degradacién que esté
coeluyendo con el analito. Los resultados de estas
pruebas demuestran que el método desarrollado es
un indicador de estabilidad.
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Figura 7. Cromatogramas correspondientes a las muestras
sometidas a las diferentes pruebas de degradacion forzada.

PRECISION DEL SISTEMA

Los resultados para evaluar la precision del siste-
ma, basado en la variacion del tiempo de retencién
y area para el clorhidrato de verapamilo en el patron
y la muestra, son presentados en la tabla IV. El coe-
ficiente de variacion fue menor o igual a 0,5% para
el tiempo de retencién y menor o igual a 1% para el
area. El valor promedio de tiempo de retencion para
el patron de clorhidrato de verapamilo fue de 3,6
minutos.

El valor promedio de tiempo de retencion para el
clorhidrato de verapamilo presente en la muestra fue
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de 3,6 minutos. Los resultados muestran que el mé-
todo es preciso ya que los valores de coeficiente de
variaciéon fueron menores a 2%.

Tabla III

Resultados del analisis de pureza del pico
cromatografico en las pruebas de degradacion
forzada realizadas

Condicion de estrés PA TH
Hidrolisis acida 0,288 0,296
Hidrolisis basica 0,388 0,533
Oxidacion con peroxido
de hidrégeno 0,139 0,275
Radiacion visible
por 7 dias 0,448 0,341
90 °C durante 4 horas 0,394 0,343
7 dias después
de ser preparada 0,420 0,336

Nota: los valores sombreados indican las diferencias los casos
donde PA>TH
PA = Angulos de pureza TH = angulo del umbral

Tabla IV

Precision del sistema para el clorhidrato
de verapamilo en el patron y muestra
bajo las condiciones seleccionadas

Inyeccion Patrén Muestra
t (min) Area t (min) Area
1 3,6 3175832 3,6 3177218
2 3,6 3156541 3,6 3187327
3 3,6 3143852 3,6 3159695
4 3,6 3138998 3,6 3146223
5 3,6 318665288 3,6 3141533
6 3,6 3186701 3,6 3165837
Promedio 3,6 3161202 3,6 3162972
cv 0,5 1 0,4 1

CV: Coeficiente de Variacion

REPETIBILIDAD

Los resultados para evaluar la repetibilidad del
método analitico basado en la variaciéon de la con-
centracion de clorhidrato de verapamilo presente en
la muestra se presentan en la tabla V. Las concentra-
ciones de las muestras fueron calculadas utilizando
la curva de calibracioén (figura 4). El promedio de las
seis réplicas de la muestra fue de 79,5 mg/tab y su
coeficiente de variacion fue igual a 1,1%. Los resul-
tados muestran la repetibilidad del método analitico,
ya que el valor de coeficiente de variacion fue menor
a 2%.
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Tabla V

Repetibilidad del método de la muestra
de clorhidrato de verapamilo expresado como
promedio y coeficiente de variacion bajo
las condiciones cromatograficas seleccionadas

Muestra | Cantidad pesada de | Cantidad de clorhidrato | Promedio
muestra + 0,01 (mg) | de verapamilo (mg/tab) | (mg/tab)
1 281,85 79,9 794
78,8
2 281,18 79,1 79,1
79,1
3 281,29 79,2 794
79,7
4 282,82 81,0 80,8
81,0
5 279,75 78,4 78,3
78,2
6 283,73 80,4 80,2
80,1
Promedio 79,5
S 0,9
cv 1,1

S: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion.

PRECISION INTERMEDIA

Los resultados para evaluar la precisiéon interme-
dia basada en la concentracién de clorhidrato de
verapamilo presente en la muestra son presentados
en la tabla VI. Las concentraciones de las muestras
se calcularon utilizando las curvas de calibracién
(figura 4). El promedio fue de 78,7 mg/tab y su coefi-
ciente de variacion de 1,0%. El coeficiente de varia-
cion para una muestra de concentracion mayor o
igual a 0,1 mg/mL es igual a 3,7%. Los resultados
obtenidos muestran que el método es preciso (Hor-
witz, 1982).

EXACTITUD

Los valores de exactitud, expresados en térmi-
nos de porcentaje de recuperacion, se presentan en
la tabla VII. Los resultados para el clorhidrato de ve-
rapamilo en la muestra se encuentran dentro del
rango comprendido entre 97,5 a 103,0% y los coefi-
cientes de variacion oscilan entre 1,6% y 2,9%. El
método demostrd ser exacto, ya que los limites de
porcentaje de recuperacion exigidos segun AOAC
son de 90 a 107%.

ROBUSTEZ

El empleo del diseno de la matriz de Plackett y
Burman (1946) permiti6 estudiar el efecto que tienen
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Tabla VI

Precision intermedia del método analitico
para el clorhidrato de verapamilo presente
en la muestra

Inyeccion dia 1 dia 2 dia 3
Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 1 | Muestra 2
1 78,9 794 76,1 77,5 78,8 79.5
2 79,2 78,6 75,8 78,6 784 79.4
3 79,6 78,6 76,6 78,0 78,9 80,1
4 79,7 79,6 76,2 78,7 78,6 79,7
5 79.3 80,3 76,0 78,7 79,0 79.9
6 80,4 80,6 76,0 78,7 79,1 79,6
Promedios 79,5 79,5 76,1 78,3 78,8 79,7
S 0,5 0,9 0,3 0,5 0,2 0,3
Ccv 0,7 1,1 0,3 0,6 0,3 0,3
dia 1 dia 2 dia 3
Promedio 79,52 77,2 79,2
S 0,01 1.6 0,7
cv 0,01 2,0 08

S: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion.

las variables seleccionadas: flujo, pH y proporcion de
acetonitrilo en la fase movil (Tabla VIII). Para recono-
cer si las variables tienen influencia significativa
sobre el resultado, se compara la diferencia obtenida
para el cambio efectuado sobre ese parametro y el
producto de la desviacion estandar y la raiz de 2
(Quattrochi y col., 1992):

Si | Vz | >s V2 = diferencia significativa

Tabla VII
Resultados de la exactitud de clorhidrato
de verapamilo en términos de porcentaje
de recuperacion

% Muestra | % recuperacion Promedio CY

1-1 99,8 97.4 2,9
80 1-2 94,2

1-3 98,3

2-1 97,3 98,9 1,6
100 2-2 99,0

2-3 100,4

3-1 105,4 103,0 2,3
120 3-2 103,1

3-3 100,6

CV: Coeficiente de Variacion.

El diseno de la matriz segiin el modelo de Plac-
kett y Burman (1946) se muestra en la Tabla IX.
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Tabla VIII

Factores seleccionados para la evaluacion
de la robustez del método analitico
para el clorhidrato de verapamilo
bajo las condiciones seleccionadas

Factor Niveles
- +
Flujo (mL/min) A 1,3 1,7
pH B 5,1 5,5
% de acetonitrilo C 53 57

Tabla IX

Diseiio de la matriz segiin el modelo de Plackett
y Burman (1946) la evaluacion de la robustez
del método bajo las condiciones seleccionadas

Experimento A B C
1 1,3 5,1 53
2 1,3 5,5 53
3 1.3 5,1 57
4 1,3 5,5 57
5 1,7 5,1 53
6 1,7 5,5 53
7 1,7 5,1 57
8 1,7 5,5 57

A = Flujo de la fase moévil
B = pH
C = porcentaje de acetonitrilo en la fase movil

En la tabla X se reportan los resultados de la in-
fluencia de las variables estudiadas, las cuales pre-
sentan valores por debajo de sv2 (0,53), por lo tanto
se concluye que el método es robusto bajo las condi-
ciones estudiadas.

Tabla X

Interpretacion de los resultados para el estudio
de la robustez del método bajo las condiciones

seleccionadas
Factor Influencia Resultado
A -0,37 Conforme
B 0,50 Conforme
C -0,06 Conforme
AB -0,16 Conforme
AC -0,52 Conforme
BC 0,28 Conforme
ABC -0,01 Conforme

A = Flujo de la fase movil
B = pH
C = porcentaje de acetonitrilo en la fase movil
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Conclusiones

Se desarroll6 y validdo una metodologia analitica
por cromatografia liquida de alta eficiencia con detec-
cion de diodos para la cuantificacion del clorhidrato
de verapamilo. En la metodologia analitica se evalué
la composicion de diversas fases moviles, encontran-
dose que los mejores resultados se obtuvieron con la
fase movil conteniendo fosfato monobasico de amo-
nio 0,05 My acetonitrilo (58:42) a pH= 5,3, volumen
de inyeccion: 10 pL, flujo de 1,5 mL/min y una lon-
gitud de onda de 280 nm, empleando una columna
cromatografica de fase inversa pbondapak C-18 (L1),
3,9x300 mm, 10 pm, 125 A.

La especificidad fue evaluada mediante los estu-
dios de pureza de pico cromatografico y de degrada-
cion forzada. Las muestras en las que se observdé ma-
yor degradacion fueron aquellas donde se sometio a
las mismas con peréxido de hidrégeno, a hidrodlisis
acida e hidroélisis basica. El uso del detector de dio-
dos permitio realizar el analisis de pureza de pico en
las pruebas de degradacién forzada; se encontraron
diferencias espectrales en la primera fase para las
muestras sometidas a calor, luz y radiacion visible
durante siete dias, diferencias que pueden atribuirse
a la presencia de productos de degradacion. Estos
resultados pueden ser utilizados para pruebas de in-
dicadores de estabilidad. La sensibilidad del método
se determiné en términos de limite de deteccion de
0,005 mg/mL y limite de cuantificacién de 0,01
mg/mL.

