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RESUMEN

M.C. Perla Giovanna Silva Flores Fecha de graduacién: Agosto del 2019
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Titulo del estudio: DESARROLLO Y EVALUACION DERMATOCINETICA DE
NANOPARTICULAS CON ACEITES ESENCIALES PARA SU
APLICACION EN PIEL

Nuimero de paginas: 177 Candidato para la obtencion del grado de Doctor en
Ciencias con orientacion en Quimica Biomédica

Area de estudio: Quimica Analitica, Facultad de Medicina, UANL

Propésito y Método de estudio: La piel al ser el 6rgano mas externo del cuerpo estad constantemente
expuesta a dafios causados por factores ambientales debido a la formacion de radicales libres (RL). Los
aceites esenciales (AE), representan una alternativa antioxidante para disminuir los dafios provocados por
los RL en la piel. Sin embargo, los AE son altamente volatiles y sensibles a la luz y al oxigeno, por lo que
su nanoencapsulacién representa una alternativa factible para aumentar su estabilidad fisica y quimica. Las
nanocapsulas poliméricas (NC) como sistema de liberacion con gran drea superficial favorecerian el
tiempo de residencia de los AE en la piel para asegurar su efecto dermoprotector. Este trabajo consistié en
seis etapas: en la primera, los componentes de los AE de L. dentata y R. officinalis fueron identificados
por CG-EM/CG-FID y se estableci6 su abundancia. Durante la segunda etapa, se obtuvieron las NC con
los AE de L. dentata y R. officinalis por la técnica de nanoprecipitacion y se evalué su tamaiio,
homogeneidad, estabilidad, porcentaje de encapsulacion y eficiencia de encapsulacion. En la tercera etapa,
se validaron dos métodos de CG-FID para cuantificar los componentes principales de los AE evaluando
linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, precision y exactitud. En la cuarta etapa, se evalud
la actividad antioxidante de los AE libres y en NC por el ensayo de inhibicién de la lipoperoxidacion del
acido linoleico por el método de FTC. Después, en la quinta etapa, se evaluaron los pardametros biofisicos,
tales como TEWL, contenido de agua, cantidad de sebo y pH de la piel con técnicas de bioingenieria.
Finalmente, se realiz6 una evaluacién dermatocinética ex vivo en piel de cerdo utilizando celdas de Franz
modificadas y la técnica de tape stripping.

Contribuciones y Conclusiones: En los AE de L. dentata y R. officinalis se identificaron 16 y 22
componentes, respectivamente de los cuales méas del 60% son monoterpenos oxigenados con importante
actividad antioxidante. La técnica de nanoprecipitacion permitié obtener NC con ambos AE con un
tamafio mayor a 200 nm y un potencial zeta positivo, caracteristicas que favorecieron su deposicion en el
EC. Los métodos cromatograficos por CG-FID validados permitieron cuantificar de forma lineal, exacta y
precisa los componentes principales de los AE. Se demostré la buena actividad antioxidante de ambos
aceites, con un 65% de inhibicién de la lipoperoxidacion, la cual se mantuvo después del proceso de
nanoencapsulacion (60% de inhibicion). En relacion a los parametros biofisicos, se observo que los AE no
encapsulados modifican temporalmente la estructura del EC a diferencia de las NC, en las cuales el AE no
esta totalmente disponible y el reacomodo estructural es menor. Después de la aplicacion de las NC-AE, la
piel conservé su pH, aument6 su contenido de agua y de sebo en comparacion con las emulsiones.
Ademas, la nanoencapsulacion de los AE favoreci6 la deposicion de los componentes principales de los

AE en el EC, asegurando asi su efecto dermoprotector.
)
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 La Piel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, comprende aproximadamente el
16% de la masa corporal, y realiza diversas funciones como proteccion bacteriana,

control de la temperatura corporal, reabsorcion de sustancias especificas y sudoracion

(1-3).

Una de las principales funciones de la piel es su accion como barrera, la cual permite
proteger el cuerpo humano de diversas sustancias externas, y en base a los componentes
biologicos involucrados, se clasifican en:

a) Barrera quimica-bioquimica: estd formada por lipidos intercelulares, enzimas

hidroliticas, macréfagos y péptidos antimicrobianos (4).



b) Barrera inmunologica adaptativa: esta integrada por componentes humorales (i.e.
Linfocitos B) y celulares del sistema inmune (i.e. células de Langerhans) (5).
¢) Barrera fisica: impide el transporte de cuerpos o sustancias extrafias a capas internas

de la piel (i.e. blogue de corneocitos) (4,5).

Desde el punto de vista histologico, la piel esta constituida por tres capas con
caracteristicas especificas, desde el interior al exterior, se encuentran la hipodermis, la

dermis y la epidermis. En la Figura 1, se esquematizan estas tres capas de la piel (1,3.,5).

Figura 1. Esquema de las capas de la piel (2).

La hipodermis o capa subcutanea, es la capa mas gruesa de la piel (grosor desde 1
cm en zonas sin células adiposas hasta 3 cm en drea como abdomen), constituida
principalmente por células denominadas adipocitos, especializados en la produccion y el
almacenamiento de grasas. Estos cuerpos grasos son necesarios para el buen
funcionamiento de cada célula cutdnea ya que, al degradarse, producen energia vital. El
conjunto de los adipocitos constituye un tejido de sostén flexible, que desempefian una
funcion aislante y participan en la termorregulacion de la piel. Esta unida a la dermis por

fibras de elastina y de colageno (5).



La dermis es el sitio de anclaje de estructuras cutaneas tales como foliculos pilosos,
nervios, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas. También contiene abundantes
células inmunes y fibroblastos, que participan activamente en las respuestas fisioldgicas
de la piel. La importancia de la dermis reside en el proceso de anastomosis capilar que
aporta nutrientes y oxigeno a la epidermis. Se encuentra unida a la epidermis por la capa

basal, constituyendo la union dermo-epidérmica (1,2,5).

La capa mas externa de la piel, es la epidermis, se divide en 5 estratos con diferentes
grados de maduracion de las células: estrato basal, espinoso, granuloso y lucido
(conforman la epidermis viable); y el estrato corneo (2,5). En la Figura 2 se muestran los

diferentes estratos de la epidermis.

Estrato corneo

Estrato lucido
y granuloso

Estrato espinoso

Estrato basal

Figura 2. Estratos de la epidermis (3).

El estrato cérneo (EC) estd compuesto por dos componentes estructurales: los
corneocitos y los lipidos intercorneocitarios (i.e. dcidos grados, ceramidas y colesterol)
(1,2,5). La calidad y cristalinidad, asi como la cantidad de lipidos en el EC, determinan
la perfeccion de la funcion barrera de la piel, para evitar o limitar, la entrada de

sustancias extraias en el cuerpo (i.e. compuestos activos) (5).



La organizacion laminar unica del EC es la responsable del limitado paso de
sustancias a través de la piel. Su estructura puede ser representada esquematicamente
como una pared de “ladrillo y cemento”, que semejan a las células del EC de naturaleza
hidrofilica rodeadas por lipidos intercorneocitarios que llenan los espacios extracelulares

(Figura 3) (6,7).

Corneocitos €——|

Lipidos
extracelulares

Figura 3. Representacion grafica del modelo “ladrillo y cemento™ del estrato corneo (7).

1.2 Vias de administracion topica

La estructura compacta del EC es el principal obstaculo para el paso de compuestos
a través de la piel (5). Sin embargo, la piel ha sido ampliamente utilizada para la
administracion topica de activos, con base en las siguientes ventajas: a) presenta una
mayor area superficial, b) tiene un efecto local, c) evita el metabolismo de primer paso,

y d) disminuye los efectos sistémicos secundarios (5,8,9).

Las guias para la absorcion dérmica de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

diferencian los procesos de penetracion y permeacion de la piel. La penetracion es la



entrada de una sustancia en una capa o estructura en particular, como la entrada de un
activo al EC para tener un efecto terapéutico local; mientras que la permeacion es el
paso de una sustancia a través de una capa hacia una segunda capa funcional, y
estructuralmente diferente a la primera, para llegar al torrente sanguineo y tener un

efecto terapéutico sistémico (10,11).

En la Figura 4 se muestran las diferentes vias de permeacion topica:

a) Intercelular: la cual se lleva a cabo a través de los lipidos extracelulares de las
bicapas estructuradas del EC.

b) Transcelular: se da a través de los corneocitos y los lipidos extracelulares.

¢) Transapendicular: ocurre a través de los foliculos pilosos y las glandulas sudoriparas
(2,5).

Ruta transapéndice Ruta transepidérmica

——

—

\ Glandula
sudoripara
Dominio lipidico

Espacio
{ - Dominio acuoso
Foliculo e —————

capilar

Intercelular

Lipidos minimos

Queratina =~

Figura 4. Vias de permeacion topica (2).

El paso de compuestos a través de la piel puede ser regulado o modificado por las
propiedades fisicoquimicas de la molécula, tales como: coeficiente de particion (12), de

permeabilidad (13) y la solubilidad del activo en la membrana (14). Otros factores que



también modifican la permeacidn/penetracion de los activos es la presencia de
promotores quimicos de permeacion (15,16), el estado fisico del EC (17) y el tipo de

formulacién (9).

En este sentido, Chen y cols. en el 2014, evaluaron el coeficiente de particion de un
péptido promotor de la penetracion en la piel de cerdo, el péptido SPACE, el cual se ha
utilizado para mejorar la administracion tépica de una macromolécula, el acido
hialuronico (HA). En el estudio, se utilizd el método “shake-flask” modificado para
evaluar el coeficiente de particion del péptido SPACE en el EC-epidermis. EI método
consistio en sumergir, durante 48 horas, una masa conocida de EC-epidermis en una
disolucién de buffer de fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) con y sin péptido-
SPACE marcado con fluoresceina para su posterior cuantificacion por espectroscopia de
fluorescencia. El coeficiente de particion del péptido entre el PBS y el EC-epidermis fue
de 9.8 £ 1.5, mientras que entre PBS y la epidermis fue de 4.3 + 0.2. El coeficiente de
particion del péptido-SPACE fue mayor en la epidermis lo cual puede ayudar a la
penetracion del péptido, permitiendo asi una penetracion significativa del HA en la piel

(12).

Estudios han evaluado el efecto del estado fisico de la piel en la liberacion de
farmacos. Van Bocxlaer y cols., caracterizaron la fisiologia e integridad de la barrera de
la piel de ratdbn BALB/c infectada con Leishmania major y su afectacion en el
suministro de farmacos (cafeina-ibuprofeno, buparvacona y paromomicina) en la piel.
Realizaron una evaluacion histologica de las diferencias estructurales entre la piel no
infectada e infectada usando diversas técnicas de tincion. Se evaluo el pH de la piel, la
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hidratacion y la pérdida transepidérmica de agua (TEWL), durante la progresion de la
formacion del nédulo de leishmaniosis cutanea. Ademas, se evalud la influencia de la
infeccion en el suministro de farmacos a través de la piel con celdas de difusion de
Franz. Se observé que la piel dafiada por leishmaniosis generé cambios estructurales en
las capas epidérmicas, asi como un aumento significativo en la TEWL. De igual forma,
la permeacion in vitro de los cuatro farmacos fue significativamente mayor en la piel
infectada que en piel no infectada. Los autores concluyen que el estado fisico de la piel
infectada produce importantes cambios en la fisiologia, asi como en la permeabilidad de

la barrera de la piel a los farmacos (18).

Como se ha mencionado, la funcion de la piel es protectora y actia como principal
barrera en el paso de sustancias exdgenas, debido a esto es indispensable el uso de
sistemas transportadores de activos que favorezcan su interaccion con la piel; y asi

garantizar su actividad bioldgica.

1.3 Sistemas nanoparticulados como vehiculos de activos

En la actualidad, la nanoencapsulacion representa un enfoque factible y eficiente para
modular la liberacion de activos (19), aumentar la estabilidad fisica de las sustancias,
evitar la degradacion por interaccion con el medio ambiente (i.e. humedad, luz, oxigeno),
disminuir su volatilidad y aumentar su bioactividad (20). En la Tabla 1 se muestran

algunas ventajas que han presentado los sistemas nanoparticulados.



Tabla 1. Ventajas de la nanoencapsulacion de compuestos biolégicamente activos.

Compuesto Aplicacion Ventajas Referencia
AE de Disminucion de la volatilidad de
Melaleuca Antiséptico los componentes y mejora en la (21)
alternifolia estabilidad
AE de Lippia - i i6 i
ael pp Larvicida leeraC|or_1 s_ostenlda_fgvorece la 22)
sidoides actividad larvicida
Eugenol Antioxidante Mejora la estabilidad térmica del (23)
compuesto
AE de Mentha o _ _ _Favo_rece la actividad B
. Antimicrobiana | antimicrobianay en la estabilidad (24)
piperita del AE
Reduccion de la absorcion
Naproxeno Analgésico sistémica y aumento de la (25)
concentracion topica
AE de Nigella § _ PotenC|ar_ _Ios efectos:_ analgesicos
. Antiinflamatoria y antiinflamatorios de la (26)
sativa . .
indometacina
AE de clavo Liberacis irolad ora d
Eugenia Antifangica Iberacion controlada y mejora de
(Eug g la actividad antifungica del AE (27)
caryophyllata)
AE de Thymus - : ivi
B Antimicrobiana Favorece la ac_t|V|dad (28)
capitatus antimicrobiana

AE: Aceite esencial

Como se puede observar en la Tabla 1, las propiedades fisicoquimicas de los sistemas
nanoparticulados permiten incorporar compuestos de diversa naturaleza (i.e. aceites

esenciales y/o compuestos activos aislados) y polaridad (extractos) (29).



Para incorporar componentes de origen natural (i.e. extractos, aceites esenciales) con

diferente polaridad, se han desarrollado diferentes nanotransportadores (Figura 5)

(9,30,31).
Complejos Nanotransportadores Nanotransportadores
moleculares lipidicos poliméricos

., . articulas . Nanoesferas Nanocdpsulas
Ciclodextrinas Nanoemulsion ~ Nanoparticulas [ jposomas / ! P

solidas lipidicas P s

Nanoparticulas poliméricas

Figura 5. Sistemas nanométricos utilizados para la liberacion de activos.

1.3.1 Complejos moleculares

Ciclodextrinas: La B-ciclodextrina es el tipo mas comun de ciclodextrina, consiste en
7 unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1,4) que forman una estructura con una

cavidad central basicamente lipofilica y superficie exterior hidrofilica (32).

En el 2014, Kfoury y cols., investigaron complejos de inclusion de un componente de
aceites esenciales, el trans-anetol (AN), con a-ciclodextrina (a-CD) y B-ciclodextrina (B-
CD). La solubilidad en agua de AN se mejor6 significativamente tras la complejacion
con a Yy B-CD. Ademas, la degradacion de AN, inducida por irradiacion con UV-C, se
redujo notablemente mediante la formacion de complejos de inclusion de a y B-CD. Los
resultados mostraron que la encapsulacion en o y B-CDs fue una forma eficaz de
aumentar la solubilidad y la estabilidad de AN, parametros de calidad indispensables

para su aplicacién en la industria de alimentos y/o farmacéutica (32).



1.3.2 Nanotransportadores lipidicos

a) Nanoemulsion: Consisten en finas dispersiones estables con tamafio entre 20 y 200
nm, constituidos por dos o mas componentes inmiscibles entre si, y uno o mas
agentes tensoactivos (33). Mostafa y cols., en el 2015, formularon nanoemulsiones
con el aceite esencial obtenido de Cuminum cyminum, observaron una liberacion
controlada in vitro del aceite esencial y un incremento en la actividad antioxidante in
vitro y hepatoprotectora in vivo (33).

b) Nanoparticulas solidas lipidicas: Las nanoparticulas lipidicas estan formadas por una
matriz de lipidos biodegradables que son bien tolerados fisiologicamente y
emulsificantes dispersos en un medio acuoso. Se diferencian de las nanoemulsiones
en que poseen un nucleo sélido lipidico (30). Daneshmand y cols., en el 2018,
prepararon nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) con aurapteno (AUR-SLN) con el
objetivo de mejorar su efecto antiinflamatorio. Las AUR-SLN se compararon con
cremas convencionales de AUR libre con relacién a la tasa de permeacion y el efecto
antiinflamatorio a través de estudios in vitro e in vivo. Los estudios de permeacion in
vitro en piel de ratobn mostraron que las AUR-SLN mejoraron significativamente la
permanencia cutdnea de AUR en comparacion con el AUR libre en cremas, la
acumulacion de farmaco en la piel fue de 44.64 g cm™2y 133.77 g cm 2 después de 24
h, para AUR-libre y AUR-SLN, respetivamente. Las AUR-SLN presentaron una
liberacion sostenida con una minima penetracion a través de la epidermis y la mayor
localizacion en la epidermis sin causar sensibilizacion, lo cual permitié un efecto

antiinflamatorio dptimo en la piel (34).
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c¢) Liposomas: Son vesiculas esféricas con diametro entre 25 y 500 nm, conformadas por
un centro ocupado por una cavidad acuosa y una envoltura constituida por un nimero
variable de capas bimoleculares a base de fosfolipidos. Estas presentan caracter
anfifilico, por lo que son capaces de transportar activos hidrofilicos y lipofilicos (35).
En el 2015, Sebaaly y cols., desarrollaron formulaciones adecuadas de vesiculas
naturales de fosfolipidos de soja para mejorar la estabilidad del aceite esencial de
clavo y su componente principal, el eugenol. Se determind que los liposomas
protegian el eugenol de la degradacion inducida por la exposicion a los rayos UV;
ademas, mantenian su actividad de captura del radical DPPH. Se establecio que los
liposomas constituyen un sistema adecuado para la encapsulacion de componentes

volatiles inestables de aceites esenciales (36).

1.3.3 Nanotransportadores poliméricos

Las nanoparticulas poliméricas (NPs) se definen como sistemas so6lidos coloidales
con un tamano inferior a 1 pm, en donde el activo (firmaco o producto natural) puede

estar disuelto, atrapado, encapsulado o absorbido a una matriz polimérica (37).

En la Figura 6 se muestran los tipos de NPs, de acuerdo a su morfologia y arquitectura:

a) Nanoesferas: son sistemas matriciales en donde el activo puede ser absorbido en la
superficie o atrapado dentro de la particula.

b) Nanocapsulas: son sistemas vesiculares en las que el activo se limita a una cavidad
que consiste en un nucleo liquido interior rodeado por una membrana polimérica
(38,39).
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Figura 6. Tipos de nanoparticulas: A) nanoesferas y B) nanocéapsulas (39).

En particular, las NPs son muy estables debido a la rigidez de su matriz polimérica y
a la capacidad de mantener su estructura por largos periodos de tiempo cuando son
aplicadas topicamente (10). Por ejemplo, en el 2004, Lboutounne y cols., investigaron el
transporte de NP de poli-(e-caprolactona) cargadas con clorhexidina a través de la piel
de rata en celdas de difusion estatica. El transporte de nanocéapsulas dentro de los
conductos cutaneos se observd por microscopia confocal de barrido laser (CSLM, por
sus siglas en inglés) y se concluyd que la rigidez de los nanotransportadores permitia

una liberacion controlada de la clorhexidina en la piel (40).

En particular, las nanocapsulas poliméricas (NC), son de especial interés para la
aplicacion en piel, ya que gracias a su tamafio, es posible aumentar la residencia y el
contacto directo de las NC con la superficie de la piel, lo cual favoreceria la liberacién
del activo en el EC y los apéndices de la piel, y por lo tanto, su actividad bioldgica (41).
En el 2004, Alvarez-Roman y cols., prepararon NC cargadas con metoxicinamato de
octilo (OMC) por deposicion interfacial, asi como emulsiones. La penetracion del OMC
en el EC a partir de las NC fue 3.4 veces mayor que la de la emulsion. Los autores
sugirieron que la actividad termodindmica de las moléculas de OMC nanoencapsuladas,
en comparacion con las formulaciones en disolucion, podria ser mas alta facilitando asi
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su particion en la membrana. Ademas, la gran area superficial de los sistemas
nanoparticulados también puede desempefiar un papel importante en la penetracion

dérmica y facilitar el contacto de las moléculas encapsuladas con el estrato corneo (42).

De igual forma, las NP también han sido utilizadas como vehiculo para mejorar la
penetracion en piel de diferentes productos naturales como los son extractos, aceites
esenciales y/o sus componentes activos. En este sentido, Tachaprutinun y cols., en el
2014, desarrollaron formulaciones de diferente polaridad (base acuosa y emulsion) del
extracto de Garcinia mangostana Linn (GML) libre como el extracto de GML
encapsulado en NP de etilcelulosa o metilcelulosa. Las NP cargadas con extracto
mostraron un tamafio medio de 625 £ 20 nm y un potencial zeta de 3.6 £ 0.2 mV. La
profundidad de penetracion folicular se determind mediante CSLM y por microscopia de
contraste de interferencia diferencial, ademas, se utilizé la técnica de tape stripping para
comparar las propiedades de distribucién de GML en la piel de cerdo. Se determiné que
el extracto de GML encapsulado y libre en emulsion se localizaba a mayor profundidad
en los foliculos capilares que cuando se aplicaba en la base acuosa. Ademas, se observo
que el GML incorporado en las NP presentaba una distribucion mas homogénea en el
EC en comparacion con el GML libre. Los resultados mostraron que el GML en NP,

presentaba un nivel de penetracion mas efectivo en la piel de oreja de cerdo (43).

Por otro lado, en el 2019, Barbosa y cols., desarrollaron nanoparticulas de
fucoidan/quitosano en diferente relacion en peso para la liberacion topica de metotrexato
(MTX) para el tratamiento de enfermedades inflamatorias relacionadas con la piel. Los
estudios de permeacion in vitro en piel de oreja de cerdo mostraron que el MTX
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encapsulado permeo la barrera cutanea alcanzando después de 6 h, en una relacion de
2.7 a 3.3 veces mayor en relacion con el MTX libre. La NP de fucoidan/quitosano,
presentaron una inhibicion significativa de las citosinas pro-inflamatorias y aumentaron
la permeacion en la piel. Por lo que las NP se consideran potenciales
nanotransportadores para la administracion topica de MTX para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias relacionadas con la piel (44).

Cabe mencionar que la nanoencapsulacion de activos también modifica su liberacion

en funcion del tiempo. En la Tabla 2 se presentan algunos de los estudios de la cinética

de liberacién de activos encapsulados, asi como sus ventajas.
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Tabla 2. Estudios de liberacion in vitro de activos nanoencapsulados.

Activo

Encapsulacion

Ventajas

Referencia

Carvacrol

Nanocépsulas

La cinética de liberacion se
caracterizo por un efecto de
liberacion rapido (60% del carvacrol
se liber6 después de 3 h), y una
posterior liberacion prolongada (95%
después de 24 h), con lo que asegura
su efecto antimicrobiano.

(45)

AE de
Origanum
vulgare

Nanoparticulas

El perfil de liberacion in vitro se
describié como un proceso bifasico
de dos etapas, con una liberacién
inicial rafaga, seguida de una
liberacion posterior més lenta,
prologando el tiempo de liberacién
del AE.

(46)

AE de
Schinus molle

Nanoparticulas

El perfil de liberacion in vitro del AE
se describié como un proceso bifasico
de dos etapas, que prolongo la
liberacion del AE.

(47)

Dexametasona

Nanoparticulas

La liberacion del farmaco fue pH-
dependiente, alcanzado una liberacion
del 100% a las 25 h en un pH cercano

al pH de disolucion de las NP.

(48)

Anfotericina
B

Nanoparticulas

La liberacion controlada del farmaco
en SLN permitié una mayor retencién
del activo en piel (36.5% en 24 h)
comparada con una nanoemulsion
(23% en 24 h).

(49)

AE de
Cinnamomum
zeylanicum

Nanoparticulas

La liberacion in vitro del AE
encapsulado en un sistema binario de
NP de chitosan/ciclodextrina f3
mostré una liberacién sostenida y
controlada durante mas de 120 h, el
cual permitiria mejorar la eficiencia
de encapsulacion y controlar la
liberacion del AE

(50)

AE: Aceite esencial
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1.4 Antioxidantes en piel

La piel se encuentra constantemente expuesta al dafio ocasionado por factores
ambientales como la radiacion ultravioleta (UV), el humo del tabaco y los contaminantes
(5,51). Estos elementos agresivos generan especies reactivas de oxigeno (EROS) que a
su vez son capaces de generar lo que se conoce como radicales libres, dando inicio a una
perniciosa cadena de acontecimientos que ponen en peligro componentes celulares
vitales, como el ADN de las células, afectando la apariencia y la salud de la piel a largo

plazo (52-54). En la Figura 7 se muestran los dafios en la piel generados por la radiacion

UV.

l RADIACION

uv

RADICALES
LIBRES

Radical
libre

Radical
libre
— Radical
libre

Figura 7. Representacion grafica de danos en la piel generados por la radiacion UV.

