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RESUMEN 
 

M.C. Perla Giovanna Silva Flores  Fecha de graduación: Agosto del 2019 
 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Facultad de Medicina 
  

Título del estudio: DESARROLLO Y EVALUACIÓN DERMATOCINÉTICA DE 

NANOPARTÍCULAS CON ACEITES ESENCIALES PARA SU 

APLICACIÓN EN PIEL 
 

Número de páginas: 177  Candidato para la obtención del grado de Doctor en 

Ciencias con orientación en Química Biomédica 
 

Área de estudio: Química Analítica, Facultad de Medicina, UANL 
 

Propósito y Método de estudio: La piel al ser el órgano más externo del cuerpo está constantemente 

expuesta a daños causados por factores ambientales debido a la formación de radicales libres (RL). Los 

aceites esenciales (AE), representan una alternativa antioxidante para disminuir los daños provocados por 

los RL en la piel. Sin embargo, los AE son altamente volátiles y sensibles a la luz y al oxígeno, por lo que 

su nanoencapsulación representa una alternativa factible para aumentar su estabilidad física y química. Las 

nanocápsulas poliméricas (NC) como sistema de liberación con gran área superficial favorecerían el 

tiempo de residencia de los AE en la piel para asegurar su efecto dermoprotector. Este trabajo consistió en 

seis etapas: en la primera, los componentes de los AE de L. dentata y R. officinalis fueron identificados 

por CG-MS/CG-FID y se estableció su abundancia. Durante la segunda etapa, se obtuvieron las NC con 

los AE de L. dentata y R. officinalis por la técnica de nanoprecipitación y se evaluó su tamaño, 

homogeneidad, estabilidad, porcentaje de encapsulación y eficiencia de encapsulación. En la tercera etapa, 

se validaron dos métodos de CG-FID para cuantificar los componentes principales de los AE evaluando 

linealidad, límite de detección, límite de cuantificación, precisión y exactitud. En la cuarta etapa, se evaluó 

la actividad antioxidante de los AE libres y en NC por el ensayo de inhibición de la lipoperoxidación del 

ácido linoleico por el método de FTC. Después, en la quinta etapa, se evaluaron los parámetros biofísicos, 

tales como TEWL, contenido de agua, cantidad de sebo y pH de la piel con técnicas de bioingeniería. 

Finalmente, se realizó una evaluación 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 más del 60% son monoterpenos oxigenados con importante 

actividad antioxidante. La técnica de nanoprecipitación permitió obtener NC con ambos AE con un 

tamaño mayor a 200 nm y un potencial zeta positivo, características que favorecieron su deposición en el 

EC. Los métodos cromatográficos por CG-FID validados permitieron cuantificar de forma lineal, exacta y 

precisa los componentes principales de los AE. Se demostró la buena actividad antioxidante de ambos 

aceites, con un 65% de inhibición de la lipoperoxidación, la cual se mantuvo después del proceso de 

nanoencapsulación (60% de inhibición). En relación a los parámetros biofísicos, se observó que los AE no 

encapsulados modifican temporalmente la estructura del EC a diferencia de las NC, en las cuales el AE no 

está totalmente disponible y el reacomodo estructural es menor. Después de la aplicación de las NC-AE, la 

piel conservó su pH, aumentó su contenido de agua y de sebo en comparación con las emulsiones.  

Además, la nanoencapsulación de los AE favoreció la deposición de los componentes principales de los 

AE en el EC, asegurando así su efecto dermoprotector.  

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS 

_____________________________________ 

Dra. C. Rocío Álvarez Román 
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CAPÍTULO 1 

 

INTRODUCCIÓN 

 

1.1 La Piel 

 

La piel es el órgano más extenso del cuerpo humano, comprende aproximadamente el 

16% de la masa corporal, y realiza diversas funciones como protección bacteriana, 

control de la temperatura corporal, reabsorción de sustancias específicas y sudoración 

(1–3). 

 

Una de las principales funciones de la piel es su acción como barrera, la cual permite 

proteger el cuerpo humano de diversas sustancias externas, y en base a los componentes 

biológicos involucrados, se clasifican en:  

a) Barrera química-bioquímica: está formada por lípidos intercelulares, enzimas 

hidrolíticas, macrófagos y péptidos antimicrobianos (4). 
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b) Barrera inmunológica adaptativa: está integrada por componentes humorales (i.e. 

Linfocitos B) y celulares del sistema inmune (i.e. células de Langerhans) (5). 

c) Barrera física: impide el transporte de cuerpos o sustancias extrañas a capas internas 

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

 

Desde el punto de vista histológico, la piel está constituida por tres capas con 

características específicas, 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 subcutánea, es la capa más gruesa de la piel (grosor desde 1 

cm en zonas sin células adiposas hasta 3 cm en área como abdomen), constituida 

principalmente por células denominadas adipocitos, especializados en la producción y el 

almacenamiento de grasas. Estos cuerpos grasos son necesarios para el buen 

funcionamiento de cada célula cutánea ya que, al degradarse, producen energía vital. El 

conjunto de los adipocitos constituye un tejido de sostén flexible, que desempeñan una 

función aislante y participan en la termorregulación de la piel. Está unida a la dermis por 

fibras de elastina y de colágeno (5). 

 

Dermis 

Hipodermis 

Epidermis 
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La dermis es el sitio de anclaje de estructuras cutáneas tales como folículos pilosos, 

nervios, glándulas sebáceas y glándulas sudoríparas. También contiene abundantes 

células inmunes y fibroblastos, que participan activamente en las respuestas fisiológicas 

de la piel. La importancia de la dermis reside en el proceso de anastomosis capilar que 

aporta nutrientes y oxígeno a la epidermis. Se encuentra unida a la epidermis por la capa 

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

 

La capa más externa de la piel, es la epidermis, se divide en 5 estratos con diferentes 

grados de maduración de las células: estrato basal, espinoso, granuloso y lúcido 

(conforman la epidermis viable); y el estrato córneo (2,5). En la Figura 2 se muestran los 

diferentes estratos de la epidermis.  

 

 

 

 

 

Figura 2. Estratos de la epidermis (3). 

 

El estrato córneo (EC) está compuesto por dos componentes estructurales: los 

corneocitos y los lípidos intercorneocitarios (i.e. ácidos grados, ceramidas y colesterol) 

(1,2,5). La calidad y cristalinidad, así como la cantidad de lípidos en el EC, determinan 

la perfección de la función barrera de la piel, para evitar o limitar, la entrada de 

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

 

Estrato córneo 

Estrato lúcido 
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Estrato espinoso 

Estrato basal 
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La organización laminar única del EC es la responsable del limitado paso de 

sustancias a través de la piel. Su estructura puede ser representada esquemáticamente 

como una pared de “ladrillo y cemento”, que semejan a las células del EC de naturaleza 

hidrofílica rodeadas por lípidos intercorneocitarios que llenan los espacios extracelulares 

(Figura 3) (6,7). 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación gráfica del modelo “ladrillo y cemento” del estrato córneo (7). 

 

1.2 Vías de administración tópica 

 

La estructura compacta del EC es el principal obstáculo para el paso de compuestos 

a través de la piel (5). Sin embargo, la piel ha sido ampliamente utilizada para la 

administración tópica de activos, con base en las siguientes ventajas: a) presenta una 

mayor área superficial, b) tiene un efecto local, c) evita el metabolismo de primer paso, 

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

 

Las guías para la absorción dérmica de la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

diferencian los procesos de penetración y permeación de la piel. La penetración es la 

Lípidos 

extracelulares 

Corneocitos 
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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 permeación 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 sanguíneo y tener un 

efecto terapéutico sistémico (10,11). 

 

En la Figura 4 se muestran las diferentes vías de permeación tópica:  

a) Intercelular: la cual se lleva a cabo a través de los lípidos extracelulares de las 

bicapas estructuradas del EC. 

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

c) Transapendicular: ocurre a través de los folículos pilosos y las glándulas sudoríparas 

(2,5).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vías de permeación tópica (2). 

 

El paso de compuestos a través de la piel puede ser regulado o modificado por las 

propiedades fisicoquímicas de la molécula, tales como: coeficiente de partición (12), de 

permeabilidad (13) y la solubilidad del activo en la membrana (14). Otros factores que 
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también modifican la permeación/penetración de los activos es la presencia de 

promotores químicos de permeación (15,16), el estado físico del EC (17) y el tipo de 

formulación (9).  

 

En este sentido, Chen y cols. en el 2014, evaluaron el coeficiente de partición de un 

péptido promotor de la penetración en la piel de cerdo, el péptido SPACE, el cual se ha 

utilizado para mejorar la administración tópica de una macromolécula, el ácido 

hialurónico (HA). En el estudio, se utilizó el método “shake-flask” modificado para 

evaluar el coeficiente de partición del péptido SPACE en el EC-epidermis. El método 

consistió en sumergir, durante 48 horas, una masa conocida de EC-epidermis en una 

disolución de buffer de fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) con y sin péptido-

SPACE marcado con fluoresceína para su posterior cuantificación por espectroscopia de 

fluorescencia. El coeficiente de partición 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 

partición del péptido-SPACE fue mayor en la epidermis lo cual puede ayudar a la 

penetración del péptido, permitiendo así una penetración significativa del HA en la piel 

(12). 

 

Estudios han evaluado el efecto del estado físico de la piel en la liberación de 

fármacos. Van Bocxlaer y cols., caracterizaron la fisiología e integridad de la barrera de 

la piel de ratón BALB/c infectada con Leishmania major y su afectación en el 

suministro de fármacos (cafeína-ibuprofeno, buparvacona y paromomicina) en la piel. 

Realizaron una evaluación histológica de las diferencias estructurales entre la piel no 

infectada e infectada usando diversas técnicas de tinción. Se evaluó el pH de la piel, la 
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hidratación y la pérdida transepidérmica de agua (TEWL), durante la progresión de la 

formación del nódulo de leishmaniosis cutánea. Además, se evaluó la influencia de la 

infección en el suministro de fármacos a través de la piel con celdas de difusión de 

Franz. Se observó que la piel dañada por leishmaniosis generó cambios estructurales en 

las capas epidérmicas, así como un aumento significativo en la TEWL. De igual forma, 

la permeación in vitro de los cuatro fármacos fue significativamente mayor en la piel 

infectada que en piel no infectada. Los autores concluyen que el estado físico de la piel 

infectada produce importantes cambios en la fisiología, así como en la permeabilidad de 

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

 

Como se ha mencionado, la función de la piel es protectora y actúa como principal 

barrera en el paso de sustancias exógenas, debido a esto es indispensable el uso de 

sistemas transportadores de activos que favorezcan su interacción con la piel; y así 

garantizar su actividad biológica. 

 

1.3 Sistemas nanopartículados como vehículos de activos 

 

En la actualidad, la nanoencapsulación representa un enfoque factible y eficiente para 

modular la liberación de activos (19), aumentar la estabilidad física de las sustancias, 

evitar la degradación por interacción con el medio ambiente (i.e. humedad, luz, oxígeno), 

disminuir su volatilidad y aumentar su bioactividad (20). En la Tabla 1 se muestran 

algunas ventajas que han presentado los sistemas nanoparticulados. 
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Tabla 1. Ventajas de la nanoencapsulación de compuestos biológicamente activos. 

 

Compuesto Aplicación Ventajas Referencia 

AE de 

Melaleuca 

alternifolia 

Antiséptico 
Disminución de la volatilidad de 

los componentes y mejora en la 

estabilidad 

(21) 

AE de Lippia 

sidoides 
Larvicida 

Liberación sostenida favorece la 

actividad larvicida 
(22) 

Eugenol Antioxidante 
Mejora la estabilidad térmica del 

compuesto 
(23) 

AE de Mentha 

piperita 
Antimicrobiana 

Favorece la actividad 

antimicrobiana y en la estabilidad 

del AE 

(24) 

Naproxeno Analgésico 
Reducción de la absorción 

sistémica y aumento de la 

concentración tópica 

(25) 

AE de Nigella 

sativa 
Antiinflamatoria 

Potenciar los efectos analgésicos 

y antiinflamatorios de la 

indometacina 

(26) 

AE de clavo 

(Eugenia 

caryophyllata) 

Antifúngica 
Liberación controlada y mejora de 

la actividad antifúngica del AE 
(27) 

AE de Thymus 

capitatus  
Antimicrobiana 

Favorece la actividad 

antimicrobiana 
(28) 

AE: Aceite esencial 

 

Como se puede observar en la Tabla 1, las propiedades fisicoquímicas de los sistemas 

nanoparticulados permiten incorporar compuestos de diversa naturaleza (i.e. aceites 

esenciales y/o compuestos activos aislados) y polaridad (extractos) (29). 
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Para incorporar componentes de origen natural (i.e. extractos, aceites esenciales) con 

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

(9,30,31). 

 

 

 

 

 

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

 

1.3.1 Complejos moleculares 

 

Ciclodextrinas: La β-ciclodextrina es el tipo más común de ciclodextrina, consiste en 

7 unidades de glucosa unidas por enlaces α-(1,4) que forman una estructura con una 

cavidad central básicamente lipofílica y superficie exterior hidrofílica (32).  

 

En el 2014, Kfoury y cols., investigaron complejos de inclusión de un componente de 

aceites esenciales, el trans-anetol (AN), con α-ciclodextrina (α-CD) y β-ciclodextrina (β-

CD). La solubilidad en agua de AN se mejoró significativamente tras la complejación 

con α y β-CD. Además, la degradación de AN, inducida por irradiación con UV-C, se 

redujo notablemente mediante la formación de complejos de inclusión de α y β-CD. Los 

resultados mostraron que la encapsulación en α y β-CDs fue una forma eficaz de 

aumentar la solubilidad y la estabilidad de AN, parámetros de calidad indispensables 

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

Nanoesferas   Nanocápsulas 

Nanotransportadores 

poliméricos 

Nanopartículas poliméricas 

Nanotransportadores 

lipídicos 

Nanopartículas  

sólidas lipídicas 
Nanoemulsión Liposomas 

Complejos 

moleculares 

Ciclodextrinas 



   10 

1.3.2 Nanotransportadores lipídicos 

 

a) Nanoemulsión: Consisten en finas dispersiones estables con tamaño entre 20 y 200 

nm, constituidos por dos o más componentes inmiscibles entre sí, y uno o más 

agentes tensoactivos (33). Mostafa y cols., en el 2015, formularon nanoemulsiones 

con el aceite esencial obtenido de Cuminum cyminum, observaron una liberación 

controlada in vitro del aceite esencial y un incremento en la actividad antioxidante in 

vitro y hepatoprotectora in vivo (33). 

b) Nanopartículas sólidas lipídicas: Las nanopartículas lipídicas están formadas por una 

matriz de lípidos biodegradables que son bien tolerados fisiológicamente y 

emulsificantes dispersos en un medio acuoso. Se diferencian de las nanoemulsiones 

en que poseen un núcleo sólido lipídico (30). Daneshmand y cols., en el 2018, 

prepararon nanopartículas lipídicas sólidas (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 relación a la tasa de permeación y el efecto 

antiinflamatorio a través de estudios in vitro e in vivo. Los estudios de permeación in 

vitro en piel de ratón mostraron que las AUR-SLN mejoraron significativamente la 

permanencia cutánea de AUR en comparación con el AUR libre en cremas, la 

acumulación de fármaco en la piel fue de 44.64 g cm−2 y 133.77 g cm−2 después de 24 

h, para AUR-libre y AUR-SLN, respetivamente. Las AUR-SLN presentaron una 

liberación sostenida  con una mínima penetración a través de la epidermis y la mayor 

localización en la epidermis sin causar sensibilización, lo cual permitió un efecto 

antiinflamatorio óptimo en la piel (34). 
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c) Liposomas: Son vesículas esféricas con diámetro entre 25 y 500 nm, conformadas por 

un centro ocupado por una cavidad acuosa y una envoltura constituida por un número 

variable de capas bimoleculares a base de fosfolípidos. Estas presentan carácter 

anfifílico, por lo que son capaces de transportar activos hidrofílicos y lipofílicos (35). 

En el 2015, Sebaaly y cols., desarrollaron formulaciones adecuadas de vesículas 

naturales de fosfolípidos de soja para mejorar la estabilidad del aceite esencial de 

clavo y su componente principal, el eugenol. Se determinó que los liposomas 

protegían el eugenol de la degradación inducida por la exposición a los rayos UV; 

además, mantenían su actividad de captura del radical DPPH. Se estableció que los 

liposomas constituyen un sistema adecuado para la encapsulación de componentes 

volátiles inestables de aceites esenciales (36). 

 

1.3.3 Nanotransportadores poliméricos  

 

Las nanopartículas poliméricas (NPs) se definen como sistemas sólidos coloidales 

con un tamaño inferior a 1 μm, en donde el activo (fármaco 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 morfología y arquitectura:  

a) Nanoesferas: son sistemas matriciales en donde el activo puede ser absorbido en la 

superficie o atrapado dentro de la partícula. 

b) Nanocápsulas: son sistemas vesiculares en las que el activo se limita a una cavidad 

que consiste en un núcleo líquido interior rodeado por una membrana polimérica 

(38,39).  
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Figura 6. Tipos de nanopartículas: A) nanoesferas y B) nanocápsulas (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 tópicamente (10). Por ejemplo, en el 2004, Lboutounne y cols., investigaron el 

transporte de NP de poli-(ε-caprolactona) cargadas con clorhexidina a través de la piel 

de rata en celdas de difusión estática. El transporte de nanocápsulas dentro de los 

conductos cutáneos se observó por microscopía confocal de barrido laser (CSLM, por 

sus siglas en inglés) y se concluyó que la rigidez de los nanotransportadores permitía 

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

 

En particular, las nanocápsulas poliméricas (NC), son de especial interés para la 

aplicación en piel, ya que gracias a su tamaño, es posible aumentar la residencia y el 

contacto directo de las NC con la superficie de la piel, lo cual favorecería la liberación 

del activo en el EC y los apéndices de la piel, y por lo tanto, su actividad biológica (41). 

En el 2004, Álvarez-Román y cols., prepararon NC cargadas con metoxicinamato de 

octilo (OMC) por deposición interfacial, así como emulsiones. La penetración del OMC 

en el EC a partir de las NC fue 3.4 veces mayor que la de la emulsión. Los autores 

sugirieron que la actividad termodinámica de las moléculas de OMC nanoencapsuladas, 

en comparación con las formulaciones en disolución, podría ser más alta facilitando así 
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su partición en la membrana. Además, la gran área superficial de los sistemas 

nanoparticulados también puede desempeñar un papel importante en la penetración 

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

 

De igual forma, las NP también han sido utilizadas como vehículo para mejorar la 

penetración 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 emulsión) 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 tamaño medio de 625 ± 20 nm y un potencial zeta de 3.6 ± 0.2 mV. La 

profundidad de penetración folicular se determinó mediante CSLM y por microscopia de 

contraste de interferencia diferencial, además, se utilizó la técnica de tape stripping para 

comparar las propiedades de distribución de GML en la piel de cerdo. Se determinó que 

el extracto de GML encapsulado y libre en emulsión se localizaba a mayor profundidad 

en los folículos capilares que cuando se aplicaba en la base acuosa. Además, se observó 

que el GML incorporado en las NP presentaba una distribución más homogénea en el 

EC en comparación con el GML libre. Los resultados mostraron que el GML en NP, 

presentaba un nivel de penetración más efectivo en la piel de oreja de cerdo (43). 