La linealidad se cumpli6 en los rangos de concen-
tracion de 0,064 a 0,510 mg/mL con un coeficiente
de correlacion mayor de 0,999. Los resultados de
coeficientes de variacion para la precision del siste-
ma fueron menor o igual a 0,5% para el tiempo de re-
tencion y de 0,6% para el area, la repetibilidad y la
precision intermedia presentaron coeficientes de
variacién de 1,1%y 1,0%, respectivamente. Estos re-
sultados demuestran que el método es preciso, ya
que el criterio de aceptacion debe ser igual o menor
al 2%. Los resultados de exactitud reportados como
porcentaje de recuperacion se encuentran entre 97,5
y 103,0%, los coeficientes de variacion oscilan entre
1,6 a 2,9%. El método demostr6 ser exacto, ya que
los limites de porcentaje de recuperacion exigidos
segiin AOAC son de 90 a 107%. La robustez del mé-
todo fue demostrada segiin el diseno de matriz de
Plackett y Burman (1946), siendo robusto bajo las
condiciones de pH= 5,3+0,2; flujo 1,5 +0,2 mL/min y
porcentaje de acetonitrilo en la fase movil= 55+2%.
Los resultados obtenidos con el método analitico
propuesto para la evaluacion de tabletas recubiertas
de clorhidrato de verapamilo 80 mg permiten cuanti-
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ficar el farmaco. El método propuesto puede ser utili-
zado en analisis de rutina y pruebas de control de
calidad, gracias a su rapidez, precisiéon, exactitud y
reproducibilidad.
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Resumen

La obesidad es una epidemia que afecta tanto a los paises ricos como a los pobres. La obesidad y el sobrepeso son
los principales contribuyentes mundiales de enfermedades crénicas como la diabetes, las enfermedades cardiovas-
culares y el cancer. Hay evidencia que muestra que la inflamacién es un mediador importante en el desarrollo de la
resistencia a la insulina inducida por la obesidad. Se evalué la expresion periférica de marcadores inflamatorios y
de diabetes en una muestra seleccionada de la poblacién venezolana y su correlacion con los parametros de obesi-
dad y el sobrepeso. 178 individuos, hombres y mujeres, con edades comprendidas entre 19 y 68 anos, fueron divi-
didos en 3 grupos de acuerdo con el indice de masa corporal (IMC): Normal (N): IMC<25Kg/m?, obesidad grado
1(OB1) con IMC entre 25 y 30 Kg/m? y obesidad grado 2 (OB2): IMC>30 Kg/m?. Se determinaron los valores de los
parametros antropométricos, la glicemia, el perfil lipidico y la proteina C-reactiva (PCRus) plasmatica. Ademas se
determiné la albumina y creatinina urinaria. Se determiné la concentracion plasmatica de interleucinas, quimioci-
nas y adipocinas mediante el método multiplex Bio-Plex™Pro. Se observaron incrementos en edad, peso, IMC, cir-
cunferencia abdominal (CA), porcentaje de grasay triglicéridos en los sujetos de los grupos de OB1 y OB2 al compa-
rarlos con los normales. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto a la
talla, glicemia, HDLc y el colesterol total. La proteina C-reactiva (PCRus) mostré incrementos significativos entre OB2
y N. Los niveles plasmaticos de insulina y péptido C fueron significativamente mayores en el grupo OB2 en compara-
cién con N(p<0,01 y p<0,001). Los niveles plasmaticos de leptina y PAI-1 tendieron a un incremento y se observd
una reduccion significativa de la IL-15, RANTES y la grelina en los pacientes del grupo OB2 en comparacién con
N (p<0,01 y p<0,001). Se encontr6 correlacion positiva entre el IMC con la peso, CA, insulina, péptido C, leptina, PAI-1
y la resistina. Nuestros hallazgos sugieren que en una muestra seleccionada de la poblacién venezolana, el sobrepe-
so y la obesidad puede afectar biomarcadores inflamatorios y de diabetes, la presion arterial y el metabolismo de
los lipidos con riesgo a desarrollar diabetes y enfermedades cardiovasculares.

Palabras clave: Obesidad, biomarcadores, bioplex, inflamaci6n, diabetes.

Abstract

Obesity is an epidemic problem affecting rich and poor countries. Obesity and overweight are major contributors to
the global burden of chronic diseases including diabetes, cardiovascular diseases and cancer. There is evidence
showing that inflammation is an important mediator in the development of obesity-induced insulin resistance. We
assessed the peripheral expression of inflammatory and diabetes markers in a selected sample of venezuelan popu-
lation and their correlation with parameters of obesity and overweight. 178 individuals, male and females, aged
between 19 and 68 years old, were divided into 3 groups according with BMI: Normal weigh (N): BMI<25Kg/m?, grade
1 obesity (OB1): BMI between 25 and 30 Kg/m?, and grade 2 obesity (OB2): BMI>30 Kg/m?2. Values for anthropomet-
ric parameters, glycaemia, lipid profile and C-reactive protein (CRP) were determined. In addition urinary albumin
and creatinine was assessed. The peripheral expression of circulating interleukins, chimiokynes and adipokines were
evaluated with Bio-Plex Pro™, a magnetic bead-based multiplex assay. An increase in age, weight, BMI, and waist
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developing diabetes and cardiovascular diseases.

circumference (WC), fat percentage and triglycerides was observed in patients of Groups OB1 and OB2 compared to
N. There was no statistical difference between groups regarding height, glycaermia, HDLc and total cholesterol.
Parameters such as hsCRP showed statistical differences between OB2 and N. The plasmatic levels of insulin and
C-peptide, were significantly higher in OB2 group when compared with N (p<0.01 y p<0.001). Higher levels of leptin
and PAI-1 tended to increase while a significant reduction of IL-15, RANTES and ghrelin were found in patients of OB2
group compared with N (p<0.01 y p<0.001). There was a significant correlation between BMI with weight, WC, insulin,
C-peptide, leptin, PAI-1 and resistin. Our results suggest that overweight and obesity in a selected sample of venezue-
lan population can affect inflammatory and diabetes biomarkers, blood pressure and lipid metabolism with risk of

Key words: Obesity, biomarkers, bioplex, inflammation, diabetes.

Introduccion

En anos recientes se ha observado un incremen-
to sostenido en los niveles de sobrepeso a nivel mun-
dial y el nimero de personas obesas ha alcanzado
proporciones epidémicas (Finucane y col., 2011). La
Asociacion Internacional para el Estudio de la Obe-
sidad (IASO por sus siglas en inglés) esta llamando la
atencioén sobre la necesidad de disminuir los altos
niveles de obesidad en todos los paises del mundo,
ya que la prevalencia mundial se ha duplicado entre
los anos 1980 y 2008 (World Health Statistics, 2012;
Global Health Observatory, 2013). En los Estados
Unidos de América, entre 2009 y 2010, la tasa de
obesidad fue de 37% en adultos y 17% en ninos
(Ogden y col., 2012). En el Reino Unido a su vez, la
tasa de obesos se ha incrementado en un 30% en
mujeres, 40% en hombres y 50% en ninos para el
2007 con un prondstico de 50% para el 2050 (Zeyda
y Stulnig, 2009).

Una revisién de la literatura indica que la obesi-
dad induce la mayoria de las patologias metabodlicas
tales como diabetes, enfermedad cardiovascular,
hipertension e higado graso (Eckel, 2005) las cuales
disminuyen la expectativa de vida de la poblacién.
Mas aun, la evidencia creciente relaciona a la obesi-
dad con una lista creciente de patologias incluyendo
desoOrdenes respiratorios, enfermedades neurode-
dgenerativas y cancer, todo lo cual contribuye con la
morbilidad y mortalidad asociada a la obesidad y los
costos médicos que esto representa (Finkelstein y
col., 2009; Flegal y col., 2013).

Las causas que subyacen en esta epidemia de
obesidad no estan claramente definidas; es impor-
tante definir la poblacion que esta en riesgo de desa-
rrollar las complicaciones relacionadas directamente
con la obesidad y establecer marcadores sensibles y
especificos que contribuyan en el diagnéstico y mo-
nitoreo clinico, asi como determinar nuevos factores
de riesgo metabolicos.

La medida antropométrica mas frecuente para
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determinar el peso relativo y clasificar la obesidad es
el indice de Masa Corporal (IMC). Individuos con un
IMC<25 son clasificados como peso normal, indivi-
duos con un IMC entre 25 y 29,9 kg/m? tienen so-
brepeso, mientras que aquellos que superan 30
kg/m? de IMC son clasificados como obesos (Orpana
y col., 2009).

En los ultimos anos ha surgido evidencia crecien-
te de que la obesidad esta asociada con la inflama-
cion sistémica, que a su vez esta relacionada con la
resistencia a la insulina y con el sindrome metaboli-
co; este estatus esta condicionado por la activacion
del sistema inmune innato en el tejido adiposo que
promueve la produccion y liberacion de citocinas
proinflamatorias que contribuyen a la produccién de
proteinas responsables de la respuesta de fase agu-
da (Faloia y col., 201 1; Rodriguez-Hernandez y col.,
2013).

Las citocinas son mediadores inmunologicos cru-
ciales en muchas condiciones fisiologicas y fisiopato-
légicas, y se ha involucrado a las mismas en la infil-
tracion de macrofagos en el tejido adiposo en la obe-
sidad, pudiendo por lo tanto ejercer un papel princi-
pal en el desarrollo de las patologias relacionadas
con la obesidad. En pacientes obesos se ha demos-
trado la presencia de un nivel bajo de inflamacion
cronica, determinado por incrementos en la concen-
tracion plasmatica de reactantes de fase aguda tales
como la Proteina C-reactiva (PCRus), y de citocinas
proinflamatorias las cuales regulan tanto positiva
como negativamente el metabolismo lipidico y la glu-
cosa sistémica, dando origen al concepto de inflama-
cion metabdlica, que esta siendo ampliamente acep-
tado (Hotamisligil y col., 1996, 2006).