De forma natural, la piel cuenta con sistemas antioxidantes que act@ian contra la

generacion de estas especies. Estos sistemas pueden ser enzimaticos y no enzimaticos,
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dentro de los antioxidantes enzimaticos estan la catalasa (CAT), el glutatién peroxidasa
(GPx) y el glutation reductasa (GRd) que presenta una actividad mas alta en la epidermis
que en la dermis. Mientras que, los antioxidantes no enzimaticos, pueden ser de caracter
lipofilico, como a-tocoferol, ubiquinol y la ubiquinona, o de caréacter hidrofilico como el

acido ascorbico, acido dehidroascorbico y el glutation reducido (53).

Sin embargo, en ocasiones estos mecanismos no son completamente eficaces y esta
limitaciéon se hace gradualmente mds pronunciada con la edad, lo que desencadena

procesos oxidativos en la piel (53-56).

Con la finalidad de prevenir y/o minimizar los dafios ocasionados en la piel, se ha
propuesto el uso de agentes antioxidantes externos de origen sintético o natural. Estudios
toxicologicos han demostrado que el uso de antioxidantes sintéticos podria tener efectos
toxicos y ser promotores de algunos tipos de cancer, entre otros efectos fisiologicos. Por
esa razon, recientes investigaciones se han centrado en el estudio de productos naturales
con la finalidad de extraer agentes antioxidantes naturales, como los aceites esenciales

(53,54).

17



1.5 Antioxidantes de origen natural: aceites esenciales

La busqueda de antioxidantes naturales ha dado lugar a un gran nimero de estudios

sobre el potencial antioxidante de los aceites esenciales (AE) (Tabla 3) (57-59).

Los AE son mezclas liquidas, volatiles y raramente coloreadas, solubles en lipidos y
disolventes organicos con una densidad generalmente inferior a la del agua, obtenidos a
partir de plantas aromadticas como metabolitos secundarios (59,60). Son compuestos
naturales complejos que pueden ser obtenidos usualmente por hidrodestilacion o

destilacion a vapor (60).

El perfil quimico de los AE difiere en el niumero y el tipo de componentes, segun el
método de extraccion seleccionado. El producto de extraccion puede fluctuar en calidad,
cantidad y composicion segun el clima, la composicion del suelo, el érgano de la planta,
la edad y la etapa del ciclo vegetativo (61). En este contexto, Salazar y cols., en el 2015,
reportaron diferencias en la proporcion de los componentes mayoritarios del AE de
Thymus vulgaris recolectado en Santiago, N.L. (timol 39.8% y o-cimeno 30.5%),
comparado con la proporcion del AE de T. vulgaris obtenido en Murcia, Espafa (timol
57.7% y o-cimeno 26%) por Rota y cols. Los autores indican que las diferencias pueden
ser debidas a diferentes tiempos de colecta y/o condiciones de clima en el sitio de

colecta (62).
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Los AE pueden contener entre 20 y 60 componentes (monoterpenos, sesquiterpenos y

fenilpropanos, entre otros) en un intervalo de concentraciones muy diferentes. Se

caracterizan por tener dos o tres componentes mayoritarios que constituyen entre el 20 y

el 70% de la proporcion total de los componentes, mientras que el resto de componentes

pueden estar presentes en cantidades traza (57,60).

Dado el creciente interés por el uso de antioxidantes naturales que puedan sustituir

los antioxidantes sintéticos, los AE resultan una prometedora alternativa de origen

natural. En la Tabla 3 se muestran diversos AE evaluados por su potencial aplicacion

como agentes antioxidantes en la industria cosmética, farmacéutica y alimentaria.

Tabla 3. Aceites esenciales evaluados por su aplicacion como agente antioxidante.

Aceite
esencial

Resultados

Referencia

Salvia
officinalis

El AE presentd valores altos para el ensayo de quelacién de iones
ferrosos, con un porcentaje de quelacion del hierro Il de 72.29 +
0.65%.

(63)

Rosmarinus
officinalis

En esta investigacion, el AE presentd valores altos para el ensayo
de quelacién de iones ferrosos, con un porcentaje de quelacion
del hierro 111 de 76.06 £ 0.54%.

(63)

El AE presentd una neutralizacion del radical DPPH (ICsp) con
una concentracion del 3.82 pg/mL.

(64)

Para el ensayo de DPPH, el AE mostr6 un porcentaje inhibicion
del DPPH de 61.00 + 2.30% at 300 ug/ml, el cual fue ligeramente
menor que el del butilhidroxitolueno (BHT), empleado como
control positivo.

(65)

Origanum
vulgare

El AE demostrd una reduccion del 50% del radical DPPH (1Cso)
con una concentracion del 0.17 pg/mL.

(66)

El AE mostr6 una fuerte actividad antioxidante (ICso= 2.5
pg/mL), comparado con estdndares de antioxidantes de Vitamina
E y hidroxibutilanisol (BHA) (p<0.05).

(67)
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El AE mostro un alto porcentaje de inhibicion de TBARS del
89.84 + 0.20% a una concentracion de 50 g/l. Mientras que el

Thymus porcentaje de inhibicién del radical DPPH fue de 93.94 + 0.02% (63)
vulgaris a la misma concentracion.
El AE demostré una reduccién del radical DPPH (I1Csp) con una (66)

concentracion del 0.19 pg/mL.

El AE present6 la mejor actividad de captura del radical DPPH
con un porcentaje de 93.4 + 1.55%, similar al acido ascorbico,
empleado como referencia, el cual presentd un porcentaje de
actividad de 96.5 + 2.31%. ElI AE fue significativamente mas
efectivo para inhibir la peroxidacion del acido linoleico despueés
de 10 dias de prueba, con un porcentaje de inhibicién de la (68)
lipoperoxidacion de 58.2%

El AE demostrd una considerable actividad de captura del radical
Mentha ABTS con un porcentaje de 87.7 + 2.63% en comparacion con el
piperita control estandar de Trolox® (0.14 mM) el cual presentd un
porcentaje de captura del radical de 94.7 = 0.06%.

Lavandula
angustifolia

El AE de hojas de Montanoa speciosa exhibe una alta capacidad
de captura del radical DPPH (7285 + 0.28

'\:Oggﬁ)ns(;a mmol TE/g aceite esencial), mientras que el AE de las hojas (69)
P mostr6 menor actividad (68.43 + 0.10 mmol TE/g aceite
esencial).

El AE fue capaz de reducir el radical DPPH con una ECs de
Melaleuca | 48.35 pg/mL, mostrd una inhibicion de la lipoperoxidacion con
alternifolia | una ICs de 135.9 pg/mL, y eliminé los radicales hidroxilos con
un ECso de 43.71 pg/mL.

(70)

La OE mostré fuertes propiedades antioxidantes y de eliminacion
Citrus lumia | de radicales libres, mediante los ensayos de § caroteno y ORAC, (71)
con un ICsp de 22 pg/mL y 46 pg/mL, respectivamente

AE: Aceite esencial

Es importante mencionar que, debido a la complejidad quimica de los AE, los
ensayos de actividad antioxidante pueden mostrar resultados diferentes dependiendo del
método empleado, por lo que la evaluacion de la actividad debe realizarse con al menos

dos ensayos antioxidantes complementarios.
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1.5.1 Evaluacion de la actividad antioxidante de aceites esenciales

De forma general, la actividad antioxidante es definida como la capacidad de una

sustancia para inhibir o retardar la degradacién oxidativa (59,72).

Existen diferentes ensayos in vitro para evaluar la actividad antioxidante de aceites

esenciales. Dentro de los ensayos con actividad antioxidante, las técnicas fundamentadas

en el uso de radicales como el DPPH- y ABTS:" son los métodos espectrofotométricos

mas empleados, debido a que los procedimientos requeridos en estas metodologias son

simples, rapidos, sensibles y reproducibles. En la Tabla 4 se muestra un resumen de los

ensayos in vitro comunmente utilizados.

Tabla 4. Ensayos in vitro para determinar la actividad antioxidante de AE.

(FRAP, por sus
siglas en inglés)

s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?). Se
mide un incremento en la absorbancia a una Amax=

Ensayo Fundamento Referencia
Se basa en la capacidad de captacion de los
antioxidantes por el catién radical ABTS™ (2,2'-
Método del azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)). Se
radical catiénico | emplea un espectrofotometro a A= 600-750 nm. Se | (59,73-75)
ABTS™* determina la disminucidn de la absorbancia debida
a la decoloracion del radical. Se utiliza Trolox®
COmMo sustancia patron.
Se basa en la reduccion del radical DPPH" (a-
difenil-p-picrilhidrazilo) por los compuestos
Método del antioxidantes en la muestra. Se emplea un (63.64.74.76)
radical DPPH" | espectrofotometro a Ama= 517 nm. Se monitorea D
la coloracion del radical (purpura a amarillo). Se
emplea Trolox® como sustancia patron.
Poder Se basa en la evaluacion de la capacidad de un
antioxidante de | antioxidante para reducir el hierro férrico (Fe*®)
reduccion férrica | presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)- | (63,74,75,77)
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593 nm, que se desarrolla cuando el complejo
TPTZ-Fe*® se reduce. Como sustancia patron
puede emplearse Trolox®, acido ascorbico, &cido
galico y/o disolucion de Fe*? (FeSO4-7H.0).

Método

El ensayo se basa en la reduccion del Mo (V1) a
Mo (V) por los analitos presentes en la muestra, y

absorbancia indican la peroxidacion de la
emulsién de acido linoleico.

fosfomolibdeno | la posterior formacion de un complejo verde de (78)
fosfato/Mo (V) en pH &cido a Amax= 695 nm.
Método de Se basz_:l en Ia_determinaci(?n_ del c_onteni_d(? _de
TBARS sustancias reactivas con el _acm!o 2-t|obar_b_|tur|co
(Espeies (TBA, por,sus siglas en inglés). Se utiliza un
reactivas del espeptrofotometro a Amax= 532 nm, para| (63,79,80)
4cido monitorear la formgc_lgn de un _produc_to colqr,rqsa
. S resultado de la adiciéon de acido 2-tiobarbiturico
tiobarbiturico) .
con malonaldehido.
La inhibicion de la peroxidacién del &cido
linoleico por el método de tiocianato férrico se
Inhibicion de la | basa en la formacion de peroxidos que permiten la
lipoperoxidacién | oxidacion de Fe*? a Fe*®. Estos iones forman un (81-83)
del acido complejo con el tiocianato, el cual presenta
linoleico absorbancia a Amax= 500 nm. Valores altos de

1.5.2 Rosmarinus officinalis

El romero (R. officinalis, L.) es una planta mediterranea cuyo término se deriva del
griego “rhops y myrinos” que significa “arbusto marino”. Pertenece a la familia
Lamiaceae (Labiadas), es una planta arbustiva con tallos prismaticos, las hojas son

estrechas, agudas y pequefias, tienen forma de espigas de color verde brillante con

margenes revolutos y tallos lefiosos y ramificados (Figura 8).

Figura 8. Planta de Rosmarinus officinalis.
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Se han reportado diversos componentes principales del AE de R. officinalis, dentro de

los cuales se encuentran el a-pineno, 1,8-cineol, alcanfor y borneol (84,85).

En el 2014, Raskovi¢ y cols., evaluaron la composicion del AE de Rosmarinus
officinalis, mediante cromatografia de gases (CG) acoplada a un detector de ionizacion
de llama (CG-FID) y espectrometria de masas (CG/MS), asi como la actividad
antioxidante mediante la prueba de DPPH. Los principales compuestos identificados y
cuantificados por CG-FID y CG-MS fueron el 1,8-cineol (43.77%), alcanfor (12.53%),
a-pineno (11.51%), B-pineno (8.16%), canfeno. (4,55%) y P-cariofileno (3.93%). Se
evalud la actividad antioxidante del AE y se establecio un ICso de 77.6 pL/mL, y para el
control utilizado, a-tocoferol, se obtuvo un ICso de 25.3 pg/mL. Se establecid una
actividad antioxidante relativamente alta para el AE de R. officinalis (86).

1.5.3 Lavandula dentata

La lavanda (L. dentata, L.) es una planta perenne de la familia Lamiaceae (Figura 9),
son arbustos de hojas opuestas, flores hermafroditas y fruto compuesto de cuatro nuculas

0 aquenios (tetraquenio) (87).

Figura 9. Planta de Lavandula dentata.
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En el 2018, Justus y cols., analizaron la composicion quimica del AE de L. dentata,
asi como la actividad antioxidante y antimicrobiana. La caracterizacion del AE mediante
CG-FID y CG/MS determiné como componente mayoritario el 1,8-cineol (63.25%). El
AE demostr6 potencial antioxidante por el método del fosfomolibdeno, en comparacion
con los estandares de rutina (28.11 + 1.95%), mientras que se detect6 una baja capacidad
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS. De igual manera, se demostré un alto
potencial antimicrobiano contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y Candida

albicans (88).

Sin embargo, los AE son altamente sensibles a la degradacion, se descomponen
facilmente debido a la exposicion directa al calor, humedad, luz y oxigeno, por lo que
deben ser protegidos para mantener su actividad biologica. Ademas, dada la naturaleza
volatil de los AE, la nanoencapsulacion es una estrategia tecnologica para facilitar su
aplicacion en membranas bioldgicas, y probablemente reducir la toxicidad y los efectos

secundarios de algunos componentes (42,89).

En la Tabla 5 se enlistan algunos aceites esenciales y/o componentes formulados en

diferentes sistemas nanométricos para su aplicacion bioldgica.
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Tabla 5. Aplicaciones de los sistemas nanométricos de liberacion con aceite esenciales y/o sus componentes.

Naturaleza del
nanotransportador

Tipo

Aplicacion

Referencia

Complejos
moleculares

p-Ciclodextrinas

Los AE de albaca y estragon, los cuales contienen 4-alilanisol, fueron encapsulados
en diversos tipos de ciclodextrinas (o, B y metilada al azar). Se demostr6 que este tipo
de sistemas proporcionan una liberacion controlada del 4-alilanisol, asi como un
incremento en la actividad de captacion del radical DPPH y la fotoestabilidad del
compuesto.

(32)

Lipidicos

Nanoemulsiones

El AE obtenido de Cuminum cyminum se incorporé en nanoemulsiones, las cuales
proporcionaban una liberacion controlada del activo e incrementaban la actividad
antioxidante y hepatoprotectora del mismo.

(33)

Nanoparticulas
solidas lipidicas

El AE de Yuxingcao se encapsuldo en SLN, las cuales presentaron una liberacion
sostenida in vitro por hasta 48, demostrando que pueden mantener la administracion
por inhalacioén del AE y mejorar su biodisponibilidad local.

(90)

El AE de Artemisia arborescens se encapsuld en SLN, las cuales mostraron una
liberacion lenta del aceite esencial en comparacion con una emulsion de referencia.

(30)

Poliméricos

Nanocapsulas

El AE de Rosmarinus officinalis fue incorporado en nanocapsulas de poli-
caprolactona para reducir su volatilizacion, la sensibilidad a la luz y mejorar su
solubilidad en agua.

(91)

Nanoesferas

El timol fue encapsulado en nanoesferas de etil/metilcelulosa. El uso de timol
encapsulado en lociones cosméticas proporciond una supresion total del crecimiento
viable de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa durante un periodo de prueba de 3 meses,
mayor al mostrado por el timol sin encapsular.

(92)
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1.6 Evaluacién dermatocinética in vitro de los AE en piel

En 1998, la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) publicd una guia que
propone el estudio de la dermatofarmacocinética (DPK, por sus siglas en inglés) para
evaluar la biodisponibilidad y/o bioequivalencia in vivo de los productos dermatoldgicos
topicos. La dermatofarmacocinética permite establecer la cantidad del activo que se
encuentran en cada capa del EC (capa mas superficial de la piel), en funcion del tiempo
posterior a la aplicacion y la eliminacion de la formulacion aplicada topicamente. Se
obtiene el perfil de concentracion en funcion del tiempo a partir del cual se puede
obtener la cantidad maxima en el EC (Cmax), €l tiempo en el que se observa Cmax (€S

decir, Tmax) Y el &rea bajo la curva (AUC) (93-95).

Cuando se aplican formulaciones por via tdpica, se debe evaluar la permeacién y/o
penetracion de compuestos en la piel. En el 2001, Kalia y cols., presentaron modelos
matematicos para describir la liberacion transdérmica de activos a partir de diferentes
escenarios de formulacion. Por ejemplo, analizaron un escenario de liberacién cuando el
EC representa la barrera que limita la velocidad de la liberacion del activo. En este
sistema, la membrana se encuentra inicialmente desprovista de activo, y después de
cierto tiempo posterior a su aplicacion, se puede calcular la cantidad de activo que pasa a
través de la cara interior del EC hacia epidermis viables (EV) durante un tiempo
determinado. Los autores resumen que los modelos de transporte se basaron en la
segunda ley de difusion de Fick, que permite predecir la forma en que la difusion causa

que la concentracion de un activo cambie con el tiempo. Su aplicacion en estudios de
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liberacion en piel, permite establecer la cinética de liberacion de un activo a través de

una membrana homogénea en las condiciones de entorno apropiadas (14).

1.6.1 Pruebas de permeacion en piel

La permeacion y/o penetracion del compuesto a través de piel en condiciones “ex
Vivo” se utiliza para predecir la absorcion percutanea en humanos. Las celdas de difusion
de Franz (Figura 10) son los sistemas comunmente utilizados para evaluar la permeacién

y/o penetracién del compuesto a través de piel (10).

Compartimiento donador

Membrana

Compartimiento receptor

N Doble camisa para
recirculacion de
/ agua caliente

Figura 10. Celda de difusion vertical de Franz.

Se han utilizado membranas de origen animal, como la piel de cerdo (i.e. oreja) cuyas
propiedades bioquimicas e histolégicas (i.e. composicion lipidica y espesor epidérmico)
son similares a la piel humana (10,96). Estudios cualitativos y cuantitativos han
demostrado que la epidermis viable de la piel de oreja de cerdo presenta un espesor
promedio de 72 um comparado con el espesor humano promedio de 70 um (hombro) y
82 um (glateo) (97). Dado que comparte propiedades morfoldgicas esenciales con la piel

humana, la piel de cerdo es aceptada y validada por el Comité Cientifico de Productos
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Cosméticos y Productos no Alimentarios (SCCNFP, por sus siglas en inglés) de la
Union Europea, como uno de los mejores modelos animales para la medicion in vitro de

absorcion percutanea (98).

En el 2002, Sekkat y cols., realizaron un estudio biofisico in vitro de la piel de oreja
de cerdo y su comparacion con la piel humana, evaluaron la funcion barrera del EC
durante su remocion progresiva por la técnica de tape stripping usando las técnicas de
pérdida de agua transepidérmica (TEWL) y espectroscopia de impedancia. Los valores
de la TEWL incrementaron conforme se aumentd la eliminacion del EC. En contraste, la
impedancia de la piel disminuyé exponencialmente en funcién de la eliminacion
progresiva del EC. Los autores establecen que la comparacién de los resultados con los
reportados (espesor de piel de cerdo 11.8 £ 4.0 um y de humano 10.9 + 3.5 pum) para
piel humana in vivo apoyaron la validez de la membrana porcina como un modelo in

vitro (96).

1.6.2 Técnica de tape stripping

Es una técnica simple, eficiente y minimamente invasiva que permite la remocién
sucesiva de las diferentes capas del EC. Después de la aplicacion topica y la permeacion
de las formulaciones, las capas celulares del EC se remueven sucesivamente de la piel
usando cintas adhesivas. Las cintas adhesivas contienen la cantidad de corneocitos
removidos y la cantidad correspondiente del activo, que puede ser determinado por

métodos de analisis quimico (99).
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En el 2004, Alvarez y cols., investigaron la penetracion de un compuesto altamente
lipofilico (OMC) en piel de oreja de cerdo, mediante la técnica de tape stripping. El
OMC fue encapsulado en NP biodegradables de poli (e-caprolactona). Realizaron
experimentos de permeacion y por tape stripping se evalud la distribucion de OMC
encapsulado, en y a través de la piel porcina removida, mediante CSLM se visualizo la
permeacion de NP biodegradables de poli (e-caprolactona) marcadas con rojo de Nilo.
La encapsulacion causé un aumento de 3.4 veces el nivel de OMC en el EC, lo cual

aumento la “disponibilidad” del OMC en piel (42).

En el 2017, Zou y cols., evaluaron la penetracion in vitro de NP de poliestireno
marcadas con rojo fluorescente en piel humana dafiada mediante la técnica de tape
stripping. EIl andlisis del grado de penetracion de NP en piel se realiz6 por CSLM, se
determind que las NP se localizaron en el EC y los foliculos capilares sin penetrar en la
epidermis viable/dermis, concluyendo que la alteracion de la barrera con tape stripping

no indujeron una penetracion mas profunda (100).

1.6.3 Evaluacion de la integridad de la piel

La administracién topica de activos requiere formulaciones seguras y no toxicas para
permanecer en la piel sin causar irritacion, debido a esto es indispensable evaluar la
integridad fisica de la misma y establecer que sus caracteristicas bioldgicas no han sido

alteradas.
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Los parametros fisiologicos de la piel han sido de relevante importancia en la
evaluacion de la inocuidad de las formulaciones con aplicacion tdpica. La determinacién
de diferentes parametros de bioingenieria permite la evaluacién del efecto de las
formulaciones en la piel, dentro de los parametros fisiologicos de la piel que pueden ser

evaluados se encuentran:

a) Pérdida de agua transepidérmica (TEWL, por sus siglas en inglés): es un método bien
establecido en dermatologia para evaluar la integridad de la barrera cutanea in vivo de
la piel humana, basado en el principio fisico de la Ley de difusion de Fick. Cuanto
mas perfecta sea la capa protectora de la piel, mayor sera el contenido de agua y
menor sera la pérdida de agua transepidérmica. Cuando la piel esta dafiada, su
funcién de barrera se ve afectada, resultando en una pérdida de agua mas alta
(8,18,65,101).

b) pH: mide el pH de la superficie de la piel, el cual puede variar cuando se alteran las
condiciones normales de la piel. El principio de medicion es la evaluacion
potenciométrica, determinando la concentracion de iones de hidrogeno (H*) y iones
hidroxilo (OH") (99,102).

c) Hidratacion del estrato corneo (EC): el principio para evaluar el contenido de
humedad se basa en la medicién de la variacion de la constante dieléctrica del agua
debido a la hidratacion de la superficie de la piel que cambia la capacitancia de un
condensador de precision (102,103).

d) Cantidad de sebo: el principio de medicion es por un método fotométrico del punto de

grasa. La cinta se pone en contacto con la piel, y ésta se vuelve transparente en
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relacién con la cantidad de sebo en la superficie del area de medicion. La transmision
de luz se mide a través de una fotocélula antes de la aplicacion (valor cero), se utiliza
una pelicula plastica en forma de cinta que se vuelve translucida segun la cantidad de
SSL recolectada (valor medicion) despues de la aplicacion de 30s en la piel bajo

presion constante (102-104).

En el 2016, Pereira y cols., desarrollaron nanoemulsiones con aditivos de lanolina
etoxilada (NE-EL) y acetilada (NE-AL), y evaluaron el efecto de estos aditivos en la
hidratacion (Corneometer® CM 820), cantidad de sebo (Sebumeter®) y pH (pHmeter
Skin® PH 900) de la piel. Las nanoemulsiones a base de lanolina aumentaron la
hidratacion y la cantidad de sebo en la piel y no modificaron los valores del pH cutaneo.
Los autores establecen que las formulaciones no fueron toxicas debido a que no
causaron irritacion en la superficie de la piel después de la aplicacion de nanoemulsion,
mostrando potencial como portadores para aplicaciones farmacéuticas y cosméticas

(103).

En la Tabla 6 se presentan los valores normales de los parametros biofisicos de la piel

humana determinados por técnicas de bioingenieria.
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Tabla 6. Valores normales de los parametros biofisicos de la piel humana (105).

