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RESUMEN

El propdleos es elaborado por las abejas a partir de los exudados vegetales que recolectan
y mezclan con sus secreciones. En el ambito cientifico y comercial, su valor se ha medido
por la presencia de moléculas con actividad bioldgica, representadas en parametros tales
como los extractables en etanol (resinas) o el contenido total de flavonoides. Por su parte,
un elevado porcentaje de ceras lo convierte en un producto de la colmena de baja calidad.
Sobre esta base, la presente investigacion se encaminé hacia el aprovechamiento del
material lipidico extraido del propoleos, al emplearlo en la elaboracion de
nanotransportadores lipidicos por el método de emulsificacion-difusion. Dichos cargadores
a escala nanométrica se aplican en el campo farmacéutico y cosmético, entre otras
cualidades, por su capacidad para incorporar, proteger y modificar la liberacién de

moléculas activas.

Con este proposito, se profundiza inicialmente en el control de calidad del propdleos; para
luego extraer y caracterizar fisicoquimicamente el material lipidico, logrando una
aproximacion a los principales grupos funcionales. A su vez, éste se emple6 en la
preparacion de cargadores lipidicos nanoestructurados, cuya formulacion se optimizd a
través de un disefio estadistico experimental de Plackett-Burman, alcanzando un tamafio de
particula promedio menor a los 300 nm y un potencial zeta negativo cercano a la
neutralidad. Adicionalmente, la formulacion identificada como viable se evalud respecto a
su estabilidad, citotoxicidad, capacidad para atrapar aceite del arbol de té y factibilidad
para ser empleada en preparaciones tipo gel. Dentro de los resultados se destaca la
obtencion de particulas lipidicas estables, seguras en términos de irritacion in vitro,
promisorias para el atrapamiento de activos y sin influencia negativa sobre el

comportamiento sensorial de la formulacién gel de partida. En sintesis, es posible preparar
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particulas lipidicas a partir de ceras de propoleos y éstas tienen potencial para el desarrollo
de productos innovadores de interés farmacéutico y cosmético.

Palabras clave: ceras, emulsificacion-difusién,  nanoparticulas,  propoleos.



Abstract

Propolis is made by bees using vegetable exudates, which are collected and mixed with
their secretions. Its value is scientifically and commercially measured in terms of
biological active molecules, they are represented by parameters such as ethanol extractable
(resins) or total content of flavonoids. On the other hand, a high percentage of waxes in the
propolis composition will make it a substandard beekeeping product. Based on this fact,
the present research was directed towards the harnessing of the extracted lipid material of
propolis, which was used in the preparation of lipid nanocarriers by emulsification-
diffusion method. The carries in the nanometric scale have application in pharmaceuticals
and cosmetics because of their capacity for incorporating, protecting and modifying

release of active molecules.

To this end, firstly, the experimental work deepens in the quality control of propolis.
Secondly, the lipid material was extracted and characterized, doing an approximation to
their main functional groups. At the same time, it was used for the preparation of the
nanostructured lipid carriers, whose formulation was optimized through a Plackett-Burman
statistical experimental design. A particle size less than 300 nm and a negative zeta
potential near to neutrality were achieved. In addition, the viable formulation was assessed
regarding its stability, cytotoxicity, capacity for the entrapment of tea tree oil and the
feasibility for being used in gel preparations. The results showed stable particles, safe in
terms of in vitro irritation, promising for the entrapment of active molecules and without
effect on the sensory behavior of the gel formulation. In summary, it is possible the
preparation of lipid particles using waxes of propolis, having potential for the development

of innovative products for the pharmaceutical and cosmetics industries.

Keywords: waxes, emulsification-diffusion, nanoparticles, propolis.
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preparados a partir de PrS_EtAc R
Transportadores lipidicos nanoestructurados

preparados a partir de PrS_EtAc_R con inclusién de 15
mg de una mezcla de CCT (68 % p/p) y TTO (32 %

p/p)

Material extraido a través del método de Randall del
propoleos recolectado en Confines (Santander), usando
como solvente acetato de etilo

Transportadores lipidicos nanoestructurados
preparados a partir de PrS H R
Transportadores lipidicos nanoestructurados

preparados a partir de PrS_H_R con inclusion de TTO
Material extraido de propdleos recolectado en Confines
(Santander) a través del método de Randall, usando
como solvente n-hexano

Alcohol polivinilico (Polyvinyl alcohol)

Reactivo analitico

Revoluciones por minuto

Segundos
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Abreviatura

Término

SEM

SFB

SR

TEAC

TGA

TLC

Trolox

TTO

SLN

uv

XRD

Microscopia electronica de barrido (Scanning Electron
Microscope)

Suero fetal bovino
Solucioén reactivo

Capacidad antioxidante equivalente de Trolox (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity)

Analisis  termogravimétrico  (Thermogravimetric
analysis)

Cromatografia en capa delgada (Thin Layer
Chromatography)

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroman-2-
carboxilico

Aceite del arbol de té (Tea Tree Oil)

Nanoparticulas  sélidas lipidicas  (Solid  Lipid
Nanopatrticles)

Ultravioleta
Oeste (West)

Difraccion de rayos X (X-Ray Diffraction)






INTRODUCCION

La nanotecnologia ha tenido un desarrollo creciente y revolucionario a través de la
generacion de materiales, dispositivos y sistemas que ofrecen funciones y aplicaciones
diversas en sectores industriales y cientificos (Ramsden, 2014; Roco et al., 2011). La
escala nanométrica oscila en el rango de tamafio de 1 nm a 100 nm, pero estos limites
pueden ser superados si el material o producto final es disefiado para exhibir propiedades o
fendmenos quimicos, fisicos o bioldgicos que son atribuibles a dicho rango, alcanzando
dimensiones de inclusive 1000 nm (FDA, 2014). La nanotecnologia ha dado la posibilidad
de realizar aproximaciones tedricas, modelamientos, simulaciones, mediciones, desarrollo
de instrumentacion y estdndares; asi como ha permitido la incursion de la nanoelectrdnica,
el nanomagnetismo, la nanotecnologia ambiental, las multiples aplicaciones en salud
(incluyendo aspectos de seguridad o toxicologia) y las contribuciones a la sustentabilidad
del planeta (Roco et al., 2011).

En este contexto, ni la industria farmacéutica ni la cosmética son ajenas a esta tendencia.
Un ejemplo es la expectativa generada por los nanomateriales en el campo cosmético,
debido a sus propiedades fisicas y quimicas que permiten desde la modificacion fisica para
desarrollar efectos de color, hasta modificaciones quimicas que dan origen a estrategias
para mejorar la solubilidad de algunos compuestos o para disminuir su reactividad quimica
(Raj et al., 2012).

Dentro de los nanomateriales de mayor interés en la industria cosmética se destacan los
liposomas, las nanoemulsiones, los nanocristales, las nanocapsulas, los dendrimeros, los
cubosomas, las nanoparticulas poliméricas y las particulas sélidas lipidicas (Raj et al.,

2012). Estas ultimas, que se definen como gotas lipidicas sélidas a temperatura corporal,
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son el objeto de estudio en la presente tesis, debido a su aplicacion prometedora en la
encapsulacién de sustancias susceptibles de degradacion (Cortés-Rojas et al., 2014), en la
liberacion controlada de activos (Gaumet et al., 2008; Miiller et al., 2000), ademas de la
ventaja que ofrecen respecto a la penetracion de moléculas de interés farmacéutico y
cosmético en el estrato cérneo de la piel (Bose et al., 2013; Gupta y Vyas, 2012). En
adicién, las nanoparticulas solidas lipidicas cuando son aplicadas via tdpica, exhiben
propiedades oclusivas contribuyendo a mejorar la hidratacion de la piel
(Golmohammadzadeh et al., 2012). Igualmente, podrian emplearse como sistema

alternativo de proteccion UV particulado (Morabito et al., 2011; Nesseem, 2011).

Las particulas solidas lipidicas se desarrollaron a comienzos de la década de los noventa.
Para su preparacion se utilizan una gran variedad de lipidos y polimeros, los que
preferiblemente han de ser sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS:
“Generally Recognized as Safe”, por sus siglas en inglés) (Muller et al., 2002). Dentro de
los excipientes lipidicos disponibles estan los triglicéridos, los glicéridos parciales, ésteres
oleosos semi-sintéticos y ésteres de tensioactivos no iénicos (Pouton y Porter, 2008),
siendo un ejemplo clasico de matriz lipidica solida el dibehenato de glicerilo (Compritol®
888 ATO) (Jannin et al., 2008). Los principales tensioactivos usados en la preparacion de
particulas solidas lipidicas son los polietoxilados no i6nicos o polisorbatos (como el
Tween®80) y el poloxamer 188 (Pluronic® F68) (Jannin et al., 2008; Keck et al., 2014).