En Venezuela existen pocos estudios que correla-
cionan a la obesidad con marcadores periféricos de
inflamacion y diabetes. Es por ello que en el presente
estudio se evaluo los niveles de marcadores inflama-
torios y de diabetes, asi como su correlacion con
parametros de sobrepeso en una muestra seleccio-
nada de la poblacién de Venezuela.
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Materiales y métodos
PACIENTES

Un grupo de 178 sujetos, de ambos géneros, se-
leccionados entre los que asisten voluntariamente a la
consulta de Medicina Interna del Hospital Vargas de
Caracas y a la consulta de la Unidad de Neuropéptidos
de la Facultad de Farmacia, desde Julio de 2012 has-
ta Abril de 2013, con edades comprendidas entre 19
y 68 anos de edad. Los sujetos fueron divididos en
tres grupos segiin el indice de Masa Corporal (IMC):
peso normal (N): menor de 25 de IMC; obesidad
grado 1 (OB1): IMC entre 25 y 29,9 y obesidad grado
2 (OB2): IMC superior a 30. Fueron excluidos del estu-
dio sujetos con habito tabaquico, proteinuria franca
y/o diagnéstico previo de nefropatias, independiente-
mente de su etiologia, cardiopatia isquémica, insufi-
ciencia cardiaca, lupus eritematoso sistémico, mielo-
ma multiple o con PA superior al 60/ 100 mmHg.

Se aplic6 una encuesta a los voluntarios indagan-
do acerca de sus antecedentes médicos, personales,
familiares y habitos de vida. La seleccién buscé una
distribucibn homogénea de individuos con condicio-
nes socioeconémicas similares. A los grupos en estu-
dio, se les comunic acerca de las caracteristicas e
importancia del estudio y se obtuvo el consentimien-
to informado por escrito. Los pacientes fueron so-
metidos a examen fisico determinando talla, peso,
circunferencia de cintura, porcentaje de grasa por
bioimpedancia eléctrica con el medidor de grasa
OMRON Modelo BHF306C y presion arterial efectuan-
dose tres mediciones con un minuto de separaciéon
entre ellas, utilizando un equipo automatizado (Accu-
torr Plus, Datascope, New Jersey, USA). Las condicio-
nes preanaliticas fueron las recomendadas mundial-
mente para este tipo de valoraciones: ayuno de 8-12
horas y sin dieta previa, evitando ejercicios extenuan-
tes, estrés, entre otros. La muestra de sangre se obtu-
vo mediante venopuncion directa en la region ante-
cubital utilizando tubos con EDTA. Se obtuvo una
muestra de orina para determinacion de albiimina y
creatinina. Antes de un periodo de dos horas, las
muestras previamente mantenidas en frio, se centri-
fugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y en el plas-
ma se cuantifico la concentracion plasmatica de las
citocinas, quimiocinas y perfil lipidico.

Todos los protocolos experimentales fueron revi-
sados y aprobados por el Comité de Etica del Hospi-
tal Universitario de Caracas y cumplen con la De-
claracién de Helsinki para experimentacion con seres
humanos (1964 y revision del 2013).

METODOS BIOQUIMICOS

Todos los métodos fueron procedimientos estan-
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dar utilizados en el laboratorio de la Unidad de Neu-
ropéptidos de la Facultad de Farmacia de la Univer-
sidad Central de Venezuela (UCV). Para la medicién
de los parametros clinicos, se recogieron muestras
de sangre venosa después del ayuno nocturno. La
glucosa, el colesterol total, el colesterol HDL y los tri-
glicéridos, se determinaron por métodos enzimaticos
Trinder (Stanbio) y las mediciones se realizaron con
un espectrofotémetro. La concentracién de albumina
y creatinina en orina se determiné por método colori-
métrico empleando un estucho comercial (Bio Sys-
tems). Se calcul6 la relacién albimina/creatinina
(ACR). Se determind la proteina C reactiva (PCRus),
mediante Kit comercial NycoCard Reader II.

DETERMINACION DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS, FACTORES
DE CRECIMIENTO Y MARCADORES DE DIABETES

Las muestras se evaluaron por duplicado median-
te el analisis multiplex de microesferas (Bio-Plex Pro
Assays Cytokine, Chemokine and Growth Factors,
Life Science Group, BIORAD). Brevemente, el sistema
Bio-Plex® se basa en tres nucleos tecnologicos. El pri-
mero constituye una tecnologia novedosa que em-
plea hasta 100 microesferas de poliestireno (5,6pm)
o magnéticas (8um), tenidas fluorescentemente y co-
dificadas con un cédigo espectral (Tecnologia xXMAP),
con deteccién simultanea de hasta 100 moléculas
diferentes por muestra. El sequndo es un citbmetro
de flujo con dos rayos laser asociados a un sistema
optico que permite cuantificar las diferentes molécu-
las unidas a la superficie de las microesferas. El ter-
cero esta constituido por un procesador de senal digi-
tal de alta velocidad que maneja los datos de fluores-
cencia con alta eficiencia. Esta técnica nos permitio
estudiar en forma simultanea las concentraciones
plasmaticas de las interleucinas (IL)-1alfa/beta, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL13, IL-15, IL-17, de las
citocinas: eotaxina, factor de crecimiento basico de
fibroblastos (FGFb), factor estimulante de colonia de
granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonia
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), interferén-
gamma (INF-), proteina 10 inducible por IFN-y/ qui-
mioquina 10 motivo C X C (IP-10/CXCL10), proteina
quimiotactica de monocitos tipo-1 (MCP-1), proteina
inflamatoria de macréfagos-1 alfa/beta (MIP-1a/b),
factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), ligando 5 de motivo C/ proteina expresada
y secretada en células T normales reguladas en la
activacion (CCL5/RANTES), factor de necrosis tumo-
ral - alfa (TNF-a) y factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). Igualmente se determinaron marca-
dores de diabetes como: péptido-C, grelina, polipépti-
do inhibidor gastrico (GIP), péptido similar al glucagén
tipo -1 (GLP-1), glucagoén, insulina, leptina, inhibidor
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del activador del plasminodgeno-1 (PAI-), resistina, vis-
fatina, adiponectina y adipsina.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron expresados como la media +
error estandar de la media (E.E.M.). Se evalu6 la dis-
tribucion de los datos a través de la inspeccion visual
y las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk, Kolmo-
gorov-Smirnov, Jarque-Bera. Se empleo el analisis de
varianza (ANOVA) con analisis post-hoc para compa-
rar los grupos sujetos a estudio; y la correlacién de
Pearson para relacionar las variables sujetas a estu-
dio. Se consider6 significativo p<0,05. Se utiliz6 el
programa GraphPad Instat (GraphPad Software, Inc.).

Resultados
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS SUJETOS

Las caracteristicas clinicas de los tres grupos de
pacientes se muestran en la Tabla I. La distribucion
en género de los pacientes fue de 85 mujeres (N=20;
OB1=23y OB2=42) y 93 hombres (N=32; OB1=24y
OB2=37). Se observ6 un incremento significativo en
edad, peso, IMC, circunsferencia abdominal (CA),
porcentaje de grasa corporal, triglicéridos y presion
arterial sistolica (PAS) en los pacientes de los Grupos
OB1 y OB2 al compararlos con N (p<0,0001). No se
observaron diferencias significativas en talla, glice-
mia y colesterol total entre los tres grupos experimen-
tales. Otros parametros tales como PCRus, relacion
albumina/creatinina (ACR)y presion arterial diastolica
(PAD) solo mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre el tercer grupo (IMC>30) y el pri-
mero (IMC<25). Igualmente, se observé incrementos
significativos en la PAD, en los pacientes del OB2
cuando se comparan con los del Grupo OB1.

NIVELES DE LAS CITOCINAS Y MARCADORES DE DIABETES
PLASMATICOS EN LOS PACIENTES SUJETOS A ESTUDIO

El método de la microesferas multiplex permitio
determinar la concentracion plasmatica de 27 citoci-
nas y 12 marcadores de diabetes en los pacientes
evaluados. En la Tabla Il se muestran los niveles plas-
maticos de algunas de las citocinas y marcadores de
diabetes evaluados. Como puede observarse, los
niveles plasmaticos de insulina y péptido C fueron
significativamente mayores en los pacientes del
grupo OB2 al compararlos con el Grupo N (p<0,01 y
p<0,001). Se observo una tendencia a incremento de
los niveles de leptina y PAI-1, que no alcanzaron sig-
nificancia estadistica. Por su parte, se observé una
reduccion significativa de los niveles de las IL-15,
RANTES y grelina en los pacientes del grupo OB2 al
compararlos con el Grupo N (p<0,01 y p<0,001). Los
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valores plasmaticos de las otras citocinas y marcado-
res de diabetes no mostraron diferencias entre los

grupos sujetos a estudio (no mostrados).