Parametro biofisico de la piel Valor Interpretacion
Pérdida d ) dérmi 0-10 Piel muy sana
erdida ?;\?\;Jf(;z;ﬁ;)' ermica 15-25 Pi.el en condi.ci.é,n no.rr'nal
> 30 Piel en condicion critica
) <50 Piel muy seca
Contenido de agua del EC -
. . 50 -60 Piel seca
(unidades arbitradas) .
> 60 Piel humectada
Cantidad de seb <100 Piel seca (poco sebo)
antidad de 32e 0 100 - 220 Piel normal
(ng sebo/cm?) i
> 220 Piel grasa
pH 5-5.5 Piel normal

(unidades arbitradas)
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1.7 Antecedentes

Con base en las ventajas y beneficios que las NPs ofrecen en el area de dermatologia,
su aplicacion sobre la superficie de la piel ha adquirido una gran relevancia. En
particular, Alvarez y cols., en el 2004, realizaron estudios in vitro con piel de cerdo, en
el cual se demostré6 que las NPs con didmetro mayor a 200 nm son capaces de
acumularse principalmente en los foliculos pilosos y en los pliegues de la piel, lo cual

favoreceria la liberacion del activo en estos sitios diana (42).

En nuestro grupo de investigacion, se evaluo el grado de penetracion del clotrimazol
(agente antimicdtico) en la superficie de la piel de cerdo posterior a la aplicacion de NPs
cargadas con clotrimazol. Se establecid que la encapsulacion de clotrimazol en las NPs
favorecio la acumulacion en la piel de cerdo comparada con el clotrimazol libre, lo cual
aseguraria su actividad antimicotica durante mas tiempo (106). De igual manera, se
evaluaron las NPs biodegradables como reservorio del AE de Magnolia grandiflora,
Thymus vulgaris y Origanum vulgare a fin de aumentar su retencion y penetracion como
una posible alternativa para mejorar el tratamiento de las micosis superficiales. Se
establecid que la encapsulacion de AE en NP, favorece la actividad antidermatofitica y
disminuye su efecto citotoxico, probablemente debido a la liberacion gradual delos AE

sobre la superficie d la piel (107).
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Otro estudio, también realizado en el grupo de trabajo, se enfocd en la obtencion de
NC con carvacrol, agente antioxidante volatil (presion de vapor de 2.5 hPa a 25°C y
LogP(o/w) 3.81) con caracteristicas idoneas para su futura aplicacion en piel. Se
desarrollaron NC cargadas con carvacrol con un tamafo promedio de 180 nm y se
demostré que su nanoencapsulacion favorece la estabilidad fisica y quimica del
carvacrol por al menos 16 semanas. Ademas, en base a los ensayos de permeacion in
vitro en piel de cerdo y de tape stripping se propuso a las formulaciones de NC como
sistemas acarreadores de agentes antioxidantes con presiones de vapor elevadas para su

aplicacion en piel (108).
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1.8 Justificacion

Debido al creciente problema de dafios en la piel ocasionados por factores
ambientales como la radiacién ultravioleta (UV), es necesario el desarrollo de productos

que permitan disminuir sus efectos negativos.

Los aceites esenciales, representan una alternativa antioxidante de origen natural que
permitiria disminuir los dafios provocados por los radicales libres en la piel, sin

embargo, éstos deben ser protegidos ya que son volatiles y sensibles a la oxidacion.

Las nanocépsulas poliméricas como sistema de liberacion de aceites esenciales,

serian capaces de favorecer el tiempo de residencia de los aceites esenciales en la piel,

para que puedan llevar a cabo su efecto antioxidante.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Desarrollar formulaciones de nanocépsulas (NC) poliméricas cargadas con aceite
esencial, establecer su actividad antioxidante, el perfil dermatocinético y la evaluacién
biofisica de la piel con técnicas de bioingenieria para determinar su potencial como

dermoprotector preventivo.

1.9.2 Objetivos especificos

1. Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de los aceites esenciales de
Lavandula dentata y Rosmarinus officinalis obtenidos por hidrodestilacion.

2. Formular nanocapsulas poliméricas con aceites esenciales de Lavandula dentata y
Rosmarinus officinalis por la técnica de nanoprecipitacion, y realizar su
caracterizacion fisica y quimica.

3. Desarrollar y validar métodos analiticos por CG-FID para cuantificar los aceites
esenciales en nanocapsulas poliméricas.

4. Evaluar la actividad antioxidante de los aceites esenciales libres y
nanoencapsulados.

5. Evaluar el perfil dermatocinético de los aceites esenciales libres y nanoencapsulados
con estudios in vitro de permeacion y tape stripping en piel de cerdo.

6. Evaluar las propiedades biofisicas de la piel con técnicas de bioingenieria.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Equipos, Material y Reactivos

2.1.1 Equipos e instrumentos

e Balanza analitica (Scientech®, modelo SM50)

e Baiio recirculador de agua (LabTech®, modelo LCB-6D)

e Celdas de Franz modificadas de 15 mL

e Cinta adhesiva para tape stripping (3M®)

e Columna capilar de cromatografia de gases (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm)
(PerkinEImer®, modelo Elite-5)

e Cromatografo de gases con inyector split/splitless acoplado a detector de
ionizacion en llama (FID) (PerkinElmer®, modelo Clarus480)

e Cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas (PerkinElmer®,

modelo Autosystem 6890N)
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Densimetro (AntonPaar®, modelo DMA35)

Espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific®, modelo Genesys 10s)
Espectrofotometro IR-FT (Perkin EImer®, modelo Frontier Optica)
Hidrodestilador Clevenger modificado

Membrana de celulosa regenerada

Microcentrifuga (Labnet®)

Multisonda (Courage Khazaka®, modelo MPA5)

Placa de agitacion multiplaza (IKA®)

Polarimetro (Perkin Elmer®, modelo 341)

Potenciometro (Conductronic, modelo PC18)

Purificador de agua (ELGA®, modelo Purelab UHQ)
Refractdmetro (AntonPaar®, modelo Abbermat 300)

Rotavapor (Heidolph®, modelo Laborota 400)

Ultracentrifuga (Beckman Coulter®, modelo 64R Allegra)
Viscosimetro (Brookfield®, modelo DVZTLV)

Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments®, modelo Zetasizer Nano-Zs90)

Material biologico

Aceite esencial extraido de las plantas de Lavandula dentata (Lavanda) y Rosmarinus

officinalis (Romero) obtenidas en el Mercado Juarez, en Monterrey (recolectadas en

sierra de Arteaga, Coahuila). Orejas de cerdo obtenidas del rastro municipal, el dia del

sacrifico del animal y conservadas en congelacién (-4°C).
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2.1.3 Reactivos

e 1,8-cineol >98% grado CG, marca Fluka®

e a-tocoferol >95.5%, marca Sigma-Aldrich®

e Acetona, grado HPLC, marca Baker®

e Acido linoleico >99%, marca Sigma®

e Agua bidestilada, marca Laboratorio de Monterrey

e Alcanfor >95% grado CG, marca Aldrich®

e [-pineno 98.5% grado CG, marca Aldrich®

e Cloruro de metileno, grado HPLC, marca TEDIA®

e Cloruro ferroso tetrahidratado grado RA, marca Jalmek®

e 4-alilanisol >95% grado CG, marca Sigma-Aldrich®

e Eudragit E PO, marca Evonik Industries®

e Fosfato monoéacido de sodio (NazHPOQa), marca Fluka Chemika®
e Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4), marca Acros Organics®
e Linalool >95% grado CG, marca Aldrich®

e Metanol grado HPLC, marca Fermont®

e Monolaurato de polioxietilensorbitano (Tween-20), marca Sigma®

e Solucion estandar de n-alcanos C8-C20, marca Sigma-Aldrich®

¢ Tiocianato de amonio, marca CTR®
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2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion y caracterizacion fisica y quimica de los AE de Lavandula dentata 'y

Rosmarinus officinalis

a) Autenticacion de plantas

Las plantas utilizadas para la obtencion de los AE se adquirieron en el mercado
Juarez en Monterrey, Nuevo Leén, y fueron autentificadas por el Herbario del
Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, de Universidad

Auténoma de Nuevo Leon.

b) Obtencion de los AE por hidrodestilacién

Las hojas vy tallos de las plantas frescas de Lavandula dentata (Lavanda) y Rosmarinus
officinalis (Romero) fueron cortados y pesados. En un matraz bola se colocaron 100 g
del material vegetal fresco y se conectd al equipo Clevenger modificado (Figura 11),
para iniciar el proceso de hidrodestilacion durante 4 h a partir de la ebullicion del agua.

El AE fue colectado, pesado y almacenado en un vial de vidrio ambar a -4°C.

Figura 11. Equipo de hidrodestilacion Clevenger modificado.
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Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de rendimiento de la extraccion de acuerdo

con la siguiente férmula:

Peso del aceite esencial) *100
Peso de la planta

% Rendimiento =

Formula 1

c¢) Caracterizacion fisica de los AE

e Indice de refraccion

Se determind el indice de refraccion acuerdo al método general de analisis (MGA)
0741 de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) (109). Se utiliz6 un
refractometro marca AntonPaar® modelo Abbermat 300, el cual se calibré con agua
destilada a 25°C. Posteriormente, se depositd una gota de cada AE en el area de muestra
y se obtuvo el resultado, se realizd por triplicado de manera independiente. Como

controles se utilizaron los estandares (grado CG) de anetol, eugenol y R-limoneno.

e Rotacion optica

Se utiliz6 un polarimetro marca PerkinEImer, modelo 341 y se realiz6 en base al
método MGA 0771 de la FEUM (109). Previo a la determinacién, el equipo fue
calibrado con una solucion de sacarosa de 260 mg/mL a 25°C. Posteriormente, se llend
la celda de 1 mL de cada AE y se obtuvo el resultado por quintuplicado de manera
independiente. Como controles se utilizaron los estandares (grado CG) de anetol,

eugenol y R-limoneno.
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e Densidad relativa

Se determind en base al método MGA 0251 de la FEUM (109). Se empled un
densimetro marca AntonPaar® modelo DMAZ35, se Ilend con 1 mL de cada AE vy se
determind la densidad relativa del mismo a 25°C, por triplicado de manera
independiente. Como controles se utilizaron los estandares (grado CG) de anetol,

eugenol y R-limoneno.

d) Caracterizacion quimica de los AE

Se realizé el andlisis cualitativo de cada AE mediante el uso de un cromatografo de
gases (CG-MS) marca Agilent Technologies® modelo 6890N acoplado a un
espectrometro de masas selectiva 5973 INERT. Se utiliz6 una columna HP-5 MS (30 m
x 0.25 mm x 0.25 pm). Las condiciones cromatograficas se establecieron en base a la
elucién de los alcanos (C-8 al C-20). La temperatura de la fuente de ionizacién fue de
230°C, la temperatura del cuadruplo de 150°C y la temperatura del inyector de 220°C en
modo splitless El programa de temperatura inicié a 35°C, se mantuvo 9 min, después se
elevd a una temperatura de 150°C (a 3°C/min) y se mantuvo por 10 min, posteriormente
se elevd a 250°C (a 10°C/min) y finalmente se calent6 hasta 270°C (a 3°C/min) durante
10 min. Se us6 el helio con pureza del 99.99% como gas acarreador, con un flujo de 0.5
mL/min y una energia de ionizacion de 70eV. Los espectros de MS fueron adquiridos en
modo scan (110). Esta rampa de temperaturas se utilizo para el andlisis de los dos AE.
Se inyectaron 2 uL de los AE de L. dentata y R. officinalis, de manera independiente, a

una concentracion de 2 mg/mL en diclorometano.
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La identidad de los componentes se asigné por comparacion de sus indices
aritméticos (I1A) e indice de Kovats (IK) con los n-alcanos de C-8 a C-20. Ademas, los
espectros de masas de cada componente, se compararon con los espectros de masas de la
biblioteca NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia) de los EUA y con datos

de referencia (111).

Para establecer el area de los componentes de los AE se empled un cromatografo de
gases acoplado a un detector de ionizacién en flama (CG-FID) Clarus 480, Perkin
Elmer®, se utilizé una columna Elite-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). El método
cromatografico empleado fue el mismo que se empled para el andlisis por CG-MS. Se
calculo el porcentaje de abundancia (%A) de los componentes de los AE relativo al area
de la sefial obtenida. Posteriormente, se seleccionaron los dos componentes “huella” con
mayor %A en cada AE, para su cuantificacién en las formulaciones de NC y en los
estudios de permeacion transdérmica. Se calculé la proporcion de cada componente

huella seleccionado en base a la normalizacion de areas.
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2.2.2 Obtencidn y caracterizacion fisicoquimica de NC y emulsiones con AE de L.

dentata y R. officinalis

a) Obtencion de nanocapsulas (NC) poliméricas

Las nanocapsulas con AE (NC-AE) fueron obtenidas por la técnica de
nanoprecipitacion desarrollada por Fessi y cols. (112), la cual consistio en inyectar una
fase organica compuesta por un disolvente organico que contiene el polimero, y el AE
de L. dentata o R. officinalis, en una fase acuosa con agitacion constante (350 rpm) a

temperatura ambiente.

Para la optimizacion de un sistema de NP-blanco (sin AE), se modificaron dos
variables experimentales: i) tipo de polimero y disolvente organico y ii) cantidad de
polimero. Los pardmetros evaluados para elegir la mejor formulacion de NP-blanco
fueron el tamafio de particula, el indice de polidispersion (IPD) y el potencial zeta. Una
vez obtenidas las NP-blanco con las caracteristicas fisicoquimicas deseadas, se modificd
la cantidad de cada AE (L. dentata o R. officinalis) en la fase organica. Se evalud el

tamanio, el IPD, el potencial zeta, y la estabilidad.

b) Técnica de purificacion de las NC-AE
Para eliminar los disolventes organicos (113) utilizados en la formacion de las NC-
AE, se evaluaron dos técnicas de purificacion: la evaporacion a presion reducida y la

dialisis.
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En la purificacion por evaporacion a presion reducida, las NC-AE se colocaron en un
matraz bola en un rotavapor (Heidolph®, modelo Laborota) a 75 rpm a 37°C. Para el
proceso de dialisis, las NC-AE se colocaron en una membrana de celulosa regenerada,
en agitacion constante a 350 rpm durante dos horas a 25 °C, bajo las condiciones

establecidas por Lugo-Estrada, 2012 (113) (Figura 12).

Fase
organica
Solvente orgénico

Polimero
Aceite esencial

Purificacion
Fase

Nanoparticulas
acuosa

purificadas
Tensoactivo

—_—) —_—
o o Q@ o
- - - -—
Nanoprecipitacion Dialisis

Figura 12. Formulacién de NC-AE por la técnica de nanoprecipitacion y purificacion

por dialisis (112).

c¢) Caracterizacion de las NC poliméricas

e Tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta

Se determind el tamafio e IPD de las NC-AE en una suspension acuosa por
espectroscopia de correlacion fotonica, asi como el potencial zeta ({) por
microelectroforesis con laser Doppler con un equipo Nano-ZS90 Zetasizer marca
Malvern Instruments® del Laboratorio de Quimica de la Facultad de Ciencias
Biologicas.
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e Estabilidad

Para evaluar la estabilidad, las NC-AE fueron colocadas en viales ambar, protegidos
de la luz y almacenados durante 10 semanas a 25°C. Durante este periodo de tiempo, se
determing el tamafio de particula y el IPD cada 15 dias. Ademas, se evalué visualmente

la apariencia fisica de las NC-AE verificando la ausencia de agregados y sedimentos.

e Viscosidad y pH

Para determinar la viscosidad, se utilizd un viscosimetro DV-11, marca Brookfield®
con una aguja No. 63. En un microadaptador de muestras, se colocaron 6 mL de las NC-
AE y EM-AE, y se sometieron a una agitacion de 200 rpm durante 3 minutos a 25 °C.

La determinacion se realizé por triplicado y de manera independiente.

Para determinar el pH, se empleé un potenciémetro PC 18 marca Conductronic® el
cual fue sumergido en 3 mL de las NP-blanco, NC-AE y EM-AE a 25°C y se registro el

valor obtenido. La determinacidn se realizé por triplicado y de manera independiente.

e Analisis por IR-FT

Se realizo el analisis del polimero, NP-blanco, AE libres y las NC-AE de L. dentata y
R. officinalis por IR-FT. El polimero y los AE se analizaron directamente, mientras que
para las NC-AE se obtuvieron peliculas (114), y se realizaron 30 barridos en un intervalo
de 4000 a 400 cm? con un espectrofotometro IR-FT Frontier Optica, marca

PerkinElmer® del laboratorio de Quimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
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e Contenido de AE en NC

Las NC-AE se colocaron en una centrifuga Allegra 64R, marca Beckman Coulter®
para obtener una pastilla y un sobrenadante. Las pastillas fueron sometidas a
extracciones sucesivas con metanol y se realizaron las diluciones necesarias (107). Se
analizaron los sobrenadantes y las extracciones por métodos de CG-FID previamente
validados. Posteriormente, se calcularon los porcentajes de encapsulacion (%E) y

eficiencia de encapsulacion (%EE) con las siguientes formulas:

%E= (mg componente del AE encapsulado) *100
(mg polimero + mg componente del AE total)

Formula 2

%EE= (mg componente del AE encapsulado) *100
(mg componente del AE total)

Formula 3

d) Formulacién de emulsiones con AE (EM-AE)

Para la evaluacion bioldgica de los AE libres en la piel, se prepararon emulsiones
(EM) aceite en agua. Brevemente, se adiciond cada AE a 5 mL de una solucion acuosa
de Tween 80 al 0.3% p/v, se agitd a 20,500 rpm con un homogeneizador (VWR®,
modelo VDI12) a temperatura ambiente (108). La emulsion se caracterizo en funcion de
su tamario, potencial zeta, viscosidad y pH, mientras que la estabilidad se evalué de

acuerdo con su aspecto fisico, observando si existia separacion de fases.
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2.2.3 Desarrollo y validacion de métodos analiticos por CG-FID para cuantificar

los AE en NC poliméricas

Los métodos analiticos por CG-FID (inyeccion directa) para cuantificar los
componentes “huella” de los AE de L. dentata y R. officinalis, se desarrollaron a partir
de condiciones cromatograficas previamente establecidas por Danh y cols (115) y
Derwich y cols (116). Para ambos AE, se empled un cromatografo de gases (CG-FID)
Clarus 480, marca Perkin Elmer® con una columna capilar de cromatografia de gases
(30 m x 0.25 mm, 0.25 um) (PerkinElmer®, modelo Elite-5). Se usé el helio con pureza

del 99.99% como gas acarreador, con un flujo de 1.0 mL/min.

En especifico, para el AE de L. dentata, el programa de horno se inicié a 55°C
durante 1 min, se elevd a 8°C/min hasta 200°C, posteriormente se elevd a 15°C/min
hasta 230°C durante 1 min. La temperatura del inyector fue de 260°C y del detector de
260°C. Por otro lado, para el AE de R. officinalis, el programa de calentamiento se inicio
a 50°C durante 1 min, se elevé a 10°C/min hasta 200°C, posteriormente se elevo a
15°C/min hasta 230°C durantel min. La temperatura del inyector fue de 260°C y del
detector de 260°C. Posteriormente, se continud con la optimizacion de las condiciones
cromatograficas para obtener las sefiales cromatograficas resueltas para cada AE. Para
seleccionar el estandar interno, se inyectaron soluciones de estandares de a-felandreno,

limoneno, linalool y 4-alilanisol en diclorometano.
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Los métodos analiticos desarrollados y optimizados se validaron bajo los criterios
establecidos en la Guia para la Validacion de Métodos Fisicoquimicos de la Comision de
Control Analitico y Ampliacion de la Cobertura de la Secretaria de Salud (CCAYAC-P-
058, 2011) (117).

Para la validacion del sistema se determinaron los parametros de linealidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion y precision. Para la validacion del método, se

determinaron los parametros de exactitud y precision.

a) Validacion del sistema
Para la validacion del sistema se utilizaron estandares (grado CG) de dos
componentes mayoritarios presentes en cada AE en la proporcion previamente

establecida en base a la normalizacion de areas (caracterizacion quimica) de los AE.

e Linealidad

Se analizaron cinco niveles de concentracion total de la mezcla de dos estandares de
los componentes “huella” seleccionados para cada AE (10, 20, 40, 80 y 160 pg/mL), por
triplicado y de manera independiente. Se utilizé el estandar interno a una concentracion
de 20 pg/mL.

Se realiz6 un analisis de regresion lineal de las areas obtenidas en funcién de la
concentracion. El criterio de evaluacion para el pardmetro de linealidad fue un

coeficiente de determinacion (r?) mayor a 0.99 (117).
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e Limite de deteccion
La pendiente y la ordenada al origen obtenidos del analisis de regresion de la

linealidad fueron utilizadas para calcular el limite de deteccion con la formula 4:

Formula 4

Donde:
sho = desviacion estandar de la ordenada al origen

m = pendiente de la curva de calibracion

e Limite de cuantificacion
La pendiente y la ordenada al origen obtenidas a partir del andlisis de regresion de la

linealidad fueron utilizadas para calcular el limite de cuantificacion con la formula 5:

LDC: 10 * SbO
m

Formula 5

Donde:
sbo = desviacion estdndar de la ordenada al origen

m = pendiente de la curva de calibracién

e Precision
Se evaluo la precision del sistema llevando a cabo la determinacion de la repetibilidad

y precision intermedia.
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Repetibilidad

Se analizaron tres niveles de concentracion total de la mezcla de dos estandares (10,
40 y 160 pg/mL), por sextuplicado y de manera independiente, el mismo dia y por la
misma persona. Se utilizo el estdndar interno a una concentracion de 20 pg/mL. Se
calcularon los porcentajes de recuperacion (%R) con la ecuacién de la recta obtenida
para linealidad. Posteriormente, se calculd la media (x) con la formula 6, la desviacion

estandar (s) con la formula 7, y la desviacion estandar relativa (DER) con la formula 8:

Media (X)
_ >Xi
X=
Formula 6
Donde:
x= media
i= valor de cada medicion
n = ndmero de mediciones
Desviacion estandar (s)
_ (x;—X)*
5= 1.] Li (n-1)
Formula 7

Donde:

s= desviacién estandar
x= media

i= valor de cada medicidn

n= nUimero de mediciones
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Desviacion estandar relativa (DER)
%DER= %* 100

Formula 8

Donde:
s= desviacion estandar

X= media

Precision intermedia

Se analizaron tres niveles de concentracion total de la mezcla de dos estandares (10,
40 y 160 pg/mL), por sextuplicado y de manera independiente, por la misma persona en
3 dias no consecutivos. Se utilizo el estandar interno a una concentracion de 20 pg/mL.
Se calcularon los porcentajes de recuperacion con la ecuacion de la recta obtenida para
linealidad. Posteriormente, se calculé la media, la desviacion estandar y la desviacion

estandar relativa como se indico para la repetibilidad.

b) Validacion del método
Para la validacion del método se utilizaron NC-AE adicionadas con los dos
estandares de los componentes huella de cada AE. Se utilizaron diferentes niveles de

concentracion de acuerdo con cada parametro evaluado.

e Exactitud
Se analizaron cinco niveles de concentracion total de la mezcla de dos estandares de

los componentes “huella” seleccionados para cada AE (10, 20, 40, 80 y 160 pg/mL), y
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se adicionaron a las NC-AE, por triplicado y de manera independiente. Se utilizd el
estandar interno a una concentracion de 20 pg/mL. Con los datos obtenidos, se calculd el

porcentaje de recuperacion (%R):

%R= (Ca-CU) x 100

CA Formula 9

Donde:
Ca = concentracion medida en la muestra adicionada
CU = concentracion medida en la muestra sin adicionar

CA = concentracion afiadida

e Precision
Se evaluo la precision del método Ilevando a cabo la determinacion de la repetibilidad

y precisién intermedia.