Al ser el prop6leos una sustancia resinosa que contiene sustancias lipidicas, tales como
ceras, y que las sustancias que se han identificado en su composicién son catalogadas
como de uso alimentario y sustancias GRAS (Burdock, 1998), se presenta la oportunidad
de aprovechar los componentes lipidicos para a partir de ellos, elaborar nanoparticulas.
Con este proposito, inicialmente se trabajo en la posibilidad de separar el material lipidico
presente en el propoleos utilizando metodologias basadas en la extraccion con solventes, y
caracterizarlo respecto a los compuestos mayoritarios presentes, empleando metodologias
analiticas fundamentadas en el analisis de grupos funcionales. A partir de los materiales
cerosos obtenidos se prepararon particulas lipidicas por la técnica de emulsificacion-

difusidn, a las que se les determiné el tamafio y el potencial zeta.
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De esta manera, se fortalece un tema de interés para el grupo de investigacion en
Desarrollo y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos GIDECA, teniendo como
antecedente el trabajo realizado por Paillié (2014), en el que se adelantaron estudios
preliminares para la preparacion de particulas lipidicas a partir de muestras de propoleos.
Se pretende ofrecer la posibilidad de un nuevo material a ser usado en formulaciones
cosméticas y plantear una alternativa novedosa de utilizacion del propdleos, en la que se
genere valor agregado a las ceras que contiene y que son catalogadas como contaminantes
que afectan desfavorablemente su calidad. En efecto, una vez obtenidas las particulas y
conociendo que en ensayos preliminares se consideran seguras para el uso humano, se
investigo su capacidad para transportar componentes activos, eligiendo el aceite del arbol
de té como modelo, teniendo en cuenta que su naturaleza lipofilica presenta afinidad
quimica con la estructura de las particulas. Igualmente se evallo la factibilidad de
incorporarlas en un vehiculo tipo gel, cuyos resultados, ain preliminares, son atractivos
para la industria farmacéutica y cosmética por sus posibilidades de aplicacion. Asi mismo,
el sector apicola puede percibir beneficios en términos del aprovechamiento de uno de los

productos de la colmena, como lo es el propoleos.






JUSTIFICACION

Las particulas soélidas lipidicas estdn compuestas por matrices lipidicas derivadas
generalmente de ésteres de glicerol de acidos grasos; caracterizadas porque su componente
lipidico tiene un punto de fusion superior a 37 °C, lo que permite que sean soélidas a
temperatura corporal (Allouche, 2013). Este sistema coloidal tiene como ventajas una
cinética de liberacion controlada, entrega en blancos especificos, estabilidad,
biocompatibilidad (debido a que la mayoria de los lipidos son biodegradables) y
proteccion de farmacos sensibles a la luz y al pH. Esto hace de las particulas sélidas
lipidicas, transportadores con potenciales aplicaciones en la entrega de farmacos y pueden
ser administradas a través de diferentes rutas tales como la parenteral, la peroral, la ocular,
la topica, la transdérmica, incluso con uso en terapia génica y medicina molecular (Kumar
y Randhawa, 2013; Mukherjee et al., 2009).

Por su parte, el propdleos es uno de los productos de la colmena con mayor actividad
biol6gica y farmacoldgica gracias al gran nimero y a la diversidad de los compuestos que
lo componen (Bankova et al., 2000; Lotfy, 2006). Su utilizacién data desde tiempos
ancestrales, como ingrediente de preparaciones medicinales, caseras y productos de uso
personal. Los egipcios, griegos y romanos le usaban para el tratamiento de lesiones de la
piel. En la actualidad, la medicina tradicional lo reconoce como antiséptico, antimicotico,
bacteriostatico, anti-inflamatorio y antioxidante (Burdock, 1998; Castaldo y Capasso,
2002; Sforcin, 2007).

Los materiales a partir de los cuales las abejas elaboran su propo6leos son sustancias
secretadas por las plantas de su entorno proximo, dentro de las que se encuentran los
exudados de las heridas de dichas plantas, que generalmente corresponden a material

lipofilico, resinas, mucilagos y gomas (Bankova, 2005), que luego son enriquecidos con
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secreciones salivales y enzimaticas de las abejas (Burdock, 1998). La calidad del
propoleos se define en términos de las sustancias bioactivas que le dan el valor agregado a
este producto de la colmena, tales como compuestos fendlicos, flavonoides y resinas
(MAPA, 2001; SPRel y SAGPyA, 2008).

A su vez, es bien conocido que la concentracion de materiales cerosos da origen a
propoleos de baja calidad, debido a que estos no son considerados activos
farmacoldgicamente y un elevado contenido de ceras ocasiona turbidez en extractos y
tinturas de propdleos cuando se almacenan a bajas temperaturas. Otro aspecto relacionado
con el contenido de ceras, es la posible adulteracion que puedan hacerle al propéleos al

afiadir intencionalmente ceras del panal (Woisky, 1996).

De acuerdo con lo anterior, es importante propender por el aprovechamiento del contenido
lipidico del propdleos a fin de crear una oportunidad para generarle un valor agregado.
Asi, en la presente tesis se propone una posible alternativa basada en la elaboracion de
particulas lipidicas mediante la técnica de emulsificacion-difusion, con proyeccion de
aplicacion en productos cosméticos y sistemas de entrega de farmacos, contando como
precedente con los resultados de la investigacion preliminar realizada en el Grupo de
investigacion en Desarrollo y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos —
GIDECA (Paillié Jiménez, 2014). En este sentido, como hipoétesis de trabajo se plantea
que: “Es posible el aprovechamiento de los materiales lipidicos extraidos del propoleos

para la preparacion de particulas sélidas lipidicas de interés farmacéutico o cosmético.”.
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Dentro de la estructura conceptual necesaria para el desarrollo del presente trabajo de
investigacion, se expondran topicos relacionados con el propéleos, cubriendo los aspectos
generales y los relacionados con la actividad bioldgica, la composicion quimica y el
control de calidad. Igualmente, se haré referencia a las particulas sélidas lipidicas, para las
que es importante tener en cuenta su clasificacion, los materiales empleados en su

preparacion y los métodos mas reportados para su obtencion.

1.1 Propoleos

El propoleos es una sustancia resinosa natural que las abejas fabrican a partir de los
exudados de plantas, ceras, sustancias propias de su metabolismo tales como enzimas,
y otros materiales tales como restos vegetales, con el fin de utilizarlo para construir sus
nidos, protegerlos de invasores y del viento, llenar agujeros y reparar la colmena
(Bankova et al., 2000; de Groot, 2013; Marcucci, 1995). Se ha reportado su actividad
antimicrobiana (Ramanauskiené et al., 2009; Vardar-Unlii et al., 2008; Yaghoubi et al.,
2007), antifungica (Finger et al., 2013; Koc et al., 2007) y antiviral (Hegazi et al.,
2012; Kujumgiev et al., 1999); asi como su uso para el control de la microflora de la
colmena y para regular la descomposicién de aquellas criaturas ajenas a ella que han
sido muertas por las abejas y que éstas no pueden sacar (Bankova et al., 2000; Simone-
Finstrom y Spivak, 2010).

La palabra “propodleos” viene del griego antiguo “mpo” (pro: en frente de, a la entrada
de) y “moM{” (polis: ciudad o comunidad), lo que quiere decir que es el material para

la defensa de la colmena (Bankova et al., 2000). La funcién del propdleos esta
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esencialmente relacionada con el mantenimiento de la homeostasis del ambiente del
nido, a través de un mecanismo natural para evitar y tratar enfermedades en la propia
colmena, gracias a su actividad frente a patdgenos que pueden afectar la salud de las
abejas (Simone-Finstrom y Spivak, 2010). Fisicamente, el propoleos se describe como
un material lipofilico y duro que al ser calentado se hace suave, flexible y pegajoso.
Tiene un olor caracteristico y su color varia segun su origen y antigliedad, desde
amarillo, verde o rojo a marron (de Groot, 2013; Hausen et al., 1987a).

1.1.1 Composicion quimica del propoleos

En términos generales, el propoleos tiene dentro de sus componentes polen, ceras,
resinas, balsamos, aceites y materia organica. Debido a que los exudados y
secreciones de las plantas varian segun el tiempo y el lugar de recoleccion, la
composicion del propdleos depende del territorio donde esté ubicada la colmena
(de Groot, 2013; Marcucci, 1995). Para que este material sea aceptado
oficialmente, debe lograrse la estandarizacién quimica de su composicion, lo que
permite garantizar su seguridad y eficacia. Una forma de lograrlo es a través del
estudio y la tipificacion de las principales plantas vecinas a las colmenas, para
identificar los posibles grupos de compuestos bioldgicamente activos y establecer
marcadores quimicos por region (Bankova, 2005). No obstante, aunque se puede
afirmar que la ubicacion geografica es el pardmetro determinante de la
composicion del propdleos, ésta depende también, entre otros, del periodo
estacional, la iluminacion, la altitud, las especies de abejas, el método de extraccidn
del propdleos, la actividad paralela que se desarrolle en la zona y la disponibilidad
de alimento (de Groot, 2013).

A la fecha, se han identificado mas de 300 compuestos quimicos diferentes en el
propbleos, catalogados como flavonoides, &cidos fendlicos, derivados de
acetofenona, lignanos, terpenos, componentes volatiles (como monoterpenos y
sesquiterpenos), compuestos aromaticos, azucares, hidrocarburos y monoésteres

(Bankova et al., 2000; Kurek-Gorecka et al., 2014). En términos generales, el
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propoleos crudo se compone de 50 % de resina y balsamo vegetal, el que contiene
la mayoria de las sustancias bioldgicamente activas; 30 % a 35 % de ceras,
principalmente cera de abejas; 5 % a 10 % de aceites aromaticos; aproximadamente
5 % de polen y en menos proporcidn, restos organicos. En el propéleos también se
encuentran elementos tales como sodio, calcio, magnesio, zinc, potasio, silicio,
azufre, hierro y aluminio (Serra Bonvehi y Orantes Bermejo, 2013) y, vitaminas
como tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6), acido ascorbico (vitamina C)
y o—tocoferol (vitamina E) (Marcucci, 1995; Moreira, 1986; Pietta et al., 2002).