Tabla |
Parametros clinicos de la poblacién estudiada
Control IMC entre IMC > 30
Parametro (IMC<25) 25y 30
N= 52 N=47 N=79
Género (F/M) 20/32 23/24 42/37
Edad (afios) 32,0:1,8 395217 42,7 +1,2°
Peso (kg) 60,0 = 1,4 742:1,3" 96,98 +2,01""###
Talla (cm) 1,7+0,01 1,7+0,01 1,7+0,01
IMC (Kg/m2) 21,504 27,1:02"" 352:0,6"#*
CA (cm) 79,4 £1,1 91,3+1,0™ 107,8 = 1,45 ###
9% Grasa corporal 23615 27,718 34,6 £1,57
PAS (mmHg) 114,5+1,6 124,727 1294 +1,6™°
PAD (mmHg) 74,1+1,3 80,6 + 1,4 85,6 +1,2'%
Glicemia(mgydl) 8l4+1,1 842+1,7 88,8+ 1.4
Triglic (mg/dl) 88,7+7,3 1355+ 14" 136,778
HDLc (mg/dl) 43,0:1,6 42,0+1,7 37,9+1,17#4
Col T (mgydl) 157,1 £5,7 168,4+7,9 164,8 + 6,6
PCRus (mg/L) 5.320,5 7,5:0,8 9212
ACR (mg/g) 14,6 +1,6 155+2,2 21,9+1,27*

*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001 comparado con IMC<25;#p<0,05;###p<0,001 com-
parado con IMC 25-30.

Tabla Il

Niveles de citocinas y marcadores de diabetes
plasmaticos en los pacientes sujetos a estudio

Control IMC entre IMC > 30
Parametro (IMC<25) 25y 30
N= 52 N=47 N=79
IL-12 63+8 45+5 47 +4
IL-15 83+8 74 +10 59 +5
RANTES 99626 +970 (221199677 | 9029 + 846"
PEPTIDE-C 497 + 37 607 =37 674 +43"
GHRELINE 812 +92 668 =74 541 =52
INSULIN 15313 207 £18 280 +28""
LEPTIN 3519 £ 552 4969 + 709 5054 + 537
PAI-1 6643 +770 6448 £ 501 8337,5 + 766

*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001 comparado con IMC<25.

CORRELACION DEL IMC CON LOS NIVELES DE CITOCINAS,
MARCADORES DE DIABETES PLASMATICOS Y PARAMETROS
CLINICOS EN LOS PACIENTES SUJETOS A ESTUDIO

El analisis de Pearson de las correlaciones entre
el IMCy las caracteristicas clinicas de los sujetos y los

87



Maria DEL ROSARIO GARRIDO, YAIRA MATHISON, EDUARDO ROMERO, MARIELLA PASTORELLO, MARIA GABRIELA MATOS, ELSA CAMACHO, LETICIA FIGUEIRA, JESUS HERNANDEZ, ELODIE BILLET, YUBIZALI LOPEZ, ANITA ISRAEL

biomarcadores se muestra en la Tabla Ill. Como se
puede observar el IMC presenté una correlacion sig-
nificativa con el peso, PAS,PAD, CA, péptido C, la in-
sulina, leptina, PAI-1 y resistina. No hubo asociacion
significativa entre el IMC y el resto de los parametros
clinicos y biomarcadores evaluados.

Tabla 111

Analisis de la correlaciéon de Pearson entre IMC,
niveles de citocinas y marcadores de diabetes
plasmaticos y parametros clinicos

Y P

IMC & PESO 0,8519 0,0001

IMC & PAS 0,2229 0,01
IMC & PAD 0,3205 0,0003
IMC & CA 0.8518 0,0001
IMC & PEPTIDO-C 0,1854 0,055
IMC & INSULINA 0,4163 0,0001
IMC & LEPTINA 0,2838 0,0029
IMC & PAI-1 0,2240 0,0198
IMC & RESISTINA 0,2930 0,0021

Discusion

La epidemia del sobrepeso y la obesidad ha incre-
mentado dramaticamente el niumero de individuos
con anormalidades metabolicas y enfermedades car-
diovasculares prematuras. El sobrepeso y la obesi-
dad, especialmente en casos de acumulacién de la
grasa abdominal, esta asociada con un bajo grado de
inflamacion sistémica, el cual esta caracterizado,
entre otros factores, por un incremento en los niveles
circulantes de citocinas (Solomon y Manson, 1997;
Pi-Sunyer, 2004; van Greevenbroek y col., 2013).

Estudios recientes indican la existencia de una
fuerte correlacion entre el IMC y el diametro de cintu-
ra, con biomarcadores relacionados con la inflama-
cién; lo cual sugiere que el IMC o el CA representan
predictores de riesgo del sindrome metabdlico y
patologias asociadas (Mojiminiyi y col., 2009).

En el presente trabajo estudiamos en una mues-
tra seleccionada de la poblacion venezolana, la posi-
ble relacién entre la obesidad y sobrepeso (expresa-
do con el IMC) con los biomarcadores de diabetes e
inflamacion, a fin de determinar la posible aplicacién
de esos biomarcadores como factores de riesgo aso-
ciados a las complicaciones clinicas vinculadas a
esta patologia en la poblacion venezolana.

Coincidente con lo reportado en la literatura,
nuestros resultados demuestran una asociacion en-
tre el incremento en el peso expresado como el IMC
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con cambios desfavorables en el perfil lipidico, tales
como un incremento triglicéridos y una relacion in-
versa con el HDLc (Visser y col., 1999; Klisic y col.,
2014).

La PCRus es un marcador de inflamacién sistémi-
ca que ha sido implicado como factor de riesgo en
enfermedades con riesgo cardiovascular, tales como
la obesidad y la hipertensién. Del mismo modo, se
ha reportado una fuerte asociacion entre la PCRus y
la resistencia a la insulina (Birgel y col., 2000). La re-
sistencia a la insulina conduce a hiperglicemia e
hiperlipidemia, que puede progresar a diabetes tipo
2. Nuestros resultados sugieren en la muestra selec-
cionada de la poblacion venezolana estudiada, que
el incremento en los valores de PCRus, podria estar
asociado a un riesgo aumentado de enfermedad car-
diovascular, pues se observo un incremento de las
concentraciones plasmaticas de triglicéridos, insulina
y péptido C en los pacientes obesos con respecto a
los normopeso, lo cual sugiere la existencia de un
estado de inflamacion sistémica y resistencia a la in-
sulina en la obesidad (Ridker y col., 1998; Chiuy col.,
2012; Klisic y col., 2014).

Como se ha mencionado, la obesidad es conside-
rada un factor de riesgo para la resistencia a la insuli-
na y la diabetes tipo 2. La acumulacion de grasa
abdominal puede inducir inflamacién por varios me-
canismos, el exceso de ingesta caldrica conlleva la
expansion del tejido adiposo con hipertrofia de los
adipocitos lo que genera a su vez senales que indu-
cen el reclutamiento de macrofagos (Surmi y Hasty,
2008; Tourniaire y col., 2013).

La infiltracion del tejido adiposo por los macrofa-
gos esta siendo investigada ampliamente, y diversos
autores han reportado el papel de las quimiocinas
CCL2/MCP-1, RANTES/CCL5 y CXCL14 en la infiltra-
cion del tejido adiposo por macréfagos y en la pato-
génesis de la resistencia a la insulina; demostrandose
que varias de estas quimiocinas estan incrementadas
en el tejido adiposo del obeso, confirmandose la pre-
sencia de un estado inflamatorio (Nara y col., 2007;
Keophiphath y col., 2009; Chavey y col., 2009).
Contrario a lo reportado en la literatura acerca de la
incrementada concentraciéon y expresion del RAN-
TES/CCL5 tanto circulante como en el tejido adiposo
en el obeso (Wuy col., 2007; Baturcam y col., 2014),
nuestros resultados indican que en la muestra selec-
cionada de la poblacion evaluada, existe una dis-
minucion significativa de la quimiocina RANTES/
CCL5 circulante en los pacientes obesos con respec-
to a los normopeso. Estos hallazgos son coincidentes
con los de Skopkova y col. (2007), quienes reportan
mediante la técnica de matriz de proteinas (protein
array) una disminucion de la quimiocina RANTES en
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el tejido adiposo subcutaneo del obeso. La diversi-
dad de infiltracién de los macréfagos seguin la distri-
bucién del tejido adiposo pudiera explicar estas dis-
crepancias.

Recientemente se ha sugerido a la grasa visceral
como un tejido metabodlicamente activo; presenta
asimismo, una estrecha relacibn con una mayor pro-
duccién de mediadores inflamatorios tales como
PCRus, TNF-a, IL-6, y el Inhibidor-1 del activador del
plasminégeno (plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1) por sus siglas en inglés), relacionados con sin-
dromes tales como el sindrome metabolico, resisten-
cia a insulina y enfermedades cardiovasculares (Dan-
donay col., 2004).

Al igual que lo reportado por Skopkova y col.
(2007), nuestro estudio no mostro6 diferencias signifi-
cativas entre los grupos estudiados, en los niveles de
TNF-a e IL-6, dos de las principales citocinas media-
doras de la respuesta inflamatoria e inmune. Estos
mediadores de la inflamacion se encuentran general-
mente elevados en la obesidad, habiéndose demos-
trado una asociacién positiva entre ellos y el IMC. Sin
embargo, dentro de un rango estrecho de IMC, los
individuos pueden variar de modo significativo en
cuanto a la resistencia a la insulina, y estas diferen-
cias inter individuales han sido atribuidas a diferen-
cias en la distribucion de la grasa corporal, siendo
mas relevante la grasa central o abdominal (van Gree-
venbroek y col., 2013).

Mas aln, el organismo activa mecanismos impli-
cados en la atenuacién de los efectos deletéreos del
TNF-a.. Uno de esos mecanismos puede involucrar a
laIL-15, la cual ha mostrado efectos sobre el metabo-
lismo intermediario, regulando los niveles de glucosa
y lipidos y disminuyendo la protedlisis en el miisculo
estriado. Esto sugiere que la induccion de la produc-
cion de la IL-15 enddgena es un mecanismo compen-
satorio, e incluso inhibitorio sobre los efectos negati-
vOs en pacientes con obesidad o diabetes tipo II, en
los cuales esta presente esta condicién de baja infla-
macion (Sanchez-Jiménez y Alvarado-Vasquez, 2013).