 

Por otro lado, en el 2019, Barbosa y cols., desarrollaron nanopartículas de 

fucoidan/quitosano en diferente relación en peso para la liberación tópica de metotrexato 

(MTX) para el tratamiento de enfermedades inflamatorias relacionadas con la piel. Los 

estudios de permeación in vitro en piel de oreja de cerdo mostraron que el MTX 



   14 

encapsulado permeó la barrera cutánea alcanzando después de 6 h, en una relación de 

2.7 a 3.3 veces mayor en relación con el MTX libre. La NP de fucoidan/quitosano, 

presentaron una inhibición significativa de las citosinas pro-inflamatorias y aumentaron 

la permeación en la piel. Por lo que las NP se consideran potenciales 

nanotransportadores para la administración tópica de MTX para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias relacionadas con la piel (44).  

 

Cabe mencionar que la nanoencapsulación de activos también modifica su liberación 

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

de liberación de activos encapsulados, así como sus ventajas.  
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Tabla 2. Estudios de liberación in vitro de activos nanoencapsulados. 

 

Activo Encapsulación Ventajas Referencia 

Carvacrol Nanocápsulas 

La cinética de liberación se 

caracterizó por un efecto de 

liberación rápido (60% del carvacrol 

se liberó después de 3 h), y una 

posterior liberación prolongada (95% 

después de 24 h), con lo que asegura 

su efecto antimicrobiano. 

(45) 

AE de 

Origanum 

vulgare 

Nanopartículas 

El perfil de liberación in vitro se 

describió como un proceso bifásico 

de dos etapas, con una liberación 

inicial ráfaga, seguida de una 

liberación posterior más lenta, 

prologando el tiempo de liberación 

del AE. 

(46) 

AE de 

Schinus molle 
Nanopartículas 

El perfil de liberación in vitro del AE 

se describió como un proceso bifásico 

de dos etapas, que prolongo la 

liberación del AE. 

(47) 

Dexametasona Nanopartículas 

La liberación del fármaco fue pH-

dependiente, alcanzado una liberación 

del 100% a las 25 h en un pH cercano 

al pH de disolución de las NP. 

(48) 

Anfotericina 

B 
Nanopartículas 

La liberación controlada del fármaco 

en SLN permitió una mayor retención 

del activo en piel (36.5% en 24 h) 

comparada con una nanoemulsión 

(23% en 24 h). 

(49) 

AE de 

Cinnamomum 

zeylanicum 

Nanopartículas 

La liberación in vitro del AE 

encapsulado en un sistema binario de 

NP de chitosan/ciclodextrina β 

mostró una liberación sostenida y 

controlada durante más de 120 h, el 

cual permitiría mejorar la eficiencia 

de encapsulación y controlar la 

liberación del AE 

(50) 

AE: Aceite esencial 
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1.4 Antioxidantes en piel 

 

La piel se encuentra constantemente expuesta al daño ocasionado por factores 

ambientales como la radiación ultravioleta (UV), el humo del tabaco y los contaminantes 

(5,51).  Estos elementos agresivos generan especies reactivas de oxígeno (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 daños en la piel generados por la radiación 

UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Representación gráfica de daños en la piel generados por la radiación UV. 

 

De forma natural, la piel cuenta con sistemas antioxidantes que actúan contra la 

generación de estas especies. Estos sistemas pueden ser enzimáticos y no enzimáticos, 
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dentro de los antioxidantes enzimáticos están la catalasa (CAT), el glutatión peroxidasa 

(GPx) y el glutatión reductasa (GRd) que presenta una actividad más alta en la epidermis 

que en la dermis. Mientras que, los antioxidantes no enzimáticos, pueden ser de carácter 

lipofílico, como α-tocoferol, ubiquinol y la ubiquinona, o de carácter hidrofílico como el 

ácido ascórbico, ácido dehidroascórbico y el glutatión reducido (53). 

 

Sin embargo, en ocasiones estos mecanismos no son completamente eficaces y esta 

limitación se hace gradualmente más pronunciada con la edad, lo que desencadena 

procesos oxidativos en la piel (53–56). 

 

Con la finalidad de prevenir y/o minimizar los daños ocasionados en la piel, se ha 

propuesto el uso de agentes antioxidantes externos de origen sintético o natural. Estudios 

toxicológicos han demostrado que el uso de antioxidantes sintéticos podría tener efectos 

tóxicos y ser promotores de algunos tipos de cáncer, entre otros efectos fisiológicos. Por 

esa razón, 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). 

 

 

 

 

 

 



   18 

1.5 Antioxidantes de origen natural: aceites esenciales 

 

La búsqueda de antioxidantes naturales ha dado lugar a un gran número de estudios 

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

 

Los AE son mezclas líquidas, volátiles y raramente coloreadas, solubles en lípidos y 

disolventes orgánicos con una densidad generalmente inferior a la del agua, obtenidos a 

partir de plantas aromáticas como metabolitos secundarios (59,60). Son compuestos 

naturales complejos que pueden ser obtenidos usualmente por hidrodestilación o 

destilación a vapor (60). 

 

El perfil químico de los AE difiere en el número y el tipo de componentes, según el 

método de extracción seleccionado. El producto de extracción puede fluctuar en calidad, 

cantidad y composición según el clima, la composición del suelo, el órgano 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 proporción de los componentes mayoritarios del AE de 

Thymus vulgaris recolectado en Santiago, N.L. (timol 39.8% y ο-cimeno 30.5%), 

comparado con la proporción del AE de T. vulgaris obtenido en Murcia, España (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 proporción 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 aplicación 

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

 

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

 

Aceite 

esencial 
Resultados Referencia 

Salvia 

officinalis  

El AE presentó valores altos para el ensayo de quelación de iones 

ferrosos, con un porcentaje de quelación del hierro III de 72.29 ± 

0.65%. 

(63) 

Rosmarinus 

officinalis  

 

En esta investigación, el AE presentó valores altos para el ensayo 

de quelación de iones ferrosos, con un porcentaje de quelación 

del hierro III de 76.06 ± 0.54%. 

(63) 

El AE presentó una neutralización del radical DPPH (IC50) con 

una concentración del 3.82 µg/mL. 
(64) 

Para el ensayo de DPPH, el AE mostró un porcentaje inhibición 

del DPPH de 61.00 ± 2.30% at 300 μg/ml, el cual fue ligeramente 

menor que el del butilhidroxitolueno (BHT), empleado como 

control positivo. 

(65) 

Origanum 

vulgare  

El AE demostró una reducción del 50% del radical DPPH (IC50) 

con una concentración del 0.17 μg/mL. 
(66) 

El AE mostró una fuerte actividad antioxidante (IC50= 2.5 

µg/mL), comparado con estándares de antioxidantes de Vitamina 

E y hidroxibutilanisol (BHA) (p<0.05). 

(67) 
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Thymus 

vulgaris  

El AE mostró un alto porcentaje de inhibición de TBARS del 

89.84 ± 0.20% a una concentración de 50 g/l. Mientras que el 

porcentaje de inhibición del radical DPPH fue de 93.94 ± 0.02% 

a la misma concentración.  

(63) 

El AE demostró una reducción del radical DPPH (IC50) con una 

concentración del 0.19 μg/mL. 
(66) 

Lavandula 

angustifolia  

El AE presentó la mejor actividad de captura del radical DPPH 

con un porcentaje de 93.4 ± 1.55%, similar al ácido ascórbico, 

empleado como referencia, el cual presentó un porcentaje de 

actividad de 96.5 ± 2.31%. El AE fue significativamente más 

efectivo para inhibir la peroxidación del ácido linoleico después 

de 10 días de prueba, con un porcentaje de inhibición de la 

lipoperoxidación de 58.2% 

(68) 

Mentha 

piperita 

El AE demostró una considerable actividad de captura del radical 

ABTS con un porcentaje de 87.7 ± 2.63% en comparación con el 

control estándar de Trolox® (0.14 mM) el cual presentó un 

porcentaje de captura del radical de 94.7 ± 0.06%. 

Montanoa 

speciosa 

El AE de hojas de Montanoa speciosa exhibe una alta capacidad 

de captura del radical DPPH (72.85 ± 0.28 

mmol TE/g aceite esencial), mientras que el AE de las hojas 

mostró menor actividad (68.43 ± 0.10 mmol TE/g aceite 

esencial). 

(69) 

Melaleuca 

alternifolia 

El AE fue capaz de reducir el radical DPPH con una EC50 de 

48.35 μg/mL, mostró una inhibición de la lipoperoxidación con 

una IC50 de 135.9 μg/mL, y eliminó los radicales hidroxilos con 

un EC50 de 43.71 μg/mL. 

(70) 

Citrus lumia 

La OE mostró fuertes propiedades antioxidantes y de eliminación 

de radicales libres, mediante los ensayos de β caroteno y ORAC, 

con un IC50 de 22 μg/mL y 46 μg/mL, respectivamente 

(71) 

AE: Aceite esencial 

 

Es importante mencionar que, debido a la complejidad química de los AE, los 

ensayos de actividad antioxidante pueden mostrar resultados diferentes dependiendo del 

método empleado, por lo que la evaluación de la actividad debe realizarse con al menos 

dos ensayos antioxidantes complementarios. 
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1.5.1 Evaluación 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 degradación 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 

más empleados, debido a que los procedimientos requeridos en estas metodologías son 

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

ensayos in vitro comúnmente utilizados.   

 

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

 

Ensayo Fundamento Referencia 

Método del 

radical catiónico 

ABTS·+ 

Se basa en la capacidad de captación de los 

antioxidantes por el catión radical ABTS•+ (2,2'-

azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)). Se 

emplea un espectrofotómetro a = 600-750 nm. Se 

determina la disminución de la absorbancia debida 

a la decoloración del radical. Se utiliza Trolox® 

como sustancia patrón.  

(59,73–75) 

Método del 

radical DPPH· 

Se basa en la reducción del radical DPPH• (α-

difenil-β-picrilhidrazilo) por los compuestos 

antioxidantes en la muestra. Se emplea un 

espectrofotómetro a máx= 517 nm. Se monitorea 

la coloración del radical (purpura a amarillo). Se 

emplea Trolox® como sustancia patrón. 

(63,64,74,76) 

Poder 

antioxidante de 

reducción férrica 

(FRAP, por sus 

siglas en inglés) 

Se basa en la evaluación de la capacidad de un 

antioxidante para reducir el hierro férrico (Fe+3) 

presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-

s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe+2). Se 

mide un incremento en la absorbancia a una máx= 

(63,74,75,77) 
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593 nm, que se desarrolla cuando el complejo 

TPTZ-Fe+3 se reduce. Como sustancia patrón 

puede emplearse Trolox®, ácido ascórbico, ácido 

gálico y/o disolución de Fe+2 (FeSO4·7H2O).  

Método 

fosfomolibdeno 

El ensayo se basa en la reducción del Mo (VI) a 

Mo (V) por los analitos presentes en la muestra, y 

la posterior formación de un complejo verde de 

fosfato/Mo (V) en pH ácido a máx= 695 nm. 

(78) 

Método de 

TBARS 

(Especies 

reactivas del 

ácido 

tiobarbitúrico) 

Se basa en la determinación del contenido de 

sustancias reactivas con el ácido 2-tiobarbitúrico 

(TBA, por sus siglas en inglés). Se utiliza un 

espectrofotómetro a máx= 532 nm, para 

monitorear la formación de un producto color rosa 

resultado de la adición de ácido 2-tiobarbitúrico 

con malonaldehído. 

(63,79,80) 

Inhibición de la 

lipoperoxidación 

del ácido 

linoleico   

La inhibición de la peroxidación del ácido 

linoleico por el método de tiocianato férrico se 

basa en la formación de peróxidos que permiten la 

oxidación de Fe+2 a Fe+3. Estos iones forman un 

complejo con el tiocianato, el cual presenta 

absorbancia a máx= 500 nm. Valores altos de 

absorbancia indican la peroxidación de la 

emulsión de ácido linoleico. 

(81–83) 

 

1.5.2  Rosmarinus officinalis 

 

El romero (R. officinalis, L.) es una planta mediterránea 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 prismáticos, las hojas son 

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

márgenes revolutos y tallos leñosos 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 α-pineno, 1,8-cineol, alcanfor y borneol (84,85). 

 

En el 2014, Rašković y cols., evaluaron la composición del AE de Rosmarinus 

officinalis, mediante cromatografía de gases (CG) acoplada a un detector de ionización 

de llama (CG-FID) y espectrometría de masas (CG/MS), así 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%), 

α-pineno (11.51%), β-pineno (8.16%), canfeno. (4,55%) y β-cariofileno (3.93%). Se 

evaluó la actividad antioxidante del AE y se estableció un IC50 de 77.6 μL/mL, y para el 

control utilizado, α-tocoferol, se obtuvo un IC50 de 25.3 μg/mL. Se estableció 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 núculas 

o aquenios (tetraquenio) (87). 

 

 

 

Figura 9. Planta de Lavandula dentata. 
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En el 2018, Justus y cols., analizaron la composición química del AE de L. dentata, 

así como la actividad antioxidante y antimicrobiana. La caracterización del AE mediante 

CG-FID y CG/MS determinó como componente mayoritario el 1,8-cineol (63.25%). El 

AE demostró potencial antioxidante por el método del fosfomolibdeno, en comparación 

con los estándares de rutina (28.11 ± 1.95%), mientras que se detectó una baja capacidad 

antioxidante por los métodos DPPH y ABTS. De igual manera, se demostró un alto 

potencial antimicrobiano contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y Candida 

albicans (88).  

 

Sin embargo, los AE son altamente sensibles a la degradación, se descomponen 

fácilmente debido a la exposición directa al calor, humedad, luz y oxígeno, por lo que 

deben ser protegidos para mantener su actividad biológica. Además, dada la naturaleza 

volátil de los AE, la nanoencapsulación es una estrategia tecnológica para facilitar su 

aplicación en membranas biológicas, 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 aplicación biológica.  
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Tabla 5. Aplicaciones de los sistemas nanométricos de liberación con aceite esenciales y/o sus componentes. 

Naturaleza del 

nanotransportador 
Tipo Aplicación Referencia 

Complejos 

moleculares 
β-Ciclodextrinas 

Los AE de albaca y estragón, los cuales contienen 4-alilanisol, fueron encapsulados 

en diversos tipos de ciclodextrinas (α, β y metilada al azar). Se demostró que este tipo 

de sistemas proporcionan una liberación controlada del 4-alilanisol, así como un 

incremento en la actividad de captación del radical DPPH y la fotoestabilidad del 

compuesto. 

(32) 

Lipídicos 

 

Nanoemulsiones 

El AE obtenido de Cuminum cyminum se incorporó en nanoemulsiones, las cuales 

proporcionaban una liberación controlada del activo e incrementaban la actividad 

antioxidante y hepatoprotectora del mismo. 

(33) 

Nanopartículas 

sólidas lipídicas 

El AE de Yuxingcao se encapsuló en SLN, las cuales presentaron una liberación 

sostenida in vitro por hasta 48, demostrando que pueden mantener la administración 

por inhalación del AE y mejorar su biodisponibilidad local. 

(90) 

El AE de Artemisia arborescens se encapsuló en SLN, las cuales mostraron una 

liberación lenta del aceite esencial en comparación con una emulsión de referencia.  
(30) 

Poliméricos 

Nanocápsulas 

El AE de Rosmarinus officinalis fue incorporado en nanocápsulas de poli-

caprolactona para reducir su volatilización, 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 proporcionó una supresión total del crecimiento 

viable de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa durante un período de prueba de 3 meses, 

mayor al mostrado por el timol sin encapsular. 

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

  

En 1998, la Administración de Alimentos y Fármacos (FDA) publicó una guía 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 dermatológicos 

tópicos. La dermatofarmacocinética permite establecer la cantidad del activo que se 

encuentran en cada capa del EC (capa más superficial de la piel), en función del tiempo 

posterior a la aplicación y la eliminación de la formulación aplicada tópicamente. Se 

obtiene el perfil de concentración en función del tiempo a partir del cual se puede 

obtener la cantidad máxima en el EC (Cmáx), el tiempo en el que se observa Cmáx (es 

decir, Tmáx) y el área bajo la curva (AUC) (93–95).  

 

Cuando se aplican formulaciones por vía tópica, se debe evaluar la permeación y/o 

penetración de compuestos en la piel. En el 2001, Kalia y cols., presentaron modelos 

matemáticos para describir la liberación transdérmica de activos a partir de diferentes 

escenarios de formulación. Por ejemplo, analizaron un escenario de liberación cuando el 

EC representa la barrera que limita la velocidad de la liberación del activo. En este 

sistema, la membrana se encuentra inicialmente desprovista de activo, y después de 

cierto tiempo posterior a su aplicación, 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 difusión de Fick, que permite predecir la forma en que la difusión causa 

que la concentración de un activo cambie con el tiempo. Su aplicación en estudios de 



27 

 

liberación en piel, permite establecer la cinética de liberación de un activo a través de 

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

 

1.6.1 Pruebas de permeación en piel 

 

La permeación y/o penetración del compuesto a través de piel en condiciones “ex 

vivo” se utiliza para predecir la absorción percutánea en humanos. Las celdas de difusión 

de Franz (Figura 10) son los sistemas comúnmente utilizados para evaluar la permeación 

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

 

 

 

 

 

Figura 10. Celda de difusión vertical de Franz. 

 

Se han utilizado membranas de origen animal, como la piel de cerdo (i.e. oreja) cuyas 

propiedades bioquímicas e histológicas (i.e. composición lipídica 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 μm comparado con el espesor humano promedio de 70 μm (hombro) y 

82 μm (glúteo) (97). Dado que comparte propiedades morfológicas esenciales con la piel 

humana, la piel de cerdo es aceptada y validada por el Comité Científico de Productos 
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Cosméticos y Productos no Alimentarios (SCCNFP, por sus siglas en inglés) de la 

Unión Europea, como uno de los mejores modelos animales para la medición in vitro de 

absorción percutánea (98). 

 

En el 2002, Sekkat y cols., realizaron un estudio biofísico in vitro de la piel de oreja 

de cerdo y su comparación con la piel humana, evaluaron la función barrera del EC 

durante su remoción 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 aumentó la eliminación del EC. En contraste, la 

impedancia de la piel disminuyó exponencialmente en función de la eliminación 

progresiva del EC. Los autores establecen que la comparación de los resultados con los 

reportados (espesor de piel de cerdo 11.8 ± 4.0 µm y de humano 10.9 ± 3.5 µm) 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 mínimamente invasiva que permite la remoción 

sucesiva de las diferentes capas del EC. Después de la aplicación tópica y la permeación 

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 análisis químico (99). 
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En el 2004, Álvarez y cols., investigaron la penetración de un compuesto altamente 

lipofílico (OMC) en piel de oreja de cerdo, mediante la técnica de tape stripping. El 

OMC fue encapsulado en NP biodegradables de poli (ε-caprolactona). Realizaron 

experimentos de permeación y por tape stripping se evaluó la distribución de OMC 

encapsulado, en y a través de la piel porcina removida, mediante CSLM se visualizó la 

permeación de NP biodegradables de poli (ε-caprolactona) marcadas con rojo de Nilo. 