Repetibilidad

Se analizaron tres niveles de concentracion total de la mezcla de dos estandares (10,
40 y 160 pg/mL), y se adicionaron a la muestra de NC-AE, por sextuplicado y de
manera independiente, el mismo dia y por la misma persona. Se utilizé el estandar
interno a una concentracion de 20 pg/mL. Se calcularon los porcentajes de recuperacion
(%R) con la ecuacion de la recta obtenida para linealidad. Posteriormente, se calcul6 la
media (x) con la férmula 6, la desviacion estandar (s) con la formula 7, y la desviacion

estandar relativa (DER) con la formula 8.
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Precision intermedia

Se analizaron tres niveles de concentracion total de la mezcla de dos estandares (10,
40 y 160 pug/mL), y se adicionaron a la muestra de NC-AE, por sextuplicado de manera
independiente, por la misma persona en 3 dias no consecutivos. Se utilizo el estandar
interno a una concentracion de 20 pg/mL. Se calcularon los %R con la ecuacion de la
recta obtenida para la linealidad del sistema. Posteriormente, se calculd: la media (x) con
la formula 6, la desviacion estandar (s) con la férmula 7, y la desviacion estandar

relativa (DER) con la formula 8.

2.2.4 Actividad antioxidante de los AE libres y nanoencapsulados.

La capacidad antioxidante de los AE libres y nanoencapsulados para inhibir la

peroxidacion del &cido linoleico fue evaluada por dos métodos.

a) Inhibicién de la lipoperoxidacion en una emulsion de acido linoleico por el método

de ABAP (118).

Se prepard la suspension micelar de acido linoleico, con dodecil sulfato de sodio (50
mM, SDS) en Na2POs acuoso (5 mM) y se ajustd a pH 7.4. Previo al inicio de cada
experimento, se afiadio el &cido linoleico a la disolucion del SDS para obtener una
concentracion de 1.3 mM. Ademas, se prepar0 una disolucion acuosa de ABAP (35
mM) como iniciador de radicales de la lipoperoxidacion. Las disoluciones metanolicas

de los AE libres, NC-AE y controles positivos (estandares de 1,8-cineol, alcanfor,
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carvacrol y timol) se prepararon a una concentracion de 50 pg/mL. Una alicuota (2 mL)
de la suspension micelar de acido linoleico se mantuvo en agitacion a 125 rpm a 50°C
durante 20 min. Se agregaron 25 L de la disolucién de ABAP y 20 uL de la disolucion
de AE, NC-AE o controles y después de 15 minutos se evalué el cambio en la
absorbancia una longitud de onda de 232 nm empleando un espectrofotémetro UV-Vis
Genesys 10s, marca Thermo Scientific®. Como control negativo de la peroxidacion se
utilizé la solucion micelar de acido. El porcentaje de inhibicion de la peroxidacion (%l)

se calcul6 utilizando la férmula 10:

%IZ (l' Amuestra) X 100

A ,
control Formula 10

Donde:
Amuestra: @bsorbancia de los AE libres, NC-AE o controles positivos

Acontrol: absorbancia de la muestra sin AE

b) Determinacion de la actividad antioxidante en emulsion de acido linoleico por el

método de tiocianato férrico (FTC) (119).

La actividad antioxidante de los AE libres y nanoencapsulados se determind de
acuerdo al método del tiocianato férrico (FTC) descrito por Giilgin y cols., (119) con
modificaciones. Las disoluciones etandlicas de los AE, NC-AE o controles positivos
(estandares de a-tocoferol, 1,8-cineol y alcanfor) se prepararon a una concentracion de 1

mg/mL. La emulsion de acido linoleico (15.5 pL) se prepar6 en una disolucion acuosa
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de buffer de fosfatos (40 mM, pH 7.0) con Tween-20® (17.5 mg). A partir de las
disoluciones etanolicas de los AE, NC-AE o controles, se prepararon tres niveles de
concentracion (15, 30 y 45 pg/mL) y se agregaron a la emulsion de acido linoleico en
buffer de fosfatos. Las disoluciones se incubaron a 37°C durante 3 minutos y se
adicion6: 100 pL de la disolucion acuosa de tiocianato de amonio 30% (V/v), y
precisamente 3 minutos después, 50 pL de la disolucion acuosa acidificada 3.5% (v/v)
de cloruro ferroso (20 mM) (120). Se evaluo el cambio en la absorbancia una longitud
de onda de 232 nm empleando un espectrofotometro UV-Vis Genesys 10s, marca
Thermo Scientific®. Cada 5 h se repitié la adicion de las soluciones de tiocianato de
amonio Yy cloruro ferroso como se indicé anteriormente, y se monitored la absorbancia.
El control negativo de la inhibicion de la lipoperoxidacion fue la emulsion de acido
linoleico. Los valores de porcentaje de inhibicion se calcularon al tiempo de 30 horas de
incubacion (121). El porcentaje de inhibicidn de la lipoperoxidacion en la emulsion de

acido linoleico se calculé mediante la formula 11;

%I= 100 - (Amuestra X 100)

Acontrol

Féormula 11

Donde:
Amuestra; absorbancia de la muestra con AE

Acontrol: absorbancia de la muestra sin AE
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2.2.5 Parametros biofisicos de la piel de cerdo con técnicas de bioingenieria

Se realizd la evaluacion de cuatro parametros biofisicos a la piel antes y después de la

aplicacion de las NC o EM con una multisonda (Courage & Khazaka®, modelo MPAS):

a) Pérdida de agua transepidérmica

La sonda TEWL TM300 marca Courage & Khazaka® fue colocada sobre la superficie
de la piel, cada evaluacion representa 15 mediciones de la pérdida de agua
transepidérmica. La evaluacion se realizd por quintuplicado y el promedio de las
mediciones realizadas se expresé en g/mzh. La sonda fue previamente calibrada antes de
cada evaluacion.

La pérdida de agua transepidérmica fue determinada en funcion de la profundidad de
EC removido por la técnica de tape stripping, con el objetivo de establecer el espesor
total del EC de la piel de oreja de cerdo.

b) pH superficial

El electrodo de vidrio de la sonda de pH PH905 marca Courage & Khazaka®fue
colocado sobre la superficie de la piel para la medicion. La evaluacion se realizé por
quintuplicado y el promedio de los resultados obtenidos se expres6 en unidades
arbitrarias del pHmetro. La sonda fue previamente calibrada con las soluciones
calibradoras de pH 4 y 7 antes de cada evaluacion.
c¢) Contenido de agua del EC

La sonda de capacitancia CM825 marca Courage & Khazaka® fue colocada en la

superficie de la piel, la evaluacion se realizd por quintuplicado. El promedio de las
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mediciones se expresdé en unidades arbitradas del corneometro. Las mediciones
obtenidas representan el contenido de agua a una profundidad de 10-20 um de EC.
d) Cantidad de sebo

La tira de medicién del sebometro SM815 marca Courage & Khazaka se colocé sobre
la superficie de la piel, y se ejerci6 una ligera presion durante 20 segundos.
Posteriormente la cinta opaca fue insertada en la abertura del dispositivo para medir la
diferencia en la transparencia inicial de la cinta. La evaluacion se realizd6 por

quintuplicado y el promedio de las mediciones se expreso en pg/cm?.

Con los resultados obtenidos se llevd a cabo el analisis estadistico utilizando la
prueba ANOVA de factor tnico (software GraphPad Prism version 7.0). La prueba de
Tukey se utilizé para determinar si existe diferencia significativa entre los grupos con

una p <0.05 como nivel de significancia.

2.2.6 Perfil dermatocinético de los AE libres y nanoencapsulados en piel de cerdo,

con estudios in vitro de permeacion y tape stripping.

a) Estudios in vitro de permeacién

Para evaluar el perfil dermatocinético, la piel de cerdo previamente acondicionada fue
colocada entre los dos compartimentos de las celdas de difusion de Franz. En el
compartimento donador se depositdo 1 mL de las NC o EM y se cubrio para prevenir la
evaporacion. Las NC o EM se dejaron en contacto con la piel (area = 2.54 cm?) durante

1, 2 y 4 horas. Al finalizar el tiempo del experimento, el exceso de NC o EM fue
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removido de la superficie y se secd suavemente con un algodon. La piel de cerdo fue
retirada de la celda y se realizo la técnica de tape stripping, previamente optimizada.

Los estudios in vitro se realizaron por quintuplicado.

b) Técnica de tape stripping

La técnica de tape stripping consistié en colocar una cinta adhesiva (2.1 x 2.1 cm),
previamente acondicionada y pesada, en la superficie de la piel de cerdo, aplicar una
ligera presidon para asegurar un buen contacto de la cinta con la piel y realizar el
arranque de la cinta adhesiva en un solo movimiento. Las cintas fueron nuevamente
pesadas y por diferencia de peso, se calculo la cantidad de EC removido en cada cinta
adhesiva. Posteriormente, se empled la densidad de la piel (96) para calcular la
profundidad del EC removido con la formula 12. Este procedimiento se repitid

sucesivamente con 5 cintas adhesivas y por quintuplicado en orejas diferentes.

T
<13

Formula 12

Donde:
m= cantidad en gramos de EC removido
p=densidad de la piel (1 g/mL)

Es importante mencionar que la técnica de tape stripping fue previamente

optimizada, como se indica en el numeral 2.2.5 en la sonda TEWL.
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El AE presente en cada cinta adhesiva fue extraido con 1 mL de metanol en agitacion
constante durante 30 min (107). La cuantificacion de los componentes huella de cada
AE se realiz6 con el método de CG-FID desarrollados y validados en el numeral 2.2.3.
Finalmente se calcul6 la cantidad acumulada de los componentes “huella” de cada AE

en la piel.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Obtencion y caracterizacion fisica y quimica de los AE de Lavanda dentata y

Rosmarinus officinalis

Las plantas fueron autenticadas por el Herbario del Departamento de Botanica de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, como Lavandula dentata y Rosmarinus officinalis

(Anexo I).

Una vez identificadas las plantas, se procedié con la obtencién de los AE de L.
dentata y R. officinalis por el método de hidrodestilacion en un equipo Clevenger
modificado. En la Tabla 7 se muestran los resultados de los porcentajes de rendimiento

de los AE de L. dentata y R. officinalis obtenidos con la formula 1.
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Tabla 7. Porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales (Media + DE, n=7).

Aceite esencial Porcentaje de rendimiento (%)

L. dentata 0.59 +0.22%

R. officinalis 0.73+0.18%

La caracterizacion fisica de los AE obtenidos se realiz6 de acuerdo a los Métodos
Generales de Andlisis descritos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) (109). Se determiné el indice de refraccion, la densidad relativa y la rotacion
Optica de los AE vy se establecio como controles el anetol, eugenol y (R)-limoneno. En la
Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en la caracterizacion fisica de los AE de L.
dentata, y R. officinalis, asi como de los controles utilizados. Los valores de referencia

para los controles y AE se muestran en el Anexo II.

Tabla 8. Caracterizacion fisica de los aceites esenciales y controles (Media + DE, *n=3,

*%n=5),

Control/AE Indice de refraccion** Dens(igo}z:ﬁl—r)ilza tiva Rotaczi?z*(zptica
Anetol 1.559 + 0.000 0.986 + 0.002 0.05°+0.00
Eugenol 1.541 £ 0.001 1.060 + 0.003 -0.04° £ 0.00
(R)-Limoneno 1.473 £ 0.001 0.840 + 0.001 96.74° £ 0.11
AE-L. dentata 1.470 £ 0.000 0.900 + 0.002 -1.67° +0.01
AE-R. officinalis 1.469 + 0.000 0.894 + 0.002 11.80° £ 0.01

IRefractémetro AntonPaar® modelo Abbermat 300

2Densimetro AntonPaar® modelo DMA35
3Polarimetro PerkinElmer® modelo 341
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La caracterizacion quimica de los AE fue realizada por CG-MS y CG-FID. Los
cromatogramas obtenidos por CG-MS de los AE de L. dentata y R. officinalis se
muestran en las Figuras 13 y 14, respectivamente. Mientras que los cromatogramas
obtenidos por CG-FID de los AE de L. dentata y R. officinalis se muestran en las

Figuras 15 y 16, respectivamente.
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Figura 14. Cromatogramas del AE de R. officinalis (2 mg/mL) por CG-MS. Los componentes son: 1) a-Pineno, 2) Canfeno, 3) B-Pineno,
4) Octen-3-o0l, 5) 3-Octanona, 6) Mirceno, 7) a-Felandreno, 8) a-Terpineno, 9) B-Felandreno, 10) 1,8-cineol, 11) B-ocimeno, 12) vy-
Terpineno, 13) Terpinoleno, 14) trans-sabineno hidrato, 15) Alcanfor, 16) Borneol, 17) Terpinen-4-ol, 18) a-Terpineol, 19) Verbenona, 20)
Acetato de Bornilo, 21) B-Cariofileno, 22) Oxido de cariofileno.
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Figura 15. Cromatograma del AE de L. dentata (2 mg/mL) por CG-FID. Los componentes son: 1) a-Pineno, 2) B-Pineno, 3) Mirceno,
4) a-Terpineno, 5) 1,8-cineol, 6) B-Linalool, 7) trans-pinocarveol, 8) Alcanfor, 9) No identificado, 10) Pinocarvona, 11) 8-Terpineol,
12) Terpinen-4-ol, 13) Criptona, 14) a-Terpineol, 15) Mirtenol, 16) No identificado.
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Figura 16. Cromatograma del AE de R. officinalis (2 mg/mL) por CG-FID. Los componentes son: 1) a-Pineno, 2) Canfeno, 3) B-Pineno,
4) Octen-3-ol, 5) 3-Octanona, 6) Mirceno, 7) a-Felandreno, 8) a-Terpineno, 9) B-Felandreno, 10) 1,8-cineol, 11) B-ocimeno, 12) y-
Terpineno, 13) Terpinoleno, 14) trans-sabineno hidrato, 15) Alcanfor, 16) Borneol, 17) Terpinen-4-ol, 18) a-Terpineol, 19) Verbenona,
20) Acetato de Bornilo, 21) B-Cariofileno, 22) Oxido de cariofileno6.7



Primero, se realizé la identificacion de los componentes de cada AE a partir de los
cromatogramas obtenidos por CG-MS. Después, se determind el area de los picos
cromatograficos de los componentes de cada AE con los cromatogramas obtenidos por
CG-FID. Posteriormente, se establecio el porcentaje de abundancia (%A) de cada uno de
los componentes de los AE relativo al area de las sefiales obtenidas por CG-FID. En la

Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacion quimica de los AE.

Tabla 9. Componentes de los aceites esenciales, tiempo de retencion (CG-FID) y

porcentaje de abundancia (%A).

L. dentata R. officinalis
Composicion IR? IRP tR %A tR %A
(min) (min)
Monoterpenos hidrocarbonados
a-Pineno 934 939 | 18.48 2.87 18.54 9.43
Canfeno 949 954 ~ ~ 19.38 4.97
B-Pineno 977 979 | 21.17 11.53 21.13 4.75
Mirceno 993 990 | 22.26 0.55 22.29 3.24
a-Felandreno 1003 | 1002 ~ ~ 22.92 6.37
a-Terpineno 1017 | 1017 | 22.93 1.24 23.61 111
B-Felandreno 1031 | 1029 ~ ~ 24.36 2.3
(2)-p-ocimeno 1043 | 1050 ~ ~ 25 0.52
y-Terpineno 1061 | 1059 ~ ~ 26.05 1.86
Terpinoleno 1088 | 1088 ~ ~ 27.64 0.6
Total 16.19 35.14
Monoterpenos oxigenados
1,8-cineol 1035 | 1031 | 24.76 68.59 24.59 14.63
B-Linalool 1100 | 1096 | 28.39 1.63 ~ ~
Hidrato de trans- | 414y | 199 | - - 2858 |  0.56
Sabineno
trans-Pinocarveol 1139 | 1139 | 30.27 1.15 ~ ~
Alcanfor 1145 | 1146 | 30.55 1.03 30.87 39.46
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Pinocarvona 1163 | 1164 | 31.50 0.85 ~ ~
Borneol 1168 | 1169 ~ ~ 31.75 2.79
o-Terpineol 1169 | 1166 | 31.81 1.83 ~ ~
Terpinen-4-ol 1178 | 1177 | 32.27 0.57 32.3 1.18
Criptona 1186 | 1185 | 32.71 2.94 ~ ~
a-Terpineol 1191 | 1188 | 33.04 1.11 32.99 1.56
Mirtenol 1196 | 1195 | 33.26 1.01 ~ ~
Verbenona 1209 | 1205 ~ ~ 33.87 0.98
Acetato de bornilo 1287 | 1285 ~ ~ 37.51 1.18
Total 80.71 62.34
Sesquiterpenos hidrocarbonados
E-cariofileno | 1421 | 1419 | ~ ~ 4341 | 107
Total ~ 1.07

Sesquiterpenos oxigenados

Cariofileno oxido | 1581 | 1582 | ~ ~ 5028 | 061
Total ~ 0.61
Otros

Octen-3-ol 984 979 ~ ~ 21.67 0.49
3-Octanona 990 983 ~ ~ 22.08 0.35

No identificado ~ ~ 31.27 0.47 ~ ~

No identificado ~ ~ 60.75 2.64 ~ ~
Total 3.11 0.84

IR?: indice de retencion calculado, IR®: indice de retencion de referencia, tR: tiempo de

retencion (min), %A: Porcentaje de abundancia relativo al area del pico.

En base al porcentaje de abundancia, se seleccionaron los dos componentes
mayoritarios, los cuales serdn los componentes huella en cada AE. Para el AE de L.
dentata se seleccionaron el B-pineno y 1,8-cineol, los cuales estan en una proporcién de
14:86, respectivamente. Mientras que para el AE de R. officinalis se selecciono el 1,8-

cineol y alcanfor, los cuales estan en una proporcion de 41:59, respectivamente.
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3.2 Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de NC y emulsiones con AE de L.

a) Formulacion de NC poliméricas con AE

dentata y R. officinalis

Con el objetivo de optimizar las formulaciones de NC por la técnica de

nanoprecipitacion (112), se evaluaron dos variables experimentales como i) tipo de

polimero y disolvente organico, y ii) concentracion de polimero. Los parametros

evaluados para seleccionar la mejor formulacion fueron el tamarfio de particula, el indice

de polidispersidad (IPD) y la estabilidad.

i) Tipo de polimero y disolvente organico

Se inicié con una concentracion de 20 mg/mL de polimero y 15 mL de disolvente

como fase organica. Se evaluaron tres diferentes polimeros Eudragit® asi como el tipo

y volumen de disolvente. Los resultados obtenidos de las pruebas de disolventes se

muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Evaluacion de NC con diferentes polimeros y disolventes organicos (Media +

DE; n=3)
Polimero Disolvente Tamarfo (nm) IPD Observacion
Etanol 10122 +10.13 | 0.207 £0,034 | 12300 Mener
Eudragit® a
L-100 Acetona 257.37+21.60 | 0.194+0.019 | 'resenciade
agregados
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Acetona:lsopropanol Presencia de
(50:50) 200.39£9.16 | 0.183 +£0.089 agregados
Presencia de
Acetona 199.53+1.46 | 0.158 + 0.020
Eudragit® agregados
E-100 Acetona:lsopropanol 23850 + 156 | 0.202 + 0.009 Presencia de
(50:50) U e agregados
Presencia de
Acetona 203.33+0.96 | 0.194 = 0.005
Eudragit® agregados
E PO Acetona:lsopropanol 220.97 + 153 | 0.156 + 0.005 Ausencia de
(50:50) R ' - agregados

ii) Concentracion de polimero

Se evaluaron tres concentraciones de polimero (Eudragit® E PO) en la fase

orgénica. Los resultados se observan en la Figura 17.

350
*

300

E

£

z 20

Z .

£ 20 .

=

=

s 150

=

g

g 100
50
0 7

200

225

250

Concentracion de polimero (mg/mL)

Figura 17. Efecto de la concentracion de polimero en la fase organica en el tamafio
de las NC (Fase organica: 15 mL de acetona:isopropanol (50:50), X mg de Eudragit®
E PO; Fase acuosa: 20 mL de agua) (Media £ DE; n=3).
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b) Técnica de purificacion de las NC poliméricas con AE
En la Figura 18 se muestran los cromatogramas obtenidos por CG-FID de las NC-

AE de L. dentata purificadas por A) evaporacion a presion reducida y B) diélisis.

] . A)
i#0.] - 1,8-cineol
S H
5100'
g ] B-pineno‘ H
. f l|l
- il
] | I
y ‘ i u \ M
] - | | ._/fﬂujl
0 L - Vol N ‘_-\_A_,—l [P (- \J ‘»—;ﬁ'\w—\j"\ﬁ\_aa.,f | N, NP N W
I]lllll[llIlllllill[lllllllllllIII|Il|l|III]]HII|IIIIII]Il]l[lllllll]llIIIHIIIIIII|III1IH
50 85 60 65 70 75 &0 85 90 05 100 105 M0 M5 120 125 30 5 140
Tiempo (min)
B)
1,8-cineol
— 1]
> 4
E 1
g 10”': B-pineno
wn ]
1]

L_,\__/\_.._/\/L/\_A_J\A_n_._w_._ nn

T[T IO T[T T[T T T [T [T T[T T[T T[T T T[T [T T [T [T T [TIT T[T T TT
0 85 @0 65 70 7H &D 85 @D 85 00 wWE M0 ME 20 fZE O B0 1F 0 Ml

=1

Tiempo (min)

Figura 18. Cromatogramas obtenidos por CG-FID de las NC-AE de L. dentata

purificadas por A) evaporacién a presion reducida y B) diélisis.

c¢) Caracterizacion de las NC poliméricas con AE

En la Tabla 11 se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de las

NC-AE purificadas por diélisis.
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DE; n=3).

Tabla 11. Caracterizacion fisicoquimica de las NC-AE purificadas por dialisis (Media £

Parametros NC-AE-L. dentata | NC-AE-R. officinalis
Tamarno (nm) 230.99 + 8.85 227.73 £ 2.96
indice de polidispersidad 0.22 +0.03 0.20 +£0.03
Potencial zeta (mV) 50.40 £ 0.75 54.47 £0.45
Viscosidad (cP) 2.22+0.13 2.26 £0.12
pH 6.66 £ 0.02 6.28 £ 0.06

En el Anexo Il se presentan los gréficos de distribucion de tamafio de las NC-AE de

L. dentata y R. officinalis (Figuras 36 y 37, respectivamente).

En las Figuras 19 y 20 se muestra el cambio del tamafio de las NC-AE de L. dentata y
R. officinalis respectivamente, determinado en funcion del tiempo.
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Figura 19. Cambio del tamafio de las NC-AE de L. dentata purificadas por dialisis

determinado durante 10 semanas (Media £ DE; n=3).
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Figura 20. Cambio del tamafio de las NC-AE de R. officinalis purificadas por dialisis

determinado durante 10 semanas (Media = DE; n=3).

Con la finalidad de establecer las interacciones entre los componentes de las NC, se

realizo el andlisis por espectroscopia de infrarrojo (IR-FT) del polimero, las NP-blanco,

los AE libres, y las NC-AE de L. dentata y R. officinalis. En la Figura 21 se muestran los

espectros obtenidos para A) polimero Eudragit® E PO y B) NP-blanco.
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Figura 21. Sefiales en el espectro IR-FT para A) polimero Eudragit® E PO y B) NP-

blanco.

En la Figura 22 se presentan los espectros obtenidos para A) AE-L. dentata libre y B)

NC-AE de L. dentata.
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Figura 22. Sefiales en el espectro IR-FT para A) AE de L. dentata y B) NC-L. dentata.
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En la Figura 23 se presentan los espectros obtenidos para A) AE de R. officinalis y b)

NC-AE de R. officinalis.
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Figura 23. Sefiales en el espectro IR-FT para A) AE-R. officinalis y B) NC-R.
officinalis.

Por otra parte, se determin0 el contenido de AE en las NC mediante los métodos de
CG-FID previamente validados (Capitulo 3.3) y se calcularon los porcentajes de
encapsulacion (%E) y eficiencia de encapsulacion (%EE) con las formulas 2 y 3,
respectivamente. En la Tabla 12 se muestran los %E y %EE de las NC-AE de L. dentata

y R. officinalis.
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Tabla 12. Porcentajes de encapsulacion (%E) y eficiencia de encapsulacion (%EE) de

los AE de L. dentata y R. officinalis en NC (Media £ DE, n=3).

] NC-AE-L. dentata NC-AE-R. officinalis
Porcentajes (%) i i i
B-pineno 1,8-cineol 1,8-cineol Alcanfor
Encapsulacion | ) 561013 | 2894012 | 295+0.14 | 2.41+0.13
(%E)
Eficiencia de
- 2897 +2.44 | 11.31+0.49 | 43.29+2.07 | 14.61+£0.77
encapsulacion (%EE)

d) Obtencion y caracterizacion de emulsiones con AE (EM-AE)

Para el analisis de los AE libres en las pruebas bioldgicas en piel se prepararon EM

con los AE, en la Tabla 13 se muestran los resultados de la caracterizacién fisicoquimica

de las EM obtenidas.