En el presente trabajo, encontramos una correla-
cion débil entre el IMC con la resistina, PAI-1 y leptina,
y negativa con la grelina. La leptina es considerada
como el eslabén entre la obesidad y la diabetes, ya
que ha sido demostrado que controla la glicemia via
el control del apetito y almacenamiento de grasa
(Bastard y col., 2006). Estudios recientes muestran
que los niveles de leptina estan incrementados en
sujetos obesos en comparacion con no obesos (Su-
zuki y col., 2003; Conroy y col., 2011). Nuestros re-
sultados apoyan esos resultados y los obtenidos por
PetraSovay col. (2014). Aunque la leptina acttia prin-
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cipalmente a nivel del Sistema Nervioso Central, exis-
te una relaciéon entre los niveles de leptina y la infla-
macion de bajo grado asociada a la obesidad, sugi-
riendo que la leptina podria ejercer acciones periféri-
cas en virtud de su estructura como citocina (Ahima
y Flier, 2000). La leptina es conocida como un induc-
tor del TNF-a, lo que sugiere un papel en la inflama-
cion y resistencia a la insulina (Uysal y col., 1997).

Asimismo, diversos estudios epidemiologicos
han vinculado niveles elevados de resistina con un
riesgo incrementado de diabetes tipo 2, infarto de
miocardio y ateroesclerosis (Burnett y col., 2006;
Cheny col., 2009). Esos resultados y los presentados
en nuestro estudio, apoyan la idea de que los niveles
de resistina podrian servir como un marcador de
enfermedad metabdlica en el humano.

El PAI-1 es una serpina que actiia como el princi-
pal inhibidor del activador tisular del plasminégeno y
por lo tanto, de la fibrindlisis. Se ha descrito que el
PAI-1 se encuentra elevado en varias enfermedades y
su sintesis esta aumentada en proporciéon directa a la
cantidad de tejido adiposo e insulinemia; esto gene-
ra un estado de hipofibrinélisis e hipercoagulabili-
dad, y contribuye al mayor riesgo de enfermedad car-
diovascular que caracteriza al paciente obeso.
Nuestros resultados demostraron una asociacion
débil positiva entre el IMC con el PAI-1 en los pacien-
tes sujetos a estudio; lo cual esta en concordancia
con los resultados de Pérez y col., (2014) quienes re-
portan en una poblacion de Puerto Rico, que pacien-
tes con resistencia a la insulina y diabetes mellitus,
presentaron un perfil de riesgo cardiovascular mayor
que pacientes normoglicémicos, caracterizados por
una mayor prevalencia de obesidad, bajo HDLc, hi-
pertension, aumento de triglicéridos y PAI-1. Por lo
tanto, se sugiere que el PAI-1 podria constituir un
marcador de riesgo metabodlico en nuestra poblaciéon
de estudio.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la
obesidad y el sobrepeso observada en una muestra
seleccionada de la poblacion venezolana puede afec-
tar la presion arterial, el metabolismo lipidico, mar-
cadores de inflamacién y diabetes con riesgo a de-
sarrollo a enfermedades cardiovasculares y diabetes.
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Cosmeéticos ecologicos.
Estudio del comportamiento reolégico

Organics cosmetics. Rheological behavior study

GoORETTI DE LA C. RODRIGUEZ DE Sousa!*, LuisaA CARoLINA BucAagriTto Kepp!,
MARiA EsTHER VIEIRA VIEIRA!, ISABEL ANDUEZA DE PoroLi!

Resumen

En los ultimos anos se ha incrementado el nimero de organizaciones dedicadas a controlar la fabricacion y comer-
cializacion de los cosméticos ecologicos; sin embargo, Venezuela apenas esta comenzando a tomar conciencia de la
importancia que esto representa para las generaciones futuras, es por ello que se desarrollé6 un champti y un acon-
dicionador ecolégico. El criterio de seleccion de los productos se basoé en la alta frecuencia de uso y en el riesgo que
deneran estos sobre el ecosistema. Para la formulacion se siguieron las pautas establecidas por los organismos cer-
tificadores internacionales. Asimismo, se evalu6é su comportamiento reolégico y viscosidad, empleando un
Redmetro de cono y plato Brookfield RVDV-III Ultra, aguja CPE-51, a 26°C + 2°C, comparandose con un champu y un
acondicionador convencional. Los productos mostraron un comportamiento pseudoplastico, lo cual facilita su apli-
cacion, ya que al ejercer una fuerza de deformacién las moléculas se alinean presentando menor resistencia a fluir.
La viscosidad del champu ecolégico fue menor a la del convencional, 1o que permite percibirlo como un producto
ligero, incapaz de producir dano al entorno. Por el contrario, la viscosidad del acondicionador organico fue mayor a
la del convencional, lo que favorece su capacidad acondicionadora en el cabello. Todos los productos, a excepcion
del champu convencional, presentaron un comportamiento ligeramente tixotropico, caracteristica particularmente
deseada en los acondicionadores, ya que favorece su estabilidad. Es posible elaborar en Venezuela cosméticos eco-
légicos con caracteristicas similares a los cosméticos convencionales, con puntos de diferencia favorables; mas
naturales y menos perjudiciales al ambiente.

Palabras claves: Champt, acondicionador, ecolégico, comportamiento reolégico, viscosidad.

Abstract

In recent years the cosmetic area has increased the number organizations dedicated to control the manufacture and
marketing of organic cosmetics, however, Venezuela is just beginning to realize how important this is for future gen-
erations, which is why an ecological shampoo and conditioner are developed in this work . The products selection
was made based on the use frequency and the risk they generate on the environment. For the formulation we have
followed the established guidelines by international organic certification. Also, the rheological behavior and viscosi-
ty was evaluated using a cone and plate rheometer RVDV-III Ultra Brookfield, CPE-51 needle at 26°C and was com-
pared with a conventional shampoo and conditioner. Both, shampoos and conditioners, showed pseudoplastic
behavior, because in applying a biasing force, the molecules are able to align presenting less resistance to flow,
which facilitates its application. The viscosity of the organic shampoo was lower than the conventional, this would
categorize the shampoo as a light, unable to produce damage to the environment. The viscosity of organic condition-
er was higher than the conventional one, which enhances their ability of conditioner the hair. All products except tra-
ditional shampoo, presented a slightly thixotropic behavior, particularly desired feature in conditioners because it
promotes stability. It is possible to develop organic cosmetics in Venezuela with similar characteristics to conven-
tional cosmetics, with favorable differences; more natural and less harmful to the environment.

Key words: Shampoo, conditioner, organic, rheological behavior, viscosity.

Introduccién

El crecimiento econdmico tanto de los paises de-
sarrollados como en via de desarrollo, ha producido
consecuencias nefastas para el ambiente. En los ulti-
mos 50 anos se ha introducido al mercado mundial

I Unidad de Formulacion, Caracterizacion y Optimizacion.
*  E-mail: gorettirod@hotmail.com

92

una gran cantidad de compuestos sintéticos cuyo
impacto sobre el ecosistema, en muchos casos, es
desconocido (Laray col., 2008).

No soélo la industria quimica genera desechos y
por ende contaminacién ambiental. En los Estados
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Unidos existen estudios en donde se ha encontrado
en rios, lagos y mares, agentes contaminantes del
ambiente provenientes de productos para el cuidado
y la higiene personal, como los agentes surfactantes;
estos son capaces de disminuir la tension superficial
del agua, favoreciendo la formacion de espuma, y
afectando la libre transferencia de oxigeno entre el
agua y el aire, siendo esto perjudicial para la floray la
fauna que alli habita (Saouter y col., 2001). Ademas,
el contenido de fosfatos presente en algunos agentes
surfactantes, junto con otros nutrientes, contribuyen
a la superpoblacion de la flora acuatica, especialmen-
te algas, produciendo la eutrofizacion (Yu y col.,
2006; Lorets y col., 2008).

Por otra parte, se ha determinado que los insu-
mos cosméticos mas empleados a nivel mundial son
los agentes surfactantes, representando un 32% del
consumo general en ingredientes cosméticos, segui-
do de los polimeros acondicionadores (Bourgeat,
2005). Estos estudios permiten inferir que productos
cosmeéticos tales como champiies y acondicionado-
res, son capaces de producir efectos negativos en el
ecosistema, no solo por contener los ingredientes an-
tes senalados, sino también por su elevado uso entre
los consumidores (Kumar, 2005).

En los ultimos tiempos se ha observado una ten-
dencia creciente en la conservacién del ambiente por
parte de las industrias, consumidores y entes guber-
namentales. Es por ello que diferentes organizacio-
nes y empresas se han orientado al desarrollo de pro-
ductos e ingredientes sustentables, menos perjudi-
ciales para el ecosistema, es decir, los que comun-
mente se conocen como nhaturales u organicos (Mue-
1li, 2007; San Miguel, 2007a).

Aunque en muchas oportunidades se use indiscri-
minadamente los términos natural y organico con el
mismo significado, estos dos conceptos no represen-
tan lo mismo. Por lo general, un producto natural
contiene un menor porcentaje de ingredientes proce-
dente de la agricultura ecoldgica que el producto or-
ganico (San Miguel, 2007b).

Estos cosméticos, los cuales mencionaremos co-
mo ecologicos, tienen como base la agricultura orga-
nica que se diferencia de la agricultura tradicional por
dar prioridad al ambiente, a la justicia social, al creci-
miento economico racional y sustentable, preservan-
do la biodiversidad, los ciclos y las actividades biol6-
gicas de los suelos (Ribeiro, 2009).