La encapsulación causó 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 penetración in vitro de NP de poliestireno 

marcadas con rojo fluorescente en piel humana dañada mediante la técnica de tape 

stripping. El análisis del grado de penetración de NP en piel se realizó por CSLM, se 

determinó que las NP se localizaron en el EC y los folículos capilares sin penetrar en la 

epidermis viable/dermis, concluyendo que la alteración de la barrera con tape stripping 

no indujeron una penetración más profunda (100). 

 

1.6.3 Evaluación de la integridad de la piel 

 

La administración tópica de activos requiere formulaciones seguras y no toxicas para 

permanecer en la piel sin causar irritación, debido a esto es indispensable evaluar la 

integridad física de la misma y establecer que sus características biológicas no han sido 

alteradas. 

 



30 

 

Los parámetros fisiológicos de la piel han sido de relevante importancia en la 

evaluación de la inocuidad de las formulaciones con aplicación tópica. La determinación 

de diferentes parámetros de bioingeniería permite la evaluación del efecto de las 

formulaciones en la piel, dentro de los parámetros fisiológicos 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 dermatología para evaluar la integridad de la barrera cutánea in vivo de 

la piel humana, basado en el principio físico de la Ley de difusión de Fick. Cuanto 

más perfecta sea la capa protectora de la piel, mayor será el contenido de agua y 

menor será la pérdida de agua transepidérmica. Cuando la piel está dañada, su 

función de barrera se ve afectada, resultando en una pérdida de agua más 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 medición es la evaluación 

potenciométrica, determinando la concentración de iones de hidrogeno (H+) y iones 

hidroxilo (OH-) (99,102). 

c) Hidratación del estrato corneo (EC): el principio para evaluar el contenido de 

humedad se basa en la medición de la variación de la constante dieléctrica del agua 

debido a la hidratación de la superficie de la piel que cambia la capacitancia de un 

condensador de precisión (102,103). 

d) Cantidad de sebo: el principio de medición 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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relación con la cantidad de sebo en la superficie del área de medición. La transmisión 

de luz se mide a través de una fotocélula antes de la aplicación (valor cero), se utiliza 

una película plástica en forma de cinta que se vuelve translúcida según la cantidad de 

SSL recolectada (valor medición) después de la aplicación de 30s en la piel bajo 

presión 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 

hidratación (Corneometer® CM 820), cantidad de sebo (Sebumeter®) y pH (pHmeter 

Skin® PH 900) de la piel. Las nanoemulsiones a base de lanolina aumentaron la 

hidratación y la cantidad de sebo en la piel y no modificaron los valores del pH cutáneo. 

Los autores establecen que las formulaciones no fueron tóxicas debido a que no 

causaron irritación en la superficie de la piel después de la aplicación de nanoemulsión, 

mostrando potencial como portadores para aplicaciones farmacéuticas y cosméticas 

(103). 

 

En la Tabla 6 se presentan los valores normales de los parámetros biofísicos de la piel 

humana determinados por técnicas de bioingeniería. 
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Tabla 6. Valores normales de los parámetros biofísicos de la piel humana (105). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parámetro biofísico de la piel Valor Interpretación 

Pérdida de agua transepidérmica 

TEWL (g/m2h) 

0-10 Piel muy sana 

15-25 Piel en condición normal 

> 30 Piel en condición critica 

Contenido de agua del EC 

(unidades arbitradas) 

< 50 Piel muy seca 

50 – 60 Piel seca 

> 60 Piel humectada 

Cantidad de sebo 

(μg sebo/cm2) 

< 100 Piel seca (poco sebo) 

100 – 220 Piel normal 

> 220 Piel grasa 

pH 

(unidades arbitradas) 
5- 5.5 Piel normal 
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1.7 Antecedentes 

 

Con base en las ventajas y beneficios que las NPs ofrecen en el área de dermatología, 

su aplicación sobre la superficie de la piel ha adquirido una gran relevancia. En 

particular, Álvarez y cols., en el 2004, realizaron estudios in vitro con piel de cerdo, en 

el cual se demostró que las NPs con diámetro mayor a 200 nm son capaces de 

acumularse principalmente en los folículos pilosos y en los pliegues de la piel, lo cual 

favorecería la liberación del activo en estos sitios diana (42). 

 

En nuestro grupo de investigación, se evaluó el grado de penetración del clotrimazol 

(agente antimicótico) en la superficie de la piel de cerdo posterior a la aplicación de NPs 

cargadas con clotrimazol. Se estableció que la encapsulación de clotrimazol en las NPs 

favoreció la acumulación en la piel de cerdo comparada con el clotrimazol libre, lo cual 

aseguraría su actividad antimicótica durante más 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 retención y penetración como 

una posible alternativa para mejorar el tratamiento de las micosis superficiales. Se 

estableció que la encapsulación de AE en NP, favorece la actividad antidermatofítica y 

disminuye su efecto citotóxico, probablemente debido a la liberación gradual delos AE 

sobre la superficie d la piel (107). 
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Otro estudio, también realizado en el grupo de trabajo, se enfocó en la obtención de 

NC con carvacrol, agente antioxidante volátil (presión de vapor de 2.5 hPa a 25°C y 

LogP(o/w) 3.81) con características idóneas para su futura aplicación en piel. Se 

desarrollaron NC cargadas con carvacrol con un tamaño promedio de 180 nm y se 

demostró que su nanoencapsulación favorece la estabilidad física y química del 

carvacrol por al menos 16 semanas. Además, en base a los ensayos de permeación 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 

aplicación en piel (108). 
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1.8 Justificación 

 

Debido al creciente problema de daños en la piel ocasionados por factores 

ambientales como la radiación 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 

permitiría disminuir los daños provocados por los radicales libres en la piel, sin 

embargo, éstos deben ser protegidos ya que son volátiles y sensibles a la oxidación. 

 

Las nanocápsulas poliméricas como sistema de liberación de aceites esenciales, 

serían 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 nanocápsulas (NC) poliméricas cargadas con aceite 

esencial, establecer su actividad antioxidante, el perfil dermatocinético y la evaluación 

biofísica de la piel con técnicas de bioingeniería para determinar su potencial como 

dermoprotector preventivo. 

 

1.9.2 Objetivos específicos 

 

1. Determinar las características físicas y químicas de los aceites esenciales de 

Lavandula dentata y Rosmarinus officinalis obtenidos por hidrodestilación. 

2. Formular nanocápsulas poliméricas con aceites esenciales de Lavandula dentata y 

Rosmarinus officinalis por la técnica de nanoprecipitación, y realizar su 

caracterización física y química. 

3. Desarrollar y validar métodos analíticos por CG-FID para cuantificar los aceites 

esenciales en nanocápsulas 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 permeación y tape stripping en piel de cerdo.  

6. Evaluar las propiedades biofísicas de la piel con técnicas de bioingeniería. 
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CAPÍTULO 2 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

2.1 Equipos, Material y Reactivos 

 

2.1.1 Equipos e instrumentos 

 

 Balanza analítica (Scientech®, modelo SM50) 

 Baño recirculador de agua (LabTech®, modelo LCB-6D) 

 Celdas de Franz modificadas de 15 mL 

 Cinta adhesiva para tape stripping (3M®) 

 Columna capilar de cromatografía de gases (30 m × 0.25 mm, 0.25 µm) 

(PerkinElmer®, modelo Elite-5) 

 Cromatógrafo de gases con inyector split/splitless acoplado a detector de 

ionización en llama (FID) (PerkinElmer®, modelo Clarus480)  

 Cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas (PerkinElmer®, 

modelo Autosystem 6890N)  
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 Densímetro (AntonPaar®, modelo DMA35) 

 Espectrofotómetro UV-Vis (Thermo Scientific®, modelo Genesys 10s) 

 Espectrofotómetro IR-FT (Perkin Elmer®, modelo Frontier Óptica) 

 Hidrodestilador Clevenger modificado  

 Membrana de celulosa regenerada 

 Microcentrífuga (Labnet®) 

 Multisonda (Courage Khazaka®, modelo MPA5) 

 Placa de agitación multiplaza (IKA®) 

 Polarímetro (Perkin Elmer®, modelo 341)  

 Potenciómetro (Conductronic, modelo PC18) 

 Purificador de agua (ELGA®, modelo Purelab UHQ) 

 Refractómetro (AntonPaar®, modelo Abbermat 300) 

 Rotavapor (Heidolph®, modelo Laborota 400) 

 Ultracentrífuga (Beckman Coulter®, modelo 64R Allegra) 

 Viscosímetro (Brookfield®, modelo DVZTLV)  

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

 

2.1.2 Material biológico  

 

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

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

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

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

 

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

 α-tocoferol ≥95.5%, marca Sigma-Aldrich® 

 Acetona, grado HPLC, marca Baker® 

 Ácido linoleico >99%, marca Sigma®  

 Agua bidestilada, marca Laboratorio de Monterrey 

 Alcanfor >95% grado CG, marca Aldrich® 

 β-pineno 98.5% grado CG, marca Aldrich® 

 Cloruro de metileno, grado HPLC, marca TEDIA® 

 Cloruro ferroso tetrahidratado grado RA, marca Jalmek® 

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

 Eudragit E PO, marca Evonik Industries® 

 Fosfato monoácido de sodio (Na2HPO4), marca Fluka Chemika® 

 Fosfato monobásico de potasio (KH2PO4), marca Acros Organics® 

 Linalool >95% grado CG, marca Aldrich® 

 Metanol grado HPLC, marca Fermont® 

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

 Solución estándar de n-alcanos C8-C20, marca Sigma-Aldrich® 

 Tiocianato de amonio, marca CTR® 
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2.2 Métodos 

 

2.2.1 Obtención y caracterización física y química de los AE de Lavandula dentata y 

Rosmarinus officinalis 

 

a) Autenticación de plantas  

Las plantas utilizadas para la obtención de los AE se adquirieron en el mercado 

Juárez en Monterrey, Nuevo León, y fueron autentificadas por el Herbario del 

Departamento de Botánica de la Facultad de Ciencias Biológicas, de Universidad 

Autónoma de Nuevo León.  

 

b) Obtención de los AE por hidrodestilación 

Las hojas  y 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 conectó al equipo Clevenger modificado (Figura 11), 

para iniciar el proceso de hidrodestilación durante 4 h a partir de la ebullición del agua. 

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

 

 

 

 

 

Figura 11. Equipo de hidrodestilación Clevenger modificado. 
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Posteriormente, se calculó el porcentaje de rendimiento de la extracción de acuerdo 

con la siguiente fórmula: 

     

 

Fórmula 1 

 

c) Caracterización física de los AE 

 Índice de refracción 

Se determinó el índice de refracción acuerdo al método general de análisis (MGA) 

0741 de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) (109). Se utilizó un 

refractómetro marca AntonPaar® modelo Abbermat 300, el cual se calibró con agua 

destilada a 25°C. Posteriormente, se depositó una gota de cada AE en el área de muestra 

y se obtuvo el resultado, se realizó por triplicado de manera independiente. Como 

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

 

 Rotación óptica 

Se utilizó un polarímetro marca PerkinElmer, modelo 341 y se realizó en base al 

método MGA 0771 de la FEUM (109). Previo a la determinación, el equipo fue 

calibrado con una solución de sacarosa de 260 mg/mL a 25°C. Posteriormente, se llenó 

la celda de 1 mL de cada AE y se obtuvo el resultado por quintuplicado de manera 

independiente. Como controles se utilizaron los estándares (grado CG) de anetol, 

eugenol y R-limoneno. 

 

% Rendimiento = 
 Peso del aceite esencial  

Peso de la planta 
( ) 100 

 

* 
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 Densidad relativa 

Se determinó en base al método MGA 0251 de la FEUM (109). Se empleó un 

densímetro marca AntonPaar® modelo DMA35, se llenó con 1 mL de cada AE y se 

determinó la densidad relativa del mismo a 25°C, por triplicado de manera 

independiente. Como controles se utilizaron los estándares (grado CG) de anetol, 

eugenol y R-limoneno. 

 

d) Caracterización química de los AE 

Se realizó el análisis cualitativo de cada AE mediante el uso de un cromatógrafo de 

gases (CG-MS) marca Agilent Technologies® modelo 6890N acoplado a un 

espectrómetro de masas selectiva 5973 INERT. Se utilizó una columna HP-5 MS (30 m 

x 0.25 mm x 0.25 µm). Las condiciones cromatográficas se establecieron en base a la 

elución de los alcanos (C-8 al C-20). La temperatura de la fuente de ionización fue de 

230°C, la temperatura del cuádruplo de 150°C y la temperatura del inyector de 220°C en 

modo splitless El programa de temperatura inició a 35°C, se mantuvo 9 min, después se 

elevó a una temperatura de 150°C (a 3°C/min) y se mantuvo por 10 min, posteriormente 

se elevó a 250°C (a 10°C/min) y finalmente se calentó hasta 270°C (a 3°C/min) durante 

10 min. Se usó el helio con pureza del 99.99% como gas acarreador, con un flujo de 0.5 

mL/min y una energía de ionización de 70eV. Los espectros de MS fueron adquiridos en 

modo scan (110). Esta rampa de temperaturas se utilizó para el análisis de los dos AE. 

Se inyectaron 2 µL de los AE de L. dentata y R. officinalis, de manera independiente, a 

una concentración de 2 mg/mL en diclorometano. 
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La identidad de los componentes se asignó por comparación de sus índices 

aritméticos (IA) e índice de Kovats (IK) con los n-alcanos de C-8 a C-20. Además, los 

espectros de masas de cada componente, se compararon con los espectros de masas de la 

biblioteca NIST (Instituto Nacional de Estándares y Tecnología) de los EUA y con datos 

de referencia (111).  

 

 Para establecer el área de los componentes de los AE se empleó un cromatógrafo de 

gases acoplado a un detector de ionización en flama (CG-FID) Clarus 480, Perkin 

Elmer®, se utilizó una columna Elite-5 (30 m × 0.25 mm x 0.25 µm). El método 

cromatográfico empleado fue el mismo que se empleó para el análisis por CG-MS. Se 

calculó el porcentaje de abundancia (%A) de los componentes de los AE relativo al área 

de la señal obtenida. Posteriormente, se seleccionaron los dos componentes “huella” con 

mayor %A en cada AE, para su cuantificación en las formulaciones de NC y en los 

estudios de permeación transdérmica. Se calculó la proporción de cada componente 

huella seleccionado en base a la normalización de áreas. 
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2.2.2 Obtención y caracterización fisicoquímica de NC y emulsiones con AE de L. 

dentata y R. officinalis  

 

a) Obtención de nanocápsulas (NC) poliméricas  

Las nanocápsulas con AE (NC-AE) fueron obtenidas por la técnica de 

nanoprecipitación desarrollada por Fessi y cols. (112), la cual consistió en inyectar una 

fase orgánica compuesta por un disolvente orgánico que contiene el polímero, y el AE 

de L. dentata o R. officinalis, en una fase acuosa con agitación constante (350 rpm) a 

temperatura ambiente.  

  

Para la optimización de un sistema de NP-blanco (sin AE), se modificaron dos 

variables experimentales: i) tipo de polímero y disolvente orgánico y ii) cantidad de 

polímero. Los parámetros evaluados para elegir la mejor formulación de NP-blanco 

fueron el tamaño de partícula, el índice de polidispersión (IPD) y el potencial zeta. Una 

vez obtenidas las NP-blanco con las características fisicoquímicas deseadas, se modificó 

la cantidad de cada AE (L. dentata o R. officinalis) en la fase orgánica. Se evaluó el 

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

 

b) Técnica de purificación de las NC-AE 

Para eliminar los disolventes orgánicos (113) utilizados en la formación de las NC-

AE, se evaluaron dos técnicas de purificación: la evaporación a presión reducida y la 

diálisis.  
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En la purificación por evaporación a presión 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 diálisis, las NC-AE se colocaron en una membrana de celulosa regenerada, 

en agitación constante a 350 rpm durante dos horas a 25 °C, bajo las condiciones 

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

. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Formulación de NC-AE por la técnica de nanoprecipitación y purificación 

por diálisis (112). 

 

c) Caracterización de las NC poliméricas 

 Tamaño de partícula, índice de polidispersidad y potencial zeta 

 Se determinó el tamaño e IPD de las NC-AE en una suspensión acuosa por 

espectroscopía de correlación fotónica, así como el potencial zeta (ζ) por 

microelectroforesis con láser Doppler con un equipo Nano-ZS90 Zetasizer marca 

Malvern Instruments® del Laboratorio de Química de la Facultad de Ciencias 

Biológicas.  
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 Estabilidad  

Para evaluar la estabilidad, las NC-AE fueron colocadas en viales ámbar, protegidos 

de la luz y almacenados durante 10 semanas a 25°C. Durante este período de tiempo, se 

determinó el tamaño de partícula y el IPD cada 15 días. Además, se evaluó visualmente 

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

 

 Viscosidad y pH 

Para determinar la viscosidad, se utilizó un viscosímetro DV-II, 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 agitación de 200 rpm durante 3 minutos a 25 °C. 

La determinación se realizó por triplicado y de manera independiente. 

 

Para determinar el pH, se empleó un potenciómetro 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 registró el 

valor obtenido. La determinación se realizó por triplicado y de manera independiente. 

 

 Análisis por IR-FT 

Se realizó el análisis del polímero, NP-blanco, AE libres y las NC-AE de L. dentata y 

R. officinalis por IR-FT. El polímero y los AE se analizaron directamente, mientras que 

para las NC-AE se obtuvieron películas (114), y se realizaron 30 barridos en un intervalo 

de 4000 a 400 cm-1 con un espectrofotómetro IR-FT Frontier Óptica, marca 

PerkinElmer® del laboratorio de Química de la Facultad de Ciencias Biológicas.  
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 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 encapsulación (%E) y 

eficiencia de encapsulación (%EE) con las siguientes fórmulas: 

 

 

 

Fórmula 2 

 

 

Fórmula 3 

 

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

Para la evaluación biológica de los AE libres en la piel, se prepararon emulsiones 

(EM) aceite en agua. Brevemente, se adicionó cada AE a 5 mL de una solución acuosa 

de Tween 80 al 0.3% p/v, se agitó a 20,500 rpm con un homogeneizador (VWR®, 

modelo VDI12) a temperatura ambiente (108). La emulsión se caracterizó en función de 

su tamaño, potencial zeta, viscosidad y pH, mientras que la estabilidad se evaluó de 

acuerdo con su aspecto físico, observando si existía separación de fases. 