Tabla 13. Caracterizacion fisicoquimica de las EM-AE (Media £ DE; n=3).

Parametros EM-AE de L. dentata E'(\)/]Ic;cﬁ:zngﬁj'
Tamafo (nm) 143.41 + 18.50 121.11 +12.33
indice de polidispersidad 0.40 +0.11 0.32+0.13
Potencial zeta (mV) -23.50 + 0.23 -11.2+£0.31
Viscosidad (cP) 1.48 £ 0.01 1.47 £0.01
pH 4.18 £0.03 459 +0.04
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3.3 Desarrollo y validacién de métodos analiticos por CG-FID para cuantificar los

AE en NC poliméricas

Se inici6 con un método previamente establecido por Danh y cols. (115) y Derwich y

cols. (116), y se continud con la optimizacion de cada método por CG-FID (inyeccion

directa). En las Tablas 14 y 15 se muestran los diferentes programas de temperatura

desarrollados para el AE de L. dentata y R. officinalis.

Tabla 14. Optimizacién del programa de temperatura por CG-FID (inyeccion directa)

para la caracterizacion quimica del AE de L. dentata.

Programa de .
temperatura Condiciones
Inici6 a 55°C se mantuvo 1 min, se elevd a 8°C/min hasta 200°C,
1 posteriormente se calenté hasta 230°C (a 15°C/min) se mantuvo 1 min.
Tiempo total= 22.13 min
Inyector: 260°C / Detector: 260° C
Inici6 a 60°C se mantuvo 1 min, se elevd a 8°C/min hasta 160°C,
9 posteriormente se calenté hasta 220°C (a 20°C/min) se mantuvo 1 min.
Tiempo total= 17.5 min
Inyector: 260°C / Detector: 260°C
Inicié a 60°C se mantuvo 1 min, se elevd a 10° C/min hasta 160° C,
3 posteriormente se elevé a 15° C/min hasta 200° C y finalmente se calentd
hasta 230°C (a 15° C/min). Tiempo total= 21.66 min
Inyector: 260°C / Detector: 260° C
Inicié a 70°C se mantuvo 1 min, se elevo a 8°C/min hasta 130°C, después
4 se elevd a 15°C/min hasta 180°C y finalmente se calenté hasta 230°C (a
25° C/min) se mantuvo 1 min. Tiempo total= 15.83 min
Inyector: 260°C / Detector: 260°C
Inici6 a 70°C, se mantuvo 1 min, se elevé a 130°C (a 8°C/min) se
5 mantuvo 1 min, se elevé a 170°C (a 17°C/min) y finalmente se calent6
hasta 230°C (a 25°C/min). Tiempo total= 14.25 min
Inyector: 220°C / Detector: 260°C
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Tabla 15. Optimizacién del programa de temperatura por CG-FID (inyeccion directa)

para la caracterizacion quimica del AE de R. officinalis.

Programa de

Condiciones
temperatura

Inici6 a 50°C se mantuvo 1 min, se elevdo a 10°C/min hasta 200°C,
posteriormente se elevé a 15°C/min hasta 230°C se mantuvo 1 min.
Tiempo total= 18 min.

Inyector: 260°C / Detector: 260°C

Inici6 a 55°C se mantuvo 1 min, se elevd a 8°C/min hasta 200°C,
posteriormente se elevd a 15°C/min hasta 230°C se mantuvo 1 min.
Tiempo total= 22.13 min

Inyector: 260°C / Detector: 260°C

Inici6 a 60°C, se elev6 a 10°C/min hasta 100°C y posteriormente se elevd
a 5°C/min hasta 150°C durante 1 min y finalmente se calenté hasta 230°C
(a 20°C). Tiempo total= 19 min

Inyector: 260°C / Detector: 260°C

Inici6 a 60°C se mantuvo 1 min, se elevd a 10°C/min hasta 100°C,
posteriormente se elevd a 5°C/min hasta 150°C durante 1 min y
finalmente se calentd hasta 230°C (a 25°C). Tiempo total= 19.2 min
Inyector: 260°C / Detector: 260°C

Inici6 a 60°C se mantuvo 1 min, se elevd a 10°C/min hasta 160°C,
posteriormente se elevd a 20°C/min hasta 200°C y finalmente se elevo a
15°C/min hasta 230°C durante 1 min. Tiempo total= 16 min

Inyector: 260°C / Detector: 260°C

Se seleccionaron las condiciones de los programas de temperatura 5 tanto para el AE
de L. dentata como el de R. officinalis. Los cromatogramas obtenidos para ambos AE

con el correspondiente programa 5 se muestran en las Figuras 24 y 25.

Como estandar interno se seleccion6 el 4-alilanisol y el linalol, para el AE de L.

dentata, y R. officinalis, respectivamente (Figuras 26 y 27, respectivamente).
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Figura 24. Cromatograma del AE de L. dentata (2 mg/mL) por CG-FID. Se sefializan los componentes mayoritarios: 1) B-pineno y
2) 1,8-cineol.
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Figura 25. Cromatograma del AE de R. officinalis (2 mg/mL) por CG-FID. Se sefializan los componentes mayoritarios: 1) 1,8-cineol
y 2) alcanfor.
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Figura 26. Cromatograma de la mezcla de estandares seleccionados (160 pug/mL) para
el AE de L. dentata por CG-FID. 1) B-pineno y 2) 1,8-cineol, y 3) 4-alilanisol (estandar

interno a 20 pug/mL).
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Figura 27. Cromatograma de la mezcla de estandares seleccionados (160 pg/mL)
para el AE de R. officinalis por CG-FID. 1) 1,8-cineol y 2) alcanfor, y 3) linalol

(estandar interno a 20 pug/mL).
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Una vez seleccionados los métodos cromatogréaficos y el estandar interno para cada
AE, se valido el método analitico para cuantificar los componentes mayoritarios de cada

AE, de acuerdo a los criterios de la Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058) (117).

Para la validacion del sistema se evalud la linealidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion y precision (repetibilidad y precision intermedia), mientras que para la
validacion del método se evalud la exactitud y precision (repetibilidad y precision
intermedia). En la Tabla 16 se muestran los parametros de validacion evaluados para el

AE de L. dentata.
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Tabla 16. Parametros de validacion del método para el AE de L. dentata por CG-FID

(inyeccidn directa).

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA EL AE DE L. dentata

Validacién del sistema

Parametro B-pineno 1,8-cineol

Linealidad (r?) 0.999 0.999

Limite de deteccion (ug/mL) 0.147 1.279

Limite de cuantificacion (ug/mL) 0.446 3.876

Precision

* Repetibilidad (% DER) 2.53 2.59

* Precision Intermedia (% DER) 2.70 2.95
Validacion del método

Parametro B-pineno 1,8-cineol

Exactitud (% Recuperacién) 97.17 100.98

Precision

* Repetibilidad (% DER) 4.86 4.98

* Precision Intermedia (% DER) 8.91 6.42

De la misma manera se realiz6 la validacion del método para el AE de R. officinalis.

En la Tabla 17 se muestran los pardmetros de validacion evaluados para el AE de R.

officinalis.
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Tabla 17. Parametros de validacion del método para el AE de R. officinalis por CG-FID

(inyeccidn directa).

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA EL AE DE R. officinalis

Validacion del sistema

Parametro 1,8-cineol Alcanfor
Linealidad (r?) 0.999 0.999
Limite de deteccion (pg/mL) 0.478 0.624
Limite de cuantificacion (ug/mL) 1.449 1.890
Precision

* Repetibilidad (% DER) 3.64 3.38

* Precision Intermedia (% DER) 3.93 4.38

Validacion del método

Parametro 1,8-cineol Alcanfor
Exactitud (% Recuperacién) 100.53 99.98
Precision

* Repetibilidad (% DER) 4.53 4.00

* Precision Intermedia (% DER) 4.93 4.82
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3.4 Actividad antioxidante de los AE libres y nanoencapsulados.

Para evaluar la capacidad antioxidante de los AE libres y NC-AE se modificaron dos
técnicas de inhibicion de la lipoperoxidacion. En ambos métodos, se empled el modelo
de acido linoleico como sustrato de reaccion, los resultados se expresaron como

porcentaje de inhibicion (%l) de la lipoperoxidacion.

a) Inhibicién de la lipoperoxidacion en una emulsion de acido linoleico por el método
de ABAP (118).
Se calcularon los %Il de la lipoperoxidacion de los controles positivos, AE libres y
NC-AE con la formula 10. En la Tabla 18 se muestran los %l obtenidos para los

controles positivos, AE libres y NC-AE a una concentracion de 50 pg/mL.

Tabla 18. Porcentajes de inhibicion de la lipoperoxidacion (%l) por el método de ABAP

(Media £ DE, n=3)

Porcentajes de inhibicion de la lipoperoxidacion (%l)
Controles/AE 50 pg/mL
1,8-cineol 27.67 +0.98™
Alcanfor 28.64 £ 0.20™
Carvacrol 30.11£0.93
Timol 30.95 + 1.06
AE- L. dentata 24.69 +0.57"
AE- R. officinalis 24.26 +1.10™"
NC-AE- L. dentata 20.31 +0.70™
NC-AE- R. officinalis 20.14 +0.617
NP-blanco 11.44 + 0.88

Indica diferencias significativas de
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" p < 0.01 AE de L. dentata comparado con 1,8-cineol.

"p < 0.01 1,8-cineol comparado con carvacrol.

Fkkk

p < 0.001 AE de R. officinalis comparado con alcanfor.
“p < 0.0001 NC-AE de R. officinalis comparado con AE de R. officinalis.
"™ p < 0.0001 NC-AE de L. dentata comparado con AE de L. dentata.

ns (no diferencia significativa) alcanfor comparado con timol

b) Determinacion de la actividad antioxidante en emulsion de acido linoleico por el

método de tiocianato férrico (FTC) (122).

La actividad antioxidante total se determin6 en una emulsion de &cido linoleico por
el método del tiocianato férrico (FTC). En la Figura 28 se muestran las absorbancias de
los controles positivos a tres niveles de concentracion (15, 30 y 45 pg/mL) en diferentes

tiempos de incubacién (0, 5, 25 y 30 horas).

Actividad antioxidante total
Método tiocianato férrico

—&— Control
1.10 a-tocoferol 15 pg/mL
a-tocoferol 30 pg/mL
1.00 o-tocoferol 45 pg/mL
-+ 1,8-cineol 15 pg/mL
0.90 - & = 1.8-cineol 30 pg/mL

—®— 1.8-cineol 45 pg/mL
Alcanfor 15 pg/mL
Alcanfor 30 pg/mL
Alcanfor 45 pg/mL

Absorbancia a 500 nm (VA)

Tiempo de incubacién (h)

Figura 28. Absorbancias de los controles positivos (15, 30 y 45 pg/mL) en funcién del

tiempo de incubacion (0, 5, 25 y 30 horas) (Media £ DE, n=3).
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En el Anexo IV se presentan los valores de absorbancia obtenidos para los controles
positivos, AE libres y NC-AE, en sus respectivas concentraciones en funcion del tiempo
de incubacion (Tabla 23). Asi mismo, se muestran las graficas de %l de la peroxidacion
de lipidos del AE de L. dentata y R. officinalis a las tres concentraciones evaluadas

después de 30 horas de incubacion (Figura 38 y 39, respectivamente).

En la Tabla 19 se muestran los %I de la lipoperoxidacion obtenidos para los controles

positivos, AE libres y NC-AE al tiempo de 30 horas de incubacion (Media + DE, n=3).

Tabla 19. Porcentajes de inhibicién de la lipoperoxidacion (%l) por el método FTC (15,

30y 45 pug/mL) (Media £ DE, n=3)

Porcentajes de inhibicién de la lipoperoxidacion (%ol)
Controles/AE 15 pg/mL 30 pg/mL 45 pg/mL
a-tocoferol 60.83 + 0.86 64.05 + 0.67 68.01 + 0.59

1,8-cineol 60.60 + 0.81 63.99 £ 0.57 65.36 + 1.05**
Alcanfor 61.79 + 0.86 64.32 £ 0.95 70.83 £ 0.90**
AE-L. dentata 60.21 + 0.52 63.33 £ 0.95 66.79 £ 0.67™
AE-R. officinalis 59.85+1.18 63.21 +1.01 65.21 £ 0.66M*x**
NC-AE-L. dentata 57.59 + 0.82 60.57 £ 0.63 61.93 £ 0.87*x**
NC-AE-R. officinalis | 56.28 £0.72 59.97 £ 0.58 61.70 £ 0.67***

Indica diferencias significativas de

“p < 0.01 controles positivos comparados con a-tocoferol.

"™p < 0.001 NC-AE de R. officinalis comparado con AE de R. officinalis.

“™p < 0.001 1,8-cineol comparado con alcanfor.

Fkkk

p < 0.0001 AE de R. officinalis comparado con alcanfor.

"™ p < 0.0001 NC-AE de L. dentata comparado con AE de L. dentata.
ns (no diferencia significativa) AE de L. dentata comparado con AE de R. officinalis.

ns (no diferencia significativa) AE de L. dentata / R. officinalis comparados con 1,8-cineol.




3.5 Parametros biofisicos de la piel de cerdo con técnicas de bioingenieria

Con el objetivo de conocer la profundidad total del EC de la oreja de cerdo, se evaluo
la pérdida de agua transepidermica (g/m2h) después del arranque de las 17 cintas

aplicadas en base a la técnica de tape stripping previamente optimizada.

En la Figura 29 se muestran los resultados de pérdida de agua (g/m?h) en funcion de

la profundidad de EC acumulado (pum) por la técnica de tape stripping.

70.00

60.00 =
50.00

40.00 v
30.00 . pa—

20.00

Pérdida de agua transepidermica
(g/m*h)
+

10.00

0.00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Profundidad de EC acumulada (pm)

Figura 29. Pérdida de agua transepidérmica (g/m2h) en funcion de la profundidad de EC

acumulada (um).

Para la evaluacion de los parametros biofisicos de la piel, se determinaron los valores

basales de la pérdida de agua transepidérmica, pH, contenido de agua del EC y cantidad
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de sebo, en la piel de oreja de cerdo antes de la aplicacion de los AE. Los resultados de

cada parametro se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Pardmetros biofisicos basales de la piel de cerdo (Media + DE, n=54)

Parédmetros biofisicos basales de la piel de cerdo
Pérdida de agua Contenido de .
transepidérmica pH agua del EC Sgsgt('da/grgf)
(g/m?h) (UA) Hg
Pieldeoreja | 4, 17, 599 570+011 | 36.82+273 0.91 +0.83
de cerdo

UA: Unidades arbitradas

Una vez establecidos los valores basales de la piel de oreja de cerdo, se realizaron
estudios de permeacion in vitro empleando celdas de Franz con la aplicacion de las
EM/NP-blanco, EM-AE, y NC-AE de L. dentata o R. officinalis durante 1, 2 y 4 horas

de contacto con la piel.

Después de la aplicacién de las formulaciones en la superficie de la piel, se midieron
los valores de pérdida de agua transepidérmica, pH, contenido de agua del EC y cantidad
de sebo. Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con una prueba de
Tukey con un nivel de significancia p < 0.05, con el programa GraphPad Prism 7.03. En
las Figuras 30, 31, 32 y 33 se muestran los resultados del andlisis estadistico de los
valores para la pérdida de agua transepidérmica, pH, contenido de agua del EC y

cantidad de sebo, respectivamente (Media + DE, n=5).
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* Indica que las formulaciones son significativamente diferentes * p < 0.05,
**p <0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001 comparadas con la piel basal.

Figura 30. Analisis estadistico de los resultados de pérdida de agua transepidérmica,

antes y después de la aplicacion de las NP/EM-blanco, EM-AE y las NC-AE.
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* Indica que las formulaciones son significativamente diferentes * p < 0.05,
**p <0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001 comparadas con la piel basal.

Figura 31. Analisis estadistico de los resultados de pH, antes y después de la aplicacion

de las NP/EM-blanco, EM-AE y las NC-AE.
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* Indica que las formulaciones son significativamente diferentes * p < 0.05,
**p <0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001 comparadas con la piel basal.

Figura 32. Analisis estadistico de los resultados de contenido de agua del EC, antes y

después de la aplicacién de las NP/EM-blanco, EM-AE y las NC-AE.
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* Indica que las formulaciones son significativamente diferentes * p < 0.05,
**p <0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001 comparadas con la piel basal.

Figura 33. Andlisis estadistico de los resultados de la cantidad de sebo, antes y después

de la aplicacion de las NP/EM-blanco, EM-AE y las NC-AE.
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En el Anexo V se muestran los resultados de las evaluaciones biofisicas de la piel de
cerdo posterior a la aplicacion de las EM-AE y NC-AE (Tabla 24 y 25,

respectivamente).

3.6 Perfil dermatocinético de los AE libres y nanoencapsulados en piel de cerdo,

con estudios in vitro de permeacion y tape stripping.

Los experimentos de permeacion in vitro fueron desarrollados aplicando las EM-AE
y las NC-AE en la piel durante 1, 2 y 4 horas de tiempo de contacto. Posteriormente se
cuantificaron los dos componentes huella de cada AE presentes en el EC removido por

la técnica de tape stripping.

En la Figura 34 se presenta la cantidad de B-pineno (color rosa) y 1,8-cineol (color

morado) en el EC en funcidn del tiempo de contacto con la piel de las EM-AE y las NC-

AE de L. dentata durante 1,2y 4 h.
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ns indica que no existe diferencia significativa de -pineno/1,8-cineol en NC-AE a ningln
tiempo de contacto (f-pineno/1,8-cineol en EM-AE a ningln tiempo de contacto).

Figura 34. Cantidad de B-pineno y 1,8-cineol en EC (ug/cm?) en funcion del tiempo de

contacto con la piel de las EM-AE y las NC-AE NC de L. dentata durante 1, 2 y 4 h.

(Media = DE; n=5).

En la Figura 35 se presenta la cantidad de 1,8-cineol (color verde) y alcanfor (color

azul) en el EC en funcidn del tiempo de contacto con la piel de las EM-AE y las NC-AE

de R. officinalis durante 1, 2y 4 h.
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*p < 0.05 diferencia significativa de 1,8-cineol en NC-AE a 1h comparado con NC-AE a 4 h.
ns indica que no existe diferencia significativa de alcanfor en NC-AE a ningln tiempo de
contacto (1,8-cineol en EM-AE a ningin tiempo de contacto).

Figura 35. Cantidad de 1,8-cineol y alcanfor en EC (ug/cm?) en funcion del tiempo de

contacto con la piel de las EM-AE y las NC-AE NC de R. officinalis durante 1, 2 y 4 h.

(Media = DE; n=5).

En el Anexo VI se presenta la cantidad de los componentes huella en el EC (ug/cm?)

en funcién del tiempo de contacto con la piel de la EM-AE y las NC-AE NC de L.

dentata y R. officinalis durante 1, 2 y 4 h (Tabla 28).
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Obtencion y caracterizacion fisica y quimica de los AE de Lavandula dentata y

Rosmarinus officinalis

Las plantas fueron autenticadas en el Herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Autébnoma de Nuevo Leon, se identificaron como Lavandula dentata y
Rosmarinus officinalis (Anexo I). Una vez autenticadas las plantas los AE fueron
obtenidos por la técnica de hidrodestilacion durante la temporada de colecta de
primavera-verano. Esta técnica ha sido cominmente utilizada para la extraccion de AE
ya que evita la degradacion del material vegetal. El AE es extraido a partir de la planta
junto con el vapor de agua y es separado después de la condensacion (123). El
rendimiento de extraccion de los AE por hidrodestilacién es variable y depende de
parametros, tales como: temporada de colecta, tipo de suelo, lugar de cosecha y variedad

de la planta (124).
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Los rendimientos de extraccion de los AE de L. dentata y R. officinalis obtenidos por
hidrodestilacion se muestran en la Tabla 7. Especificamente, para el AE de L. dentata, el
rendimiento fue de 0.59 + 0.22% (p/p). En el 2010, Imelouane y cols., obtuvieron por
hidrodestilacion el AE L. dentata originaria de Marruecos, con un porcentaje de
rendimiento de 1.41% (p/p) (125). Estas importantes variaciones pueden ser atribuidas a
las diferentes temporadas de colecta y/o condiciones climaticas en los sitios de
recoleccion de las plantas aromaticas (62).

Con respecto al AE de R. officinalis, se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 0.73
+ 0.18% (p/p). Este resultado concuerda con el reportado por Bekkara y cols., el cual
obtuvo un porcentaje de rendimiento de 0.8% (p/p) para el AE de R. officinalis de la
misma variedad de planta y técnica de extraccion (126). Por otro lado, Zaouali y cols.,
analizaron dos variedades de AE de R. officinalis (typicusand y troglodytorum) de zona
semi-htimeda y 4rida superior de Ttnez, respectivamente. El rendimiento de extraccion
de la variedad troglodytorum de zona érida fue aproximadamente 2.3 veces mayor que la
variedad typicusand de zona humeda. Estos resultados ponen en evidencia que los
porcentajes de rendimiento pueden variar de acuerdo a las variedades de la planta y a las

condiciones climatoldgicas relacionadas con la region y tipo de suelo (127).

En la industria de los AE se ha establecido la importancia de evaluar las
caracteristicas fisicas de los AE para garantizar su control de calidad de forma rutinaria.
Las variaciones en los parametros fisicos, tales como densidad, indice de refraccion y

rotacion Optica permiten detectar posibles adulteraciones o degradacion de sus
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componentes, y por ende, asegurar su actividad bioldgica (128). En este sentido, se
evaluaron los parametros fisicos de densidad, indice de refraccién y rotacion Optica en
base a la FEUM (109). En una primera etapa, se seleccionaron los estandares de anetol,
eugenol y limoneno como controles de las evaluaciones debido a su similitud
fisicoquimica con los componentes de los AE (i.e. polaridad, presion de vapor) para
posteriormente evaluar los AE. En la Tabla 8, se presentan los valores obtenidos de la
caracterizacion fisica de los controles y AE. En el caso de los controles, se observa que
los valores se encuentran dentro de los intervalos reportados en la FEUM (129) (Anexo

I1) lo cual confirma la repetibilidad y reproducibilidad de las evaluaciones fisicas.

Para la caracterizacion del AE de R. officinalis, el indice de refraccion y la densidad
relativa estdn dentro de los intervalos de aceptacion establecidos en la FEUM (129)
(Anexo 1I); sin embargo, los valores de rotacién Optica estdn fuera del intervalo
establecido. Es importante mencionar que la FEUM (129) no especifica la zona ni la
temporada de colecta de la planta analizada, por lo que podria haber pequefias
variaciones en los valores. En el caso del AE de L. dentata, no se cuenta con valores
establecidos en la FEUM; unicamente estd reportada la caracterizacion fisica de L.
angustifolia (Anexo I1) (129). Los valores obtenidos en la caracterizacion fisica de L.
dentata, son mayores que los establecidos para L. angustifolia. Con relacién a esto, Lis-
Balchin establece que las diferentes especies de Lavandula presentan variaciones en su
composicion quimica, por ejemplo, la L. angustifolia presenta entre 30-40% de linalol a

diferencia de la L. dentata que presenta un 1.63% (Tabla 9). Estas variaciones en la
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composicion quimica, efectivamente, se reflejan en los diferentes valores obtenidos en

su caracterizacion fisica.

La caracterizacion quimica realizada por CG-MS y CG-FID permiti6 identificar los
componentes presentes en los AE, asi como su porcentaje de abundancia (110). La CG
representa una técnica analitica adecuada para el analisis cualitativo y cuantitativo de los
AE, ya que ofrece alta sensibilidad, gran estabilidad y un rango dindmico lineal
excepcionalmente alto que permite el analisis de componentes volatiles del AE a

concentraciones muy bajas o en niveles de trazas (130).

En un primer paso, se obtuvieron los cromatogramas de ambos AE (Figuras 13 y 14)
utilizando métodos por CG-MS previamente desarrollados (110). Posteriormente, se
realizo la correcta identificacion de los componentes presentes en los AE en base a la
biblioteca NIST, al indice de Kovats, al indice aritmético y a los datos de referencia
(111). En un segundo paso, los cromatogramas CG-MS fueron comparados con los
cromatogramas obtenidos por CG-FID (Figuras 15 y 16) y se calculd, en base a las
areas, su porcentaje de abundancia (%A). La composicion quimica y el %A de los

componentes de cada AE se muestran en la Tabla 9.