Un cosmético ecologico debe brindar al consumi-
dor los mismos beneficios de un producto comercial
no ecologico (convencional), por lo que la evaluacion
de sus parametros fisicoquimicos, especificamente
las propiedades de flujo y la viscosidad, pueden apor-
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tar valiosa informacién al formulador; con ellas se
podria predecir la estabilidad del producto y el com-
portamiento del mismo durante su consumo, es de-
cir, desde la salida del envase, hasta su aplicacién, y
asi desarrollar cosméticos de calidad que procuren la
conservacion y sostenibilidad del ecosistema (Schott,
2003; San Miguel, 2007b; Beazin, 2009).

En Venezuela se esta comenzando a tomar con-
ciencia de la importancia que el tema de la protec-
cion ambiental presenta para las generaciones futu-
ras. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue de-
sarrollar un champt y un acondicionador ecolégico,
para comparar su comportamiento reologico y visco-
sidad con un champu y un acondicionador no ecolé6-
gico existente en el mercado nacional.

Materiales y métodos
PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se elaboro6 por triplicado 2 lotes de 100g cada
uno de un champu y un acondicionador ecologico.
Los productos se desarrollaron partiendo de férmu-
las referenciales, tomadas de revisiones bibliografi-
cas y siguiendo las normativas establecidas por los
organismos internacionales encargados de la certi-
ficacion organica (OASIS, 2009; ECOCERT, 2012). Un
daran porcentaje de los ingredientes empleados en la
elaboracion de las féormulas, present6 el sello oficial
de certificacion ecologica, los demas ingredientes
eran permitidos por los organismos certificadores.

La técnica de manufactura que se llevé a cabo
para la elaboracién de los productos fue la siguiente:

Champu ecologico: Se pes6d cada uno de los
ingredientes que conforman la formulacién. En el
agua se disolvio el agente preservante, un acondicio-
nador (galactoarabinan) y se hidraté la goma xantan,
luego se anadio6 la solucién de sorbitol al 70%. Por
ultimo se agregaron, con agitacion lenta, los agentes
surfactantes y demas ingredientes. Se dejo en repo-
so para reducir la espuma formada, se ajust6 el pH
con el acido citrico y se envasoé en frascos plasticos
de Tereftalato de Polietileno (Polyethylene terephta-
late, PET, de acuerdo a su nombre en inglés), de 35
mL. El proceso se realiz6é a 26°C + 2°C (Tabla I).

Acondicionador ecoldgico: Se pesd cada uno
de los ingredientes y se procedi6 a formar una emul-
sion estable, en donde tanto los ingredientes de la
fase oleosa (fase A), como de la fase acuosa (fase B),
se calentaron a 75°C + 2°C y se mezclaron a esa
misma temperatura con agitaciéon continua, hasta
alcanzar los 30°C + 2°C. Posteriormente se incorpo-
raron los ingredientes termosensibles correspondien-
tes a las fases C, D y E, asi como, la fase F para ajus-
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tar el pH y se envasaron en frascos de plasticos tipo

PET de 35 mL (Tabla II).

Tabla |

Formula champu ecoldgico

Ingredientes segiin la Nomenclatura

Internacional de Ingredientes Justificacion % p/p
Cosméticos (INCI)
Cocamidopropyl betaine Surfactante anfotérico | 24,24
Lauril glucoside Surfactante no i6nico 14
Xanthan gum Viscosante 0,40
Gluconolactone and sodium
benzoate and calcium gluconate Agente preservante 0,76
Galactoarabinan Acondicionador 1.5
Sorbitol (Sol. 70%) Acondicionador 2
Hydrolyzed wheat protein Acondicionador 0,50
Mangifera indica (mango) fruit extract Fragancia 2
Citric acid (Sol. 50%) Ajuste de pH 0,4
Water Vehiculo 54,20
Tabla Il
Formula acondicionador ecoldgico
Fase Ingredientes segiin la Nomenclatura
Internacional de Ingredientes Justificacion | % p/p
Cosméticos (INCI)
Glyceryl stearate and Cetearyl alcohol
and Cetyl palmitate and Cocoglycerides Viscosante 2.4
Butyrospermum parkii (shea) butter | Acondicionador | 0,2
Mangifera indica (mango) seed butter | Acondicionador | 0,2
Bertholletia excelsa seed oil Acondicionador| 2
A Oleyl alcohol Acondicionador| 2
Isopropyl myristate Acondicionador | 2
Sweet almond oil Acondicionador | 0,2
Olea Europaea (Olive) Fruit Oil Acondicionador| 0,2
Cetearyl olivate sorbitan olivate Emulsificante 4,8
Cetyl palmitate and sorbitan palmitate
and sorbitan olivate Estabilizante 1,2
Guar hydroxyl propyl trimonium chloride | Acondicionador| 0,3
Gluconolactone and sodium benzoaote Agente
B and calcium gluconate preservante 1.5
Sorbitol (Sol. 70%) Acondicionador 2
Water Vehiculo 76.4
C Tocopherol Antioxidante 1
D Mangifera india (mango) fruit extract Fragancia 2
E Hydrolyzed wheat protein Acondicionador 1
F Sodium hidroxide (Sol. 50%) Ajuste de pH 0,6

Para todas las formulaciones se les determiné,
48 horas después de su fabricacion, el comporta-
miento reolodgico, viscosidad y tixotropia.

COMPORTAMIENTO REOLOGICO Y VISCOSIDAD
DE LOS PRODUCTOS

Las determinaciones del comportamiento reologi-
co y de la viscosidad se realizaron por triplicado en
un reébmetro de cono y plato Brookfield RV DV-III
Ultra con la aguja CPE-51 a una temperatura de 26 °C
+ 2 °Cy a diferentes velocidades de deformacion, en
secuencia ascendente y descendente, con intervalos
de 30,2 segundos, para asi obtener el reograma com-
pleto de cada muestra (Marriott, 2002). Los valores
se expresaron en mPa.seg (miliPascal/segundo).

TIXOTROPIA

Las determinaciones de la tixotropia se realizaron
por triplicado en un viscosimetro rotacional LVT
Visco Star plus, empleando la aguja L3 y L4 a una
temperatura de 26°C = 2°C. Se evalu6 la variacion de
la viscosidad en funcién del tiempo manteniendo la
velocidad de deformacién constante (Schott, 2003).

La seleccion del champti y del acondicionador
convencional para realizar la comparacién con los
productos ecolégicos, se bas6 en la ausencia de
ingredientes complejos y de silicona. Las féormulas
cualitativas de los productos convencionales declara-
ban los siguientes ingredientes:

CONVENTIONAL SHAMPOO

Ingredients*: Water, Sodium Lauryl Sulfate, Coca-
midopropyl Betaine, Cocamide, Sodium Chloride,
Glycerin, Fragrance, Camomilla recutita (Matricaria)
floral extract, EDTA, citric acid, Cloroisotiazolinona
methyl, methyl-isothiazolinone, Yellow # 5.

CONVENTIONAL CONDITIONER

Ingredients*: Water, Cetyl Alcohol, Sorbitol, Iso-
propyl lanolate, Cetrimonium bromide, Fragrance,
Methylparaben, citric Acid, Yellow # 5.

Resultados y discusion

Las caracteristicas organolépticas del champu y
del acondicionador desarrollado, especificamente el
olor y el color, fueron caracteristicos para este tipo
de cosméticos. Al comparar la apariencia de los pro-
ductos, se observé una mayor fluidez en el champt
ecolégico y en el acondicionador convencional, pre-
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sentando una viscosidad de 3000 y 600 mPa.seg
respectivamente, para un gradiente de velocidad de
50 seg’!.

El comportamiento reolodgico y la viscosidad fue-
ron evaluados 48 horas después de la fabricacion de
los productos, con la finalidad de asegurar que los
sistemas se encontraran estables. El reograma de los
champues y acondicionadores, tanto los ecologicos
como los convencionales, mostraron un comporta-
miento no-newtoniano pseudoplastico, en donde la
viscosidad del fluido disminuye a medida que se in-
crementa el gradiente de velocidad (Figuras 1, 2y 3).
Este comportamiento se debe a que las estructuras
complejas que componen el sistema se encuentran
inicialmente (en el estado de reposo) desordenadas y
enredadas, pero a medida que se aplica una fuerza
de deformacion sobre ellas, se van alineando en la
direccion y sentido de la misma, presentando menor
resistencia a fluir a medida que se incrementa dicha
fuerza (Marriott, 2002). El comportamiento pseudo-
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plastico es particularmente deseado en este tipo de
formulaciones, ya que va a facilitar la aplicacion de
los productos, debido a la disminucién de la viscosi-
dad a medida que estos se distribuyen en el cabello.

Al comparar estadisticamente el comportamiento
reolégico de los champties y acondicionadores a tra-
vés de la prueba t de comparacién de pendientes,
con 99% de exactitud (Mendenhall y col., 2002), se
observo que existia una diferencia significativa entre
los champtes, evidenciandose en el ecologico valo-
res de viscosidad inferiores a los del convencional
(Figuras 1 y 2). Este resultado podria permitir que el
consumidor perciba al champt ecoloégico como un
producto ligero, incapaz de producir un impacto ne-
dgativo sobre el ambiente.

Entre los acondicionadores no se observé dife-
rencia significativa, a pesar de que las viscosidades
del ecologico fueron ligeramente superiores a las del
convencional, lo que favorece la capacidad acon-
dicionadora del producto ecologico en el cabello
(Figura 3).