Actividad biologica y uso del propdleos

El uso del propoleos es extenso, de forma que esta disponible como suplemento
dietario, en productos farmacéuticos (cremas, unglentos, tabletas, cépsulas,
jarabes, aerosoles, etc.) y como ingrediente en formulaciones cosméticas (champus,
acondicionadores, lociones, labiales, unguentos, cremas dentales, esmaltes, etc.)
(de Groot, 2013). Adicionalmente, se reporta su empleo como aditivo preservante
de alimentos (Gutiérrez Cortés, 2012) y como agente aromatizante debido a que
contiene varios compuestos odorificos (Yang et al., 2010). Otras aplicaciones
incluyen el uso como barniz para la madera y otras superficies como instrumentos

musicales, como adhesivo y como sustancia para sellar agujeros (de Groot, 2013).

El amplio uso del propoleos desde la antigliedad se debe a sus propiedades
antimicrobianas (Kujumgiev et al., 1999; Marcucci et al., 2001; Sforcin et al.,
2000), asi como a sus actividades anti-inflamatoria (Paulino et al., 2008; Wang et
al., 2014), anti-ulcerosa (de Barros et al., 2008, 2007), cicatrizante (regenerativos y
reparativos) (Sehn et al., 2009), hepatoprotectora (Bhadauria y Nirala, 2009;
Kolankaya et al., 2002; Tirkez et al., 2010), inmunoestimulante (Dimov et al.,
1992; Sforcin, 2007), antioxidante (Kurek-Gorecka et al., 2014; Teixeira et al.,
2010), citotoxica (Banskota et al., 2000; da Silva Frozza et al., 2013; Li et al.,
2008) y antidiabética (Fuliang et al., 2005; Sforcin y Bankova, 2011), entre otras.
Gracias a esto, el propdleos se ha incluido como material de partida en la
elaboracion de productos de venta libre u OTC (por su sigla en inglés, OTC, over-
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the-counter) para controlar el resfriado comun (Wagh, 2013), y también en algunos
otros que proclaman “proteger la salud y evitar enfermedades” (Burdock, 1998).
Su inclusion en preparaciones dermatolégicas coadyuva en el tratamiento de
guemaduras, Ulceras, psoriasis, verrugas y tratamiento de heridas (Burdock, 1998;
de Groot, 2013). Respecto a la aplicacion via peroral, se puede considerar segura,
pero se ha vinculado sin relacién causal clara, a convulsiones, sintomas

gastrointestinales y falla renal aguda (de Groot, 2013).

Por el creciente aprovechamiento del propoleos en diferentes preparaciones de uso
humano, resulta de primordial importancia su toxicidad asociada (de Groot, 2013).
Dentro de los efectos adversos reportados se destacan reacciones alérgicas (Basista
y Filipek, 2012; Hausen et al., 1987a), estomatitis (Garrido Fernandes et al., 2004),
edema labial (Budimir et al., 2012) y disnea (Bellegrandi et al., 1996).
Adicionalmente, debe controlarse la presencia de metales pesados (tales como
plomo, cadmio, mercurio y arsénico) por sus implicaciones en salud animal y

humana (Lacerda et al., 2011; Serra Bonvehi y Orantes Bermejo, 2013).

Existen reportes que asocian el propoleos con casos de dermatitis de contacto
alérgica (Basista y Filipek, 2012) y se considera como un potente sensibilizador de
contacto. Prueba de ello son los reportes de reacciones alérgicas ocupacionales en
apicultores (de Groot, 2013); cuyas sustancias responsables se han identificado
como 1,1-dimetilalil acido cafeico (3-metil-2-butenil cafeato), tectocrisina y los
ésteres feniletil y prenil del &cido cafeico (Marcucci, 1995). Respecto al alérgeno
“LB—1” (primer alérgeno identificado en el propdleos y aislado inicialmente en los
brotes del alamo negro, Populus nigra L.) se ha reportado que es una mezcla de 3-
metil-2-butenil cafeato (54 %), 3-metil-3-butenil cafeato (28 %), fenetil cafeato
(8%), acido cafeico (1 %) y bencil cafeato (1 %) (Burdock, 1998; Hausen y
Wollenweber, 1988; Hausen et al., 1987a, 1987b). En sintesis, se afirma que los
agentes sensibilizantes mas importantes son los ésteres del &cido cafeico;
relacionandose su capacidad de actuar como haptenos con la presencia de los

grupos hidroxilo libres en el anillo aromatico. De acuerdo con lo anterior, el
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propoleos se considera clinicamente como un alérgeno y se han reconocido sus

propiedades inmuno-estimulantes (Burdock, 1998).

Control de calidad del propoleos

El creciente consumo del propoleos, asi como su uso e inclusion en preparaciones
diversas, ha llevado a que varios paises establezcan normativas para la inspeccion y
el control de calidad tanto del propdleos crudo como de su extracto. En
Latinoamérica se destacan las disposiciones de Brasil, Argentina y Cuba.

Para el caso de Brasil, el Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) vy la Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), han
promulgado especificaciones de calidad a través de la Instruccién Normativa N° 3
del 19 de enero de 2001 del Departamento de Inspeccion de Productos de Origen
Animal y, la Resolucion-RDC N° 132 del 29 de mayo de 2003, respectivamente.
Debido a que el MAPA ejerce el control sobre el propdleos utilizado en el campo
alimentario, su reglamentacion ofrece pautas de identificacion y los requisitos
minimos de calidad para ser comercializado nacional e internacionalmente. Por su
parte, ANVISA, a través de la Camara Técnica de Medicamentos Fitoterapicos
(CATEF), establece directivas para el registro de los productos que contienen
propdleos, dentro del grupo de medicamentos especificos, en la clase opoterapica
(CATEF, 2005; Lins et al., 2010; MAPA, 2001).

De otro lado, Argentina reglamenta las caracteristicas que debe cumplir el
propdleos, a través del Codigo Alimentario Argentino y de la Resolucién Conjunta
94/2008 y 357/2008 (SPRel y SAGPyA, 2008). Si bien en Argentina no se
establece como normativa un determinado punto de fusion del propdleos, existen
trabajos de investigacion realizados en dicho pais que miden este pardmetro como
parte de la caracterizacion fisicoquimica de los propoleos y que se considera,

aporta informacion preliminar respecto a su composicion (Chaillou et al. 2004).
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En la Tabla 1.1, se hace una comparacion respecto a los parametros de calidad
exigidos al propoleos bruto por las legislaciones de Brasil y de Argentina. Como se
observa, la legislacion argentina es mas exigente que la brasilera en cuanto a la
presencia de masa mecanica o0 cuerpos extrafos (i.e. impurezas tales como restos de
plantas, animales u otros residuos derivados del proceso de recoleccion del
propoleos), metales pesados (arsénico y plomo) y contaminantes del tipo pesticidas
y antibioticos. No obstante, la legislacion de Brasil tiene limites més estrictos para
parametros fisicoquimicos tales como pérdida por secado, contenido de ceras y
compuestos solubles en etanol (los que abarcan resinas y sustancias de actividad

biologica).

Por su parte, el fundamento técnico de las metodologias analiticas para realizar las
determinaciones es similar en las dos legislaciones; la diferencia esta en los limites
de los contaminantes que pueden estar presentes —donde se incluyen metales
pesados, pesticidas y antibioticos—, para los cuales la legislacion argentina es mas
exigente y, por ende, se necesitan metodologias de mayor complejidad para hacer

una deteccion correcta (cromatografia o espectrometria de absorcién atdmica).

En Colombia no existe normativa que evalte la calidad del propoleos bruto, de
hecho el unico producto que por ahora tiene legislacion oficial para su control es la
miel (Ministerio de la Proteccion Social, 2010). No obstante, son numerosas las
investigaciones realizadas con propdleos colombianos, tal como lo recopila Lopez
Cortes (2012) en su trabajo sobre las propiedades bioldgicas del propdleos y su

caracterizacion fisicoquimica segun la region donde se recolecten.

De acuerdo con lo anterior, el potencial de uso que tiene el propdleos es bastante
amplio, gracias al elevado nimero y diversidad de compuestos que lo integran.
Convencionalmente, la presencia de componentes lipidicos es la que le resta
calidad al propdleos. Sin embargo, como un aporte para su aprovechamiento, en la
presente investigacion se pretende el empleo de dichos materiales lipidicos en la

preparacion de particulas lipidicas.
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Tabla 1.1 Requisitos establecidos por las legislaciones brasilera y argentina, respecto a la calidad del prop6leos bruto.

Legislacion brasilera (CATEF,
2005; MAPA, 2001)

Legislacion argentina (SPRel y SAGPyA,
2008)

Métodos

Caracteristicas
organolépticas

Caracteristico: resinoso o balsamico,

Caracteristico: resinoso o balsdmico, seglin su

Olor . - - . o g Organoléptico'?
segun el origen boté&nico origen botanico o geogréafico
Amarillo, pardo, verdoso, rojizo, Amarillo, pardo, verdoso, rojizo, marrén y sus

Color marron y otros, variando conforme a tonalidades, variando conforme a su origen | Organolépticol?
su origen botanico botanico o geografico
Caracteristico: de suave balsamico a Variable, de suave y balsamico a fuerte y picante

Sabor fuerte y picante, dependiendo de su ' ' | Organoléptico®?

origen botanico

segln su origen botanico o geografico

Consistencia a temperatura
ambiente

Maleable a rigido, dependiendo de su
origen botanico

Maleable o rigido, segin su origen botanico o
geografico

Organoléptico®?