 

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

(mg polímero + mg componente del AE total) 

 

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

                 (mg componente del AE total) 
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2.2.3 Desarrollo y validación de métodos analíticos por CG-FID para cuantificar 

los AE en NC poliméricas  

  

Los métodos analíticos por CG-FID (inyección directa) para cuantificar los 

componentes “huella” de los AE de L. dentata y R. officinalis, se desarrollaron a partir 

de condiciones cromatográficas previamente establecidas por Danh y cols (115) y 

Derwich y cols (116). Para ambos AE, se empleó un cromatógrafo de gases (CG-FID) 

Clarus 480, marca Perkin Elmer® con una columna capilar de cromatografía de gases 

(30 m × 0.25 mm, 0.25 µm) (PerkinElmer®, modelo Elite-5). Se usó el helio con pureza 

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

 

En específico, para el AE de L. dentata, el programa de horno se inició a 55°C 

durante 1 min, se elevó a 8°C/min hasta 200°C, posteriormente se elevó 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 inició 

a 50°C durante 1 min, se elevó a 10°C/min hasta 200°C, posteriormente se elevó a 

15°C/min hasta 230°C durante1 min. La temperatura del inyector fue de 260°C y del 

detector de 260°C. Posteriormente, se continuó con la optimización de las condiciones 

cromatográficas para obtener las señales cromatográficas resueltas para cada AE.  Para 

seleccionar el estándar interno, se inyectaron soluciones de estándares de α-felandreno, 

limoneno, linalool y 4-alilanisol en diclorometano.  
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Los métodos analíticos desarrollados y optimizados se validaron bajo los criterios 

establecidos en la Guía para la Validación de Métodos Fisicoquímicos de la Comisión de 

Control Analítico y Ampliación de la Cobertura de la Secretaría de Salud (CCAYAC-P-

058, 2011) (117).  

Para la validación del sistema se determinaron los parámetros de linealidad, límite de 

detección, límite de cuantificación y precisión. Para la validación del método, se 

determinaron los parámetros de exactitud y precisión. 

 

a) Validación del sistema 

Para la validación del sistema se utilizaron estándares (grado CG) de dos 

componentes mayoritarios presentes en cada AE en la proporción previamente 

establecida en base a la normalización de áreas (caracterización química) de los AE.  

 

 Linealidad 

Se analizaron cinco niveles de concentración total de la mezcla de dos estándares de 

los componentes “huella” seleccionados para cada AE (10, 20, 40, 80 y 160 µg/mL), por 

triplicado y de manera independiente. Se utilizó el estándar interno a una concentración 

de 20 µg/mL.  

Se realizó un análisis de regresión lineal de las áreas obtenidas en función de la 

concentración. El criterio de evaluación para el parámetro de linealidad fue un 

coeficiente de determinación (r2) mayor a 0.99 (117). 
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 Límite de detección 

La pendiente y la ordenada al origen obtenidos del análisis de regresión de la 

linealidad fueron utilizadas para calcular el límite de detección con la fórmula 4:  

 

LDD= 

Fórmula 4 

Donde: 

sbo = desviación estándar de la ordenada al origen 

m = pendiente de la curva de calibración 

 

 Límite de cuantificación 

La pendiente y la ordenada al origen obtenidas a partir del análisis de regresión de la 

linealidad fueron utilizadas para calcular el límite de cuantificación con la fórmula 5: 

 

LDC= 

Fórmula 5 

 

Donde:          

sbo = desviación estándar de la ordenada al origen 

m = pendiente de la curva de calibración 

 

 Precisión 

Se evaluó la precisión del sistema llevando a cabo la determinación de la repetibilidad 

y precisión intermedia. 

 

3.3 * sbo 

m 

10 * sb0 

m 
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Repetibilidad 

Se analizaron tres niveles de concentración total de la mezcla de dos estándares (10, 

40 y 160 µg/mL), por sextuplicado y de manera independiente, el mismo día y por la 

misma persona. Se utilizó el estándar interno a una concentración de 20 µg/mL. Se 

calcularon los porcentajes de recuperación (%R) con la ecuación de la recta obtenida 

para linealidad. Posteriormente, se calculó la media (x) con la fórmula 6, la desviación 

estándar (s) con la fórmula 7, y la desviación estándar relativa (DER) con la fórmula 8: 

   

Media (x) 

x= 

Fórmula 6 

 

Donde: 

x= media 

i= valor de cada medición 

n = número de mediciones 

 

Desviación estándar (s) 

 

 

 

Fórmula 7 

 

Donde: 

s= desviación estándar 

x= media     

i= valor de cada medición 

n= número de mediciones 

 xi 

. 
n 
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Desviación estándar relativa (DER) 

%DER=         * 100 

Fórmula 8 

 

Donde: 

s= desviación estándar 

x= media 

 

Precisión intermedia  

Se analizaron tres niveles de concentración total de la mezcla de dos estándares (10, 

40 y 160 µg/mL), por sextuplicado y de manera independiente, por la misma persona en 

3 días no consecutivos. Se utilizó el estándar interno a una concentración de 20 µg/mL. 

Se calcularon los porcentajes de recuperación con la ecuación de la recta obtenida para 

linealidad. Posteriormente, se calculó la media, la desviación estándar y la desviación 

estándar relativa como se indicó para la repetibilidad. 

 

b) Validación del método 

Para la validación del método se utilizaron NC-AE adicionadas con los dos 

estándares de los componentes huella de cada AE. Se utilizaron diferentes niveles de 

concentración de acuerdo con cada parámetro evaluado. 

 

 Exactitud 

Se analizaron cinco niveles de concentración total de la mezcla de dos estándares de 

los componentes “huella” seleccionados para cada AE (10, 20, 40, 80 y 160 µg/mL), y 

  s  . 
x 
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se adicionaron a las NC-AE, por triplicado y de manera independiente. Se utilizó el 

estándar interno a una concentración de 20 µg/mL. Con los datos obtenidos, se calculó el 

porcentaje de recuperación (%R): 

  

%R= (Ca-CU) x 100 

Fórmula 9 

 

Donde: 

Ca = concentración medida en la muestra adicionada 

CU = concentración medida en la muestra sin adicionar 

CA = concentración añadida 

 

 Precisión 

Se evaluó la precisión del método llevando a cabo la determinación de la repetibilidad 

y precisión intermedia. 

 

Repetibilidad 

Se analizaron tres niveles de concentración total de la mezcla de dos estándares (10, 

40 y 160 µg/mL), y se adicionaron a la muestra de NC-AE, por sextuplicado y de 

manera independiente, el mismo día y por la misma persona. Se utilizó el estándar 

interno a una concentración de 20 µg/mL. Se calcularon los porcentajes de recuperación 

(%R) con la ecuación de la recta obtenida para linealidad. Posteriormente, se calculó la 

media (x) con la fórmula 6, la desviación estándar (s) con la fórmula 7, y la desviación 

estándar relativa (DER) con la fórmula 8. 

CA 
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Precisión intermedia  

Se analizaron tres niveles de concentración total de la mezcla de dos estándares (10, 

40 y 160 µg/mL), y se adicionaron a la muestra de NC-AE, por sextuplicado de manera 

independiente, por la misma persona en 3 días no consecutivos. Se utilizó el estándar 

interno a una concentración de 20 µg/mL. Se calcularon los %R con la ecuación de la 

recta obtenida para la linealidad del sistema. Posteriormente, se calculó: la media (x) con 

la fórmula 6, la desviación estándar (s) con la fórmula 7, y la desviación estándar 

relativa (DER) con la fórmula 8. 

 

2.2.4 Actividad antioxidante de los AE libres y nanoencapsulados. 

 

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

peroxidación del ácido linoleico fue evaluada por dos métodos. 

 

a) Inhibición de la lipoperoxidación en una emulsión de ácido linoleico por el método 

de ABAP (118).  

 

Se preparó la suspensión micelar de ácido linoleico, con dodecil sulfato de sodio (50 

mM, SDS) en Na2PO4 acuoso (5 mM) y se ajustó a pH 7.4. Previo al inicio de cada 

experimento, se añadió el ácido linoleico a la disolución del SDS para obtener una 

concentración de 1.3 mM. Además, se preparó una disolución acuosa de ABAP (35 

mM) como iniciador de radicales de la lipoperoxidación. Las disoluciones metanólicas 

de los AE libres, NC-AE y controles positivos (estándares de 1,8-cineol, alcanfor, 
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carvacrol y timol) se prepararon a una concentración de 50 µg/mL. Una alícuota (2 mL) 

de la suspensión micelar de ácido linoleico se mantuvo en agitación a 125 rpm a 50ºC 

durante 20 min. Se agregaron 25 µL de la disolución de ABAP y 20 µL de la disolución 

de AE, NC-AE o controles y después de 15 minutos se evaluó el cambio en la 

absorbancia una longitud de onda de 232 nm empleando un espectrofotómetro UV-Vis 

Genesys 10s, marca Thermo Scientific®. Como control negativo de la peroxidación se 

utilizó la solución micelar de ácido. El porcentaje de inhibición de la peroxidación (%I) 

se calculó utilizando la fórmula 10: 

 

%I= (1- Amuestra) x 100 

Fórmula 10 

 

 

Donde: 

Amuestra: absorbancia de los AE libres, NC-AE o controles positivos  

Acontrol: absorbancia de la muestra sin AE 

 

b) Determinación de la actividad antioxidante en emulsión de ácido linoleico por el 

método de tiocianato férrico (FTC) (119). 

 

La actividad antioxidante de los AE libres y nanoencapsulados se determinó de 

acuerdo al método del tiocianato férrico (FTC) descrito por Gülҫin y cols., (119) con 

modificaciones. Las disoluciones etanólicas de los AE, NC-AE o controles positivos 

(estándares de α-tocoferol, 1,8-cineol y alcanfor) se prepararon a una concentración de 1 

mg/mL. La emulsión de ácido linoleico (15.5 µL) se preparó en una disolución acuosa 

Acontrol 
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de buffer de fosfatos (40 mM, pH 7.0) con Tween-20® (17.5 mg). A partir de las 

disoluciones etanólicas de los AE, NC-AE o controles, se prepararon tres niveles de 

concentración (15, 30 y 45 µg/mL) y se agregaron a la emulsión de ácido linoleico en 

buffer de fosfatos. Las disoluciones se incubaron a 37°C durante 3 minutos y se 

adicionó: 100 µL de la disolución acuosa de tiocianato de amonio 30% (v/v), y 

precisamente 3 minutos después, 50 µL de la disolución acuosa acidificada 3.5% (v/v) 

de cloruro ferroso (20 mM) (120). Se evaluó el cambio en la absorbancia una longitud 

de onda de 232 nm empleando un espectrofotómetro UV-Vis Genesys 10s, marca 

Thermo Scientific®. Cada 5 h se repitió la adición de las soluciones de tiocianato de 

amonio y cloruro ferroso como se indicó anteriormente, y se monitoreó la absorbancia. 

El control negativo de la inhibición de la lipoperoxidación fue la emulsión de ácido 

linoleico. Los valores de porcentaje de inhibición se calcularon al tiempo de 30 horas de 

incubación (121). El porcentaje de inhibición de la lipoperoxidación en la emulsión de 

ácido linoleico se calculó mediante la fórmula 11: 

 

%I= 100 - (Amuestra x 100) 

Fórmula 11 

 

 

Donde: 

Amuestra: absorbancia de la muestra con AE  

Acontrol: absorbancia de la muestra sin AE 

 

 

 

Acontrol 
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2.2.5 Parámetros biofísicos de la piel de cerdo con técnicas de bioingeniería 

 

Se realizó la evaluación de cuatro parámetros biofísicos a la piel antes y después de la 

aplicación de las NC o EM con una multisonda (Courage & Khazaka®, modelo MPA5):  

 

a) Pérdida de agua transepidérmica 

La sonda TEWL TM300 marca Courage & Khazaka® fue colocada sobre la superficie 

de la piel, cada evaluación representa 15 mediciones de la pérdida de agua 

transepidérmica. La evaluación se realizó por quintuplicado y el promedio de las 

mediciones realizadas se expresó en g/m²h. La sonda fue previamente calibrada antes de 

cada evaluación. 

La pérdida de agua transepidérmica fue determinada en función 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 medición. La evaluación se realizó por 

quintuplicado y el promedio de los resultados obtenidos se expresó en unidades 

arbitrarias del pHmetro. La sonda fue previamente calibrada con las soluciones 

calibradoras de pH 4 y 7 antes de cada evaluación. 

c) Contenido de agua del EC 

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

superficie de la piel, la evaluación se realizó por quintuplicado. El promedio de las 
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mediciones se expresó en unidades arbitradas del corneómetro. Las mediciones 

obtenidas representan el contenido de agua a una profundidad de 10-20 μm de EC. 

d) Cantidad de sebo 

La tira de medición del sebómetro SM815 marca Courage & Khazaka se colocó sobre 

la superficie de la piel, y se ejerció una ligera presión 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 evaluación se realizó por 

quintuplicado y el promedio de las mediciones se expresó en µg/cm2. 

 

Con los resultados obtenidos se llevó a cabo el análisis estadístico utilizando la 

prueba ANOVA de factor único (software GraphPad Prism versión 7.0). La prueba de 

Tukey se utilizó 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 permeación y tape stripping. 

 

a) Estudios in vitro de permeación 

Para evaluar el perfil dermatocinético, la piel de cerdo previamente acondicionada fue 

colocada entre los dos compartimentos de las celdas de difusión de Franz. En el 

compartimento donador se depositó 1 mL de las NC o EM y se cubrió para prevenir la 

evaporación. Las NC o EM se dejaron en contacto con la piel (área = 2.54 cm2) 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 secó suavemente con un algodón. La piel de cerdo fue 

retirada de la celda y se realizó 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 consistió 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 presión 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 calculó la cantidad de EC removido en cada cinta 

adhesiva. Posteriormente, se empleó la densidad de la piel (96) para calcular la 

profundidad del EC removido con la fórmula 12. Este procedimiento se repitió 

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

 

v= m 

     ρ     Formula 12 

 

Donde: 

m= cantidad en gramos de EC removido 

ρ= 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 extraído con 1 mL de metanol en agitación 

constante durante 30 min (107). La cuantificación de los componentes huella de cada 

AE se realizó con el método de CG-FID desarrollados y validados en el numeral 2.2.3. 

Finalmente se calculó la cantidad acumulada de los componentes “huella” de cada AE 

en la piel. 
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CAPÍTULO 3 

 

RESULTADOS 

 

3.1 Obtención y caracterización física y química de los AE de Lavanda dentata y 

Rosmarinus officinalis 

  

 Las plantas fueron autenticadas por el Herbario del Departamento de Botánica de la 

Facultad de Ciencias Biológicas, como Lavandula dentata y Rosmarinus officinalis 

(Anexo I). 

 

Una vez identificadas las plantas, se procedió con la obtención de los AE de L. 

dentata y R. officinalis por el método de hidrodestilación 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 fórmula 1. 
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Tabla 7. Porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales (Media ± DE, n=7). 

 

 

 

 

 

La caracterización física de los AE obtenidos se realizó de acuerdo a los Métodos 

Generales de Análisis descritos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

(FEUM) (109). Se determinó el índice de refracción, la densidad relativa y la rotación 

óptica de los AE y se estableció como controles el anetol, eugenol y (R)-limoneno. En la 

Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en la caracterización física de los AE de L. 

dentata, y R. officinalis, así como de los controles utilizados. Los valores de referencia 

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

 

Tabla 8. Caracterización física de los aceites esenciales y controles (Media ± DE, *n=3, 

**n=5). 

 

Control/AE Índice de refracción*1 
Densidad relativa 

(g/mL)*2 

Rotación óptica 

(°)**3 

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 

1Refractómetro AntonPaar® modelo Abbermat 300 
2Densímetro AntonPaar® modelo DMA35 
3Polarímetro PerkinElmer® modelo 341 

 

Aceite esencial Porcentaje de rendimiento (%) 

L. dentata 0.59 ± 0.22% 

R. officinalis 0.73 ± 0.18% 
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La caracterización química 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 13. Cromatogramas del AE de L. dentata (2 mg/mL) por CG-MS. Los componentes son: 1) α-Pineno, 2) β-Pineno, 3) 

Mirceno, 4) α-Terpineno, 5) 1,8-cineol, 6) β-Linalool, 7) trans-pinocarveol, 8) Alcanfor, 9) No identificado, 10) Pinocarvona, 11) δ-

Terpineol, 12) Terpinen-4-ol, 13) Criptona, 14) α-Terpineol, 15) Mirtenol, 16) No identificado. 
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Figura 14. Cromatogramas del AE de R. officinalis (2 mg/mL) por CG-MS. Los componentes son: 1) α-Pineno, 2) Canfeno, 3) β-Pineno, 

4) Octen-3-ol, 5) 3-Octanona, 6) Mirceno, 7) α-Felandreno, 8) α-Terpineno, 9) β-Felandreno, 10) 1,8-cineol, 11) β-ocimeno, 12) γ-

Terpineno, 13) Terpinoleno, 14) trans-sabineno hidrato, 15) Alcanfor, 16) Borneol, 17) Terpinen-4-ol, 18) α-Terpineol, 19) Verbenona, 20) 

Acetato de Bornilo, 21) β-Cariofileno, 22) Óxido de cariofileno. 
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Figura 15. Cromatograma del AE de L. dentata (2 mg/mL) por CG-FID. Los componentes son: 1) α-Pineno, 2) β-Pineno, 3) Mirceno, 

4) α-Terpineno, 5) 1,8-cineol, 6) β-Linalool, 7) trans-pinocarveol, 8) Alcanfor, 9) No identificado, 10) Pinocarvona, 11) δ-Terpineol, 

12) Terpinen-4-ol, 13) Criptona, 14) α-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) α-Pineno, 2) Canfeno, 3) β-Pineno, 

4) Octen-3-ol, 5) 3-Octanona, 6) Mirceno, 7) α-Felandreno, 8) α-Terpineno, 9) β-Felandreno, 10) 1,8-cineol, 11) β-ocimeno, 12) γ-

Terpineno, 13) Terpinoleno, 14) trans-sabineno hidrato, 15) Alcanfor, 16) Borneol, 17) Terpinen-4-ol, 18) α-Terpineol, 19) Verbenona, 

20) Acetato de Bornilo, 21) β-Cariofileno, 22) Óxido de cariofileno. 
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Primero, se realizó la identificación de los componentes de cada AE a partir de los 

cromatogramas obtenidos por CG-MS. Después, se determinó el área de los picos 

cromatográficos de los componentes de cada AE con los cromatogramas obtenidos por 

CG-FID. Posteriormente, se estableció el porcentaje de abundancia (%A) de cada uno de 

los componentes de los AE relativo al área de las señales obtenidas por CG-FID. En la 

Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la caracterización química de los AE.  

 

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

porcentaje de abundancia (%A). 

 

Composición IRa IRb 

L. dentata  R. officinalis 

tR 

(min) 
%A 

tR 

(min) 
%A 

Monoterpenos hidrocarbonados 

α-Pineno 934 939 18.48 2.87 18.54 9.43 

Canfeno 949 954 ~ ~ 19.38 4.97 

β-Pineno 977 979 21.17 11.53 21.13 4.75 

Mirceno 993 990 22.26 0.55 22.29 3.24 

α-Felandreno 1003 1002 ~ ~ 22.92 6.37 

α-Terpineno 1017 1017 22.93 1.24 23.61 1.11 

β-Felandreno 1031 1029 ~ ~ 24.36 2.3 

(Z)-β-ocimeno 1043 1050 ~ ~ 25 0.52 

γ-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 

β-Linalool 1100 1096 28.39 1.63 ~ ~ 

Hidrato de trans-

Sabineno 
1100 1098 ~ ~ 28.58 0.56 

trans-Pinocarveol 1139 1139 30.27 1.15 ~ ~ 

Alcanfor 1145 1146 30.55 1.03 30.87 39.46 



69 

 

Pinocarvona 1163 1164 31.50 0.85 ~ ~ 

Borneol 1168 1169 ~ ~ 31.75 2.79 

δ-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 ~ ~ 

α-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 ~ ~ 43.41 1.07 

Total ~  1.07 

Sesquiterpenos oxigenados 

Cariofileno óxido 1581 1582 ~ ~ 50.28 0.61 

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 

IRa: índice de retención calculado, IRb: índice de retención de referencia, tR: tiempo de 

retención (min), %A: Porcentaje de abundancia relativo al área del pico. 