Adicionalmente se logré observar en el champu
ecolégico, una ligera tixotropia que no se manifesto
en el champti convencional. Los sistemas tixotropi-
Cos se caracterizan por ser dependientes del tiempo
y presentar, en los graficos de los reogramas, un des-
plazamiento entre las lineas de los valores crecientes
y decrecientes de gradiente de velocidad; por esta
razon se producen diferencias entre los valores de
viscosidad. El espacio formado entre las dos lineas
recibe el nombre de anillo de histéresis y es indicati-
vo de la tixotropia del producto. Al aplicar una fuerza
de deformacion la estructura se modifica, impidien-
do un reordenamiento inmediato al reducir o elimi-
nar dicha fuerza; por lo que se requiere de un tiempo
para restaurar el equilibrio dentro del sistema (Ma-
rriott, 2002; Gaspar y Campos, 2003). En el reogra-
ma del champt ecolégico la curva descendente pre-
sento6 valores de viscosidad superiores a los de la cur-
va ascendente, formando el conocido anillo de histé-
resis (Figura 1), mientras que en el champu conven-
cional las dos curvas se superponen (Figura 2).

La tixotropia del champu ecologico también que-
d6 evidenciada cuando se determind su viscosidad
en funcion del tiempo, apreciandose una disminu-
cion de ésta cuando es evaluada a una velocidad de
corte constante (Figura 4), mientras que para el
champti convencional la viscosidad practicamente
no vari6 (Figura 5). La tixotropia es un fenébmeno
favorable mas no imprescindible en este tipo de
champues; sin embargo, en los acondicionadores
esta caracteristica si es deseada, ya que por ser una
emulsion, es importante que después de realizar la
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aplicacién del producto su viscosidad en el envase se
haya reducido, este retome su estado inicial, aumen-
tando nuevamente su viscosidad, de tal manera que
disminuyan los choques entre las moléculas que pue-
dan conducir a inestabilidades fisicas (separaciéon de
las fases) y/o quimicas (degradacion) (Schott 2003;
Lavaselli y Rasia, 2004; Malkin e Isayev, 2006).

Para confirmar la presencia de tixotropia en los
acondicionadores se realiz6 el mismo procedimiento
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Figura 6. Determinacion de la viscosidad del acondicionador
ecologico en funcion del tiempo (de 1 a 10 min)
a velocidades de corte constante, T = 26°C + 2°C
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Figura 7. Determinacion de la viscosidad del acondicionador
convencional en funcién del tiempo (de 1 a 10 min),
a velocidades de corte constante, T = 26°C + 2°C

antes descrito para los champues. En las Figuras 6 y
7 se observa que a una misma velocidad de corte, la
viscosidad va disminuyendo con el transcurrir del
tiempo, lo cual es indicativo de la presencia de tixo-
tropia. Al igual que en el champu ecolégico, en los
reogramas del acondicionador ecolégico y conven-
cional, se formo el anillo de histéresis debido a que
la curva descendente present6 valores de viscosidad
superiores a los de la curva ascendente (Figura 3).

Conclusiones

El desarrollo de productos cosméticos ecologicos
(champt y acondicionador) con caracteristicas de
flujo similares a la de los convencionales, permite
introducir al mercado local una nueva tendencia eco-
légica con los mismos beneficios y ventajas competi-
tivas que ofrecen algunos cosméticos convenciona-
les, ademas de ser mas naturales, menos perjudicia-
les para el ambiente y contribuyentes con el desarro-
llo sustentable de Venezuela y del mundo.

Recomendaciones

Teniendo como base los resultados obtenidos de
este estudio se sugiere continuar la investigacion en
el area de los cosméticos ecologicos e incentivar a la
industria cosmética venezolana al desarrollo de pro-
ductos que puedan contribuir con la conservacion
del ambiente.

Agradecimientos

Al Instituto de Investigaciones Farmacéuticas, por
el financiamiento otorgado para la realizacion del
proyecto N° L.I.F. 08-2011. A ABBA CHEM SUPPLY y
CONGNIS, por su colaboracién.



COSMETICOS ECOLOGICOS. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO REOLOGICO

Referencias bibliograficas

Beazin D. 2009. What exactly is corporate responsibility
towards nature?: Ecological responsibility or manage-
ment of nature? A pluri-disciplinary standpoint. Ecolo-
gical Economics 68(3): 634-642.

Bourgeat A. 2005. A global view on specialty chemicals:
The supplier perspective. Cosmetics & toiletries
120(1): 47-56.

Ecocert. 2012 Norma que define los cosméticos naturales
y ecolégicos. Disponible en: http://www.ecocert.com/
sites/default/files/u3/Norma-Ecocert.pdf

Gaspar L. Campos M. 2003. Rheological behavior and the
SPF of sunscreens. International journal of pharmaceu-
tics. 250(1): 35-44.

Kumar S. 2005. Exploratory analysis of global cosmetic
industry: major players, technology and market trends.
Technovation 25(11): 1263-1272.

Lara P, Gomez A, Gonzalez E. 2008. Reactivity and fate of
synthetic surfactants in aquatic environments. Trends
in Analytical Chemistry 27(8): 684-695.

Lavaselli S, Rasia R. 2004. Reologia y estabilidad de excipi-
entes para productos dermatologicos, elaborados con
concentraciones variables del mismo emulgente. Acta
Farmacéutica Bonarense. (Revista en internet). (7 de
febrero 2013). 25(1): 59-60. Disponible en: http://
www.latamjpharm.org/search.php

Lorets L, Api A, Babcock L, Barraj L, Burdick J, Cater KC,
Jarrett G, Mann S, Pan YH, Re TA, Renskers KJ, Scraf-
ford CG. 2008. Exposure data for cosmetic products:
facial cleanser, hair conditioner, and eye shadow. Food
and chemical Toxicology 46(5): 1516-1524.

Malkin A, Isayev A. Rheology. Concepts, methods, & appli-
cations. Chemtec Publishing, Toronto. 2006.

Revista Facultad de Farmacia * Vol. 77 « N 1y2 « 2014

Marriott C, Rheology. En: Aulton ME (ed). The science of do-
sage form design. 292 ed. Elsevier Limited, London.
2002. pp. 41-54.

Mendenhall W, Beaver R, Beaver B. Introduccion a la proba-
bilidad estadistica. Internacional Thomson editores,
S.A., USA. 2002. pp. 395-400, 424-430, 488-490.

Muelli M. Cosméticos ecolégicos y naturales ;garantia para
los consumidores? En: XVIII Congreso Latinoameri-
cano e Ibérico de Quimicos Cosméticos. COLAMIQC,
Guatemala. 2007.

OASIS Organic and sustainable Industry Standars, Inc.
Promoting Organic and Sustainable Industry Standards
(sede Web). Australia; (actualizada en el 2009; acceso
7 de enero de 2013). Disponible en: http://www.oasis-
seal.org/index.htm

Ribeiro C. 2009. Formulacién de cosméticos organicos.
Cosmetics & Toiletries (Latinoamérica) 8(1): 21-26.

San Miguel M. 2007a. Reglamentacion de los organicos.
Cosmetics & Toiletries (Latinoamérica) 6(4): 18.

San Miguel M. 2007b. Cosméticos Organicos y Naturales.
Cosmetics & Toiletries (Latinoamérica) 6(4): 22-27

Saouter E, Pittinger C, Feijtel T. 2001. Aquatic environmen-
tal impact of detergents: from simple to more sophisti-
cated models. Ecotoxicology and Environmental Safety
50(2): 153-159.

Schott H. Reologia. En: Gennaro A (ed). Farmacia de Re-
mington. 20¥? ed. Panamericana, Buenos Aires. 2003.
pPpP. 386-410.

Yu J, Bouwer E, Coelhan M. 2006. Occurrence and bio-
degradability studies of selected pharmaceuticals and
personal care products in sewage effluent. Agricultural
water management 86(1-2): 72-80.

Recibido: 13 de febrero de 2013
Aceptado: 1 de agosto de 2014

97



iNDICE
DE
DESCRIPTORES

Vol. 77 -N° 1y 2 -2014

98

A

Acondicionador, 92
Adrenomedulina, 46
Aldosterona, 31
Angiotensina Il, 31
Antibacterianos, 8
Apoyo social, 16

B
Biomarcadores, 84
Bioplex, 84

C

Calidad de vida, 16

Cascara sagrada, 65

Cascara semillas cacao, 40
Cerebelo, 46

Champu, 92

Citotoxicidad, 8

Clorhidrato de verapamilo, 74
Comportamiento reologico, 92
Control de calidad, 74

Croton malambo, 8

D

Diabetes, 84

Bioisostero, 54

Diseno estadistico experimental
central compuesto, 26
Diterpenos, 8

E

Ecologico, 92

Enzima convertidora de angio-
tensina, 31

EQ-5d, 16

ERK1/2, 46

Estudiantes, 16

Exfoliante, 40

F
Fluor, 54
Formulacién, 40

G
Granulos, 26

Grupo pentafluorosulfanilo, 54

H
Hipertension, 46

I

Indicadores de estabilidad, 74

Inflamacién, 84
Inteligencia emocional, 2

o
Obesidad, 84

P
Preeclampsia, 31

Q

Quimica medicinal, 54

R

Reologia, 40

Rhamnus purshiana, 26
RP-HPLC, 74

S
SF-36, 16
Simulacién, 65

T
Tabletas comprimidas, 65

A"
Validacion, 74
Viscosidad, 92



iINDICE
DE
AUTORES

Vol. 77 -N° 1y 2 -2014

A
Andueza Isabel, 40, 92
Arvelo Francisco, 8

B

Baffi Patricia, 74

Bastardo Yajaira M, 16
Billet Elodie, 84

Bor Marisabel, 74

Burgos Ignacio, 2

Bucarito Luisa Carolina, 92

C

Cabrera Ana B, 40
Camacho Elsa, 31, 84
Cuevas Lopez Luisana A, 26

F
Figueira Leticia, 46, 84

G
Garrido Maria del Rosario, 84

H
Hernandez Jesus, 84

I
Israel Anita, 31, 46, 84

L
Loépez Simoén E, 54
Lopez Yubizali, 84

M

Martinez Higuera Julibel S, 65
Mathison Yaira, 84

Matos Maria Gabriela, 84

P
Padilla Fanny C, 40
Pastorello Mariella, 84

R

Rodriguez Rodriguez Enriqueta C, 26, 65

Romero Eduardo, 84
Rodriguez De Sousa Goretti, 92

S

Saturno Arias Dany J, 65
Saturno Arias Jenny F, 26, 65
Sojo Felipe, 8

Suarez Alirical, 8

T
Taddei Antonieta, 8

A"
Vieira Vieira Maria Esther, 92

Revista Facultad de Farmacia * Vol. 77 « N 1y2 « 2014

99



La Revista de la Facultad de Farmacia fue creada
en 1959 y constituye una publicacion periédica, arbitra-
da, de apariciéon semestral, destinada a promover la
difusién de articulos cientificos en el area de las cien-
cias de la salud, asi como en areas basicas y aplicadas
relacionadas con la obtencién, ensayos, analisis, usos y
produccién de medicamentos, alimentos, cosméticos,
téxicos y substancias relacionadas.