Aspecto Granulometria heterogénea Homogéneo o heterogéneo Organoléptico®?
5:52&‘(’)"" por  calentamiento 0 | \y< i 8 96 (p/p) Maximo 10 % (100 °C — 105 °C) Gravimétrico (estufa)’2
Cenizas Maximo 5 % (p/p) Maximo 5 % (500 °C — 550 °C) Gravimétrico (mufla) 2

Masa mecénica o cuerpos
extrafios

Méximo 40 % (p/p)

Méaximo 25 %

Gravimétrico; extraccion por
solventes®?

Ceras

Méximo 25 % (p/p)

Maximo 40 % (sustancias extraibles en n-hexano)

Extraccion por solventes!?

indice o actividad de oxidacion

Méaximo 22 segundos

Maéaximo 22 segundos

Tiempo de decoloracion de una
solucion de KMnO4 0.1N*2

Compuestos fenolicos

Minimo 5 % (p/p)

Minimo 5 % (expresados como acido gélico)

Espectrofotométrico!?

Flavonoides

Minimo 0.5 % (p/p)

Minimo 0.5 %

Espectrofotométrico!?

Parametros s —— —
fisicoquimicos Solubles en elztz_inol, porcentaje de Minimo 35 % (p/p) Minimo 30 % (resinas) Grawmetlrlzco, extraccion por
de calidad extracto etanolico solventes®
Sefales caracteristicas de las (o .
L L . Debe presentar un méximo de absorciéon entre 12
Espectro de absorcion UV-VIS principales clases de flavonoides Espectrofotométrico®
270 nmy 315 nm
entre 200 nm y 400 nm
R o Cualitativo!, Absorcion
Plomo Acetato de plomo: positivo Maximo 2.0 mg/Kg Atomica o espectofotométrico?
Arsénico Maximo 1.0 mg/Kg Absorcion a‘O’T"?‘""‘;
espectrofotométrico
Hidréxido de sodio Positivo
Residuos de plaguicidas vy . Cromatogréfico (Cromatografia
ey Ausencia PR Y
antibioticos liquida de alta eficiencia)
Parametros Paenibacillus larvae Ausencia. Microbioldgico*

microbiolégicos

*1_egislacion brasilera; *? Legislacion argentina.
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1.2 Particulas lipidicas

Como se presenta en la Figura 1.1, se han desarrollado varios transportadores coloidales
para la entrega in vivo de farmacos, dentro de los cuales se encuentran los liposomas, los
niosomas, las nanoparticulas y las microemulsiones, los que tienen similitudes en tamafio,

forma y via de administracion (Quintanar-Guerrero et al., 1998; Vauthier et al., 2013).

De forma general, en el campo farmacéutico se definen las nanoparticulas como particulas
coloidales sélidas, de tamafios que oscilan desde un limite inferior de 5 nm -10 nm hasta
un limite superior de 1000 nm, siendo el rango méas usual de 100 nm y los 500 nm
(Quintanar-Guerrero et al., 1998). Estas se pueden dividir en dos grandes grupos:
nanoesferas y nanocapsulas. Las nanocapsulas tienen una estructura tipica ndcleo-capa de
recubrimiento (core-shell), caracterizadas por un reservorio en su estructura interna. Por su
parte, las nanoesferas poseen una estructura homogénea en toda la particula, conformada

por una matriz densa (Battaglia y Gallarate, 2012; Quintanar-Guerrero et al., 1998).

Para el caso particular de los sistemas con estructura matricial lipidica de tamafio en la
escala nanométrica, se han desarrollado las nanoparticulas sélidas lipidicas (SLN, Solid
Lipid Nanoparticles), los transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC,
Nanostructured Lipid Carriers), los conjugados farmaco-lipidos (LDC, Lipid-drug
conjugates) y las nanocéapsulas lipidicas (LNC, Lipid nanocapsules); que varian segun la
naturaleza de los materiales de partida, la estructura que adopta la matriz y en su eficiencia
como transportadores de moléculas activas (Battaglia y Gallarate, 2012; Quintanar-
Guerrero et al., 2005).

Asi, las particulas sélidas lipidicas (SLN) son particulas coloidales preparadas a partir de
lipidos solidos, exhibiendo un didmetro promedio entre 10 nm y 1000 nm, que
incursionaron a comienzos de 1990 (Mdller et al., 2000; Quintanar-Guerrero et al., 1998).
Su desarrollo consiste en reemplazar el lipido liquido de las emulsiones por un lipido
solido, lo que les permite ser solidas a temperatura ambiente y a temperatura corporal
(Rostami et al., 2014; Villafuerte et al., 2008).
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De otro lado, los transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC) son particulas
lipidicas con un nucleo constituido por una mezcla de lipidos sélidos y liquidos. Su punto
de fusion es inferior al punto de fusion del lipido solido inicial utilizado para su
preparacion, conservando su estado sélido a la temperatura corporal. Segln la
composicion de la mezcla de lipidos y el método de fabricacion utilizado, se pueden
obtener NLC de tipo imperfecto (su cristalizacion se altera por pequefias cantidades de
aceite), amorfo (matriz solida, mas no cristalina) y mdltiple (la matriz solida tiene

pequefios reservorios de aceite) (Battaglia y Gallarate, 2012).

Figura 1.1 Representacion esquematica de algunos nanomateriales (adaptado de Vauthier et al.
2013).

Sistemas Sistemas resultantes de
monomoleculares ensamblajes supramoleculares
/ estructurados

Otros sistemas

0

Nanoesferas Nanocapsulas

Polimeros - Copolimeros

-

Farmacos
“escualenolados™

Lipidos

Liposomas Nanoesferas Nanocépsulas
Nanotubos de carbono sélidas lipidicas lipidicas

W

50l - Nanodiamante

Fullereno

Carbono

pocos nm <100nm

Por su parte, los conjugados farmaco-lipido (LDC) fueron disefiados para facilitar la
incorporacion de moléculas hidrofilicas en transportadores lipidicos. Su preparacion
requiere de la formacion de un conjugado insoluble entre el lipido y el farmaco, que se
consigue bien sea a través de la generacion de sales (e.g. con &cidos grasos), 0 por uniones

covalentes (e.g. ésteres o éteres). Dichos conjugados son procesados con una solucion
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acuosa de tensioactivo, usando técnicas como la homogenizacion a alta presion, donde el
producto final es una formulacion de nanoparticulas lipidicas (Neupane et al., 2013;
Olbrich et al., 2002).

Adicionalmente, las nanocapsulas lipidicas (LNC) tienen una estructura hibrida entre las
nanocapsulas poliméricas y los liposomas, debido a que su ndcleo de aceite esta rodeado
por una membrana rigida de tensioactivo. Su rango de tamafo estd entre 20 nm y 100 nm.
Se preparan cominmente a través del método de inversion de fase inducido por

temperatura (Huynh et al., 2009).

Son varias las ventajas de los transportadores lipidicos, incluyendo biocompatibilidad, baja
citotoxicidad y posibilidad de incorporar en su estructura compuestos activos (Battaglia y
Gallarate, 2012). Como transportadores de dichos compuestos, en general, las particulas
lipidicas se caracterizan por tener buena biodisponibilidad, servir como transportadores de
liberacion modificada para activos poco solubles en agua y proteger sustancias
susceptibles a la degradacion por agentes externos como la luz o el agua. La capacidad de
carga de la molécula activa en el lipido estd determinada por factores tales como la
solubilidad del compuesto en el lipido fundido; la facil incorporacion del compuesto
fundido en el lipido fundido; la estructura fisica y quimica de la matriz lipidica sélida, lo
que determina la acomodacién del farmaco y; el estado polimorfico del material lipidico
(Mller et al., 2000). Dentro de los fendmenos de inestabilidad de los sistemas lipidicos se
reportan el crecimiento de las particulas por aglomeracién durante el almacenamiento,

cambios en las transiciones polimorficas y la tendencia a gelificar (Villafuerte et al., 2008).

1.2.1 Preparacion de las particulas solidas lipidicas

Dentro de los métodos reportados para la preparacién de particulas lipidicas se encuentra
la homogenizacion a alta presion (HPH, High pressure homogenization), desarrollada en la
década de 1950 para la produccion de emulsiones parenterales O/W (Battaglia y Gallarate,
2012) y que tiene la mayor trayectoria y uso. Igualmente se reportan métodos basados en

ultrasonido, desplazamiento de solventes o aquellos basados en emulsificacion.
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" Homogenizacion a alta presion (HPH, por sus siglas en inglés).