 

En base al porcentaje de abundancia, se seleccionaron los dos componentes 

mayoritarios, los cuales serán los componentes huella en cada AE. Para el AE de L. 

dentata se seleccionaron el β-pineno y 1,8-cineol, los cuales están en una proporción de 

14:86, respectivamente. Mientras que para el AE de R. officinalis se seleccionó el 1,8-

cineol y alcanfor, los cuales están en una proporción de 41:59, respectivamente.  
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3.2 Obtención y caracterización fisicoquímica de NC y emulsiones con AE de L. 

dentata y R. officinalis 

 

a) Formulación de NC poliméricas con AE 

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

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

polímero y disolvente orgánico, y ii) concentración de polímero. Los parámetros 

evaluados para seleccionar la mejor formulación fueron el tamaño de partícula, el índice 

de polidispersidad (IPD) y la estabilidad.  

 

i) Tipo de polímero y disolvente orgánico 

Se inició con una concentración de 20 mg/mL de polímero y 15 mL de disolvente 

como fase orgánica. Se evaluaron tres diferentes polímeros Eudragit® así como el tipo 

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

muestran en la Tabla 10. 

 

Tabla 10. Evaluación de NC con diferentes polímeros y disolventes orgánicos (Media ± 

DE; n=3) 

Polímero Disolvente Tamaño (nm) IPD Observación 

Eudragit® 

L-100 

Etanol 101.22 ± 10.13 0.297 ± 0.034 
Tamaño menor 

a 200 nm 

Acetona 257.37 ± 21.60 0.194 ± 0.019 
Presencia de 

agregados 
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ii) Concentración de polímero 

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

orgánica. Los resultados se observan en la Figura 17.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efecto de la concentración de polímero en la fase orgánica en el tamaño 

de las NC (Fase orgánica: 15 mL de acetona:isopropanol (50:50), X mg de Eudragit® 

E PO; Fase acuosa: 20 mL de agua) (Media ± DE; n=3). 

 

Acetona:Isopropanol 

(50:50) 
200.39 ± 9.16 0.183 ± 0.089 

Presencia de 

agregados 

Eudragit® 

E-100 

Acetona 199.53 ± 1.46 0.158 ± 0.020 
Presencia de 

agregados 

Acetona:Isopropanol 

(50:50) 
238.50 ± 1.56 0.202 ± 0.009 

Presencia de 

agregados 

Eudragit®  

E PO 

Acetona 203.33 ± 0.96 0.194 ± 0.005 
Presencia de 

agregados 

Acetona:Isopropanol 

(50:50) 
220.97 ± 1.53 0.156 ± 0.005 

Ausencia de 

agregados 
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b) Técnica de purificación 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) evaporación a presión reducida y B) diálisis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

purificadas por A) evaporación a presión reducida y B) diálisis. 

 

c) Caracterización de las NC poliméricas con AE 

En la Tabla 11 se muestran los resultados de la caracterización fisicoquímica de las 

NC-AE purificadas por diálisis. 
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Tabla 11. Caracterización fisicoquímica de las NC-AE purificadas por diálisis (Media ± 

DE; n=3).  

 

 

En el Anexo III se presentan los gráficos de distribución de tamaño 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 tamaño de las NC-AE de L. dentata y 

R. officinalis respectivamente, determinado en función del tiempo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Cambio del tamaño de las NC-AE de L. dentata purificadas por diálisis 

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

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

Tamaño (nm) 230.99 ± 8.85 227.73 ± 2.96 

Índice 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 
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Figura 20. Cambio del tamaño de las NC-AE de R. officinalis purificadas por diálisis 

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

 

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

realizó el análisis por espectroscopia de infrarrojo (IR-FT) del polímero, 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) polímero Eudragit® E PO y B) NP-blanco.  
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Figura 21. Señales en el espectro IR-FT para A) polímero 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Señales 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. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

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

officinalis. 

 

Por otra parte, se determinó el contenido de AE en las NC mediante los métodos de 

CG-FID previamente validados (Capítulo 3.3) y se calcularon los porcentajes de 

encapsulación (%E) y eficiencia de encapsulación (%EE) con las fórmulas 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 encapsulación (%E) y eficiencia de encapsulación (%EE) de 

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

 

Porcentajes (%) 
NC-AE-L. dentata NC-AE-R. officinalis 

β-pineno 1,8-cineol 1,8-cineol Alcanfor 

Encapsulación 

(%E) 
1.56 ± 0.13 2.89 ± 0.12 2.95 ± 0.14 2.41 ± 0.13 

Eficiencia de 

encapsulación (%EE) 
28.97 ± 2.44 11.31 ± 0.49 43.29 ± 2.07 14.61 ± 0.77 

 

d) Obtención y caracterización de emulsiones con AE (EM-AE) 

 

Para el análisis de los AE libres en las pruebas biológicas en piel se prepararon EM 

con los AE, en la Tabla 13 se muestran los resultados de la caracterización fisicoquímica 

de las EM obtenidas. 

 

Tabla 13. Caracterización fisicoquímica de las EM-AE (Media ± DE; n=3). 

 

 

 

Parámetros EM-AE de L. dentata 
EM-AE de R. 

officinalis 

Tamaño (nm) 143.41 ± 18.50 121.11 ± 12.33 

Índice 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 4.59 ± 0.04 
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3.3 Desarrollo y validación de métodos analíticos por CG-FID para cuantificar los 

AE en NC poliméricas 

 

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

cols. (116), y se continuó con la optimización de cada método por CG-FID (inyección 

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. Optimización del programa de temperatura por CG-FID (inyección directa) 

para la caracterización química del AE de L. dentata. 

 

Programa de 

temperatura 
Condiciones 

1 

Inició a 55°C se mantuvo 1 min, se elevó a 8°C/min hasta 200°C, 

posteriormente se calentó hasta 230°C (a 15°C/min) se mantuvo 1 min. 

Tiempo total= 22.13 min 

Inyector: 260°C / Detector: 260° C 

2 

Inició a 60°C se mantuvo 1 min, se elevó a 8°C/min hasta 160°C, 

posteriormente se calentó hasta 220°C (a 20°C/min) se mantuvo 1 min. 

Tiempo total= 17.5 min 

Inyector: 260°C / Detector: 260°C 

3 

Inició a 60°C se mantuvo 1 min, se elevó a 10° C/min hasta 160° C, 

posteriormente se elevó a 15° C/min hasta 200° C y finalmente se calentó 

hasta 230°C (a 15° C/min).  Tiempo total= 21.66 min 

Inyector: 260°C / Detector: 260° C 

4 

Inició a 70°C se mantuvo 1 min, se elevó a 8°C/min hasta 130°C, después 

se elevó a 15°C/min hasta 180°C y finalmente se calentó hasta 230°C (a 

25° C/min) se mantuvo 1 min. Tiempo total= 15.83 min 

Inyector: 260°C / Detector: 260°C 

5 

Inició a 70°C, se mantuvo 1 min, se elevó a 130°C (a 8°C/min) se 

mantuvo 1 min, se elevó a 170°C (a 17°C/min) y finalmente se calentó 

hasta 230°C (a 25°C/min). Tiempo total= 14.25 min 

Inyector: 220°C / Detector: 260°C 
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Tabla 15. Optimización del programa de temperatura por CG-FID (inyección directa) 

para la caracterización química del AE de R. officinalis. 

 

 

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 estándar interno se seleccionó el 4-alilanisol y el linalol, para el AE de L. 

dentata, y  R. officinalis, respectivamente (Figuras 26 y 27, respectivamente). 

 

 

Programa de 

temperatura 
Condiciones 

1 

Inició a 50°C se mantuvo 1 min, se elevó a 10°C/min hasta 200°C, 

posteriormente se elevó a 15°C/min hasta 230°C se mantuvo 1 min. 

Tiempo total= 18 min. 

Inyector: 260°C / Detector: 260°C 

2 

Inició a 55°C se mantuvo 1 min, se elevó a 8°C/min hasta 200°C, 

posteriormente se elevó a 15°C/min hasta 230°C se mantuvo 1 min. 

Tiempo total= 22.13 min 

Inyector: 260°C / Detector: 260°C 

3 

Inició a 60°C, se elevó a 10°C/min hasta 100°C y posteriormente se elevó 

a 5°C/min hasta 150°C durante 1 min y finalmente se calentó hasta 230°C 

(a 20°C). Tiempo total= 19 min 

Inyector: 260°C / Detector: 260°C 

4 

Inició a 60°C se mantuvo 1 min, se elevó a 10°C/min hasta 100°C, 

posteriormente se elevó a 5°C/min hasta 150°C durante 1 min y 

finalmente se calentó hasta 230°C (a 25°C). Tiempo total= 19.2 min 

Inyector: 260°C / Detector: 260°C 

5 

Inició a 60°C se mantuvo 1 min, se elevó a 10°C/min hasta 160°C, 

posteriormente se elevó a 20°C/min hasta 200°C y finalmente se elevó a 

15°C/min hasta 230°C durante 1 min. Tiempo total= 16 min  

Inyector: 260°C / Detector: 260°C 
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 Figura 24. Cromatograma del AE de L. dentata (2 mg/mL) por CG-FID. Se señalizan los componentes mayoritarios: 1) β-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 señalizan los componentes mayoritarios: 1) 1,8-cineol 

y 2) alcanfor. 
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Figura 26. Cromatograma de la mezcla de estándares seleccionados (160 µg/mL)  para 

el AE de L. dentata por CG-FID. 1) β-pineno y 2) 1,8-cineol, y 3) 4-alilanisol (estándar 

interno a 20 µg/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Cromatograma de la mezcla de estándares seleccionados (160 µg/mL)  

para el AE de R. officinalis por CG-FID. 1) 1,8-cineol y 2) alcanfor, y 3) linalol 

(estándar interno a 20 µg/mL).  
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Una vez seleccionados los métodos cromatográficos y el estándar interno para cada 

AE, se validó el método analítico para cuantificar los componentes mayoritarios de cada 

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

 

Para la validación del sistema se evaluó la linealidad, límite de detección, límite de 

cuantificación y precisión (repetibilidad y precisión intermedia), mientras que para la 

validación del método se evaluó la exactitud y precisión (repetibilidad y precisión 

intermedia). En la Tabla 16 se muestran los parámetros de validación evaluados para el 

AE de L. dentata. 
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Tabla 16. Parámetros de validación del método para el AE de L. dentata por CG-FID 

(inyección directa). 

 

VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALITICO PARA EL AE DE L. dentata 

Validación del sistema 

Parámetro β-pineno 1,8-cineol 

Linealidad (r2) 0.999 0.999 

Límite de detección (µg/mL) 0.147 1.279 

Límite de cuantificación (µg/mL) 0.446 3.876 

Precisión  

* Repetibilidad (% DER) 2.53 2.59 

* Precisión Intermedia (% DER) 2.70 2.95 

Validación del método 

Parámetro β-pineno 1,8-cineol 

Exactitud (% Recuperación) 97.17 100.98 

Precisión  

* Repetibilidad (% DER) 4.86 4.98 

* Precisión Intermedia (% DER) 8.91 6.42 

 

De la misma manera se realizó la validación del método para el AE de R. officinalis. 

En la Tabla 17 se muestran los parámetros de validación evaluados para el AE de R. 

officinalis. 
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Tabla 17. Parámetros de validación del método para el AE de R. officinalis por CG-FID 

(inyección directa). 

 

VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALITICO PARA EL AE DE R. officinalis 

Validación del sistema 

Parámetro 1,8-cineol Alcanfor 

Linealidad (r2) 0.999 0.999 

Límite de detección (µg/mL) 0.478 0.624 

Límite de cuantificación (µg/mL) 1.449 1.890 

Precisión  

* Repetibilidad (% DER) 3.64 3.38 

* Precisión Intermedia (% DER) 3.93 4.38 

Validación del método 

Parámetro 1,8-cineol Alcanfor 

Exactitud (% Recuperación) 100.53 99.98 

Precisión  

* Repetibilidad (% DER) 4.53 4.00 

* Precisión 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 inhibición de la lipoperoxidación. En ambos métodos, se empleó el modelo 

de ácido linoleico como sustrato de reacción, los resultados se expresaron como 

porcentaje de inhibición (%I) de la lipoperoxidación. 

 

a) Inhibición de la lipoperoxidación en una emulsión de ácido linoleico por el método 

de ABAP (118). 

Se calcularon los %I de la lipoperoxidación de los controles positivos, AE libres y 

NC-AE con la fórmula 10. En la Tabla 18 se muestran los %I obtenidos para los 

controles positivos, AE libres y NC-AE a una concentración de 50 µg/mL. 

 

Tabla 18. Porcentajes de inhibición de la lipoperoxidación (%I) por el método de ABAP 

(Media ± DE, n=3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Indica diferencias significativas de  

Porcentajes de inhibición de la lipoperoxidación (%I) 

Controles/AE 50 µg/mL 

1,8-cineol 27.67 ± 0.98** 

Alcanfor 28.64 ± 0.20ns 

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 ± 0.61**** 

NP-blanco 11.44 ± 0.88 
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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. 

**** 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) Determinación de la actividad antioxidante en emulsión de ácido linoleico por el 

método de tiocianato férrico (FTC) (122). 

 

La actividad antioxidante total se determinó en una emulsión de ácido linoleico por 

el método del tiocianato férrico (FTC). En la Figura 28 se muestran las absorbancias de 

los controles positivos a tres niveles de concentración (15, 30 y 45 µg/mL) en diferentes 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

tiempo de incubación (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 función del tiempo 

de incubación (Tabla 23). Así mismo, se muestran las gráficas de %I de la peroxidación 

de lípidos del AE de L. dentata y R. officinalis a las tres concentraciones evaluadas 

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

 

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

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

 

Tabla 19. Porcentajes de inhibición de la lipoperoxidación (%I) por el método FTC (15, 

30 y 45 µg/mL) (Media ± DE, n=3) 

Indica diferencias significativas de  

** p < 0.01 controles positivos comparados con α-tocoferol. 

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

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

**** 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. 

Porcentajes de inhibición de la lipoperoxidación (%I) 

Controles/AE 15 µg/mL 30 µg/mL 45 µg/mL 

α-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 ± 0.67ns 

AE-R. officinalis 59.85 ± 1.18 63.21 ± 1.01 65.21 ± 0.66ns,
**** 

NC-AE-L. dentata 57.59 ± 0.82 60.57 ± 0.63 61.93 ± 0.87**** 

NC-AE-R. officinalis 56.28 ± 0.72 59.97 ± 0.58 61.70 ± 0.67*** 
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3.5 Parámetros biofísicos de la piel de cerdo con técnicas de bioingeniería 

 

Con el objetivo de conocer la profundidad total del EC de la oreja de cerdo, se evaluó 

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/m2h) en función de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

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

acumulada (µm). 

 

Para la evaluación de los parámetros biofísicos 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 aplicación de los AE. Los resultados de 

cada parámetro se muestran en la Tabla 20. 

 

Tabla 20. Parámetros biofísicos basales de la piel de cerdo (Media ± DE, n=54) 

 

UA: Unidades arbitradas  

 

Una vez establecidos los valores basales de la piel de oreja de cerdo, se realizaron 

estudios de permeación in vitro empleando celdas de Franz con la aplicación 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 aplicación 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 realizó un análisis 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 análisis estadístico de los 

valores para la pérdida de agua transepidérmica, pH, contenido de agua del EC y 

cantidad de sebo, respectivamente (Media ± DE, n=5). 

 

Parámetros biofísicos basales de la piel de cerdo 

 
Pérdida de agua 

transepidérmica 

(g/m2h) 

pH  

Contenido de 

agua del EC 

(UA) 

Cantidad de 

sebo (µg/cm2) 

Piel de oreja 

de cerdo 
30.07 ± 2.20 5.70 ± 0.11 36.82 ± 2.73 0.91 ± 0.83 



91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 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. Análisis estadístico de los resultados de pérdida de agua transepidérmica, 

antes y después de la aplicación de las NP/EM-blanco, EM-AE y las NC-AE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 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. Análisis estadístico de los resultados de pH, antes y después de la aplicación 

de las NP/EM-blanco, EM-AE y las NC-AE. 

 NP_blanco 



92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 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. Análisis estadístico de los resultados de contenido de agua del EC, antes y 

después de la aplicación de las NP/EM-blanco, EM-AE y las NC-AE. 

 

 

 

 

 

  

 

 

* 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. Análisis estadístico de los resultados de la cantidad de sebo, antes y después 

de la aplicación 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 biofísicas de la piel de 

cerdo posterior a la aplicación 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 permeación y tape stripping. 

 

Los experimentos de permeación 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 β-pineno (color rosa) y 1,8-cineol (color 

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

AE de L. dentata durante 1, 2 y 4 h.  
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ns indica que no existe diferencia significativa de β-pineno/1,8-cineol en NC-AE a ningún 

tiempo de contacto (β-pineno/1,8-cineol en EM-AE a ningún tiempo de contacto). 

 

Figura 34. Cantidad de β-pineno y 1,8-cineol en EC (µg/cm2) en función 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 función del tiempo de contacto con la piel de las EM-AE y las NC-AE 

de R. officinalis durante 1, 2 y 4 h. 

 

 

 

ns ns ns 

ns 
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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 ningún tiempo de 

contacto (1,8-cineol en EM-AE a ningún tiempo de contacto). 

 

Figura 35. Cantidad de 1,8-cineol y alcanfor en EC (µg/cm2) en función 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 (µg/cm2) 

en función 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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CAPÍTULO 4 

 

DISCUSION  

 

4.1  Obtención y caracterización física y química de los AE de Lavandula dentata y 

Rosmarinus officinalis 

 

Las plantas fueron autenticadas en el Herbario de la Facultad de Ciencias Biológicas 

de la Universidad Autónoma de Nuevo León, se identificaron como Lavandula dentata y 

Rosmarinus officinalis (Anexo I). Una vez autenticadas las plantas los AE fueron 

obtenidos por la técnica de hidrodestilación durante la temporada de colecta de 

primavera-verano. Esta técnica ha sido comúnmente utilizada para la extracción de AE 

ya que evita la degradación del material vegetal. El AE es extraído a partir de la planta 

junto con el vapor de agua y es separado después de la condensación (123). El 

rendimiento de extracción de los AE por hidrodestilación es variable y depende de 

parámetros, tales como: temporada de colecta, tipo de suelo, lugar de cosecha y variedad 

de la planta (124). 
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Los rendimientos de extracción de los AE de L. dentata y R. officinalis obtenidos por 

hidrodestilación se muestran en la Tabla 7. Específicamente, para el AE de L. dentata, el 

rendimiento fue de 0.59 ± 0.22% (p/p). En el 2010, Imelouane y cols., obtuvieron por 

hidrodestilación 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 climáticas en los sitios de 

recolección de las plantas aromáticas (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 extracción (126). Por otro lado, Zaouali y cols., 

analizaron dos variedades de AE de R. officinalis (typicusand y troglodytorum) de zona 

semi-húmeda y árida superior de Túnez, respectivamente. El rendimiento de extracción 

de la variedad troglodytorum de zona árida fue aproximadamente 2.3 veces mayor que la 

variedad typicusand de zona húmeda. Estos resultados ponen en evidencia que los 

porcentajes de rendimiento pueden variar de acuerdo a las variedades de la planta y a las 

condiciones climatológicas relacionadas con la región y tipo de suelo (127).  