Para el AE de L. dentata, se identificaron 16 componentes, el 80.71% del porcentaje
total del AE corresponde a monoterpenos oxigenados, el 16.19% a monoterpenos
hidrocarbonados y el 3.11% no fueron identificados. Los componentes con mayor %A

fueron el 1,8-cineol (68.59%) y el B-pineno (11.53%), ambos monoterpenos. Estudios
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realizados con el AE de L. dentata nativa de Tunez y obtenido por hidrodestilacion,
también determinaron que el 1,8-cineol es el componente mayoritario pero con un %A

menor (131).

En relacion con el AE de R. officinalis, se identificaron 22 componentes (Tabla 9), el
62.34% del area total del AE corresponde a monoterpenos oxigenados, el 35.14% a
monoterpenos hidrocarbonados, el 1.07% a sesquiterpenos hidrocarbonados, el 0.87% a
sesquiterpenos oxigenados y el 0.84% corresponde a alcoholes y cetonas. Sus
componentes con mayor %A fueron el alcanfor (39.46%) y el 1,8-cineol (14.63%)
ambos monoterpenos oxigenados. Ojeda-Sana y cols., reportaron un %A entre 18.7 y
21.6% para el 1,8-cineol en el AE de Rosmarinus obtenido por hidrodestilacion (132).
Sin embargo, Raskovi¢ y cols. reporta un %A del 43.77% para el 1,8-cineol como el
constituyente principal del AE de R. officinalis (86). La diferencia en el %A puede ser
atribuido al origen geografico de la planta, ya que la planta fue recolectada en la zona

del Mediterraneo y la planta del presente estudio fue recolectada en América del Norte.

En la Tabla 9 se observa que ambos AE presentan un alto %A de monoterpenos en su
composicion quimica. Diferentes grupos de trabajo han establecido que un alto %A de
monoterpenos en el AE, favorece su actividad antioxidante. Especificamente, al 1,8-
cineol, monoterpeno oxigenado, se le ha atribuido una buena actividad antioxidante

(133).
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Con el objetivo de realizar el seguimiento de los AE durante las pruebas bioldgicas
en piel de cerdo, se seleccionaron los componentes mayoritarios de cada AE en base a su
abundancia y actividad biologica. Para el AE de L. dentata se establecio el B-pineno y

1,8-cineol; mientras que para el AE de R. officinalis el 1,8-cineol y el alcanfor.

4.2 Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de NC y emulsiones con AE de L.

dentata y R. officinalis

Para la formulacion de las NC se utilizo la técnica de nanoprecipitacion establecida
por Fessi y cols (112). En la técnica de nanoprecipitacion, la fase organica (FO) que
contiene el polimero formador de NC se pone en contacto con la fase acuosa (FA) con
una ligera agitacion magnética. Cuando ambas fases estan en contacto, el disolvente
miscible en agua difunde desde la FO hacia la FA y lleva consigo las cadenas
poliméricas que estdn en solucidon. Posteriormente, a medida que el disolvente difunde
en la FA, las cadenas poliméricas se agregan permitiendo la formaciéon de NC por la

deposicion interfacial de polimero después del desplazamiento del solvente (134).

Con base en el fundamento, se ha establecido que la formaciéon de NC se ve
influenciada por diversos factores como el tipo de polimero y disolvente, y la
concentracion de polimero en la FO (91). Para el tipo de polimero, se seleccionaron tres
polimeros biocompatibles de la marca Eudragit® (L 100, E 100 y E PO), para asegurar

su compatibilidad con la piel para su futura aplicacion topica (135).
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Especificamente, el polimero Eudragit® L 100 ha sido comunmente utilizado como
polimero de recubrimiento entérico de activos para modificar su liberacion. Es un
polimero a base de acido metacrilico y metilmetacrilato que tiene como grupo funcional

el acido carboxilico, lo cual le brinda una naturaleza anidnica (136).

Los polimeros E-100 y E PO se han utilizado ampliamente para mejorar la
solubilidad de los activos no polares; ambos polimeros son versatiles, no son toxicos y
se han usado ampliamente en la formacién de peliculas (137). En cuanto a su
solubilidad, son solubles a un pH inferior a 5, lo cual favoreceria su aplicacion en piel,

ya que esta membrana presenta un pH entre 5-6 (138).

La técnica de nanoprecipitacion establece que el disolvente utilizado en la formaciéon
de NC, debe ser miscible en agua para favorecer la difusion de la FO hacia la FA (139).
En base a lo anterior, los solventes evaluados fueron el etanol, acetona y una mezcla de
acetona:isopropanol. Por otra parte, se ha observado que los parametros de solubilidad
de los disolventes permiten explicar las interacciones solvente-agua durante el proceso

de difusion de la FO hacia la FA (134).

La solubilidad es una propiedad fisica que se relaciona directamente con la polaridad.
Los tres disolventes evaluados tienen diferente polaridad, el etanol tiene una polaridad
de 0.654, mientras que el isopropanol y la acetona tienen una polaridad de 0.546 y
0.355, respectivamente (140). Galindo-Rodriguez y cols., establecen que los disolventes

mas polares presentan una alta afinidad solvente-agua, promoviendo la difusion del
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disolvente y la particion de las cadenas poliméricas en la FA, conduciendo a la
formacion de NP con menor tamafio (134). El etanol al ser mas polar es mas soluble en
agua que la mezcla de disolventes acetona:isopropanol, esto se correlaciona con lo
mencionado anteriormente, ya que las NP de menor tamafno (100 nm) fueron obtenidas
con el etanol en FO, contrario a la mezcla de disolventes menos polares con NP de

tamafio mayor a 200 nm.

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos con los tres polimeros y los tres
disolventes evaluados. Se puede apreciar que la presencia de agregados de polimero fue
persistente en la mayoria de los casos, excepto cuando el polimero Eudragit® E PO se
encontraba en la FO compuesta por la mezcla de acetona:isopropanol (50:50). Las NP-
blanco formadas presentaron un tamano de particula de 221 £+ 1.53 nm, con indice de
polidispersidad de 0.156 + 0.005 y no hubo formacion de agregados en el lote final.
Debido a lo anterior, el Eudragit® E PO fue seleccionado como el polimero formador de
NC. Ademas es importante mencionar que la naturaleza cationica del polimero,
favoreceria la interaccion con la piel, como resultado de la interaccion electrostatica

entre las cargas del polimero y la piel (141).

Una vez seleccionado el polimero formador de las NP, se evalu6 la influencia de la
concentracién de polimero Eudragit® E PO. Se evaluaron tres concentraciones de
Eudragit® E PO en la FO (20-25 mg/mL). En la Figura 17 se observa que al aumentar la
concentracion del polimero en la FO, el tamafo de la NP aumenta. De acuerdo al

fundamento de la técnica, al existir una mayor cantidad de cadenas poliméricas por
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unidad de volumen de disolvente, se favorecera la formaciéon de NP con un tamaiio
mayor (134). En base a lo anterior, se selecciond la formulacion con 22.5 mg/mL de
polimero Eudragit® E PO en la FO seleccionada y las NP obtenidas presentaron un

tamafo de particula mayor a 200 nm con ausencia de agregados.

Posteriormente, se realizo la incorporacion del AE a las NP-blanco. Kiligarslan y
cols., establecen que la relacion polimero:activo influye en las caracteristicas fisicas de
las formulaciones. Se menciona que la mayor eficiencia de encapsulacion se obtiene con
una relacion 2:1 (polimero:activo) (142). En base a esto, los AE de L. dentata y R.
officinalis fueron individualmente incorporados en la FO en una relacion 2:1

(polimero:AE), con una concentracion de 11.25 mg/mL de cada AE en la FO.

Otro aspecto importante para evaluar en la formulacion de NC-AE con aplicacion
biologica, es la purificacion de las NC. El proceso de purificacion de las NC consiste en
la eliminacion de los disolventes sin la pérdida de los componentes del AE. Para esto se
evaluaron dos técnicas: la evaporacion a presion reducida y la didlisis. Después de la
purificacion de las NC-AE por ambas técnicas, se obtuvieron cromatogramas de las NC
purificadas con los métodos de CG-FID desarrollados. Por ejemplo, en la Figura 18
correspondiente al cromatograma de las NC-AE de L. dentata, se observa una diferencia

en la resolucion e intensidad de las sefales en cada técnica de purificacion.

Para las NC-AE de L. dentata purificadas por dialisis se obtuvieron intensidades

mayores de ambos componentes huella que con la purificacién por evaporacion a
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presion reducida. Para el B-pineno, se obtuvieron areas 2.39 veces mayor con didlisis
que con evaporacion a presion reducida. De igual forma, el area para el 1,8-cineol fue
1.44 veces mayor con dialisis que con evaporacion a presion reducida. Para las NC-AE
de R. officinalis, se observa el mismo comportamiento para el 1,8-cineol, ya que el area
fue 4.16 veces mayor en didlisis que con evaporacion a presion reducida. En el caso del
alcanfor, se obtuvo la misma &area con las dos técnicas de purificacion. Este
comportamiento puede ser atribuido a que el alcanfor presenta la menor presion de vapor
en comparacion con los otros dos componentes huella. En base a lo anterior, se

seleccion6 la técnica de dialisis para la purificacion de las NC.

En la Tabla 11 se muestra la caracterizacion fisicoquimica de las NC-AE purificadas
por dialisis. Las NC-AE de L. dentata, presentaron un tamafio de 230.99 + 8.85 nm con
un IPD de 0.22 + 0.03 mientras que las NC-AE de R. officinalis, mostraron un tamafio
de 227.73 + 2.96 nm con un IPD de 0.20 + 0.03. Ambas NC-AE presentaron un tamafo
de particula deseado (> 200 nm) para su aplicacién en piel, de acuerdo con Alvarez-
Roman y cols., que observaron que las NP con tamafio mayor a 200 nm se distribuian de
forma homogénea sobre el EC y en los foliculos pilosos favoreciendo su efecto

bioldgico (42).

Con relacion al IPD, este es un parametro que se asocia con la medicion del grado de
variabilidad del tamafio de las NC. Los valores de IPD varian de 0 a 1, el valor mas alto
indica una distribucion de tamafio menos homogénea, mientras que los valores cercanos

a cero indican que la muestra es monodispersa, es decir, presenta una variabilidad
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minima del tamafio de la poblacién (134). En el Anexo III, se presentan los graficos de

las curvas de distribucion del tamafio de las NC obtenidas (Figura 36 y 37).

En la Tabla 11, también se muestra el potencial zeta de las NC-AE. Este potencial se
basa en la medicion del potencial electrostatico en la doble capa eléctrica (capa Stern-
capa difusa) que rodea la NC en solucion. Las NC con un potencial zeta mayor a +30
mV o menor a —30 mV se consideran fuertemente catidnicas o anidnicas,
respectivamente, y suelen tener altos grados de estabilidad (143). Las formulaciones de
NC-AE de L. dentata y R. officinalis presentaron valores de 50.40 = 0.75 mV y 54.47 +
0.45 mV, respectivamente. El valor positivo del potencial zeta es consistente con la
naturaleza catiénica del polimero Eudragit® E PO seleccionado. El polimero forma una
pared que rodea el nticleo de AE en la NC, exponiendo su carga positiva al exterior de la
particula. El potencial zeta positivo de las NC favoreceria su interaccion con la
superficie de la piel que posee carga negativa y por atraccion de cargas se facilitaria la

deposicion de las NC-AE en la piel (107).

Por otra parte, la estabilidad de las NC-AE se determind evaluando el efecto del
tiempo sobre el tamafio de las NC. En las Figuras 19 y 20 se puede apreciar que el
tamafio y el IPD de las NC obtenidas se mantuvieron constantes, en un periodo de 8
semanas, demostrando su estabilidad durante este periodo de tiempo. Asi mismo, se
realizd una evaluacion visual de las formulaciones de NC cargadas y purificadas y no se
observo la presencia de AE libre en la superficie de las formulaciones, ni agregados de

polimero o algiin cambio macroscopico importante. También, se puede observar que,
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después de 8 semanas, el tamafio disminuyo6 en las NC con ambos AE. Para las NC-AE
de L. dentata, la disminucion del tamaiio fue de un 25% del tamafio inicial, mientras que
para las NC-AE de R. officinalis fue del 35%. Asi mismo se observo la presencia de

agregados en ambas formulaciones.

Como parte de la caracterizacion quimica de las NC-AE, se realiz6 un analisis de IR-
FT en un intervalo de 400 a 4000 cm’', para determinar las posibles interacciones entre
el AE y el polimero formador de las NC.

En la Figura 21 se muestra el espectro IR del polimero Eudragit® E PO, en el cual se
identifican las bandas caracteristicas de grupos funcionales presentes en la estructura del
Eudragit® E PO (Anexo VII), en la regién de 1160-1200 cm™ se observa el estiramiento
caracteristico de grupos éster, mientras que en la region 1650-1750 cm™ se observan
sefales de vibracion que corresponden a grupos carbonilo C=O. En el espectro A de la
Figura 22 obtenido del AE de L. dentata se identifican las sefiales de estiramiento C-C
en la region de 950-1200 cm™!, caracteristicos de la presencia del 1,8-cineol en el AE, asi
como sefiales C=C en la regién de 1600-1650 cm™ grupo funcional presente en la
estructura del B-pineno (Anexo VII) (144). Por otro lado, en la Figura 23 el espectro A
corresponde al AE de R. officinalis, en el cual se observan sefiales de estiramiento de
grupos carbonilo C=0O en la region 1700-1750 cm™ presente en la estructura del
componente alcanfor, asi mismo se identifican las sefiales de estiramiento C-C en la
region de 950-1200 cm™!, caracteristicos de la presencia del 1,8-cineol en el AE, otro de
los componentes mayoritarios de este AE. ES importante destacar, que las sefiales con

mayor intensidad corresponden a los componentes mayoritarios de cada AE.
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En el caso de las NC-AE de L. dentata y R. officinalis (espectros B de las Figuras 22
y 23, respectivamente), fue posible observar bandas caracteristicas de los grupos
funcionales presentes en el polimero Eudragit® E PO (1100-1150 cm™ y 1700-1750 cm’
1y, ademas, no se observa la aparicion de bandas correspondientes a la formacion de
nuevos compuestos, lo cual indica que so6lo hay interaccion quimica entre los
compuestos formadores de las NC. Lo cual es indicativo de la encapsulacion de los AE

con el polimero formador de NC.

En la caracterizacion de las NC, es fundamental establecer el contenido de AE en las
NC para su correcta dosificacion y aplicacion bioldgica. Se determinaron los porcentajes
de encapsulacion (%E) y eficiencia de encapsulacion (%EE) de los dos componentes
“huella” seleccionados para cada AE utilizando las Formulas 2 y 3. Cabe mencionar que
para cuantificar los componentes huella de ambos AE se utilizaron los métodos de CG-

FID previamente validados (Capitulo 3.3).

En la Tabla 12, se muestran los resultados obtenidos del %E y %EE para los
componentes huella de cada NC-AE. Para las NC-AE de L. dentata se obtuvo un %E de
1.56% para el B-pineno y de 2.89% para el 1,8-cineol. Con un %E total de 4.45% con
una variacion de 0.25%. En el caso de las NC-AE de R. officinalis, se observd un %E de
2.95% para el 1,8-cineol y de 2.41% para el alcanfor. Con un %E total de 5.36% con una
variacion de 0.27%. Esto indica que aproximadamente el 4.45% o el 5.36% de la NC
esta formada por los dos componentes huella del aceite de L. dentata o de R. officinalis,

respectivamente y el resto corresponde al Eudragit® E PO. Los %E obtenidos en este
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trabajo son menores al obtenido por Salas-Cedillo con las NC de AE de Schinus molle,
con un %E total del 7.84% con una variacion de 0.006% (47). Esta diferencia puede
deberse a que Salas Cedillo utilizé otro polimero formador de NC (Eudragit® L100-55) y
cuantifico tres componentes huella (mirceno, a-felandreno y limoneno) con diferentes

propiedades fisicoquimicas.

Se ha considerado que la eficiencia de la técnica de nanoprecipitacion, depende de su
naturaleza quimica del activo y particularmente de su polaridad (145). El 1,8-cineol
tiene un coeficiente de particion de 2.74 y el alcanfor de 2.38, y se observo que ambos
componentes tuvieron un %E de aproximadamente 3% en las NC-AE de R. officinalis
independientemente del %A en el AE (14.63% de 1,8-cineol y 39.46% de alcanfor). En
el caso de las NC-AE de L. dentata, el 1,8-cineol tuvo un %E de 2.89% =+ 0.12% a pesar

de tener un %A del 68.59%.

Por otra parte, para las NC-AE de L. dentata, se obtuvo un %EE de 28.97% para el -
pineno y de 11.31% para el 1,8-cineol, con un %EE total del 40.28% con una variacion
de 2.93%. En las NC-AE de R. officinalis, se obtuvo un %EE de 43.29% para el 1,8-
cineol y de 14.61% para el alcanfor, con un %EE total de 57.90% con una variacion de
2.84%. Lo anterior indica que los componentes de ambos AE fueron al menos
encapsulados en las NC en un 40.28% para el AE de L. dentata y un 57.90% para el AE
de R. officinalis. Diferentes publicaciones mencionan que los porcentajes de eficiencia
de encapsulacion de activos lipofilicos por la técnica de nanoprecipitacion se encuentran

alrededor del 80% (145). Wu y cols., mencionan que los componentes polares presentan
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una mayor tendencia a difundir de la FO hacia la FA, lo cual podria favorecer la
encapsulacion de componentes no polares (146). Con relacion a esto, en las NC-AE de
L. dentata, el %EE del B-pineno fue del doble en comparacion con el %EE del 1,8-
cineol a pesar de que este ultimo tiene un %A del 68.59%. Este comportamiento se
puede deber a que los dos componentes tienen polaridad diferente, el B-pineno es no
polar (LogP(o/w) de 4.16) a diferencia del 1,8-cineol con un LogP(o/w) de 2.74. Sin

embargo, este comportamiento no se observo en las NC-AE de R. officinalis.

Si bien los %EE obtenidos en este trabajo para los dos AE fue menor al 60%, es
importante enfatizar que la encapsulacion de un producto natural complejo, como los
AE, es un proceso que representa mayor dificultad debido a su naturaleza volatil en

comparacion con la encapsulacion de un farmaco (147).

4.3 Desarrollo y validacién de métodos analiticos por CG-FID para cuantificar los

AE en NC poliméricas

La validacion de un método analitico es el proceso que establece, mediante
evaluaciones de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método satisfacen
los requisitos para su aplicacion analitica (109). Los métodos analiticos por CG-FID
(inyeccion directa) desarrollados para cuantificar los componentes “huella” de los AE en
las NC, se validaron bajo los criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos

expedidos por la comision de control analitico y ampliacion de cobertura de la Secretaria
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de Salud (CCAYAC-P-058, 2011) (117). Se evaluaron los siguientes parametros para la
validacion del sistema: linealidad, limite de cuantificacion, limite de deteccion y
precision, expresada como repetibilidad y precision intermedia; mientras que para la
validacion del método se evaluo: exactitud y precision, expresada como repetibilidad y

precision intermedia.

En relacion a los programas cromatograficos se inicidé con las condiciones
cromatograficas previamente descritas por Danh y cols. (115) y Derwich y cols. (116).
Posteriormente, se modificaron estos programas cromatograficos, con el objetivo de
mejorar la separacion de las sefiales cromatograficas de los AE y reducir el tiempo de
analisis de los AE. Para el AE de L. dentata se modifico la rampa de calentamiento y se
disminuyo el tiempo de andlisis del AE a 14.5 min en comparacion con 83 min de
analisis propuesto por Dahn y cols (115). Para el AE de R. officinalis se modificaron la
rampa de calentamiento y la temperatura del inyector y detector, con lo que se redujo el
tiempo de analisis a 16 min comparado con el tiempo de 60 min obtenido por Derwich y
cols (116). Las modificaciones realizadas en los métodos por CG-FID permitieron
obtener un analisis simple con mejor resolucion, reduciendo el tiempo de corrida, asi
como el costo de validacién y andlisis de cada AE. Los programas cromatograficos
modificados para el AE de L. dentata y R. officinalis, se muestran en la Tabla 14 y 15,

respectivamente. Para cada AE se seleccion6 el correspondiente programa 5.

111



La validacion del sistema se realizd con estandares de los dos componentes huella
seleccionados para cada AE. Para la validacion del método se emplearon NC-AE
adicionadas con la mezcla de estandares.

Los parametros de validacion del método analitico para los AE de L. dentata y R.

officinalis se muestran en las Tablas 16 y 17, respectivamente.

Los métodos analiticos demostraron ser lineales con un coeficiente de
determinacion lineal de 0.999, mayor a 0.99 establecido por la CCAYAC (117). Para el
AE de L. dentata el método demostré ser lineal en el intervalo de concentracion total de
la mezcla de estdndares de B-pineno y 1,8-cineol (10 a 160 pg/mL). De igual manera,
para el AE de R. officinalis se establecid que el intervalo de concentracion total de la
mezcla de estandares de 1,8-cineol y alcanfor (10 a 160 pg/mL) fue lineal, con un

coeficiente de determinacion lineal superior a 0.99.

Con respecto a los limites de deteccion y cuantificacion de los componentes del AE
de L. dentata, para el p-pineno se determinaron valores de 0.147 y 0.446 pg/mlL,
respectivamente, mientras que, para el segundo componente, 1,8-cineol, se establecieron
valores de 1.279 y 3.876 pg/mL, respectivamente. Para el AE de R. officinalis los
valores de limite de deteccion y cuantificacion para el componente 1,8-cineol fueron de
0.478 y 1.449 ug/mL, respectivamente, y para el segundo componente, el alcanfor, los

resultados fueron de 0.624 y 1.890 pg/mL, respectivamente.
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Estos resultados pueden ser comparados con los obtenidos por Velazquez-Davila con
un método por inyeccion directa para la cuantificacion del AE de Magnolia grandiflora
(107). Los componentes huella seleccionados, el B-pineno, el alcanfor y el acetato de
bornilo, obtuvieron limites de deteccidn y cuantificacion cercanos a los obtenidos en el
presente trabajo. Para el B-pineno los valores de limites de deteccion y cuantificacion
fueron de 1.71 y 5.70 pug/mL, respectivamente. Mientras que para el acetato de bornilo
fueron de 1.74 y 5.78 pg/mL, respectivamente. Para el tercer componente huella, el
alcanfor, los resultados fueron de 0.48 y 1.38 pg/mL, respectivamente (107). Los
resultados del presente trabajo permiten garantizar que los métodos de CG-FID por
inyeccidn directa desarrollados para ambos AE son capaces de detectar concentraciones

por debajo del nivel inferior de intervalo de trabajo.

Por otra parte, el sistema demostré ser preciso con porcentajes de desviacion
estandar relativa menor al 10%, y los resultados se expresaron como repetibilidad y
reproducibilidad (148). En las Tablas 16 y 17 se muestran los resultados para el AE de
L. dentata y R. officinalis, respectivamente, que indican que el sistema fue preciso tanto

en el mismo dia como en dias no consecutivos de validacidon para ambos AE.

Para la validacién del método, se determind su exactitud y precision mediante la
técnica de adicion estandar. Para esto, las muestras de NC-AE fueron adicionadas con la
mezcla total de estandares de los componentes huella seleccionados para cada AE. La

exactitud del método se determind empleando cinco niveles de concentracion (10, 20,
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40, 80 y 160 pg/mL), mientras que la precision del método se determind a tres niveles de

concentracion (10, 40 y 160 pg/mL).

Los meétodos analiticos demostraron ser exactos con porcentajes de recuperacion
cercanos al 100%. Para el AE de L. dentata se obtuvieron porcentajes de recuperacion de
97.17 y 100.98%, para el B-pineno y 1,8-cineol, respectivamente. Para el AE. de R.
officinalis los valores fueron de 100.53% para el 1,8-cineol y 99.98% para el alcanfor.
De acuerdo con Miaoa y cols., los porcentajes de recuperacion cercanos al 100%
permiten concluir que el método analitico es exacto. Miaoa y cols, validaron un método

analitico por CG-FID para el andlisis cuantitativo de AE de Alpinia oxyphylla (149).