La HPH se fundamenta en el uso de presiones elevadas para inducir la formacion
de nanoparticulas. La reduccion del tamafio de particula es el resultado del
esfuerzo cortante y las fuerzas de cavitacion (Kumar y Randhawa, 2013). Esta
técnica puede realizarse en caliente o en frio. En ambos casos, el ingrediente
activo es disuelto en el lipido fundido entre 5 °C y 10 °C por encima de su punto
de fusion. Para la técnica de homogenizacion en caliente, inicialmente se debe
obtener una emulsion aceite-en-agua (O/W) a través de la dispersion por agitacion
de la mezcla fundida que contiene el ingrediente activo, en una solucion acuosa
del surfactante que ha sido calentada a la misma temperatura. Esta emulsién se
pasa a traves de un homogenizador de alta presion (100 bar — 1000 bar), el cual ha
sido llevado previamente a la temperatura a la que se esta manejando el proceso
(puede ser usando recirculacion de agua caliente). Durante la homogenizacién, la
temperatura se mantiene para evitar la solidificacion del lipido. Al transferirse la
nanoemulsion O/W a un recipiente a temperatura ambiente, ésta se enfria,
recristalizando el lipido y formandose las SLN (Kumar y Randhawa, 2013; Miller
et al., 2000; Silva et al., 2011).

Para la técnica de homogenizacion en frio, la mezcla del lipido que contiene el
ingrediente activo se enfria, permitiendo la formacion de microparticulas lipidicas
de tamafios que oscilan entre 50 pm y 100 um, las que posteriormente se
suspenden en una disolucion fria de surfactante. Dicha suspension se homogeniza
a temperatura ambiente o menor, de tal forma que con ayuda de las fuerzas de
cavitacion, las microparticulas lipidicas se fragmentan dando lugar a
nanoparticulas sdélidas lipidicas (Mdller et al., 2000). Esta técnica es
frecuentemente empleada para la preparacion de SLN conteniendo moléculas
hidrofilicas, debido a que se minimiza su probabilidad de migracion hacia la fase
acuosa (Kasongo et al., 2012; McClements, 2015; Miiller et al., 2000).
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Homogenizacion de elevado corte (HSH, por sus siglas en inglés).

La homogenizacién de elevado corte se emplea como técnica dispersante para la
produccién de nanodispersiones de lipido sélido (Hou et al., 2003; Mehnert y
Mader, 2001). En esta técnica se dispersa el tensioactivo estabilizante en la fase
acuosa caliente, mientras en paralelo se funde el componente lipidico (ambas fases
se conservan a la misma temperatura). A continuacion, la fase acuosa caliente es
adicionada sobre la fase lipidica fundida, manteniendo la mezcla con
calentamiento constante (bafio maria) y bajo homogenizacion de elevado corte
durante un tiempo previamente determinado (e.g. 15 min). Dicha dispersion es
transferida a un bafio de hielo para lograr un rapido enfriamiento y promover, por

choque térmico, la formacion de las particulas (Carlotti et al., 2005).

Emulsificacién con ultrasonido.

Por su parte, para la técnica que usa ultrasonido se reporta un calentamiento del
lipido de 5°C a 10 °C por encima de su punto de fusion, siendo luego adicionado a
la mezcla de agua y tensioactivos, calentada con anterioridad a la misma
temperatura. Se obtiene una emulsion primaria bajo la agitacion con un Ultra-
Turrax®. Luego una sonda de sonicacion se ubica dentro de esta emulsion durante
un periodo de tiempo dado, conduciendo al rompimiento de las gotas y a la
consiguiente formacién de la nanoemulsion (Oliveira et al., 2016; Silva et al.,
2011) a través del fenémeno conocido como cavitacion acustica (Patil y Pandit,
2007). Una vez obtenida dicha nanoemulsion O/W, ésta se enfria para producir las

particulas lipidicas (Silva et al., 2011).

La ultrasonicacién tiene como desventaja que puede llevar a una elevada
polidispersion de las nanoparticulas, asi como promover reacciones quimicas e
incluso introducir contaminacion por trazas metalicas provenientes de la sonda
(Quintanar-Guerrero et al., 1998; Silva et al., 2011).
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" Emulsificacion y evaporacion del solvente (SEE, por sus siglas en inglés).

En este método, el material lipofilico se disuelve en un disolvente orgénico
inmiscible con agua, para luego emulsificar la mezcla en una solucién acuosa.
Dicha emulsion se somete a una fuente de elevada energia como ultrasonido u
homogenizadores, con el fin de disminuir el tamafio del glébulo. Posteriormente se
evapora el solvente organico por vacio, calentamiento o los dos, obteniendo una
dispersion acuosa de nanoparticulas lipidicas, producto de la precipitacion del
lipido en el medio acuoso (Mehnert y Méader, 2012; Sjostrom y Bergenstahl, 1992;
Sjostrom et al., 1993).

= Emulsificaciéon-difusion.

Esta técnica implica el uso de agua y de un solvente parcialmente miscible en ella,
los que deben ser mutuamente saturados para asegurar el equilibrio termodinamico
fundamental para la formacion de una emulsion. En el solvente organico saturado
con agua se disuelve el material lipidico formando la comunmente denominada
“fase orgéanica”. En el agua saturada con solvente orgénico se disuelve un agente
estabilizante, lo que se denomina “fase acuosa”. Las fases organica y acuosa son
puestas en contacto y emulsificadas a elevada fuerza de corte. Una vez lograda la
emulsion, se adiciona agua al sistema provocando la difusién del solvente
organico hacia la fase externa acuosa, para dar lugar a la formacién inmediata de
nanoparticulas con tamafios promedio entre 30 nm y 100 nm. Posteriormente se
retira el solvente bajo presion reducida (Quintanar-Guerrero et al., 2005; Trotta et
al., 2003). Si se requiere calentamiento para disolver el lipido, al inicio ambas
fases se mantienen a la misma temperatura y el paso de difusién se lleva a cabo a
temperatura ambiente 0 a la misma temperatura a la que el lipido fue disuelto
(Quintanar-Guerrero et al., 2005).



48 Evaluacién del propdleos como material de partida para la preparacion de
particulas sélidas lipidicas

. Desplazamiento de solvente o inyeccion.

Para la preparacion de particulas por este método, una disolucion del lipido en un
solvente o mezcla de solventes miscibles en agua (acetona, etanol, metanol,
isopropanol, glicerol al 85 %) se inyecta rapidamente, bajo agitacion y con ayuda
de una aguja, en una fase acuosa que puede contener un agente estabilizante. Esto
conduce a la precipitacion del lipido en forma de particulas solidas lipidicas
(Schubert y Miller-Goymann, 2003). A escala industrial se ha propuesto el uso de
un contactor de membrana, en donde la fase lipidica fundida, ubicada en el interior
de un cartucho de filtracion de un tamafio de poro especifico, se hace pasar a
presion a través de la membrana, siendo recibido gota a gota en un medio acuoso
externo gque contiene agente estabilizante y en el que precipitan las particulas de

forma inmediata (Charcosset et al., 2005).

. Preparaciones de particulas lipidicas basadas en microemulsiones.

Este método requiere la fusion de un lipido sélido a temperatura ambiente y la
preparacion de una mezcla de agua, cosurfactante® y surfactante a la misma
temperatura de fusién del lipido. La fase acuosa se adiciona sobre el lipido
fundido bajo agitacion moderada. Si los componentes son mezclados en una
proporcién  correcta, se formard una microemulsién transparente y
termodinamicamente estable. Esta microemulsion se dispersa bajo agitacion en un
medio acuoso frio (2 °C a 3 °C), dando lugar a la formacion de las particulas
(Mojahedian et al., 2013; Miiller et al., 2000; Ravanfar et al., 2016; Shah et al.,
2014).

! Cosurfactante: pequefia molécula anfifilica (e.g. alcohol de cadena corta, tipo butanol o hexanol) que se
localiza dentro de la monocapa interfacial formada por las moléculas de tensioactivo, incrementando la
flexibilidad de dicha pelicula (Elaissari, 2003).
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1.2.2 Caracterizacion de las particulas sdlidas lipidicas

En el contexto farmacéutico, la caracterizacion de las particulas solidas lipidicas se realiza
a partir de la medicion de varios parametros que inciden en la estabilidad del sistema
particulado y la cinética de liberacion de los ingredientes activos que contienen. Los

siguientes, son algunos de los parametros frecuentemente evaluados:

= Tamafo de particula: este parametro se puede medir a través de varias técnicas
analiticas, dentro de las cuales se citan como las mas comunes la espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS, Photon Correlation Spectroscopy), también conocida
como dispersion de luz dindmica (DLS, Dynamic light scattering) y, la difraccion

laser (LD, Laser diffraction).

La espectroscopia de correlacion de fotones (PCS, Photon Correlation Spectroscopy)
mide la fluctuacion de la intensidad de la luz dispersada que es causada por el
movimiento de las particulas. Esto permite una capacidad de medicion que varia desde
pocos nanometros hasta 3 um. Por su parte, la difraccion laser (LD, Laser Diffraction)
se basa en la dependencia del angulo de difraccion, con el radio de la particula
(espectro de Fraunhofer). Asi, las particulas mas pequefias provocan una dispersion
mas intensa y angulos méas grandes. Tiene como ventaja que abarca desde la escala
nanomeétrica hasta el mas bajo rango milimétrico (Garud et al., 2012; Mehnert y
Mader, 2012).

Paralelo a esto, si se requiere informacion adicional acerca de la forma de la particula,
ésta se puede obtener a través de microscopia electronica de barrido, microscopia
electronica de transmision o microscopia de fuerza atdbmica. Se debe tener en cuenta
que el procesamiento de la muestra tipico de este tipo de andlisis (e.g., remocion del
solvente) puede alterar las caracteristicas originales de las particulas (Garud et al.,
2012; Mller et al., 2000).