 

En la industria de los AE se ha establecido la importancia de evaluar las 

características físicas de los AE para garantizar su control de calidad de forma rutinaria. 

Las variaciones en los parámetros físicos, tales como densidad, índice de refracción y 

rotación óptica permiten detectar posibles adulteraciones o degradación de sus 
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componentes, y por ende, asegurar su actividad biológica (128). En este sentido, se 

evaluaron los parámetros físicos de densidad, índice de refracción y rotación óptica en 

base a la FEUM (109). En una primera etapa, se seleccionaron los estándares de anetol, 

eugenol y limoneno como controles de las evaluaciones debido a su similitud 

fisicoquímica con los componentes de los AE (i.e. polaridad, presión de vapor) para 

posteriormente evaluar los AE. En la Tabla 8, se presentan los valores obtenidos de la 

caracterización física 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 

II) lo cual confirma la repetibilidad y reproducibilidad de las evaluaciones físicas.  

 

Para la caracterización del AE de R. officinalis, el índice de refracción y la densidad 

relativa están dentro de los intervalos de aceptación establecidos en la FEUM (129) 

(Anexo II); sin embargo, los valores de rotación óptica están 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 podría haber pequeñas 

variaciones en los valores. En el caso del AE de L. dentata, no se cuenta con valores 

establecidos en la FEUM; únicamente está reportada la caracterización física de L. 

angustifolia (Anexo II) (129). Los valores obtenidos en la caracterización física de L. 

dentata, son mayores que los establecidos para L. angustifolia. Con relación a esto, Lis-

Balchin establece que las diferentes especies de Lavandula presentan variaciones en su 

composición química, 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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composición química, efectivamente, se reflejan en los diferentes valores obtenidos en 

su caracterización física. 

 

La caracterización química realizada por CG-MS y CG-FID permitió identificar los 

componentes presentes en los AE, así como su porcentaje de abundancia (110). La CG 

representa una técnica analítica adecuada para el análisis cualitativo y cuantitativo de los 

AE, ya que ofrece alta sensibilidad, gran estabilidad y un rango dinámico lineal 

excepcionalmente alto que permite el análisis de componentes volátiles 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 

realizó la correcta identificación de los componentes presentes en los AE en base a la 

biblioteca NIST, al índice de Kovats, al índice 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 calculó, en base a las 

áreas, su porcentaje de abundancia (%A). La composición química 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 β-pineno (11.53%), ambos monoterpenos. Estudios 
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realizados con el AE de L. dentata nativa de Túnez y obtenido por hidrodestilación, 

también determinaron que el 1,8-cineol es el componente mayoritario pero con un %A 

menor (131).   

 

En relación con el AE de R. officinalis, se identificaron 22 componentes (Tabla 9), el 

62.34% del área 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 hidrodestilación (132). 

Sin embargo, Rašković 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 geográfico de la planta, ya que la planta fue recolectada en la zona 

del Mediterráneo 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 

composición química. Diferentes grupos de trabajo han establecido que un alto %A de 

monoterpenos en el AE, favorece su actividad antioxidante. Específicamente, 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 biológicas 

en piel de cerdo, se seleccionaron los componentes mayoritarios de cada AE en base a su 

abundancia y actividad biológica. Para el AE de L. dentata se estableció el β-pineno y 

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

 

4.2 Obtención y caracterización fisicoquímica de NC y emulsiones con AE de L. 

dentata y R. officinalis 

 

Para la formulación de las NC se utilizó la técnica de nanoprecipitación establecida 

por Fessi y cols (112). En la técnica de nanoprecipitación, la fase orgánica (FO) que 

contiene el polímero formador de NC se pone en contacto con la fase acuosa (FA) con 

una ligera agitación magnética. Cuando ambas fases están en contacto, el disolvente 

miscible en agua difunde desde la FO hacia la FA y lleva consigo las cadenas 

poliméricas que están en solución. Posteriormente, a medida que el disolvente difunde 

en la FA, las cadenas poliméricas se agregan permitiendo la formación de NC por la 

deposición interfacial de polímero después del desplazamiento del solvente (134).  

 

Con base en el fundamento, se ha establecido que la formación de NC se ve 

influenciada por diversos factores como el tipo de polímero y disolvente, y la 

concentración de polímero en la FO (91). Para el tipo de polímero, se seleccionaron tres 

polímeros biocompatibles de la marca Eudragit® (L 100, E 100 y E PO), para asegurar 

su compatibilidad con la piel para su futura aplicación tópica (135).  
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Específicamente, el polímero Eudragit® L 100 ha sido comúnmente utilizado como 

polímero de recubrimiento entérico de activos para modificar su liberación. Es un 

polímero a base de ácido metacrílico y metilmetacrilato que tiene como grupo funcional 

el ácido carboxílico, lo cual le brinda una naturaleza aniónica (136). 

 

 Los polímeros E-100 y E PO se han utilizado ampliamente para mejorar la 

solubilidad de los activos no polares; ambos polímeros son versátiles, no son tóxicos y 

se han usado ampliamente en la formación de películas (137). En cuanto a su 

solubilidad, son solubles a un pH inferior a 5, lo cual favorecería su aplicación en piel, 

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

 

 La técnica de nanoprecipitación establece que el disolvente utilizado en la formación 

de NC, debe ser miscible en agua para favorecer la difusión 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 parámetros de solubilidad 

de los disolventes permiten explicar las interacciones solvente-agua durante el proceso 

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

 

 La solubilidad es una propiedad física 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-Rodríguez y cols., establecen que los disolventes 

más polares presentan una alta afinidad solvente-agua, promoviendo la difusión del 
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disolvente y la partición de las cadenas poliméricas en la FA, conduciendo a la 

formación de NP con menor tamaño (134). El etanol al ser más polar es más soluble en 

agua que la mezcla de disolventes acetona:isopropanol, esto se correlaciona con lo 

mencionado anteriormente, ya que las NP de menor tamaño (100 nm) fueron obtenidas 

con el etanol en FO, contrario a la mezcla de disolventes menos polares con NP de 

tamaño mayor a 200 nm. 

 

 En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos con los tres polímeros y los tres 

disolventes evaluados. Se puede apreciar que la presencia de agregados de polímero fue 

persistente en la mayoría de los casos, excepto cuando el polímero Eudragit® E PO se 

encontraba en la FO compuesta por la mezcla de acetona:isopropanol (50:50). Las NP-

blanco formadas presentaron un tamaño de partícula de 221 ± 1.53 nm, con índice de 

polidispersidad de 0.156 ± 0.005 y no hubo formación de agregados en el lote final. 

Debido a lo anterior, el Eudragit® E PO fue seleccionado como el polímero formador de 

NC. Además es importante mencionar que la naturaleza catiónica del polímero, 

favorecería la interacción con la piel, como resultado de la interacción electrostática 

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

 

 Una vez seleccionado el polímero formador de las NP, se evaluó la influencia de la 

concentración de polímero 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 

concentración del polímero en la FO, el tamaño 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 favorecerá la formación de NP con un tamaño 

mayor (134). En base a lo anterior, se seleccionó la formulación con 22.5 mg/mL de 

polímero Eudragit® E PO en la FO seleccionada y las NP obtenidas presentaron un 

tamaño de partícula mayor a 200 nm con ausencia de agregados.  

 

 Posteriormente, se realizó la incorporación del AE a las NP-blanco. Kiliçarslan y 

cols., establecen que la relación polímero:activo influye en las características físicas de 

las formulaciones. Se menciona que la mayor eficiencia de encapsulación se obtiene con 

una relación 2:1 (polímero:activo) (142). En base a esto, los AE de L. dentata y R. 

officinalis fueron individualmente incorporados en la FO en una relación 2:1 

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

 

 Otro aspecto importante para evaluar en la formulación de NC-AE con aplicación 

biológica, es la purificación de las NC. El proceso de purificación de las NC consiste en 

la eliminación de los disolventes sin la pérdida de los componentes del AE. Para esto se 

evaluaron dos técnicas: la evaporación a presión reducida y la diálisis. Después de la 

purificación 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 resolución e intensidad de las señales en cada técnica de purificación.  

  

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

mayores de ambos componentes huella que con la purificación por evaporación a 
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presión reducida. Para el β-pineno, se obtuvieron áreas 2.39 veces mayor con diálisis 

que con evaporación a presión reducida. De igual forma, el área para el 1,8-cineol fue 

1.44 veces mayor con diálisis que con evaporación a presión reducida. Para las NC-AE 

de R. officinalis, se observa el mismo comportamiento para el 1,8-cineol, ya que el área 

fue 4.16 veces mayor en diálisis que con evaporación a presión reducida. En el caso del 

alcanfor, se obtuvo la misma área con las dos técnicas de purificación. Este 

comportamiento puede ser atribuido a que el alcanfor presenta la menor presión de vapor 

en comparación con los otros dos componentes huella. En base a lo anterior, se 

seleccionó la técnica de diálisis para la purificación de las NC.  

  

 En la Tabla 11 se muestra la caracterización fisicoquímica de las NC-AE purificadas 

por diálisis. Las NC-AE de L. dentata, presentaron un tamaño de 230.99 ± 8.85 nm con 

un IPD de 0.22 ± 0.03 mientras que las NC-AE de R. officinalis, mostraron un tamaño 

de 227.73 ± 2.96 nm con un IPD de 0.20 ± 0.03. Ambas NC-AE presentaron un tamaño 

de partícula deseado (≥ 200 nm) para su aplicación en piel, de acuerdo con Álvarez-

Román y cols., que observaron que las NP con tamaño mayor a 200 nm se distribuían de 

forma homogénea sobre el EC y en los folículos pilosos favoreciendo su efecto 

biológico (42).  

 

 Con relación al IPD, este es un parámetro que se asocia con la medición del grado de 

variabilidad del tamaño de las NC. Los valores de IPD varían de 0 a 1, el valor más alto 

indica una distribución de tamaño menos homogénea, mientras que los valores cercanos 

a cero indican que la muestra es monodispersa, es decir, presenta una variabilidad 
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mínima del tamaño de la población (134). En el Anexo III, se presentan los gráficos de 

las curvas de distribución del tamaño 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 medición del potencial electrostático en la doble capa eléctrica (capa Stern-

capa difusa) que rodea la NC en solución. Las NC con un potencial zeta mayor a +30 

mV o menor a −30 mV se consideran fuertemente catiónicas o aniónicas, 

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 catiónica del polímero Eudragit® E PO seleccionado. El polímero forma una 

pared que rodea el núcleo de AE en la NC, exponiendo su carga positiva al exterior de la 

partícula. El potencial zeta positivo de las NC favorecería su interacción con la 

superficie de la piel que posee carga negativa y por atracción de cargas se facilitaría la 

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

 

Por otra parte, la estabilidad de las NC-AE se determinó evaluando el efecto del 

tiempo sobre el tamaño de las NC. En las Figuras 19 y 20 se puede apreciar que el 

tamaño y el IPD de las NC obtenidas se mantuvieron constantes, en un periodo de 8 

semanas, demostrando su estabilidad durante este periodo de tiempo. Así mismo, se 

realizó una evaluación visual de las formulaciones de NC cargadas y purificadas y no se 

observó la presencia de AE libre en la superficie de las formulaciones, ni agregados de 

polímero o algún cambio macroscópico importante. También, se puede observar que, 
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después de 8 semanas, el tamaño disminuyó en las NC con ambos AE. Para las NC-AE 

de L. dentata, la disminución del tamaño fue de un 25% del tamaño inicial, mientras que 

para las NC-AE de R. officinalis fue del 35%. Así mismo se observó la presencia de 

agregados en ambas formulaciones.  

 

 Como parte de la caracterización química de las NC-AE, se realizó un análisis de IR-

FT en un intervalo de 400 a 4000 cm-1, para determinar las posibles interacciones entre 

el AE y el polímero formador de las NC. 

En la Figura 21 se muestra el espectro IR del polímero Eudragit® E PO, en el cual se 

identifican las bandas características de grupos funcionales presentes en la estructura del 

Eudragit® E PO (Anexo VII), en la región de 1160-1200 cm-1 se observa el estiramiento 

característico de grupos éster, mientras que en la región 1650-1750 cm-1 se observan 

señales de vibración que corresponden a grupos carbonilo C=O. En el espectro A de la 

Figura 22 obtenido del AE de L. dentata se identifican las señales de estiramiento C-C 

en la región de 950-1200 cm-1, característicos de la presencia del 1,8-cineol en el AE, así 

como señales C=C en la región de 1600-1650 cm-1 grupo funcional presente en la 

estructura del β-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 señales de estiramiento de 

grupos carbonilo C=O en la región 1700-1750 cm-1 presente en la estructura del 

componente alcanfor, así mismo se identifican las señales de estiramiento C-C en la 

región de 950-1200 cm-1, característicos de la presencia del 1,8-cineol en el AE, otro de 

los componentes mayoritarios de este AE. Es importante destacar, que las señales 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 características de los grupos 

funcionales presentes en el polímero Eudragit® E PO (1100-1150 cm-1 y 1700-1750 cm-

1), además, no se observa la aparición de bandas correspondientes a la formación de 

nuevos compuestos, lo cual indica que sólo hay interacción química entre los 

compuestos formadores de las NC. Lo cual es indicativo de la encapsulación de los AE 

con el polímero formador de NC. 

 

 En la caracterización de las NC, es fundamental establecer el contenido de AE en las 

NC para su correcta dosificación y aplicación biológica. Se determinaron los porcentajes 

de encapsulación (%E) y eficiencia de encapsulación (%EE) de los dos componentes 

“huella” seleccionados para cada AE utilizando las Fórmulas 2 y 3. Cabe mencionar que 

para cuantificar los componentes huella de ambos AE se utilizaron los métodos de CG-

FID previamente validados (Capítulo 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 β-pineno y de 2.89% para el 1,8-cineol. Con un %E total de 4.45% con 

una variación de 0.25%. En el caso de las NC-AE de R. officinalis, se observó 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 

variación de 0.27%. Esto indica que aproximadamente el 4.45% o el 5.36% de la NC 

está 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 variación de 0.006% (47). Esta diferencia puede 

deberse a que Salas Cedillo utilizó otro polímero formador de NC (Eudragit® L100-55) y 

cuantificó tres componentes huella (mirceno, -felandreno y limoneno) con diferentes 

propiedades fisicoquímicas. 

 

 Se ha considerado que la eficiencia de la técnica de nanoprecipitación, depende de su 

naturaleza química del activo y particularmente de su polaridad (145). El 1,8-cineol 

tiene un coeficiente de partición de 2.74 y el alcanfor de 2.38, y se observó 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 β-

pineno y de 11.31% para el 1,8-cineol, con un %EE total del 40.28% con una variación 

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 variación 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 encapsulación de activos lipofílicos por la técnica de nanoprecipitación 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 podría favorecer la 

encapsulación de componentes no polares (146). Con relación a esto, en las NC-AE de 

L. dentata, el %EE del β-pineno fue del doble en comparación con el %EE del 1,8-

cineol a pesar de que este último tiene un %A del 68.59%. Este comportamiento se 

puede deber a que los dos componentes tienen polaridad diferente, el β-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 observó 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 encapsulación de un producto natural complejo, como los 

AE, es un proceso que representa mayor dificultad debido a su naturaleza volátil en 

comparación con la encapsulación de un fármaco (147).  

 

4.3 Desarrollo y validación de métodos analíticos por CG-FID para cuantificar los 

AE en NC poliméricas 

 

 La validación de un método analítico es el proceso que establece, mediante 

evaluaciones de laboratorio, que las características de desempeño del método satisfacen 

los requisitos para su aplicación analítica (109). Los métodos analíticos por CG-FID 

(inyección directa) desarrollados para cuantificar los componentes “huella” de los AE en 

las NC, se validaron bajo los criterios para la validación de métodos fisicoquímicos 

expedidos por la comisión de control analítico y ampliación de cobertura de la Secretaría 
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de Salud (CCAYAC-P-058, 2011) (117). Se evaluaron los siguientes parámetros para la 

validación del sistema: linealidad, límite de cuantificación, límite de detección y 

precisión, expresada como repetibilidad y precisión intermedia; mientras que para la 

validación del método se evaluó: exactitud y precisión, expresada como repetibilidad y 

precisión intermedia. 

 

 En relación a los programas cromatográficos se inició con las condiciones 

cromatográficas previamente descritas por Danh y cols. (115) y Derwich y cols. (116). 

Posteriormente, se modificaron estos programas cromatográficos, con el objetivo de 

mejorar la separación de las señales cromatográficas de los AE y reducir el tiempo de 

análisis de los AE. Para el AE de L. dentata se modificó la rampa de calentamiento y se 

disminuyó el tiempo de análisis del AE a 14.5 min en comparación con 83 min de 

análisis 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 análisis 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 análisis simple con mejor resolución, reduciendo el tiempo de corrida, así 

como el costo de validación y análisis de cada AE. Los programas cromatográficos 

modificados para el AE de L. dentata y R. officinalis, se muestran en la Tabla 14 y 15, 

respectivamente. Para cada AE se seleccionó el correspondiente programa 5.  
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 La validación del sistema se realizó con estándares de los dos componentes huella 

seleccionados para cada AE. Para la validación del método se emplearon NC-AE 

adicionadas con la mezcla de estándares.  

Los parámetros de validación del método analítico para los AE de L. dentata y R. 

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

 

 Los métodos analíticos demostraron ser lineales con un coeficiente de 

determinación lineal de 0.999, mayor a 0.99 establecido por la CCAYAC (117). Para el 

AE de L. dentata el método demostró ser lineal en el intervalo de concentración total de 

la mezcla de estándares de β-pineno y 1,8-cineol (10 a 160 μg/mL). De igual manera, 

para el AE de R. officinalis se estableció que el intervalo de concentración total de la 

mezcla de estándares de 1,8-cineol y alcanfor (10 a 160 μg/mL) fue lineal, con un 

coeficiente de determinación lineal superior a 0.99. 