Esta basada en la existencia de un Comité Editorial,
consistente en un editor-director, editores asociados y
una Comisién Editorial. Los manuscritos que publica
pueden ser de autores nacionales o extranjeros, resi-
dentes o no en Venezuela, en espanol o inglés. Los ma-
nuscritos deben ser trabajos inéditos y su aceptacién
por el Comité Editorial implica que no ha sido publica-
do, ni esta en proceso de publicacién, en otra revista en
forma parcial o total. Igualmente podran ser publicadas
revisiones o cartas al editor. El manuscrito debera ir
acompanado de una carta de solicitud firmada por el
autor responsable. En caso de ser aceptado, el Comité
Editorial no se hace responsable del contenido expresa-
do en el trabajo publicado. Aquellos manuscritos que no
se acojan a las condiciones indicadas o que sean recha-
zados por dos de los arbitros que dictaminen sobre su
calidad y contenido, no seran publicados y seran devuel-
tos a los autores.

Forma y preparacién de los manuscritos

Para la publicacién de trabajos cientificos en la Re-
vista de la Facultad de Farmacia, los mismos estaran
de acuerdo con los requisitos originales para su publica-
cion en revistas biomédicas, segun el Comité Internacio-
nal de Editores de Revistas Médicas (2003). Ademas, los
editores asumen que los autores de los articulos cono-
cen y han aplicado en sus estudios la ética de experi-
mentacién (Declaraciéon de Helsinki, y el Cédigo de
Bioética y Bioseguridad, 2da. edicion, 2002, del Minis-
terio de Ciencia y Tecnologia y el Fondo Nacional de
Ciencia y Tecnologia).

Los manuscritos deben ser enviados en original y
dos copias impresas dentro de un sobre de papel grue-
so, incluyendo copias fotograficas y figuras entre car-
tones para evitar que se doblen, con una version en dis-
kette o CD-ROM. Los manuscritos deberan ser enviados
al Editor-Director a la Direccién de la Revista, en el
Instituto de Investigaciones Farmacéuticas de la Fa-
cultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela,
Los Chaguaramos, Apartado Postal 40109, Nueva Gra-
nada, Caracas, Venezuela.

Normas de Publicacion

Los manuscritos deben estar escritos a doble espa-
cio, en papel Bond blanco tamano carta, por una cara,
sin borrones ni tachaduras y con margenes de 2,5 cm.
Todas las paginas deben ser numeradas correlativamen-
te, empezando por el titulo. El nimero de la pagina de-
bera colocarse en el angulo superior derecho de cada
pagina. Su longitud no debe exceder de veinte paginas,
excluyendo el espacio destinado a figuras, tablas y
leyendas.

Cada uno de los componentes del original debera
comenzar en pagina aparte, en la secuencia siguiente:

a. Pagina del titulo, nombre completo de(l) (los)
autor(es) y su filiacién institucional.

b. Resumen y palabras clave.

c. Texto (Introduccién, materiales y métodos, resul-
tados, discusién, conclusiones y recomenda-
ciones).

d. Agradecimientos.
e. Referencias bibliograficas.

f. Tablas: cada una de las tablas en paginas aparte,
completas, con titulo y llamadas al pie de la tabla.

g. Figuras: cada una en pagina aparte con su titulo.

h. Leyenda de las figuras.

La pagina del titulo debera contener:

1. Titulo del articulo en espanol e inglés, conciso e in-
formativo, no mayor de veinte palabras.

Primer nombre e inicial del sequndo nombre y apelli-
do(s) de los autores (con una llamada para identificar
al pie de pagina al autor responsable de la corres-
pondencia, indicando su direccién electrénica). Afi-
liacion institucional de cada uno de los autores.

2. Lasegunda pagina debe contener un resumen en es-
panol e inglés, con un maximo de 250 palabras. El
texto debe dar una visién general del trabajo, sena-
lar someramente el propoésito, los métodos y los ha-
llazgos. No se deben citar referencias.

El resumen debe hacer énfasis en los aspectos nue-
vos e importantes del estudio o de las observaciones.
Inmediatamente después del resumen, proporcionar
o identificar como tales: 3-10 palabras clave que ayu-
den a los indexadores en la construccion de indices
cruzados de su articulo y que pueda publicarse con
el resumen; utilice los términos del encabezamiento
tematico (Medical Subject Heading (Mesh)) del Index
Medicus.
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3. En cuanto al texto, debe dividirse en: Introduccion,
materiales y métodos, resultados y discusion. La in-
troduccioéon debe aparecer después del resumen,

Nombre(es) de autor(es), capitulo del libro. En: titu-
lo de libro, nimero de la edicién (excepto si es la pri-
mera), editorial, lugar de la edicién, ano de publicacién

debe contener lo esencial para situar el problemay y paginas.
la justificacion del trabajo utilizando las referencias
mas relevantes. Los materiales y métodos deben Ejemplo:

contener la descripcién breve y clara que permita la
comprension y la reproducibilidad del trabajo. En
caso de técnicas y métodos clasicos ya publicados,
se debe indicar sélo la referencia. Los resultados
deben ser presentados en forma clara y precisa, con
un minimo de discusién o interpretacién personal.
Todas las figuras y tablas deben ser citadas en el tex-
to. La discusion debe ser restringida a la interpreta-
cion de los resultados y eventualmente a comparar
con los resultados de otros autores. Las conclusio-
nes pueden ser incluidas dentro de la discusion; sin
embargo, se puede hacer una seccién aparte, indi-
cando de forma clara y concisa los nuevos hallazgos.
Se pueden incluir recomendaciones de aplicacion
practica. Los agradecimientos deben hacerse a las
personas o instituciones que han hecho contribucio-
nes al estudio.

Decampo R, Moreno SNJ. Free radicals intermediates
in the antiparasitic action of drugs and fugacitic cells.
En: Free radicals in Biology. Eds: WA-Pryors Academic
Press, 1984. pp. 243-288.

5. Tablas: Las tablas deben presentarse en hojas se-
paradas, a doble espacio, y numeradas correlativa-
mente en niimeros romanos con el titulo en la parte
superior. No se debe duplicar material del texto o de
las figuras. En caso necesario coloque material expli-
cativo en notas al pie de la tabla y no en el encabe-
zamiento; explique en notas al pie de la tabla las
abreviaturas no estandarizadas o utilizadas; identifi-
que claramente las variables tales como desviacion
estandar y error estandar de la media; cite cada tabla
en orden correlativo dentro del texto; cite la fuente
de informacion al pie de la tabla si ésta no es original.

4. Las referencias bibliograficas: Las mencionadas 6. Figuras: Las figuras deben ser de buena calidad, en
en el texto deben citarse escribiendo entre parénte- papel con fondo blanco. Las fotografias de especi-
sis el apellido y ano. Ejemplo: (Avila, 1983); (Brenes menes anatémicos, de lesiones o de personas, de-
y Rodriguez, 1961); (Zimermann y col., 2003). beran tener suficiente nitidez como para identificar

claramente los detalles importantes. En caso de tra-

tarse de fotos en colores, los gastos de su impresiéon
correran a cargo del autor del trabajo.

La lista de referencias bibliograficas llevara por titulo
«Referencias bibliograficas» y su ordenamiento sera
segun el orden alfabético manteniendo la estructura
siguiente: Autor(es): Apellido(os), inicial del nombre,
ano, titulo del articulo, revista (abreviatura acep-
tada), Vol. nimero, paginas (en el caso de articulos
cientificos). No se aceptaran trabajos que no se ajus-
ten a las normas presentes.

Todas las figuras deben ser identificadas en el reverso
de la hoja, indicando namero de la figura, apellidos y
nombres de los autores (Ejemplo: Fig. 1; Fig. 2; etc.).

En caso de fotografia de personas evite que el sujeto
sea identificable, o acompane de la autorizacién es-
crita de la misma.

Ejemplos: Las leyendas de las figuras deberan presentarse a

Avila JL. 1983. New national approaches to Chagas doble espacio en pagina aparte y usar el numero que

disease chemotherapy. Interciencia 8: 405-417.

Med Hyg 39: 769-774.

debe contener:

Avila JL, Avila A, Munoz E. 1981. Effect of allopurinol
on different strains of Trypanosoma crusi. Am J Trop

En el caso de que se trate de referencias de libros

corresponde a cada figura. Cuando se usen simbolos
y fechas, nimeros o letras para identificar partes en
las figuras, identifiquelas y explique cada una en la le-
yenda. Si se trata de fotomicrografia, indique la esca-
la e identifique el método de coloracion.

Férmulas y ecuaciones: Estas deben presentarse
claramente para su reproduccioén.
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