= Potencial zeta: su medicidon permite predecir la estabilidad de la preparacion coloidal
durante el almacenamiento. Generalmente, es menos probable que las particulas

presenten fendmenos de agregacion si tienen un elevado potencial zeta debido a la
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repulsion de las particulas cargadas. Sin embargo, este supuesto no es estrictamente
aplicable para sistemas que contienen estabilizantes estéricos, debido a que su
mecanismo de estabilizacion se basa en su adsorcion sobre la particula, exhibiendo
bajos valores de potencial zeta (Mehnert y Mader, 2012; Miller et al., 2000).
Adicionalmente, cuando se hace referencia a la estabilizacion por el efecto de cargas
electrostaticas, debe tenerse en cuenta que ésta se ve afectada sensiblemente por el pH
y por la presencia de electrolitos (Battaglia y Gallarate, 2012).

Grado de cristalinidad y modificaciones del lipido: estos dos parametros se relacionan
estrechamente con las velocidades de incorporacion y de liberacion de sustancias
activas (Mehnert y Mader, 2012). Se han evidenciado cambios en la capacidad de
incorporacion de principios activos segln si las particulas lipidicas tienen estructura

cristalina o amorfa, siendo mayor en esta ultima (Westesen y Bunjes, 1995).

Sin embargo, no es suficiente describir el estado fisico del lipido como cristalizado o
no, debido a que el lipido cristalizado puede tener varias modificaciones de su red
cristalina. Esto es importante porque durante el almacenamiento pueden darse
rearreglos en dicha red, favoreciendo aquella configuracién con mayor estabilidad
termodinamica, lo que puede conducir a la eventual expulsion del principio activo.
Igualmente, al hablar de modificaciones del lipido no siempre se reduce a asignar una
forma a, B o B’; la complejidad va mas alla a causa de las muchas subespecies e

interacciones del lipido con los agentes emulsificantes (Mehnert y Mader, 2012).

Para lograr informacion acerca de la estructura de la matriz lipidica, su polimorfismo
(cominmente encontrado en materiales lipidicos como glicéridos y acidos grasos) y su
comportamiento de fases, pueden emplearse técnicas tales como la calorimetria
diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning Calorimetry) y la difraccion de
rayos X (XRD, X-Ray Diffraction). Con DSC se pueden monitorear y cuantificar
eventos térmicos en las muestras en funcién del tiempo y establecer las temperaturas a
las que tales eventos ocurren. Sin embargo, para identificar la naturaleza de las
transiciones térmicas se debe contar con informacion adicional lograda por métodos

alternativos como termogravimetria, observaciones microscopicas, técnicas
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espectroscopicas y la propia XRD. Esto permite determinar diferencias entre puntos
de fusion, transiciones polimorficas, pérdidas de moléculas de agua de hidratacion o

descomposicion de la sustancia (Bunjes y Unruh, 2007).

= Coexistencia de estructuras coloidales adicionales (micelas, liposomas) y fenémenos
dinamicos: esto se puede determinar a través de técnicas de resonancia magnética
como NMR (Nuclear Magnetic Resonance) y ESR (Electron Spin Resonance), las que
ofrecen la posibilidad de realizar mediciones repetidas de la misma muestra ya que
son del tipo no-destructivas. Con estos métodos de anélisis se pueden investigar
fendmenos dindmicos (e.g. cinéticas de degradacion o reactividad quimica) y las
caracteristicas de posibles nanocompartimientos en dispersiones lipidicas coloidales
(Mehnert y Mader, 2012).

1.3 Propoleos como material de partida para el desarrollo de
transportadores de interés farmacéutico o cosmeético:
estado del arte

Debido a la inclusion creciente de productos apicolas en la industria farmacéutica y
alimentaria, a la fecha se cuenta con trabajos de investigacion en los que se pretende la
incorporacion de componentes del propdleos en sistemas transportadores a escalas nano y
micrométrica. En este sentido se destaca la encapsulacién del extracto de propoleos a
través de métodos como la coacervacién compleja con proteina aislada de soya y pectina
(Pozippe Nori et al., 2011), el secado por aspersion o “spray-drying”, utilizando gelatina
como encapsulante (Bruschi et al., 2006, 2003) y la emulsificacion-evaporacion de
solvente empleando poli(e-caprolactona) (Duran et al., 2007). Igualmente, se reporta la
incorporacion de propoleos en la cavidad de B-ciclodextrinas (Kalogeropoulos et al.,
2009).

En términos generales, los resultados de estas investigaciones han sido satisfactorios

respecto a la encapsulacion de los constituyentes bioactivos del extracto. Por ejemplo, en
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los trabajos de Pozippe Nori et al. (2011) las microcapsulas obtenidas fueron
caracterizadas respecto a su estabilidad, al contenido de flavonoides y de fenoles totales
(actividad antioxidante) y a la actividad antimicrobiana. Los resultados sugieren que es
posible encapsular el extracto de propdleos por el método de coacervacion compleja
obteniendo un polvo estable, libre de alcohol y con la posibilidad de liberarse bajo
condiciones controladas en los alimentos. Asi mismo, se evidencia la conservacion de la
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos y flavonoides, asi como la accion

inhibitoria sobre Staphylococcus aureus (Pozippe Nori et al., 2011).

Sin embargo, son muy escasos los trabajos en los que se emplean sistemas lipidicos
nanoparticulados para la encapsulacién de componentes del propdleos. En nuestro
conocimiento, Patil et al. (2015) demostraron que es posible cargar nanoparticulas de plata
con propo6leos. Para ello se realizd la extraccion de los componentes del producto apicola
con el lipido Gelucire® 50/13 y dicha mezcla se utiliz6 en la preparacion de los
transportadores. Las nanoparticulas obtenidas mostraron actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus y se formularon en un gel destinado al tratamiento de quemaduras
en ratas. Se logré una mejora significativa en las heridas (Patil et al., 2015).

Adicionalmente, Rassu et al., 2015 reportaron la inclusion del propdleos crudo como un
material lipidico para la preparacion de SLN por el método HSH. Las particulas obtenidas
se ensayaron como sistemas de entrega de farmacos (diclofenaco sédico), se ejecutaron
estudios in vitro y ex vivo, encontrando que el farmaco y los polifenoles no atraviesan
significativamente las barreras ensayadas. Estos resultados se consideraron promisorios y
perfilan la aplicacion de estos sistemas en el tratamiento tépico de enfermedades de la

cavidad nasal, caso en el que no es deseable tener permeacion transmucosal.

En adicion, en el grupo de investigacion en Desarrollo y Calidad de Productos
Farmacéuticos y Cosméticos — GIDECA, del Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional, se desarroll6 un trabajo exploratorio acerca de la utilizacion de las ceras de
propodleos en la preparacion de particulas solidas lipidicas, empleando la metodologia de
emulsificacion-difusion. Se eligio como solvente el acetato de etilo y como agente

estabilizante poloxamer 188. Los resultados sugieren la utilizacion del propo6leos como
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material de partida para la preparacion de este tipo de sistema nanoparticulado (Paillié
Jiménez, 2014) y como una continuacion de ello, la presente tesis explora una estrategia
para lograr un producto de interés farmacéutico o cosmético haciendo énfasis en el control
de calidad del material de partida, la extraccion de los componentes lipidicos y la

caracterizacion de las particulas obtenidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la aplicabilidad del componente lipidico presente en el propdleos como
material de partida para la preparacion de particulas sélidas lipidicas de interés

farmacéutico o cosmético.

2.2 Objetivos especificos

Proponer una metodologia para la preparacion de particulas sélidas lipidicas

utilizando propdleos como material de partida.

Lograr una aproximacion a la composicion quimica de las particulas solidas
lipidicas preparadas en cumplimiento del objetivo anterior, utilizando para ello

técnicas de analisis dirigidas a la identificacion de grupos funcionales.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiales

Propoleos recolectado en marzo de 2014 en apiarios del municipio de Confines
(Santander, Colombia; 6° 21’ 23,825” N, 73° 14’ 30,634” W, altitud 1.498 m.s.n.m.), de
colmenas de abejas con aguijon de la especie Apis mellifera. En esta investigacion este
material se ha identificado como PrS. Propoleos donado por el Jardin Botanico de
Medellin, recolectado entre noviembre de 2014 y febrero de 2015 en la ciudad de Medellin
(Antioquia, Colombia; 6° 13’ 55" 098N, 75° 34’ 05" 752W, altitud 1.486 m.s.n.m.), en
colmenas de abejas sin aguijon de la especie nativa Tetragonisca angustula. En este
trabajo este propdleos se ha identificado como PrJB. Adicionalmente fueron utilizados
triglicérido céaprico/caprilico (CCT, Labrafac Lipophile WL 1349, obsequiado por
Gattefossé), aceite del arbol de té (TTO, Melaleuca alternifolia, Lipovol® Tea Tree,
obsequiado por Lipo® Colombia Ltda), aceite de ajonjoli calidad farmacéutica, poloxamer
188 (PLX, Kolliphor® P188, Basf; obsequiado por Handler Colombia), alcohol polivinilico
(PVA) 31-51 kDa y 87-89 % de hidrdlisis (Sigma-Aldrich), acetato de etilo (EtAc) (R.A.
Tedia®), n-hexano (R.A. J.T.Baker), metanol (R.A. J.T.Baker), etanol 96 % grado
farmacéutico (Chemi), cloroformo deuterado (99.8 % atomos de D, Aldrich), acido
sulfurico (R.A. Mallinckrodt), cloruro de aluminio 6-hidrato (R.A. Panreac), quercetina
dihidrato (USP Estandar de Referencia), nitrito de sodio (R.A. Merk), 2-aminoetil difenil
borinato (R.A. Sigma-Aldrich), PEG 4000 (R.A. Sigma - Aldrich), sulfato de sodio
anhidro (R.A. Carlo Erba), vainillina (R.A. Merck), anisaldehido (R.A. Carlo Erba),
Vivapur® MCG 591P (JRS Pharma), croscarmelosa sodica NF (Ac-Di-Sol®, FMC
Corporation). En todos los experimentos se utiliz6 agua destilada (destilador Boeco
WS8000).
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Para el desarrollo de la cromatografia en capa delgada (TLC, Thin Layer
Chromatography), se utilizaron como fase estacionaria cromatofolios TLC Silica Gel 60
Fas4 (Merck Millipore) y como reveladores, reactivo Godin [aspersion de vainillina (R.A.
Merck) etanolica al 1 %, acido sulfdrico (R.A. Mallinckrodt) etandlico al 10 %], reactivo
anisaldehido - &cido sulfarico [0.5 mL de anisaldehido (R.A. Carlos Erba), 10 mL de acido
acetico glacial (R.A. Mallinckrodt), 85 mL de metanol (R.A. J.T.Baker), 5 mL de &acido
sulfarico al 96 % (R.A. Mallinckrodt)] y reactivo de productos naturales — polietilenglicol
(NP-PEG) [mezcla de difenilboriloxietilamina (NP, Sigma-Aldrich) al 1 % en metanol y
polietilenglicol etandlico 4000 (PEG 4000, Sigma Aldrich) al 5 % en proporcién 5:4].