 

Con respecto a los límites de detección y cuantificación de los componentes del AE 

de L. dentata, para el β-pineno se determinaron valores de 0.147 y 0.446 μg/mL, 

respectivamente, mientras que, para el segundo componente, 1,8-cineol, se establecieron 

valores de 1.279 y 3.876 μg/mL, respectivamente. Para el AE de R. officinalis los 

valores de límite de detección y cuantificación para el componente 1,8-cineol fueron de 

0.478 y 1.449 μg/mL, respectivamente, y para el segundo componente, el alcanfor, los 

resultados fueron de 0.624 y 1.890 μg/mL, respectivamente.  
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Estos resultados pueden ser comparados con los obtenidos por Velázquez-Dávila con 

un método por inyección directa para la cuantificación del AE de Magnolia grandiflora 

(107). Los componentes huella seleccionados, el β-pineno, el alcanfor y el acetato de 

bornilo, obtuvieron límites de detección y cuantificación cercanos a los obtenidos en el 

presente trabajo. Para el β-pineno los valores de límites de detección y cuantificación 

fueron de 1.71 y 5.70 µg/mL, respectivamente. Mientras que para el acetato de bornilo 

fueron de 1.74 y 5.78 µg/mL, respectivamente. Para el tercer componente huella, el 

alcanfor, los resultados fueron de 0.48 y 1.38 µg/mL, respectivamente (107). Los 

resultados del presente trabajo permiten garantizar que los métodos de CG-FID por 

inyección directa desarrollados para ambos AE son capaces de detectar concentraciones 

por debajo del nivel inferior de intervalo de trabajo.   

 

 Por otra parte, el sistema demostró ser preciso con porcentajes de desviación 

estándar 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 día como en días no consecutivos de validación para ambos AE. 

 

 Para la validación del método, se determinó su exactitud y precisión mediante la 

técnica de adición estándar. Para esto, las muestras de NC-AE fueron adicionadas con la 

mezcla total de estándares de los componentes huella seleccionados para cada AE. La 

exactitud del método se determinó empleando cinco niveles de concentración (10, 20, 
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40, 80 y 160 µg/mL), mientras que la precisión del método se determinó a tres niveles de 

concentración (10, 40 y 160 µg/mL).  

 

Los métodos analíticos demostraron ser exactos con porcentajes de recuperación 

cercanos al 100%. Para el AE de L. dentata se obtuvieron porcentajes de recuperación de 

97.17 y 100.98%, para el β-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 recuperación cercanos al 100% 

permiten concluir que el método analítico es exacto. Miaoa y cols, validaron un método 

analítico por CG-FID para el análisis cuantitativo de AE de Alpinia oxyphylla (149).  

 

Los métodos analíticos 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 β-pineno de 

4.86% y 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 

parámetros de aceptación establecidos por Sousa y cols., en la validación de método 

analítico 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 

degradación oxidativa (i.e. peroxidación lipídica) de otra sustancia, de tal manera que un 

antioxidante actúa, principalmente, gracias a su capacidad para reaccionar con radicales 

libres (72). 

 

 La peroxidación lipídica consiste en una serie de procesos de reacción en cadena que 

hace referencia a la degradación oxidativa de los lípidos mediada por radicales libres y 

asociada con daños provocados en la membrana celular (i.e. modificación de lípidos). 

Los radicales libres capturan electrones de los lípidos en las membranas celulares, los 

cuales se producen continuamente durante los eventos fisiológicos normales y pueden 

iniciar fácilmente la peroxidación de los lípidos de la membrana, lo que lleva a la 

acumulación de peróxidos lipídicos (81).  

 

 Debido a su función como interface entre el cuerpo y el medio ambiente, la piel está 

crónicamente expuesta a agentes prooxidativos tanto endógenos como ambientales, lo 

que lleva a la generación nociva de especies reactivas de oxígeno (EROS). Existe 

evidencia de que la oxidación lipídica está involucrada en el daño de los componentes 

celulares, como los lípidos de la membrana celular, y asociada al envejecimiento 

prematuro (150). La determinación de la inhibición de la lipoperoxidación de AE 

permite la búsqueda de antioxidantes de origen natural con aplicación tópica.  
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 Existen diferentes técnicas para determinar la actividad antioxidante mediante la 

lipoperoxidación, en las cuales se emplea el ácido linoleico como sustrato oxidable 

(83,119,151). El ácido linoleico pertenece al grupo de los ácidos omega-6 y es el ácido 

graso poliinsaturado más abundante de la piel. Su presencia asegura la salud de la piel, 

ya que contribuye a la formación de ceramidas esenciales en la estructura de la barrera 

epidérmica. Se ha observado que la ausencia de ácido linoleico en el EC provoca 

problemas de permeabilidad en la barrera de la piel (152). De esta manera, el empleo del 

ácido linoleico como sustrato de reacción permite realizar una evaluación representativa 

de la actividad antioxidante de los AE en piel. 

 

 La actividad antioxidante de los AE libres y las NC-AE se evaluó por el método de 

inhibición de la lipoperoxidación de ácido linoleico por iniciador de radicales ABAP. 

Los resultados se expresaron en términos de su capacidad para inhibir la 

lipoperoxidación del ácido linoleico (81,118). 

 

 El método de inhibición de la lipoperoxidación de ácido linoleico por iniciador de 

radicales ABAP permite evaluar la actividad antioxidante de los AE en un tiempo de 15 

minutos. El método se basa en la determinación espectrofotométrica de la formación de 

dienos conjugados por la oxidación del ácido 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 volúmenes de los reactivos y la concentración 

de los controles (50 µg/mL).  
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 Los porcentajes de inhibición (%I) de la lipoperoxidación 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 más 

abundantes en los AE evaluados. El %I de la lipoperoxidación del 1,8-cineol, alcanfor, 

carvacrol y timol fueron del 27.67%, 28.64%, 30.11% y 30.95%, respectivamente. Los 

resultados obtenidos de %I de la lipoperoxidación reflejan una baja actividad 

antioxidante y no coincide con lo reportado por otros autores. En relación a los AE, el 

%I de la lipoperoxidación fue aproximadamente del 25% sin diferencia significativa 

entre ellos. Sin embargo, se observó una diferencia significativa (p ˂ 0.0001) entre los 

AE libres y nanoencapsulados. Cabe mencionar que este método de inhibición de la 

lipoperoxidación de ácido 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 reacción.  

 

 Por otro lado, la actividad antioxidante en emulsión de ácido linoleico se determinó 

por el método de tiocianato férrico (FTC). El método se basa en la determinación 

espectrofotométrica de un complejo colorido formado por el ión Fe3+ y el tiocianato de 

amonio a una máx de 500 nm. Durante la lipoperoxidación del ácido linoleico, se forman 

hidroperóxidos, los cuales a su vez oxidan el Fe2+ a Fe3+. Este último ión es el que 

participa en la formación del complejo colorido con el tiocianato (122). En ausencia de 

un agente antioxidante, el ácido linoleico se oxida, lo que conduce a una mayor 
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concentración del hidroperóxidos y por lo tanto una mayor formación del complejo 

colorido Fe3+- tiocianato de amonio. Una mayor concentración del complejo colorido se 

refleja en un aumento en la absorbancia y un bajo %I de la lipoperoxidación (Fórmula 

11). 

 

 Como control positivo se seleccionó un antioxidante de origen natural, el α-tocoferol, 

el cual es un micronutriente liposoluble con un potente efecto antioxidante en piel (154). 

De igual manera se seleccionaron como controles positivos los estándares 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 concentración (15, 30 y 

45 µg/mL) en diferentes tiempos de incubación (0, 5, 25 y 30 horas) se representan en la 

Figura 28. Es importante mencionar que, a mayores valores de absorbancia, menor será 

el %I de la lipoperoxidación del ácido linoleico y por lo tanto menor será la actividad 

antioxidante. Como se muestra en la Figura 28, la absorbancia del control negativo del 

%I (sin antioxidante) aumentó rápidamente en función del tiempo, con un valor máximo  

absorbancia (1.12 ± 0.01) a las 30 horas de incubación. Lo que indica una alta 

concentración de hidroperóxidos generados por la completa oxidación del ácido 

linoleico en ausencia de un agente antioxidante (155).  

 

 En la Tabla 19, se muestran los %I de la lipoperoxidación del ácido linoleico 

evaluados con los controles positivos, AE libres y NC-AE a tres niveles de 

concentración (15, 30 y 45 µg/mL) después de 30 horas de incubación.   
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 Como era esperado para el control positivo, α-tocoferol, los %I fueron directamente 

proporcionales a su concentración, presentando mayor porcentaje de inhibición a mayor 

concentración. Estos resultados pueden ser comparados con los obtenidos por Gulçin y 

col. (155), quienes obtuvieron un %I de 54.7% para el α-tocoferol a 15 μg/mL. Otro 

grupo de investigación, Topal y cols. (83), reporta un %I de 73.88% para el α-tocoferol a 

45 μg/mL, %I ligeramente mayor al obtenido en este trabajo probablemente debido a las 

modificaciones realizadas al método. Durante el desarrollo del método se modificó la 

concentración final con el objetivo de obtener absorbancias que cumplieran con la ley de 

Lambert-Beer.  

 

 Por su parte, los estándares de 1,8-cineol y alcanfor presentaron un %I de la 

lipoperoxidación dependiente de la concentración. Se observó una diferencia 

significativa (p < 0.001)  entre los valores de %I del 1,8-cineol y alcanfor, a 45 μg/mL, 

siendo más efectivo el alcanfor. Además, ambos controles presentaron una diferencia 

significativa mínima (p < 0.01) comparada con el control positivo de α-tocoferol a las 

tres concentraciones evaluadas. 

 

 Cuando se evaluaron los AE de L. dentata y R. officinalis, también se observó que el 

%I de la lipoperoxidación fue dependiente de la concentración. Se observó que a 45 

μg/mL, el AE de L. dentata no presentó diferencia significativa (ns) en el %I de la 

lipoperoxidación (66.79%) comparado con el AE de R. officinalis (65.21%). Yang y 

cols., reportaron que el AE de Lavandula era más efectivo para inhibir la peroxidación 

del ácido linoleico en un periodo de prueba de 10 días en comparación 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 

inhibición de la lipoperoxidación). 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 

podrían hacer una contribución 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 presentó diferencia significativa (p < 0.001) en el %I al ser compararlo 

con el alcanfor, componente mayoritario. Como se mencionó anteriormente, la 

interacción entre los componentes presentes en el AE modifica la actividad antioxidante 

en comparación con un componente aislado. 

 

 Por otro lado, el %I de lipoperoxidación 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 lipoperoxidación disminuyó entre un 3 y 5%. Esta ligera disminución en su 

actividad antioxidante estaría relacionada con la liberación de los componentes 

encapsulados en las NC hacia el medio. En la bibliografía, se menciona que sistemas de 

nanocápsulas obtenidos por la técnica de nanoprecipitación se comportan como sistemas 
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bifásicos de liberación con una fase inicial rápida, seguida por una segunda fase más 

lenta (47,158). La fase inicial es llamada efecto Burst y es dado por la desorción de los 

activos de la superficie de las NC (159). La segunda fase descrita, corresponde a la 

difusión de los activos (i.e. β-pineno, 1,8-cineol y alcanfor) desde el núcleo de la NP al 

medio. Esta segunda fase está influenciada por el coeficiente de partición de los activos 

entre el núcleo oleoso de las partículas y el medio acuoso externo, además 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 

lipoperoxidación cercano al 60% a una concentración de 45 g/mL, lo cual representa 

una buena actividad antioxidante comparados con el control positivo de α-tocoferol, 

antioxidante de origen natural. Esta actividad antioxidante de los AE se conserva 

después del proceso de nanoencapsulación. 

 

 En el Anexo IV se muestran las gráficas de %I de la lipoperoxidación en función de 

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

 

4.5 Parámetros biofísicos de la piel de cerdo con técnicas de bioingeniería 

 

 La evaluación biofísica de la piel permite realizar una determinación cuantitativa de 

los procesos biofísicos y bioquímicos relacionados con la función barrera de la piel 

(161). En este trabajo, se utilizaron técnicas de bioingeniería no invasivas para 
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determinar los parámetros biofísicos 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 más apropiado debido a las 

similitudes anatómicas, histológicas y fisiológicas con la piel humana (10). Dentro de las 

similitudes se encuentran el espesor epidérmico, la densidad de folículos pilosos y el 

contenido en EC de glicoesfingolipidos, ceramidas, colágeno y elastina (162). La 

densidad promedio de folículos 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 composición química, las principales clases de lípidos en el EC humano y 

porcino son ceramidas, colesterol y ácidos grasos libres los cuales están presentes en una 

proporción aproximadamente equimolar (163). 

 

 Con relación al espesor del EC, Sekkat y cols., establecen que la validez de la piel 

porcina como un modelo in vitro reside en la comparación 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 µm (96). En el presente trabajo se obtuvo un espesor de EC de 13.7 ± 1.2 

µm. Para determinar el espesor del EC de la piel de oreja de cerdo, se evaluó la pérdida 

de agua transepidermica (g/m2h) después de la remoción progresiva de EC. Un aumento 

significativo de la TEWL es indicativo de la remoción total del EC. En la Figura 29 se 

muestran los valores de la TEWL obtenidos en función de la profundidad de EC en µm. 

En relación a esto, es importante mencionar que el valor de la TEWL fue de 24.80 ± 1.80 

g/m2h, significativamente menor que la establecida como valor basal establecida en las 
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evaluaciones biofísicas  (30.07 ± 2.20 g/m2h). Esto probablemente debido a que las 

evaluaciones se realizaron en diferentes estaciones del año. En el grupo de trabajo se ha 

establecido que los parámetros biofísicos de la piel de cerdo determinados en primavera 

son menores que los obtenidos en verano. 

  

 En relación a las variaciones TEWL, Schlupp y cols. (164), reportaron un valor de 

basal de 10 ± 3 g/m2h. Esta diferencia se atribuye a factores tales como la raza del cerdo, 

el acondicionamiento de la piel antes de su análisis y el tipo de cámara 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 parámetro, es importante mencionar que se 

realizó 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 parámetros biofísicos evaluados 

después de la aplicación 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 análisis estadístico de los valores para la TEWL, pH, 

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

 

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

glándulas sudoríparas, y que difunde a través de la capa córnea a la superficie de la piel 
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en forma de vapor de agua (104). Estudios anteriores han demostrado que la exposición 

de la piel de cerdo a algún daño químico o físico genera modificaciones en la estructura 

de la piel lo que provoca una elevación 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 presentó diferencias 

significativas con respecto a la piel sin tratamiento (basal). Lo cual pone en evidencia 

que las formulaciones tópicas sin AE no provocan modificaciones estructurales en la 

piel.  

 

 Con relación a la aplicación 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 lípidos intercorneocitarios ocasionando un reacomodo temporal de la estructura 

“ladrillo-cemento” del EC. De esta forma, se favorecería la difusión de agua hacia el EC, 

aumentando así la TEWL (167).  

 

 Los valores de TEWL se expresaron como Δ 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 aplicó en la piel durante 1 hora, la 

TEWL 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 observó que la TEWL disminuyó a 8.25 y con las NC-AE se 
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mantiene a 6.12. A las 4 horas, se observó que, con la EM-AE, la TEWL disminuyó a 

6.22 y la TEWL con las NC-AE disminuyó a 5.32 (Anexo V, Tabla 26). Este 

comportamiento se podría deber a que, en las EM, el AE está libre y favorece una rápida 

interacción con los lípidos 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 está totalmente 

disponible y por lo tanto la modificación estructural del EC es menor.  

Con el tiempo de aplicación 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 TEWL es constante, 

lo cual es atribuido a que las NC funcionan como reservorios de los AE protegiéndolos 

de la evaporación. 

 

 Por otra parte, la piel tiene un carácter ácido (pH entre 4.5 y 6) debido al llamado 

"manto ácido“ formado por el manto aéreo (capa gaseosa de CO2 que proviene del 

metabolismo celular y vapor de agua) y la emulsión epicutánea formada por el agua del 

sudor y los lípidos de las glándulas sebáceas (104,169). El mantener el pH de la piel 

asegura que el manto ácido permanezca intacto, y sea capaz de inhibir el crecimiento de 

bacterias y mantener el entorno ácido óptimo 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 

aplicación 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 aplicación 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 presentó 

cambios significativos (ns) después de la aplicación 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 aplicación de los AE tanto en EM como en NC no causaron modificaciones 

al pH de la piel de cerdo, es decir el manto ácido permanece funcional sin alterar la 

homeostasis de la piel. 

 

 La hidratación de la piel está determinada por factores exógenos tales como la 

temperatura y la humedad relativa, así como por factores inherentes del EC, como el 

factor natural de hidratación (FNH). Este factor está compuesto principalmente por 

proteínas y aminoácidos, productos de la degradación de los queratinocitos y 

constituyentes de la sudoración (170). Por sus características higroscópicas, la mayoría 

de estos componentes son capaces de captar el agua de la atmósfera. Para determinar el 

contenido de agua en el EC, se utilizó una sonda que detecta la capacitancia del EC 

(propiedad de la piel de mantener una carga eléctrica). Cualquier variación en la 

hidratación del EC (10-20 μm), 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 ó 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, y de 15.44 UA a 

las 4 horas. Este comportamiento podría ser debido a que las EM se encuentran en un 

medio acuoso (o/w) y cuando la piel está expuesta a un ambiente húmedo, 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 (Δ) 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 parámetros biofísicos evaluados en la piel de cerdo, fue la cantidad de 

sebo presente en EC. Sebo es el término general que define los lípidos excretados por las 

glándulas sebáceas que se extienden sobre la superficie de la piel, estos lípidos 

epidérmicos son un componente clave del EC, ya que aseguran la cohesión entre las 

múltiples capas  celulares del EC y participan en la función barrera de la piel (104). 

Además, actúa como un lubricante para la piel y mantiene las condiciones ácidas (pH 5) 

en la superficie de la piel.  

 

 En la Figura 33 se muestra la cantidad de sebo en el EC con la aplicación 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 o 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 comparación 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 podría ser debido a diferentes factores, dentro de los cuales se encuentran las 

características fisicoquímicas de las NC-AE, éstas tienen un tamaño mayor a 200 nm 

que permite su interacción mecánica y su deposición en el EC, principalmente en los 

folículos pilosos y en los pliegues de la piel (42); además, un potencial zeta positivo de 

las NC-AE favorece su interacción con la superficie de la piel, y por ende de los 

componentes de los AE. Por otra parte, se calculó que el número de partículas por mL 

depositadas en la superficie de la piel fue de 5.90 x 1011 (172), lo cual es importante, ya 

que a mayor número de partículas mayor será la interacción 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 permeación y tape stripping 

 

La dermatocinética se define como el cambio en la cantidad de los componentes de 

los AE en función del tiempo de contacto con la piel de cerdo en relación con la 

profundidad de EC (µm). En las Figuras 34 y 35 se muestra la cantidad de los 

componentes huella en el EC (µg/cm2) en función 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 observó una diferencia 

significativa en la cantidad de los cuatro componentes huella en el EC (µg/cm2). Las 

NC-AE favorecen la deposición de los componentes huella sobre el EC hasta 5 veces en 

comparación con las EM-AE (Tabla 28). El aumento en la deposición de los 

componentes huella en el EC, está relacionado con las características fisicoquímicas de 

las NC. Por un lado, su tamaño nanométrico permite la deposición de las NC en las 

rugosidades de la piel por efecto mecánico. Por el otro lado, debido a su estructura 

polimérica, las NC protegen a los componentes huella de la evaporación en comparación 

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 límite de cuantificación. 