Los métodos analiticos demostraron ser precisos con %DER menores al 10%, y los
resultados se expresaron como repetibilidad y reproducibilidad del método. Para el AE
de L. dentata se obtuvieron %DER para repetibilidad y reproducibilidad del B-pineno de
4.86% Yy 8.91%, respectivamente; mientras que para el 1,8-cineol se obtuvieron %DER
para repetibilidad y reproducibilidad de 4.98% y 6.42%, respectivamente. Por otro lado,
para el AE de R. officinalis los resultados obtenidos de %DER para repetibilidad y
reproducibilidad para el 1,8-cineol fueron de 4.53% y 4.93%, respectivamente; para el
alcanfor se obtuvieron %DER para repetibilidad y reproducibilidad de 4.00% y 4.82%,
respectivamente. Los %DER obtenidos para cada AE se encontraron dentro de los
parametros de aceptacion establecidos por Sousa y cols., en la validacion de método

analitico de aceite de copaiba (148).
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4.4 Actividad antioxidante de los AE libres y nanoencapsulados

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir o retardar la
degradacion oxidativa (i.e. peroxidacion lipidica) de otra sustancia, de tal manera que un
antioxidante actua, principalmente, gracias a su capacidad para reaccionar con radicales

libres (72).

La peroxidacion lipidica consiste en una serie de procesos de reaccion en cadena que
hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos mediada por radicales libres y
asociada con danos provocados en la membrana celular (i.e. modificacion de lipidos).
Los radicales libres capturan electrones de los lipidos en las membranas celulares, los
cuales se producen continuamente durante los eventos fisiologicos normales y pueden
iniciar facilmente la peroxidacion de los lipidos de la membrana, lo que lleva a la

acumulacion de peroxidos lipidicos (81).

Debido a su funcion como interface entre el cuerpo y el medio ambiente, la piel esta
cronicamente expuesta a agentes prooxidativos tanto enddégenos como ambientales, lo
que lleva a la generacion nociva de especies reactivas de oxigeno (EROS). Existe
evidencia de que la oxidacion lipidica estd involucrada en el dafio de los componentes
celulares, como los lipidos de la membrana celular, y asociada al envejecimiento
prematuro (150). La determinaciéon de la inhibiciéon de la lipoperoxidacion de AE

permite la busqueda de antioxidantes de origen natural con aplicacion topica.

115



Existen diferentes técnicas para determinar la actividad antioxidante mediante la
lipoperoxidacion, en las cuales se emplea el acido linoleico como sustrato oxidable
(83,119,151). El &cido linoleico pertenece al grupo de los acidos omega-6 y es el acido
graso poliinsaturado més abundante de la piel. Su presencia asegura la salud de la piel,
ya que contribuye a la formacion de ceramidas esenciales en la estructura de la barrera
epidérmica. Se ha observado que la ausencia de acido linoleico en el EC provoca
problemas de permeabilidad en la barrera de la piel (152). De esta manera, el empleo del
acido linoleico como sustrato de reaccion permite realizar una evaluacion representativa

de la actividad antioxidante de los AE en piel.

La actividad antioxidante de los AE libres y las NC-AE se evalu6 por el método de
inhibicién de la lipoperoxidacion de &cido linoleico por iniciador de radicales ABAP.
Los resultados se expresaron en términos de su capacidad para inhibir la

lipoperoxidacion del &cido linoleico (81,118).

El método de inhibicién de la lipoperoxidacion de acido linoleico por iniciador de
radicales ABAP permite evaluar la actividad antioxidante de los AE en un tiempo de 15
minutos. EI método se basa en la determinacion espectrofotométrica de la formacién de
dienos conjugados por la oxidacion del acido linoleico, en ausencia y en presencia de un
potencial antioxidante (118). Se realizaron modificaciones al método establecido por
Ruberto y cols., para asegurar que las absorbancias cumplieran con la ley de Lambert-
Beer. En este sentido se modificaron los volimenes de los reactivos y la concentracion

de los controles (50 pg/mL).
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Los porcentajes de inhibicion (%l) de la lipoperoxidacion obtenidos para los
controles y AE se muestran en la Tabla 18. Los controles positivos carvacrol y timol
fueron seleccionados en base a su demostrada actividad antioxidante (153). Los
controles 1,8-cineol y alcanfor se eligieron porque son dos de los componentes mas
abundantes en los AE evaluados. El %Il de la lipoperoxidacién del 1,8-cineol, alcanfor,
carvacrol y timol fueron del 27.67%, 28.64%, 30.11% y 30.95%, respectivamente. Los
resultados obtenidos de %Il de la lipoperoxidacion reflejan una baja actividad
antioxidante y no coincide con lo reportado por otros autores. En relacion a los AE, el
%I de la lipoperoxidacion fue aproximadamente del 25% sin diferencia significativa
entre ellos. Sin embargo, se observo una diferencia significativa (p < 0.0001) entre los
AE libres y nanoencapsulados. Cabe mencionar que este método de inhibicion de la
lipoperoxidacion de acido linoleico por iniciador de radicales ABAP, no es un método
adecuado para AE que contengan un %A de monoterpenos oxigenados elevado. Se
propuso determinar la actividad antioxidante de los controles y AE por otro mecanismo

de reaccion.

Por otro lado, la actividad antioxidante en emulsion de &cido linoleico se determind
por el método de tiocianato férrico (FTC). EI método se basa en la determinacién
espectrofotométrica de un complejo colorido formado por el i6n Fe®* y el tiocianato de
amonio a una Amax de 500 nm. Durante la lipoperoxidacion del acido linoleico, se forman
hidroperdxidos, los cuales a su vez oxidan el Fe?* a Fe®". Este ultimo ion es el que
participa en la formacion del complejo colorido con el tiocianato (122). En ausencia de

un agente antioxidante, el acido linoleico se oxida, lo que conduce a una mayor
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concentracion del hidroperdxidos y por lo tanto una mayor formacién del complejo
colorido Fe3*- tiocianato de amonio. Una mayor concentracion del complejo colorido se
refleja en un aumento en la absorbancia y un bajo %I de la lipoperoxidacion (Férmula

11).

Como control positivo se seleccion6 un antioxidante de origen natural, el a-tocoferol,
el cual es un micronutriente liposoluble con un potente efecto antioxidante en piel (154).
De igual manera se seleccionaron como controles positivos los estandares de 1,8-cineol

y alcanfor, debido a que son los componentes mayoritarios presentes en cada AE.

Las absorbancias de los controles analizados a tres niveles de concentracion (15, 30 y
45 pg/mL) en diferentes tiempos de incubacion (0, 5, 25 y 30 horas) se representan en la
Figura 28. Es importante mencionar que, a mayores valores de absorbancia, menor sera
el %l de la lipoperoxidacion del acido linoleico y por lo tanto menor sera la actividad
antioxidante. Como se muestra en la Figura 28, la absorbancia del control negativo del
%I (sin antioxidante) aumentd rapidamente en funcién del tiempo, con un valor maximo
absorbancia (1.12 = 0.01) a las 30 horas de incubacion. Lo que indica una alta
concentracion de hidroperdxidos generados por la completa oxidacién del &cido

linoleico en ausencia de un agente antioxidante (155).

En la Tabla 19, se muestran los %l de la lipoperoxidacion del acido linoleico
evaluados con los controles positivos, AE libres y NC-AE a tres niveles de

concentracion (15, 30 y 45 pug/mL) después de 30 horas de incubacion.
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Como era esperado para el control positivo, a-tocoferol, los %I fueron directamente
proporcionales a su concentracion, presentando mayor porcentaje de inhibicion a mayor
concentracion. Estos resultados pueden ser comparados con los obtenidos por Gulgin y
col. (155), quienes obtuvieron un %Il de 54.7% para el a-tocoferol a 15 pg/mL. Otro
grupo de investigacion, Topal y cols. (83), reporta un %I de 73.88% para el a-tocoferol a
45 pg/mL, %I ligeramente mayor al obtenido en este trabajo probablemente debido a las
modificaciones realizadas al método. Durante el desarrollo del método se modifico la
concentracion final con el objetivo de obtener absorbancias que cumplieran con la ley de

Lambert-Beer.

Por su parte, los estindares de 1,8-cineol y alcanfor presentaron un %I de la
lipoperoxidacion dependiente de la concentracion. Se observdé una diferencia
significativa (p < 0.001) entre los valores de %I del 1,8-cineol y alcanfor, a 45 pg/mL,
siendo mas efectivo el alcanfor. Ademas, ambos controles presentaron una diferencia
significativa minima (p < 0.01) comparada con el control positivo de a-tocoferol a las

tres concentraciones evaluadas.

Cuando se evaluaron los AE de L. dentata y R. officinalis, también se observé que el
%I de la lipoperoxidacion fue dependiente de la concentracion. Se observo que a 45
ug/mL, el AE de L. dentata no presentd diferencia significativa (ns) en el %I de la
lipoperoxidacion (66.79%) comparado con el AE de R. officinalis (65.21%). Yang y
cols., reportaron que el AE de Lavandula era mas efectivo para inhibir la peroxidacion

del acido linoleico en un periodo de prueba de 10 dias en comparacion con otros AE,
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dentro de los cuales se encontraba el AE de R. officinalis (68). En este sentido, Hosni y
col., (156) establecen que la potente actividad antioxidante de los AE es debida a la
presencia de un alto porcentaje de monoterpenos. En el presente trabajo los
monoterpenos representan el 80.71% y 62.34% de los AE de L. dentata y R. officinalis,
respectivamente, lo cual concuerda con su actividad antioxidante (mayor al 65% de
inhibicion de la lipoperoxidacion). Si bien el %A de monoterpenos es mayor al 60%, es
importante mencionar que los AE son mezclas complejas, su actividad antioxidante no
se puede asignar a un solo grupo de componentes ya que componentes minoritarios

podrian hacer una contribucién significativa a la actividad del AE (84,157).

Ambos AE libres no presentaron diferencia significativa (ns) en el %I comparados
con el 1,8-cineol, componente mayoritario presente en ambos AE. Sin embargo, el AE
de R. officinalis presentd diferencia significativa (p < 0.001) en el %l al ser compararlo
con el alcanfor, componente mayoritario. Como se menciond anteriormente, la
interaccion entre los componentes presentes en el AE modifica la actividad antioxidante

en comparacion con un componente aislado.

Por otro lado, el %I de lipoperoxidacion de las NC-AE fue menor que los AE libres
con una diferencia significativa de p < 0.0001. Cuando el AE se encuentra en las NC, el
%I de lipoperoxidacion disminuyd entre un 3 y 5%. Esta ligera disminucién en su
actividad antioxidante estaria relacionada con la liberacién de los componentes
encapsulados en las NC hacia el medio. En la bibliografia, se menciona que sistemas de

nanocapsulas obtenidos por la técnica de nanoprecipitacion se comportan como sistemas
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bifasicos de liberacion con una fase inicial rapida, seguida por una segunda fase mas
lenta (47,158). La fase inicial es llamada efecto Burst y es dado por la desorcién de los
activos de la superficie de las NC (159). La segunda fase descrita, corresponde a la
difusion de los activos (i.e. s-pineno, 1,8-cineol y alcanfor) desde el nucleo de la NP al
medio. Esta segunda fase esta influenciada por el coeficiente de particion de los activos
entre el nucleo oleoso de las particulas y el medio acuoso externo, ademas de otros

factores como las interacciones entre los activos y las cadenas poliméricas (160).

Cabe mencionar que las NC-AE de ambos aceites mantuvieron un %I de la
lipoperoxidacion cercano al 60% a una concentracion de 45 ug/mL, lo cual representa
una buena actividad antioxidante comparados con el control positivo de o-tocoferol,
antioxidante de origen natural. Esta actividad antioxidante de los AE se conserva

después del proceso de nanoencapsulacion.

En el Anexo IV se muestran las graficas de %I de la lipoperoxidacion en funcion de

la concentracion de los controles positivos, AE libres y NC-AE (Figuras 38 y 39).

4.5 Parametros biofisicos de la piel de cerdo con técnicas de bioingenieria

La evaluacion biofisica de la piel permite realizar una determinacidon cuantitativa de
los procesos biofisicos y bioquimicos relacionados con la funciéon barrera de la piel

(161). En este trabajo, se utilizaron técnicas de bioingenieria no invasivas para
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determinar los parametros biofisicos de la piel de cerdo, como la pérdida de agua

transepidérmica (TEWL), el contenido de agua del EC, el pH y la cantidad de sebo (104).

La piel de cerdo es reconocida como el modelo animal mas apropiado debido a las
similitudes anatomicas, histologicas y fisioldgicas con la piel humana (10). Dentro de las
similitudes se encuentran el espesor epidérmico, la densidad de foliculos pilosos y el
contenido en EC de glicoesfingolipidos, ceramidas, coldgeno y elastina (162). La
densidad promedio de foliculos pilosos en la piel de cerdo es de aproximadamente 20
mientras que en la piel humana es de 14-32 dependiendo la zona de la piel (97). En
cuanto a la composicion quimica, las principales clases de lipidos en el EC humano y
porcino son ceramidas, colesterol y acidos grasos libres los cuales estan presentes en una

proporcién aproximadamente equimolar (163).

Con relacion al espesor del EC, Sekkat y cols., establecen que la validez de la piel
porcina como un modelo in vitro reside en la comparacion del espesor del EC. Para la
piel de cerdo obtuvieron un espesor de 11.8 + 4.0, mientras que para la piel humana fue
de 10.9 £ 3.5 um (96). En el presente trabajo se obtuvo un espesor de EC de 13.7 + 1.2
pm. Para determinar el espesor del EC de la piel de oreja de cerdo, se evalu6 la pérdida
de agua transepidermica (g/m?h) después de la remocién progresiva de EC. Un aumento
significativo de la TEWL es indicativo de la remocion total del EC. En la Figura 29 se
muestran los valores de la TEWL obtenidos en funcion de la profundidad de EC en pm.
En relacién a esto, es importante mencionar que el valor de la TEWL fue de 24.80 + 1.80

g/m?h, significativamente menor que la establecida como valor basal establecida en las
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evaluaciones biofisicas (30.07 + 2.20 g/m?h). Esto probablemente debido a que las
evaluaciones se realizaron en diferentes estaciones del afio. En el grupo de trabajo se ha
establecido que los parametros biofisicos de la piel de cerdo determinados en primavera

son menores que los obtenidos en verano.

En relacion a las variaciones TEWL, Schlupp y cols. (164), reportaron un valor de
basal de 10 + 3 g/m?h. Esta diferencia se atribuye a factores tales como la raza del cerdo,
el acondicionamiento de la piel antes de su analisis y el tipo de camara de la sonda
empleada. Por otro lado, el valor de pH coincide con lo reportado por Jung y cols., con
valores de pH de 6 a 7 para la piel de cerdo (35). El contenido de agua del EC en este
trabajo fue de 36.82 + 1.48 UA, similar al reportado por Kanikkannan y cols., de 32.17 +
5.12 UA (165). Particularmente para este parametro, es importante mencionar que se
realizd con la misma sonda utilizada en el presente estudio (Corneometer CM825), por

lo cual los resultados pueden ser correlacionados de manera confiable.

En el Anexo V se muestran los valores de los cuatro parametros biofisicos evaluados
después de la aplicacion de EM-AE y NC-AE (Tablas 24 y 25, respectivamente) durante
1, 2 y 4 horas de contacto con la piel de cerdo. En las Figuras 30, 31, 32 y 33 se
muestran los resultados del andlisis estadistico de los valores para la TEWL, pH,

contenido de agua del EC y cantidad de sebo, respectivamente.

El parametro de la TEWL representa la pérdida total de agua que se origina desde las

glandulas sudoriparas, y que difunde a través de la capa cérnea a la superficie de la piel
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en forma de vapor de agua (104). Estudios anteriores han demostrado que la exposicion
de la piel de cerdo a algin dafio quimico o fisico genera modificaciones en la estructura

de la piel lo que provoca una elevacion en la TEWL (166).

En la Figura 30, se puede observar que cuando la EM y las NP sin AE son aplicadas
en la superficie de la piel durante 1, 2 o 4 horas, la TEWL no present6d diferencias
significativas con respecto a la piel sin tratamiento (basal). Lo cual pone en evidencia
que las formulaciones tépicas sin AE no provocan modificaciones estructurales en la

piel.

Con relacion a la aplicacion de las EM y NC con AE en la piel de cerdo, se observa
un aumento significativo de la TEWL (p < 0.0001) con respecto a la piel sin tratamiento
(basal). Estudios previos, han establecido que los AE modifican reversiblemente la
estructura de barrera del EC. Se menciona que los AE pueden interaccionar por afinidad
con los lipidos intercorneocitarios ocasionando un reacomodo temporal de la estructura
“ladrillo-cemento” del EC. De esta forma, se favoreceria la difusion de agua hacia el EC,

aumentando asi la TEWL (167).

Los valores de TEWL se expresaron como A TEWL entre las EM y NC-AE
comparadas con las EM y NP-blanco (Anexo V, Tabla 26) (168). De forma interesante
se observa que cuando la EM-AE de L. dentata se aplico en la piel durante 1 hora, la
ATEWL fue de 17.20 y con las NC-AE fue de 6.67. Después de 2 horas de contacto de la
EM-AE de L. dentata, se observo que la ATEWL disminuy6 a 8.25 y con las NC-AE se
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mantiene a 6.12. A las 4 horas, se observé que, con la EM-AE, la ATEWL disminuy6 a
6.22 y la ATEWL con las NC-AE disminuyé a 5.32 (Anexo V, Tabla 26). Este
comportamiento se podria deber a que, en las EM, el AE estd libre y favorece una rapida
interaccion con los lipidos del EC, que a su vez modifican la estructura del EC y por
ende aumenta la TEWL. A diferencia que, en las NC, el AE no estd totalmente
disponible y por lo tanto la modificacion estructural del EC es menor.

Con el tiempo de aplicacion de 2 horas, el AE en las EM se va evaporando y el efecto
del AE sobre la TEWL, es menor que en la primera hora, lo mismo ocurre después de las
4 horas de contacto con la piel. En el caso de las NC, el valor de la ATEWL es constante,
lo cual es atribuido a que las NC funcionan como reservorios de los AE protegiéndolos

de la evaporacion.

Por otra parte, la piel tiene un caracter acido (pH entre 4.5 y 6) debido al llamado
"manto acido* formado por el manto aéreo (capa gaseosa de CO> que proviene del
metabolismo celular y vapor de agua) y la emulsidon epicutanea formada por el agua del
sudor y los lipidos de las glandulas sebaceas (104,169). El mantener el pH de la piel
asegura que el manto acido permanezca intacto, y sea capaz de inhibir el crecimiento de
bacterias y mantener el entorno acido optimo para que pueda prosperar la flora natural
de la piel (104). Debido a lo anterior, es necesario evaluar el pH de la piel después de la

aplicacion de las EM y NC con AE.

En la Figura 31 se muestran los valores de pH obtenidos con la piel sin tratamiento y
con la aplicacion de las EM y NC con y sin AE durante 1, 2 y 4 horas de contacto con la
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piel. Se puede observar que el pH de la piel de cerdo sin tratamiento (basal) no presento
cambios significativos (ns) después de la aplicacion de las EM y NC con y sin AE. Esto
se debe a que las EM y NC con y sin AE presentaron valores de pH entre 4.2 y 6.6,
valores cercanos al intervalo de pH de la superficie de la piel (entre 4.5 y 6) (169). De
esta forma la aplicacion de los AE tanto en EM como en NC no causaron modificaciones
al pH de la piel de cerdo, es decir el manto acido permanece funcional sin alterar la

homeostasis de la piel.

La hidratacion de la piel esta determinada por factores exdgenos tales como la
temperatura y la humedad relativa, asi como por factores inherentes del EC, como el
factor natural de hidratacion (FNH). Este factor esta compuesto principalmente por
proteinas y aminoacidos, productos de la degradacién de los queratinocitos vy
constituyentes de la sudoracion (170). Por sus caracteristicas higroscopicas, la mayoria
de estos componentes son capaces de captar el agua de la atmdsfera. Para determinar el
contenido de agua en el EC, se utiliz6 una sonda que detecta la capacitancia del EC
(propiedad de la piel de mantener una carga eléctrica). Cualquier variacion en la
hidratacion del EC (10-20 um), genera un cambio en la constante dieléctrica de la piel y

por lo tanto un cambio en la capacitancia que la sonda mide (105).

En la Figura 32, se puede observar que cuando las NC sin AE (NP-blanco) son

aplicadas en la superficie de la piel durante 1, 2 6 4 horas, el contenido de agua del EC

no presento diferencias significativas con respecto a la piel sin tratamiento (basal).
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Sin embargo, cuando la EM sin AE (EM-blanco) se aplica en la piel de cerdo, se observa
un aumento en el contenido de agua del EC de 16.52 UA a las 2 horas, yde 15.44 UA a
las 4 horas. Este comportamiento podria ser debido a que las EM se encuentran en un
medio acuoso (o/w) y cuando la piel estd expuesta a un ambiente huimedo, los
corneocitos del EC son capaces de absorber cantidades agua, lo que ocasiona un

aumento en la constante dieléctrica de la piel (171).

En la Tabla 26 (Anexo V) se muestran las diferencias (A) en el contenido de agua del
EC de las EM-AE y NC-AE comparadas con las EM y NP-blanco, respectivamente,

después del tiempo de contacto de 1, 2 y 4 horas con la piel de cerdo.

Otro de los parametros biofisicos evaluados en la piel de cerdo, fue la cantidad de
sebo presente en EC. Sebo es el término general que define los lipidos excretados por las
glandulas sebaceas que se extienden sobre la superficie de la piel, estos lipidos
epidérmicos son un componente clave del EC, ya que aseguran la cohesion entre las
multiples capas celulares del EC y participan en la funcion barrera de la piel (104).
Ademas, actua como un lubricante para la piel y mantiene las condiciones 4cidas (pH 5)

en la superficie de la piel.

En la Figura 33 se muestra la cantidad de sebo en el EC con la aplicacion de EM/NP-
blanco, EM-AE y NC-AE durante 1, 2 y 4 horas. Se puede observar que no existe
diferencia significativa (ns) en la cantidad de sebo cuando tanto las EM como las NC sin

AE son aplicadas en la superficie de la piel durante 1, 2 0 4 horas con respecto a la piel
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sin tratamiento (basal). Cabe resaltar que cuando se aplican las NC-AE en la piel la
cantidad de sebo en el EC aumento significativamente (p < 0.0001) en comparacion con
la piel sin tratamiento (basal). Las NC-AE presentan un comportamiento independiente
del tiempo de contacto de las NC-AE con la piel de cerdo, este comportamiento se

observa para ambos AE sin presentar diferencias significativas entre ellos.

Esto podria ser debido a diferentes factores, dentro de los cuales se encuentran las
caracteristicas fisicoquimicas de las NC-AE, éstas tienen un tamafio mayor a 200 nm
que permite su interaccidon mecanica y su deposicion en el EC, principalmente en los
foliculos pilosos y en los pliegues de la piel (42); ademads, un potencial zeta positivo de
las NC-AE favorece su interaccion con la superficie de la piel, y por ende de los
componentes de los AE. Por otra parte, se calculé que el nimero de particulas por mL
depositadas en la superficie de la piel fue de 5.90 x 10'! (172), lo cual es importante, ya
que a mayor numero de particulas mayor serd la interaccion de los AE con el EC. Una
vez en contacto las NC-AE con el EC, los AE depositados en la superficie de la piel,
pueden estar en contacto con la cinta y ser detectados por el método fotométrico

empleado (173), lo cual se refleja como un aumento significativo en la cantidad de sebo.
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4.6 Perfil dermatocinético de los AE libres y nanoencapsulados en piel de cerdo,

con estudios in vitro de permeacion y tape stripping

La dermatocinética se define como el cambio en la cantidad de los componentes de
los AE en funcién del tiempo de contacto con la piel de cerdo en relacion con la
profundidad de EC (um). En las Figuras 34 y 35 se muestra la cantidad de los
componentes huella en el EC (ug/cm?) en funcion del tiempo de contacto con la piel de

las EM-AE y NC-AE de L. dentata y R. officinalis durante 1, 2 y 4 h.