3.2 Equipos

Mufla Hotpack; estufa de secado Heraus Instruments; estufa de secado Jouan® IG150;
unidad de extraccion de solventes Velp Scientifica Ser 148; unidad de calentamiento
maltiple Tecnovetro®; balanza analitica PA214, Ohaus® sensibilidad 0.1 mg;
espectrofotometro Genesys® 10S UV-Vis; fusiometro Biichi SMP-20; horno microondas
Ethos One, Milestone; espectrometro de plasma de acoplamiento inductivo ICP Icap 7400,
Thermo Scientific®; homogenizador de alta velocidad Ultra-Turrax®T18 basic, Ika®;
plancha de agitacion Ika® C-Mag HS 7 lkamag®; rotavapor Heidolph Hei-VAP Precision®;
vortex LB Pro® MX-S; ultrasonido Elma® S15H, Elmasonic; Zetasizer Nano ZS,
Malvern®; microscopio electronico de barrido Tescan® Vega 3 SB; nevera Daewoo®:;
liofilizador Labconco®, Freeze drying/Shell Freeze drying; equipo para calorimetria
diferencial de barrido DSC 1 STAR® System — Mettler Toledo®; equipo para analisis
termogravimétrico TGA 1 STAR® System — Mettler Toledo®; viscosimetro Brookfield
DV-E®, modelo RVDVE; equipo para difraccion de rayos X X’PertPRO PANalytical®;
espectrofotometro de infrarrojo con transformada de Fourier IRAffinity-1 FTIR
Shimadzu®; equipo para resonancia magnética nuclear Bruker Advance 400%® vy
cromatografo de gases TRACE 1300 acoplado a espectrometro de masas de cuadrupolo
modelo ISQ QD Thermo Scientific®.
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3.3 Métodos

3.3.1 Control de calidad del propdleos empleado como material de

partida para la elaboracidn de particulas sélidas lipidicas

Teniendo en cuenta que en Colombia no se dispone de una normativa para el control de
calidad del propoleos, en el presente estudio se estructurd una ficha de control de calidad a
partir de las legislaciones argentina (SPRel y SAGPyA, 2008) y brasilera (CATEF, 2005;
MAPA, 2001), para establecer los valores de especificacion. A continuacién se describen

los procedimientos seguidos para cada una de las pruebas.

= Pérdida por calentamiento o secado

Se pesaron 3.0 g de propdleos en una cédpsula de porcelana o en una caja de Petri
(previamente llevada a la estufa a 135 °C durante 1 h, enfriada en desecador y pesada). El
conjunto se coloco en una estufa regulada (Heraus Instruments) a 135 °C + 2 °C durante 4
h, se retir6 y se ubic6 en un desecador hasta que alcanzo la temperatura ambiente. Se peso
hasta lograr peso constante (AOAC, 2012a).

El porcentaje de pérdida por calentamiento se calculd a traves de la siguiente expresion

(Ecuacion 3.1):

Cpms—Ci

% H = (l — ) x 100 Ecuacién 3.1

p
donde:
- % H: porcentaje de humedad o pérdida por calentamiento.
- Cwms: peso de la capsula con la muestra seca (g).

- Ci: peso inicial de la capsula tarada y vacia (g).

- Pp: peso de la muestra de propoleos (g).

Los resultados son reportados como el promedio de tres determinaciones independientes y

el intervalo de confianza (IC) del 95 %.
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= Cenizas

El proceso se realizd siguiendo el protocolo de la AOAC (2012b) con algunas
modificaciones. Asi, se pesaron alrededor de 3.0 g de muestra en un crisol de porcelana (el
cual previamente se llevé a 550 °C durante 1 h, se enfrid en desecador y se peso).
Posteriormente, se realizé la pre-calcinacion paulatina de la muestra en una plancha de
calentamiento, luego se introdujo dentro de la mufla (Hotpack) y se permitid su
calcinacién a 550 °C durante 12 h o el tiempo suficiente para obtener cenizas blancas. Se
retird el conjunto de la mufla, se colocd en un desecador hasta que alcanz6 temperatura

ambiente y se peso.
El célculo de las cenizas se realiz6 utilizando la Ecuacion 3.2:
% C = (%) *x 100 Ecuacion 3.2
P
donde:

- % C: porcentaje de cenizas.
- Cr: peso de la capsula de porcelana que contiene las cenizas (g).
- Ci: peso de la capsula de porcelana tarada y vacia (g).

- Pp: peso de la muestra de propdleos (g).

Los resultados son reportados como el promedio de tres determinaciones independientes y
el IC del 95 %.

= Ceras 0 extractables en n-hexano

Para cada réplica, se pesaron 2.0 g de propdleos y se acomodaron dentro de un papel filtro
0 un cartucho de celulosa seco, el que se introdujo dentro de un tubo Goldfish, que se
ensambld al cuerpo de un extractor de solventes. Paralelamente, balones redondos fondo
plano de 250 mL fueron tratados en una estufa (Heraus Instruments) a 80 °C durante 1 h,
tiempo al cabo del cual se enfriaron en desecador para su posterior pesaje. En cada bal6n
tarado de 250 mL se adicionaron aproximadamente 90 mL de n-hexano y se conecté al

extractor. El proceso de extraccion se inicié permitiendo la ebullicion del solvente y se
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mantuvieron las condiciones durante 6 h a una velocidad de 120 gotas a 150 gotas por
minuto. El remanente de la muestra se conservéd para la determinacion de compuestos
solubles en etanol y masa mecanica. Se procedio a recuperar Yy retirar el solvente. El balon
de 250 mL se llevo a estufa (Heraus Instruments) a 80 °C durante 1 h, tiempo al cabo del
cual se le permitié el enfriamiento en un desecador y se pesd. El proceso se repitio hasta

alcanzar peso constante (Bedascarrasbure et al., 2006).

El calculo de las ceras o extractables con n-hexano se realiz6 segun la Ecuacion 3.3:

Bf-Bi

% ExH = ( ) x 100 Ecuacion 3.3

p
donde:
- % ExH: porcentaje de extractables en n-hexano.
- Br: peso final del balon de 250 mL contiendo el material extractable en n-
hexano (g).
- Bi: peso inicial del balon de 250 mL (g).

- Pp: peso de la muestra de propdéleos (g).

Los resultados son reportados como el promedio de dos determinaciones independientes y
el IC del 95 %.

=  Compuestos solubles en etanol o porcentaje de extracto etandlico

La determinacion de resinas se realizd segun el procedimiento reportado por
Bedascarrasbure et al. (2006). En breve, la muestra remanente del proceso de extraccién
con n-hexano se coloco en el tubo Goldfish que se ensamblé al cuerpo del extractor de
solventes. Alrededor de 90 mL de etanol se colocaron en el balon de 250 mL del ensamble
del extractor. El proceso de extraccion permitié inicialmente la ebullicion del solvente y se
mantuvieron esas condiciones durante 6 h, a una velocidad aproximada de 120 gotas a 150

gotas de condensado por minuto.

Se considerd el final de la extraccion cuando el etanol que entra en contacto con la muestra

es incoloro. Como comprobacion adicional, una gota dicho alcohol se adicioné a una
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solucion de cloruro férrico. Si se producia un cambio de color de amarillento a verdoso, se
considera evidencia de la presencia de sustancias fendlicas y por ende, se continuaba con
el proceso de extraccion.

Una vez se finaliz6 la extraccion, la solucion extraida se transfirié cuantitativamente a un
balon aforado de 100 mL y se llevd a volumen con etanol. De dicha solucion se tomé una
alicuota de 50 mL, a partir de la cual se destil6 completamente el etanol en un bafio maria
a 80 °C y luego se seco a la misma temperatura en una estufa (Heraus Instruments) para
evaporar los restos del solvente. Se permitio el enfriamiento de la muestra en desecador y

se repitio el procedimiento de secado a 80 °C hasta obtener peso constante.