 

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 variación aproximada de 5 g/cm2 en función del tiempo, 
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después del análisis estadístico se estableció que no hay diferencia significativa. Estos 

resultados no coinciden con lo reportado por Álvarez-Román y cols., que observó que la 

deposición de las NP con fluoresceína en los folículos pilosos fue directamente 

proporcional al tiempo de contacto con la piel (174). En relación a esto, se debe 

considerar que, en este trabajo las NC contienen componentes lipofílicos y volátiles, lo 

cual podría modificar en una primera instancia la deposición de las NC en el EC, 

posteriormente la liberación de los componentes hacia los lípidos intercelulares y 

finalmente su evaporación a partir del EC.  

 

En relación a que la deposición 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 evaluación de tres parámetros biofísicos. Tanto, la TEWL, el pH y 

la cantidad de sebo en el EC, no presentan diferencias significativas en relación 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 más que el -

pineno por  cm2 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% y el -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 más que el 1,8-cineol por cm2 de EC a pesar de 

tener el mismo %E en las NC (cercano al 3%). 
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En diferentes bibliografías se ha reportado que la deposición de activos en el EC está 

relacionada con las propiedades fisicoquímicas de los activos. Dentro de estas 

propiedades se encuentra el coeficiente de partición (LogP(o/w)), el peso molecular, y la 

presión de vapor en caso de AE (169). Al considerar cada una de las propiedades 

fisicoquímicas 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), además también tienen un peso molecular semejante (152.23 

g/mol y 154.25 g/mol, respectivamente). Sin embargo, el alcanfor presenta una presión 

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 volátil 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 cm2 de 

EC.  
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CAPÍTULO 5 

 

CONCLUSIONES 

 

Primero, se obtuvieron los aceites esenciales (AE) de Lavandula dentata y 

Rosmarinus officinalis,  y se caracterizaron en función de sus propiedades físicas (i.e. 

densidad, índice de refracción y actividad óptica), estos parámetros permitieron definir 

que los AE cumplían con el control de calidad empleadas comúnmente. La 

caracterización química se realizó 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 permitió inferir sobre el 

potencial biológico de los AE para una aplicación dérmica. 

 

Posteriormente, se obtuvieron nanocápsulas poliméricas con cada AE (NC-AE) y se 

caracterizaron fisicoquímicamente. Las NC-AE presentaron un tamaño adecuado para su 

aplicación en piel (˃ 200 nm), que permitió asegurar la deposición de las NC en el EC 

de la piel. De igual manera, el potencial zeta obtenido para las nanoformulaciones 

favoreció la interacción NC-AE con la superficie de la piel y, en consecuencia, facilitó la 



133 

 

deposición de los AE en el EC de la piel. Además, las dos formulaciones de NC-AE 

fueron estables en función del tamaño de partícula durante 8 semanas.  

 

Por otra parte, se desarrollaron y validaron dos métodos analíticos por CG-FID 

(inyección directa) para la cuantificación de los componentes huella de cada AE. Se 

disminuyó el tiempo de análisis cromatográfico 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 cuantificación de sus respectivos 

componentes huella. 

 

Con respecto a los actividad antioxidante, ésta se evaluó como la capacidad de los AE 

de inhibir la lipoperoxidación in vitro del ácido linoleico. Los AE libres y 

nanoencapsulados mostraron buena actividad antioxidante, en comparación con el α-

tocoferol un antioxidante natural, con porcentajes de inhibición de la lipoperoxidación 

mayores al 60% a una concentración de 45 µg/mL. De igual manera, se demostró que la 

actividad antioxidante de los AE se mantuvo con un %I cercano al 60%, después de los 

procesos de encapsulación y purificación de las nanocápsulas, lo que evidenció que el 

proceso de encapsulación no afectó la actividad antioxidante de los dos AE.   

 

Con relación a los ensayos biológicos, se evaluaron los parámetros biofísicos de la 

piel de cerdo antes y después de la aplicación de las formulaciones durante 1, 2 y 4 horas 

de contacto con la piel, se observó 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 evidenció que las formulaciones de NC-AE eran seguras para 

su aplicación tópica en los tiempos de contacto evaluados en el presente trabajo. 

 

Finalmente, se realizó una evaluación dermatocinética ex vivo de los AE en piel de 

cerdo mediante celdas de Franz modificadas y la técnica de tape stripping. Se estableció 

que la nanoencapsulación favoreció la deposición de los componentes huella de los AE 

sobre el EC hasta 5 veces mayor en comparación con los AE libres. Esto debido a las 

características fisicoquímicas de las NC, como el tamaño y el potencial zeta, los cuales 

son un factor clave en su interacción con la piel favoreciendo la deposición 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 conclusión, las nanocápsulas poliméricas con aceite esencial (NC-AE) fueron 

capaces de favorecer la deposición de los AE en el estrato córneo, sin causar alteraciones 

permanentes en la estructura y función barrera de la piel. De esta forma, las 

nanocápsulas 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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CAPÍTULO 6 

 

PERSPECTIVAS 

 

 Realizar estudios de formulación empleando un tensoactivo para aumentar el 

tiempo de estabilidad de las NC-AE, y evaluar su efecto en los parámetros 

biofísicos de la piel. 

 

 Realizar la evaluación de la actividad antioxidante en un tiempo de incubación 

más prolongado (i.e 96 h). 

 

 Realizar estudios in vitro de liberación de los AE nanoencapsulados. 

   

 Evaluar por técnicas de microscopia los posibles cambios morfológicos de la piel 

de cerdo por la interacción con las NC. 
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CAPÍTULO 7 

ANEXO I 
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ANEXO II 

 

Tabla 21. Valores de referencia de la caracterización física de los controles (129). 

 
Índice de 

refracción1* 

Densidad relativa 

(g/mL)2* 

Rotación óptica 

(°)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 caracterización física de los aceites esenciales 

(129). 

 Índice de refracción 
Densidad relativa 

(g/mL) 
Rotación óptica (°) 

L. angustifolia 1.455 – 1.466 0.878 – 0.892 -12.5 -  -6.0 

R. officinalis 1.464 – 1.473 0.895 – 0.920 -5.0 - +8.0 
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ANEXO III 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Gráfica de distribución de tamaño de las NC-AE-L. dentata. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Gráfica de distribución de tamaño de las NC-AE de R officinalis. 

B) 

A) 
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ANEXO IV 

 

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

incubación. 

Absorbancia por tiempo de incubación (h) 

Muestras 0 5 25 30 

Control 0.074 0.260 0.587 1.120 

α-tocoferol 15 µg/mL 0.064 0.154 0.324 0.439 

α-tocoferol 30 µg/mL 0.086 0.175 0.300 0.402 

α-tocoferol 45 µg/mL 0.098 0.191 0.283 0.358 

1,8-cineol 15 µg/mL 0.061 0.141 0.291 0.441 

1,8-cineol 30 µg/mL 0.071 0.156 0.285 0.403 

1,8-cineol 45 µg/mL 0.075 0.159 0.257 0.388 

Alcanfor 15 µg/mL 0.061 0.199 0.310 0.428 

Alcanfor 30 µg/mL 0.063 0.180 0.282 0.400 

Alcanfor 45 µg/mL 0.068 0.177 0.276 0.327 

AE-L. dentata 15 µg/mL 0.056 0.170 0.297 0.446 

AE-L. dentata 30 µg/mL 0.061 0.180 0.263 0.411 

AE-L. dentata 45 µg/mL 0.064 0.191 0.252 0.372 

AE-R. officinalis 15 µg/mL 0.064 0.209 0.301 0.450 

AE-R. officinalis 30 µg/mL 0.066 0.231 0.288 0.412 

AE-R. officinalis 45 µg/mL 0.070 0.244 0.273 0.390 

NC-AE-L. dentata 15 µg/mL 0.071 0.203 0.296 0.475 

NC-AE-L. dentata 30 µg/mL 0.075 0.207 0.263 0.442 

NC-AE-L. dentata 45 µg/mL 0.079 0.199 0.271 0.426 

NC-AE-R. officinalis 15 µg/mL 0.074 0.225 0.316 0.490 

NC-AE-R. officinalis 30 µg/mL 0.076 0.235 0.302 0.448 

NC-AE-R. officinalis 45 µg/mL 0.086 0.251 0.290 0.429 
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Figura 38. Porcentaje de inhibición de la lipoperoxidación en función de la 

concentración para el AE de L. dentata y controles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Porcentaje de inhibición de la lipoperoxidación en función de la 

concentración para el AE de R. officinalis y controles. 
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ANEXO V 

 

Tabla 24. Parámetros biofísicos de la piel de cerdo con la aplicación de las EM-blanco y 

EM-AE (Media ± DE, n=6). 

 

EM-AE en piel de cerdo 

  Pérdida de agua 

transepidérmica 

(g/m2h) 

pH  
Contenido de 

agua del EC 

Cantidad de 

sebo 

(µg/cm2) 

Piel de oreja de 

cerdo 
30.07 ± 2.20 5.70 ± 0.11 36.82 ± 2.73 0.91 ± 0.83 

1
 H

O
R

A
 EM-Blanco 31.25 ± 1.86 5.64 ± 0.07 45.88 ± 2.45 1.00 ± 0.82 

EM_AE-L. 

dentata 
48.45 ± 2.79 5.66 ± 0.18 59.38 ± 6.22 1.20 ± 0.84 

EM_AE-R. 

officinalis 
38.12 ± 3.19 5.64 ± 0.19 55.66 ± 3.74 1.00 ± 0.00 

2
 H

O
R

A
S

 EM-Blanco 32.35 ± 1.40 5.84 ± 0.23 53.34 ± 3.23 1.25 ± 0.50 

EM_AE-L. 

dentata 
40.60 ± 3.13 5.66 ± 0.17 62.37 ± 7.28 1.00 ± 0.89 

EM_AE-R. 

officinalis 
47.73 ± 4.33 5.80 ± 0.24 71.69 ± 5.69 1.00 ± 0.71 

4
 H

O
R

A
S

 EM-Blanco 35.48 ± 1.87 5.92 ± 0.22 52.26 ± 11.50 1.00 ± 0.00 

EM_AE-L. 

dentata 
40.80 ± 2.92 5.61 ± 0.21 63.01 ± 4.11 1.60 ± 0.89 

EM_AE-R. 

officinalis 
43.10 ± 1.80 5.95 ± 0.32 76.38 ± 6.80 1.40 ± 0.55 
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Tabla 25. Parámetros biofísicos de la piel de cerdo con la aplicación de las NP-blanco y 

NC-AE (Media ± DE, n=6). 

 

NC-AE en piel de cerdo 

  Pérdida de agua 

transepidérmica 

(g/m2h) 

pH  
Contenido de 

agua del EC 

Cantidad de 

sebo (µg/cm2) 

Piel de oreja 

de cerdo 
30.07 ± 2.20 5.70 ± 0.11 36.82 ± 2.73 0.91 ± 0.83 

1
 H

O
R

A
 NP-Blanco 32.47 ± 0.94 5.68 ± 0.09 44.45 ± 1.03 1.17 ± 0.75 

NC-AE-L. 

dentata 
39.13 ± 1.17 5.86 ± 0.13 56.96 ± 2.64 9.83 ± 2.14 

NC-AE-R. 

officinalis 
37.82 ± 1.80 5.72 ± 0.14 51.32 ± 2.52 6.17 ± 1.47 

2
 H

O
R

A
S

 NP-Blanco 34.65 ± 1.26 5.69 ± 0.06 45.27 ± 2.32 1.33 ± 0.52 

NC-AE-L. 

dentata 
40.77 ± 2.54 5.89 ± 0.08 57.99 ± 2.62 10.50 ± 1.87 

NC-AE-R. 

officinalis 
42.13 ± 2.54 5.85 ± 0.12 55.63 ± 4.86 8.50 ± 2.26 

4
 H

O
R

A
S

 NP-Blanco 35.60 ± 1.86 5.78 ± 0.12 45.34 ± 2.73 2.33 ± 1.03 

NC-AE-L. 

dentata 
40.92 ± 2.87 5.89 ± 0.08 59.01 ± 3.00 11.17 ± 1.83 

NC-AE-R. 

officinalis 
42.78 ± 1.93 5.86 ± 0.11 56.29 ± 2.33 8.83 ± 1.47 
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Tabla 26. Diferencia de la TEWL (Δ) de las EM-AE y NC-AE comparadas con las EM y 

NP-blanco, respectivamente (Media ± DE, n=6). 

 

Diferencia de la TEWL (Δ) de las EM-AE y NC-AE comparadas con las 

EM y NP-blanco 

 

 

 

Δ TEWL  

EM-AE 

Δ TEWL 

NC-AE 

1
 H

o
ra

 

AE-L. dentata 17.20 ± 2.79 13.50 ± 6.22 

AE-R. officinalis 6.87 ± 3.19 9.77 ± 3.74 

2
 H

o
ra

s 

AE-L. dentata 8.25 ± 3.13 9.03 ± 7.28 

AE-R. officinalis 15.38 ± 4.33 18.36 ± 5.69 

4
 H

o
ra

s 

AE-L. dentata 6.22 ± 2.92 14.08 ± 4.11 

AE-R. officinalis 8.52 ± 1.80 27.46 ± 6.80 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Diferencia de la TEWL (Δ) de las A) EM-AE y B) NC-AE comparadas con 

las EM y NP-blanco, respectivamente (Media ± DE, n=6). 

A) 

B) 
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Tabla 27. Diferencia en el contenido de agua del EC (Δ) 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 (Δ) de las EM-AE y NC-AE 

comparadas con las EM y NP-blanco 

 

 

 

Contenido de agua del EC 

EM-AE 

Contenido de agua del EC 

NC-AE 

1
 H

o
ra

 

AE-L. dentata 13.50 ± 6.22 12.52 ± 2.64 

AE-R. officinalis 9.77 ± 3.74 6.87 ± 2.52 

2
 H

o
ra

s 

AE-L. dentata 9.03 ± 7.28 12.72 ± 2.62 

AE-R. officinalis 18.36 ± 5.69 10.36 ± 4.86 

4
 H

o
ra

s 

AE-L. dentata 10.08 ± 4.11 13.67 ± 3.00 

AE-R. officinalis 24.12 ± 6.80 10.95 ± 2.33 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Diferencia del contenido de agua del EC (Δ) de las EM-AE y NC-AE 

comparadas con las EM y NP-blanco, respectivamente (Media ± DE, n=6). 

A) 

B) 
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ANEXO VI 

 

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

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

  
Cantidad de componente huella en EC 

(µg/cm2) 

 Componente huella 1 h 2 h 4 h 

A
E

 d
e 

L
. 

d
en

ta
ta

 

β-pineno (NC) 10.69 ± 2.10 8.27 ± 3. 28 6.93 ± 2.24 

β-pineno (EM) 1.28 ± 0.40 1.14 ± 0.29 0.80 ± 0.01 

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 

A
E

 d
e 

R
. 

o
ff

ic
in

a
li

s 

1,8-cineol (NC) 8.82 ± 3.21 14.07 ± 2.26 16.00 ± 6.11 

1,8-cineol (EM) 2.77 ± 2.06 7.38 ± 1.31  8.39 ± 2.85 

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 FISICOQUÍMICAS DE LOS MATERIALES UTILIZADOS 

 

III.I Anetol 

1. Estructura. 

 

 

 

2. Nombre químico: trans-1-metoxi-4-(1-profenil)benceno 

3. Nombre común: Anetol 

4. Formula molecular: C10H12O 

5. Peso molecular: 148.2 g/mol 

6. Propiedades químicas y físicas 

 

Propiedades Característica 

Estado Liquido 

Densidad relativa 0.988 g/cm3 

Punto de ebullición  234 °C 

Coeficiente de partición  3.39 

Solubilidad 
Soluble en acetona y acetato de 

etilo. Ligeramente soluble en agua 

Presión de vapor 1.33 hPa a 63 °C 
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III.II Limoneno 

 

1. Estructura. 

 

 

 

 

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

3. Nombre común: Limoneno 

4. Formula molecular: C10H16O 

5. Peso molecular: 136.23 g/mol 

6. Propiedades químicas y físicas 

 

Propiedades Característica 

Estado Liquido 

Densidad relativa 0.842 g/cm3 

Punto de ebullición  178 °C 

Coeficiente de partición  4.20 

Solubilidad Insoluble en agua 

Presión de vapor 2.1 hPa a 63 °C 
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III.III Eugenol 

 

1. Estructura. 

 

 

 

2. Nombre químico: 2-Metoxy-4-(2-profenil)fenol 

3. Nombre común: Eugenol 

4. Formula molecular: C10H12O2 

5. Peso molecular: 164.2 g/mol 

6. Propiedades químicas y físicas 

 

Propiedades Característica 

Estado Liquido 

Densidad relativa 1.06 g/cm3 

Punto de ebullición  254 º C 

Coeficiente de partición  2.7 

Solubilidad 
Soluble en alcohol, éter y 

cloroformo. Insoluble en agua 

Presión de vapor <0.1 hPa a 25 °C 
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III.IV 1,8-cineol 

1. Estructura. 

 

 

 

2. Nombre químico: 1,3,3-trimetil- 2-oxabiciclo[2,2,2]octano 

3. Nombre común: Eucaliptol 

4. Formula molecular: C10H18O 

5. Peso molecular: 154.25 g/mol 

6. Propiedades químicas y físicas 

 

 

 

Propiedades Característica 

Estado Liquido 

Densidad relativa 0.921 g/cm3 

Punto de ebullición  176.5 º C (449,73 K) 

Coeficiente de partición  2.74 

Solubilidad 
Soluble en metanol, etanol y 

cloroformo. Insoluble en agua 

Presión de vapor No disponible. 
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III.V Alcanfor 

1. Estructura. 

 

 

 

 

2. Nombre químico: 1,7,7-Trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ona 

3. Nombre común: 2-Camforona 

4. Formula molecular: C10H16O 

5. Peso molecular: 152.23 g/mol 

6. Propiedades químicas y físicas 

 

Propiedades Característica 

Estado Sólido 

Densidad relativa 0.99 g/cm3 

Punto de ebullición  207.4 º C  

Coeficiente de partición  2.38 

Solubilidad Soluble en agua, y en etanol 1 g/ 10 

mL 

Presión de vapor 0.18 mmHg (20 °C) 

0.27 hPa (20 °C) 
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III.VI β-pineno 

1. Estructura. 

 

 

 

 

 

2. Nombre químico: (1R,5R)-6,6-Dimetil-2-metilenebiciclo[3.1.1]heptano 

3. Nombre común: Beta-pineno 

4. Formula molecular: C10H16 

5. Peso molecular: 136.23 g/mol 

6. Propiedades químicas y físicas 

 

Propiedades Característica 

Estado Liquido 

Densidad relativa 0.87 g/cm3 

Punto de ebullición  164 - 169 º C  

Coeficiente de partición  4.16 

Solubilidad Insoluble en agua. 

Presión de vapor 2.93 mmHg  (25 °C) 

5 hPa (25 °C) 
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III.VII Eudragit® E PO 

1. Estructura. 

 

 

 

 

2. Nombre químico: copolímero del ácido metacrílico 

3. Nombre común: Eudragit E PO 

4. Propiedades químicas y físicas 

Propiedades Característica 

Estado Polvo 

Densidad relativa 0.811 - 0.821 g/cm3 

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

acetato de etilo, cloruro de metileno o ácido clorhídrico 1 N  

  
5. Espectro IR 

 

 

 

 

 

 

2800-3000 cm-1 

1700-1750 cm-1 
1100-1200 cm-1 
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