Cuando se aplicaron las EM-AE y las NC-AE en la piel, se observé una diferencia
significativa en la cantidad de los cuatro componentes huella en el EC (ug/cm?). Las
NC-AE favorecen la deposicion de los componentes huella sobre el EC hasta 5 veces en
comparacion con las EM-AE (Tabla 28). El aumento en la deposicion de los
componentes huella en el EC, esté relacionado con las caracteristicas fisicoquimicas de
las NC. Por un lado, su tamafio nanométrico permite la deposicion de las NC en las
rugosidades de la piel por efecto mecéanico. Por el otro lado, debido a su estructura
polimérica, las NC protegen a los componentes huella de la evaporacion en comparacion
con las EM. Tal es el caso, que no fue posible cuantificar los AE en EM por los métodos

desarrollados ya que se encontraban fuera del limite de cuantificacion.

Con respecto a las NC-AE, se puede observar que la cantidad de los cuatro
componentes huella en el EC fue independiente del tiempo de contacto de las NC con la

piel. Si bien, se observa una variacion aproximada de 5 pg/cm? en funcién del tiempo,
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después del andlisis estadistico se establecié que no hay diferencia significativa. Estos
resultados no coinciden con lo reportado por Alvarez-Roman y cols., que observo que la
deposicion de las NP con fluoresceina en los foliculos pilosos fue directamente
proporcional al tiempo de contacto con la piel (174). En relacion a esto, se debe
considerar que, en este trabajo las NC contienen componentes lipofilicos y volatiles, lo
cual podria modificar en una primera instancia la deposicion de las NC en el EC,
posteriormente la liberacion de los componentes hacia los lipidos intercelulares y

finalmente su evaporacion a partir del EC.

En relacion a que la deposicién de los componentes huella en el EC fuera
independiente del tiempo de contacto de las NC-AE con la piel, se puede correlacionar
con lo observado en la evaluacion de tres parametros biofisicos. Tanto, la TEWL, el pH y
la cantidad de sebo en el EC, no presentan diferencias significativas en relacion al
tiempo de contacto de las NC-AE con la piel.

En la Figura 34, se puede observar que cuando las NC-AE de L. dentata, son
aplicadas en la piel, el componente 1,8-cineol se deposita entre 2-3 veces mas que el -
pineno por cm? de EC (Tabla 28). Este comportamiento se puede correlacionar con el
%E calculado en las NC, el 1,8-cineol tuvo un %E de 2.89% vy el B-pineno de 1.56%

(Tabla 12).

Sin embargo, cuando las NC-AE de R. officinalis, son aplicadas en la piel, el
componente alcanfor se deposita 2 veces mas que el 1,8-cineol por cm? de EC a pesar de
tener el mismo %E en las NC (cercano al 3%).
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En diferentes bibliografias se ha reportado que la deposicién de activos en el EC esta
relacionada con las propiedades fisicoquimicas de los activos. Dentro de estas
propiedades se encuentra el coeficiente de particion (LogP(o/w)), el peso molecular, y la
presion de vapor en caso de AE (169). Al considerar cada una de las propiedades
fisicoquimicas de los dos componentes huella del AE de R. officinalis en las NC-AE, se
observa que el alcanfor y el 1,8-cineol, presentan valores de LogP(o/w) similares (2.38 y
2.74, respectivamente), ademas también tienen un peso molecular semejante (152.23
g/mol y 154.25 g/mol, respectivamente). Sin embargo, el alcanfor presenta una presién
de vapor 10 veces menor que el 1,8-cineol (0.27 hPa y 2.0 hP, respectivamente). Lo
anterior indica que el alcanfor es menos volatil que el 1,8-cineol y por lo tanto tiene una
mayor permanencia en el EC reflejada en una mayor cantidad de 1,8-cineol por cm? de

EC.

131



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Primero, se obtuvieron los aceites esenciales (AE) de Lavandula dentata y
Rosmarinus officinalis, y se caracterizaron en funcion de sus propiedades fisicas (i.e.
densidad, indice de refraccién y actividad Optica), estos parametros permitieron definir
que los AE cumplian con el control de calidad empleadas comunmente. La
caracterizacion quimica se realiz6 mediante CG-MS y CG-FID, se identificaron 16 y 22
componentes para los AE de L. dentata y R. officinalis, respectivamente. La presencia en
un alto porcentajes de abundancia de monoterpenos oxigenados permitié inferir sobre el

potencial bioldgico de los AE para una aplicacion dérmica.

Posteriormente, se obtuvieron nanocapsulas poliméricas con cada AE (NC-AE) y se
caracterizaron fisicoquimicamente. Las NC-AE presentaron un tamafio adecuado para su
aplicacion en piel (> 200 nm), que permitio asegurar la deposicion de las NC en el EC
de la piel. De igual manera, el potencial zeta obtenido para las nanoformulaciones

favorecio la interaccion NC-AE con la superficie de la piel y, en consecuencia, facilito la
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deposicion de los AE en el EC de la piel. Ademas, las dos formulaciones de NC-AE

fueron estables en funcion del tamafio de particula durante 8 semanas.

Por otra parte, se desarrollaron y validaron dos métodos analiticos por CG-FID
(inyeccion directa) para la cuantificacion de los componentes huella de cada AE. Se
disminuy6 el tiempo de analisis cromatografico para ambos AE. Los métodos
demostraron ser lineales, exactos y precisos, y permitieron el monitoreo de los AE en los
ensayos in vitro en piel de cerdo, mediante la cuantificacion de sus respectivos

componentes huella.

Con respecto a los actividad antioxidante, ésta se evalué como la capacidad de los AE
de inhibir la lipoperoxidacion in vitro del &cido linoleico. Los AE libres y
nanoencapsulados mostraron buena actividad antioxidante, en comparacion con el o-
tocoferol un antioxidante natural, con porcentajes de inhibicién de la lipoperoxidacion
mayores al 60% a una concentracion de 45 pg/mL. De igual manera, se demostrd que la
actividad antioxidante de los AE se mantuvo con un %I cercano al 60%, después de los
procesos de encapsulacion y purificacion de las nanocapsulas, lo que evidencid que el

proceso de encapsulacion no afect6 la actividad antioxidante de los dos AE.

Con relacion a los ensayos biologicos, se evaluaron los parametros biofisicos de la
piel de cerdo antes y después de la aplicacion de las formulaciones durante 1, 2 y 4 horas
de contacto con la piel, se observo que las NC-AE no modificaron el pH normal de la

piel y brindaron un efecto hidratante al aumentar significativamente el contenido de
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agua del EC. Con esto se evidencio que las formulaciones de NC-AE eran seguras para

su aplicacion topica en los tiempos de contacto evaluados en el presente trabajo.

Finalmente, se realizd una evaluacion dermatocinética ex vivo de los AE en piel de
cerdo mediante celdas de Franz modificadas y la técnica de tape stripping. Se establecio
que la nanoencapsulacion favorecio la deposicion de los componentes huella de los AE
sobre el EC hasta 5 veces mayor en comparacion con los AE libres. Esto debido a las
caracteristicas fisicoquimicas de las NC, como el tamafio y el potencial zeta, los cuales
son un factor clave en su interaccion con la piel favoreciendo la deposicion de las NC
con carga positiva en la superficie de la piel asegurando el tiempo de residencia de los

AE en la piel, para que puedan llevar a cabo su efecto antioxidante.

En conclusion, las nanocédpsulas poliméricas con aceite esencial (NC-AE) fueron
capaces de favorecer la deposicion de los AE en el estrato corneo, sin causar alteraciones
permanentes en la estructura y funcién barrera de la piel. De esta forma, las
nanocapsulas con aceite esencial (NC-AE) desarrolladas en el presente trabajo son una
alternativa con un gran potencial para ser empleadas como agentes antioxidantes de

origen natural en el tratamiento preventivo del cuidado de la piel.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Realizar estudios de formulacion empleando un tensoactivo para aumentar el
tiempo de estabilidad de las NC-AE, y evaluar su efecto en los parametros

biofisicos de la piel.

Realizar la evaluacion de la actividad antioxidante en un tiempo de incubacion

mas prolongado (i.e 96 h).

Realizar estudios in vitro de liberacion de los AE nanoencapsulados.

Evaluar por técnicas de microscopia los posibles cambios morfoldgicos de la piel

de cerdo por la interaccion con las NC.
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CAPITULO 7

ANEXO |

Dra. C. ROCIO ALVAREZ ROMAN
Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Medicina, UANL
Presente. '

Por este medio me permito hacer constar que la muestra botanica enviada bajo el nombre de
“Lavanda”, y que me indica utiliza en el proyecto de investigacién: Formulaciones de aceites
esenciales para el control de insectos vectores de importancia médica, para conocer su identidad
taxondmica correcta, se revisé minuciosamente y fue clasificada como Lavandula dentata L., una
especie de la familia LAMIACEAE.

La presente certifica Unicamente el nombre cientifico de la planta y la familia a la cual pertenece, por
lo cual el uso que se le dé a la planta es independiente de esta constancia.

Sin otro particular se le expide la presente para los fines y usos legales que le convengan.

Atentamente
Alere Flammam Veritatis
Cd. Universitaria a 10 de Octubre de 2017

Dr. Marco Antonjo Guzmaén Lucio
Jefe del Herbario

c.c.p. arvhivo
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Dra. C. ROCIO ALVAREZ ROMAN
Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Medicina, UANL
Presente. '

Por este medio me permito hacer constar que la muestra botanica enviada bajo el nombre de
“Romero”, y que me indica utiliza en el proyecto de investigacion: Formulaciones de aceites
esenciales para el control de insectos vectores de importancia médica, para conocer su identidad
taxonémica correcta, se revisé minuciosamente y fue clasificada como Rosmarinus officinalis L.,
una especie de la familia LAMIACEAE.

La presente certifica tnicamente el nombre cientifico de la planta y la familia a la cual pertenece, por
lo cual el uso que se le dé a la planta es independiente de esta constancia.

Sin otro particular se le expide la presente para los fines y usos legales que le convengan.

Atentamente
Alere Flammaim Veritatis
Cd. Universitaria a 10 de Octubre de 2017

Dr. Marco Antonip Guzman Lucio
Jefe del’Herbario

c.c.p. arvhivo
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ANEXO Il

Tabla 21. Valores de referencia de la caracterizacion fisica de los controles (129).

Indice de Densidad relativa Rotacion optica
refraccion’* (g/mL)?* (°)3*=*
Anetol 1.557 — 1.561 0.983 -0.988 -0.15° - 0.15°
Eugenol 1.540 — 1.542 1.064 - 1.070 N.D
(R)-Limoneno 1.471-1.474 0.840 - 0.847 +96° - +106°

Tabla 22. Valores de referencia de la caracterizacion fisica de los aceites esenciales

(129).

indice de refraccion

Densidad relativa

Rotacion optica (°)

(g/mL)
L. angustifolia 1.455 — 1.466 0.878 — 0.892 -125- -6.0
R. officinalis 1.464 -1.473 0.895 -0.920 -5.0-+8.0
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Figura 36. Grafica de distribucién de tamafio de las NC-AE-L. dentata.
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Figura 37. Grafica de distribucién de tamafio de las NC-AE de R officinalis.
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ANEXO IV

Tabla 23. Absorbancias de los controles, AE libres y NC-AE en funcion del tiempo de

incubacion.
Absorbancia por tiempo de incubacion (h)
Muestras 0 5 25 30
Control 0.074 | 0.260 | 0.587 | 1.120
a-tocoferol 15 pg/mL 0.064 | 0.154 | 0.324 | 0.439
a-tocoferol 30 pg/mL 0.086 | 0.175 | 0.300 | 0.402
a-tocoferol 45 pg/mL 0.098 | 0.191 | 0.283 | 0.358
1,8-cineol 15 pg/mL 0.061 | 0.141 | 0.291 | 0.441
1,8-cineol 30 pg/mL 0.071 | 0.156 | 0.285 | 0.403
1,8-cineol 45 pg/mL 0.075 | 0.159 | 0.257 | 0.388
Alcanfor 15 pg/mL 0.061 | 0.199 | 0.310 | 0.428
Alcanfor 30 pg/mL 0.063 | 0.180 | 0.282 | 0.400
Alcanfor 45 pg/mL 0.068 | 0.177 | 0.276 | 0.327
AE-L. dentata 15 pg/mL 0.056 | 0.170 | 0.297 | 0.446
AE-L. dentata 30 pg/mL 0.061 | 0.180 | 0.263 | 0.411
AE-L. dentata 45 pg/mL 0.064 | 0.191 | 0.252 | 0.372
AE-R. officinalis 15 pg/mL 0.064 | 0.209 | 0.301 | 0.450
AE-R. officinalis 30 pg/mL 0.066 | 0.231 | 0.288 | 0.412
AE-R. officinalis 45 pg/mL 0.070 | 0.244 | 0.273 | 0.390
NC-AE-L. dentata 15 pg/mL 0.071 | 0.203 | 0.296 | 0.475
NC-AE-L. dentata 30 pg/mL 0.075 | 0.207 | 0.263 | 0.442
NC-AE-L. dentata 45 pg/mL 0.079 | 0.199 | 0.271 | 0.426
NC-AE-R. officinalis 15 pg/mL 0.074 | 0.225 | 0.316 | 0.490
NC-AE-R. officinalis 30 pg/mL 0.076 | 0.235 | 0.302 | 0.448
NC-AE-R. officinalis 45 pg/mL 0.086 | 0.251 | 0.290 | 0.429
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Porcentaje de inhibicion de lipoperoxidacion
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Figura 38. Porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion en funcion de la
concentracion para el AE de L. dentata y controles

Porcentaje de inhibicion de lipoperoxidacion
AE de R. officinalis

75.00
70.00 *
S
= 65.00
=
2
=
= 60.00
£
™ T
= 55.00 N
=
£
g 5000 o-tocoferol
5 —e—1.8-cineol
-

Alcanfor
45.00 —4+—AE-Romero
NC AE-Romero

\\

0.00
15 30 45
Concentracion (ug/mlL)

Figura 39. Porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion en funcién de la
concentracion para el AE de R. officinalis y controles.
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ANEXO V

Tabla 24. Pardmetros biofisicos de la piel de cerdo con la aplicacion de las EM-blanco y

EM-AE (Media £ DE, n=6).

EM-AE en piel de cerdo
Perdlda_ dfz agua Contenido de Cantidad de
transepidérmica pH aqua del EC sebo
(g/m?h) g (ng/em?)
Piel de oreja de 30.07 + 2.20 570+011 | 36.82+273 | 0.91+0.83
cerdo
EM-Blanco 31.25+1.86 564+007 | 4588+245 | 1.00+0.82
<
e :
o| EM_AEL. 48.45 + 2.79 566+018 | 59.38+6.22 | 1.20+0.84
T dentata
—
EM_AE-R. 38.12 +3.19 564+019 | 55.66+3.74 | 1.00+0.00
officinalis
s EM-Blanco 32.35 + 1.40 584+023 | 5334+323 | 125+050
<
o AL 4060+313 | 566+017 | 6237+7.28 | 1.00+0.89
T
~| EM_AER. 47.73+4.33 580+024 | 71.69+569 | 1.00+0.71
officinalis
» EM-Blanco 35.48 + 1.87 502+022 | 52.26+11.50 | 1.00+0.00
<
o AL 4080+2.92 | 561+021 | 6301411 | 1.60+0.89
T
| EM_AER. 43.10 + 1.80 595+032 | 76.38+6.80 | 1.40+055
officinalis
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Tabla 25. Parametros biofisicos de la piel de cerdo con la aplicacion de las NP-blanco y

NC-AE (Media + DE, n=6).

NC-AE en piel de cerdo

Pérdida de agua

A Contenidode | Cantidad de
transepidérmica pH 2
(g/meh) agua del EC | sebo (ug/cm?)
Piel de oreja 30.07 + 2.20 570+0.11 | 36.82+273 | 0.91+0.83
de cerdo
NP-Blanco 32.47 +0.94 568+009 | 4445+103 | 117+0.75
<
X AE.
o| NC-AE-L. 3913+ 1.17 586+0.13 | 5696+264 | 983+214
T dentata
—
NC-AE-R. 37.82 + 1.80 572+014 | 51.32+252 | 6.17+147
officinalis
., NP-Blanco 34.65 + 1.26 569+006 | 4527+232 | 1.33+052
<
x Ng'rﬁEt"-' 40.77 + 2.54 589+008 | 57.99+262 | 1050+ 1.87
T entata
o~ NC-AE-R. 4213 + 2.54 585+012 | 55.63+4.86 | 850+ 226
officinalis
., NP-Blanco 35.60 + 1.86 578+012 | 4534+273 | 233+1.03
<
o oA 4092+287 | 589+008 | 59.01£300 | 11.17+1.83
T
< NC-AER. 42.78 +1.93 586+011 | 56.29+233 | 883+147
officinalis
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Tabla 26. Diferencia de la TEWL (A) de las EM-AE y NC-AE comparadas con las EM y
NP-blanco, respectivamente (Media + DE, n=6).

Diferencia de la TEWL (A) de las EM-AE y NC-AE comparadas con las
EM y NP-blanco
A TEWL A TEWL
EM-AE NC-AE
o AE-L. dentata 17.20£2.79 13.50 + 6.22
o
E AE-R. officinalis 6.87 £ 3.19 9.77+£3.74
3 AE-L. dentata 8.25+3.13 9.03+7.28
o
E AE-R. officinalis 15.38 £ 4.33 18.36 + 5.69
< AE-L. dentata 6.22 +2.92 14.08 £ 4.11
o
T | AER. officinalis 8.52+ 1.80 27.46 + 6.80
) S A
mlh m2h m4h
20
15
=
: 10
0
EM-AE-L. dentata EM-AE-R. officinalis
ATEWL B)
25 (NC-AE)

mlh m2h m4h

20

15

ATEWL

10

HEm mAB

NC-AE-L. dentata NC-AE-R. officinalis

Figura 40. Diferencia de la TEWL (A) de las A) EM-AE y B) NC-AE comparadas con
las EM y NP-blanco, respectivamente (Media + DE, n=6).
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Tabla 27. Diferencia en el contenido de agua del EC (A) de las EM-AE y NC-AE
comparadas con las EM y NP-blanco, respectivamente (Media = DE, n=6).

Diferencia del contenido de agua del EC (A) de las EM-AE y NC-AE
comparadas con las EM y NP-blanco
Contenido de agua del EC | Contenido de agua del EC
EM-AE NC-AE
g AE-L. dentata 13.50 + 6.22 12.52 + 2.64
E AE-R. officinalis 9.77£3.74 6.87 £2.52
< AE-L. dentata 9.03 +7.28 12.72+2.62
(% AE-R. officinalis 18.36 £ 5.69 10.36 + 4.86
€ | AE-L.dentata 10.08 + 4.11 13.67 £ 3.00
§ AE-R. officinalis 2412 +6.80 10.95+2.33
A Conteni(z]?:lsle_:gEl;a en el EC A)

mlh m2h m4h

15
10
5
0

EM-AE-L. dentata EM-AE-R. officinalis

Contenido de agua en el EC

A Contenido de agua en el EC B)
40 (NC-AE) m=1h =2h =4h
35
30
25
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: . . -
0 .
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Contenido de agua en ¢l EC

w

Figura 41. Diferencia del contenido de agua del EC (A) de las EM-AE y NC-AE
comparadas con las EM y NP-blanco, respectivamente (Media = DE, n=6).
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ANEXO VI

Tabla 28. Cantidad de B-pineno, 1,8-cineol y alcanfor en funcién del tiempo de contacto

con la piel 1, 2 y 4 h (Media = DE; n=5).

Cantidad de componente huellaen EC
(ug/cm?)
Componente huella 1h 2h 4 h

B-pineno (NC) 10.69+2.10| 8.27+3.28 | 6.93+2.24

%',- g B-pineno (EM) 1.28+0.40 | 1.14+0.29 | 0.80+£0.01
IiJ K} 1,8-cineol (NC) 36.91+6.25| 32.28 £5.46 | 25.71 +1.31
1,8-cineol (EM) 0.44+0.47 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00

. 1,8-cineol (NC) 8.82+£3.21 | 14.07 +2.26 | 16.00£6.11

"qr,- 'c_é 1,8-cineol (EM) 277+2.06 | 7.38+£1.31 | 8.39+2.85
E é Alcanfor (NC) 20.60 £8.32 | 27.23 £6.05 | 27.99 + 8.60
Alcanfor (EM) 0.00£0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00
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ANEXO VII

ESPECIFICACIONES FISICOQUIMICAS DE LOS MATERIALES UTILIZADOS

I11.1 Anetol

1. Estructura.

/

2. Nombre quimico: trans-1-metoxi-4-(1-profenil)benceno
3. Nombre comun: Anetol

4. Formula molecular: C1oH120

5. Peso molecular: 148.2 g/mol

6. Propiedades quimicas y fisicas

Propiedades Caracteristica

Estado Liquido

Densidad relativa 0.988 g/cm?®

Punto de ebullicion 234 °C

Coeficiente de particién 3.39

Solubilidad Soluble en acetona y acetato de
etilo. Ligeramente soluble en agua

Presion de vapor 1.33 hPaa 63 °C
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I11.11 Limoneno

1. Estructura.

CHg
H2C\\|\\‘ :
CHsj

2. Nombre quimico: (+)-p-Menta-1,8-dieno

3. Nombre comdn: Limoneno

4. Formula molecular: C1oH160O

5. Peso molecular: 136.23 g/mol

6. Propiedades quimicas y fisicas
Propiedades Caracteristica
Estado Liquido
Densidad relativa 0.842 g/cm?®
Punto de ebullicion 178 °C
Coeficiente de particién 4.20
Solubilidad Insoluble en agua
Presion de vapor 2.1 hPaa63°C
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11111 Eugenol

1. Estructura.

OH
2. Nombre quimico: 2-Metoxy-4-(2-profenil)fenol
3. Nombre comun: Eugenol
4. Formula molecular: C10H1202
5. Peso molecular: 164.2 g/mol
6. Propiedades quimicas y fisicas
Propiedades Caracteristica
Estado Liquido
Densidad relativa 1.06 g/cm?®
Punto de ebullicion 254°C
Coeficiente de particién 2.7
N Soluble en alcohol, éter y
Solubilidad
cloroformo. Insoluble en agua
Presion de vapor <0.1hPaa25°C
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1.1V 1,8-cineol

1. Estructura.

2. Nombre quimico: 1,3,3-trimetil- 2-oxabiciclo[2,2,2]octano
3. Nombre comun: Eucaliptol

4. Formula molecular: C1oH18O

5. Peso molecular: 154.25 g/mol

6. Propiedades quimicas y fisicas

Propiedades Caracteristica

Estado Liquido

Densidad relativa 0.921 g/cm?®

Punto de ebullicion 176.5° C (449,73 K)

Coeficiente de particién 2.74

Solubilidad Soluble en metanol, etanol y
cloroformo. Insoluble en agua

Presion de vapor No disponible.
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111.VV Alcanfor

1. Estructura.

OO

2. Nombre quimico: 1,7,7-Trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ona
3. Nombre comun: 2-Camforona

4. Formula molecular: C10H160

5. Peso molecular: 152.23 g/mol

6. Propiedades quimicas y fisicas

Propiedades Caracteristica
Estado Sdlido
Densidad relativa 0.99 g/cm?®
Punto de ebullicion 207.4°C
Coeficiente de particion 2.38

Solubilidad

Soluble en agua, y en etanol 1 g/ 10

mL

Presion de vapor

0.18 mmHg (20 °C)
0.27 hPa (20 °C)
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111.VI1 B-pineno

1. Estructura.

2. Nombre quimico: (1R,5R)-6,6-Dimetil-2-metilenebiciclo[3.1.1]heptano
3. Nombre comun: Beta-pineno

4. Formula molecular: CioH16

5. Peso molecular: 136.23 g/mol

6. Propiedades quimicas y fisicas

Propiedades Caracteristica

Estado Liquido
Densidad relativa 0.87 g/cm?®
Punto de ebullicion 164 - 169°C
Coeficiente de particion 4.16
Solubilidad Insoluble en agua.
Presion de vapor 2.93 mmHg (25 °C)

5 hPa (25 °C)
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I11.VII Eudragit® E PO

1. Estructura.

CH, CHs CH,
X y z
(o} (e} O
‘/\O J o
NS CH
CH; CHs C4Hg 3

2. Nombre quimico: copolimero del &cido metacrilico
3. Nombre comun: Eudragit E PO

4. Propiedades quimicas y fisicas

Propiedades Caracteristica

Estado Polvo

Densidad relativa | 0.811 - 0.821 g/cm?®

Solubilidad Disuelve en 7 g de metanol, etanol, alcohol isopropilico, acetona,

acetato de etilo, cloruro de metileno o &cido clorhidrico 1 N

5. Espectro IR
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