Los 50 mL restantes se almacenaron en un recipiente ambar con capacidad para 100 mL.
Como el analisis se realiz6 por duplicado, los 50 mL de la otra réplica se reunieron en el
recipiente anterior, para obtener asi 100 mL de extractos que se reservan para otras

determinaciones.

La estimacion de los componentes solubles en etanol se realizd segun la Ecuacion 3.4:

% ExEtOH = [(M) + 100 * V_R] Ecuacion 3.4
P, Vi1
donde:
- Bry: peso del balon con el residuo seco soluble en etanol (g).
- Bri: peso del baldn vacio (g).
- Pp: peso de propoleos (g).
- Vr: volumen al cual se diluyo el extracto etandlico total (mL).

-VRr1: volumen de la alicuota tomada para evaporar y realizar el calculo (mL).

Los resultados se reportan como el promedio de dos determinaciones independientes vy el
IC del 95 %.
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= Residuo soluble en metanol (residuo seco)

Segln el procedimiento reportado por Funari y Ferro (2006), primero se obtuvieron los
extractos por el método Soxhlet a partir de 10 g de muestra de propoleos, que se
acondicionaron en un cartucho preparado con papel filtro. Aproximadamente 150 mL de
metanol fueron agregados al balon redondo fondo plano destinado al solvente. El reflujo se
mantuvo durante 8 h. El extraido se vertid en una probeta, haciendo lavados con metanol
del interior del balon utilizado. Se determino el volumen final del extraido y éste se guardd

en un recipiente &mbar.

El extracto metandlico se llevé a la nevera durante 24 h y al congelador por media hora; se
filtro al vacio en un embudo Blichner provisto de un papel filtro cualitativo Boeco No. 3
previamente seco y pesado. La cera depositada en el papel se lavé con metanol hasta su
clarificacion y se dejé en la campana de extraccion hasta que se perdid el exceso de
solvente. Posteriormente el conjunto papel-cera se llevo a la estufa precalentada a 105 °C
(Heraus Instruments) por 2 h, transcurrido este tiempo se dejo enfriar hasta temperatura
ambiente en desecador y se peso. Este es un método alternativo para la determinacion de
ceras. Sin embargo, difiere en resultados de los métodos tradicionales de extracciéon de

ceras con solventes organicos tales como n-hexano.

Paralelamente, se midio el volumen del extracto metanolico libre de ceras y se guardd en
un recipiente protegido de la luz y en refrigeracion. Una alicuota de 5 mL de dicho
extracto se transfirid a un crisol (previamente seco a 105 °C por 2 h, enfriado en desecador
y pesado). El conjunto se secé en estufa a 105 °C durante 2 h, se permitié su enfriamiento

en desecador y se pesd. El procedimiento se repitié hasta alcanzar peso constante.

El residuo soluble en metanol se calculé segln la ecuacion 3.5, teniendo en cuenta que esta
dado por la razon entre la masa depositada en el crisol y la masa inicial del propoleos bruto

extraido, correspondiente a la alicuota de 5 mL tomada del extracto libre de ceras.

*P

p

% RsM = [M] * 100 Ecuacion 3.5
donde:

= 0p RsM: residuo seco soluble en metanol.
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= Cr: peso final del crisol contiendo el residuo seco soluble en metanol (g).
= Ci: peso inicial del crisol (g).
=  Vic: Volumen de extracto metandlico libre de ceras (mL).

= Pp: peso de la muestra de propoleos (g).

5: correspondiente a la alicuota de 5 mL tomada para el ensayo.

Los resultados se reportan como el promedio de seis determinaciones independientes vy el
IC del 95 %.

= Masa mecanica y/o cuerpos extrafios

Una cantidad exactamente pesada de 2.0 gramos de propdleos se coloc6 en un dedal de
papel filtro cualitativo Boeco No. 3, previamente seco y pesado, y se introdujo en el tubo
Goldfish que se ensambla en el montaje extractor (Figura 3.2). En el baldn de 250 mL del
equipo se adicionaron entre 90 mL y 120 mL de n-hexano y se inici6 el proceso de
extraccion tal como se ha mencionado previamente, permitiendo el reflujo durante 3 h. El
residuo obtenido permanecid dentro del tubo Goldfish y se extrajo de la misma forma con
90 mL a 120 mL de etanol al 96 %, conservando el reflujo durante 3 h. Por Gltimo, el dedal
de papel filtro se secO en estufa (Heraus Instruments) a 80 °C durante 1 h, se enfrio en
desecador y se llevd hasta peso constante. Del mismo modo, es posible la determinacion
de las impurezas mecanicas con el material remanente de muestra al que se le extrajeron
previamente las ceras con n-hexano y luego las resinas con etanol (Bedascarrasbure et al.,

2006). El porcentaje de impurezas mecanicas fue calculado segun la Ecuacién 3.6:

% IM = (Pf_pi) ¥ 100 Ecuacion 3.6

Pp
donde:
= 0 IM: porcentaje de impurezas mecanicas.
» Py peso final del dedal de papel filtro seco contiendo las impurezas mecanicas
(9)-
= Pj: peso inicial del dedal de papel filtro (g).

= Pp: peso de la muestra de propdleos (g).
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Los resultados se reportan como el promedio de dos determinaciones independientes y el
IC del 95 %.

» [ndice de oxidacién

Para este ensayo, 0.2 g de muestra de propoleos triturado se dispusieron en un erlenmeyer
de 125 mL y se le afiadieron 5 mL de etanol al 96 %, dejando en reposo durante 1 h.
Pasado este tiempo se agregaron 100 mL de agua destilada, se agitdé manualmente y se
filtr6 a través de papel de filtro cualitativo Boeco No. 3. En un tubo de ensayo se
colocaron 2 mL del filtrado, se adiciondé 1 mL de &cido sulfurico al 20 % y se agitd en
vortex durante 1 min. Luego se adiciond una gota de permanganato de potasio (KMnOs)
0.1 N sobre la solucién acidulada de propoéleos e inmediatamente se cronometro el tiempo
en que esta se decolora (Bedascarrasbure et al., 2006). Como resultado se reporta el

promedio de seis determinaciones independientes y el I1C del 95 %.

= Compuestos fenolicos

La determinacion de fenoles totales se realizd siguiendo el método Folin-Ciocalteau
(Kumazawa et al., 2004; Singleton y Rossi, 1965; Slinkard y Singleton, 1977). Para el
procesamiento de la muestra, en un vaso de 100 mL se colocaron 0.5 g de prop6leos
macerado, se adicionaron 15 mL de etanol al 96 % y se agité con una barra magnética a
velocidad media (500 rpm) durante 30 min. Dicha mezcla se protegio de la luz y se
almacen0 a temperatura ambiente durante 24 h. El extracto obtenido se filtrg, se transfirid
cuantitativamente a un balon aforado de 50 mL y la solucién resultante se guard6 en

congelacion a —20 °C hasta su analisis.

La lectura de los fenoles totales se realizo sobre 500 uL del extracto de la muestra, que se
colocaron en un balon aforado de 50 mL, se les adicion6 500 pL de reactivo Folin-
Ciocalteu y se agit6 manualmente. Pasados 2 min se agregaron 2 mL de una solucion de
carbonato de sodio al 10 % y se afor6 con agua destilada. El balén se guardd por 2 h en la
oscuridad y a temperatura ambiente. La medicion espectrofotométrica (espectrofotometro
Genesys) se realizo a una absorbancia de 765 nm, empleando agua destilada como blanco.
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Este ensayo requirio una curva de calibracion para el reactivo Folin-Ciocalteu. Para tal fin,
se pesaron con exactitud 50 mg de &cido galico, los que se disolvieron cuantitativamente
en 25 mL de etanol al 96 % (solucion madre de &cido galico). A partir de dicha solucion
stock, se prepararon nuevas soluciones cuyas concentraciones variaron desde 0.02 mg/mL
hasta 1.0 mg/mL y para cada una de ellas se determind la cantidad de fenoles totales

empleando el mismo procedimiento previamente indicado para los extractos.

Para el calculo de los mg de acido galico por gramo de muestra se emple6 la Ecuacion 3.7:

mg Acido Galico _ mg de acido galico N Vg (mL) « FD Ecuacion 3.7

g de muestra mL P, (g)

donde:
= mg de &cido gélico/mL: Este dato se obtiene luego de interpolar la
absorbancia de la muestra en la curva de calibracion.
= VEe: volumen de extracto (mL).
= FD: factor de dilucion.

= Pp: peso de propéleos (g).

Los resultados se expresan como el promedio de nueve determinaciones independientes

(tres para cada extracto) y el IC del 95 %.

= Actividad antioxidante por el método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

En este ensayo se siguié la metodologia sugerida por Ahm et al. (2007) con algunas
modificaciones. Para la preparacion del extracto etanolico se pesaron 0.5 g de propoleos y
se procedi6 tal como se describio para cuantificacion de compuestos fendlicos. EI material
macerado se dejo en contacto con 15 mL de etanol al 96 % durante 24 h. Dicho extracto se
filtro por papel cualitativo Boeco No. 3, se diluyo cuantitativamente a 50 mL y se
almacend en congelacion a —20 °C hasta su analisis. En cubetas desechables de paso
reducido se colocd 1 mL de solucidn de trabajo del radical ABTS™ (a reaccionar) y se ley6
su absorbancia a 734 nm, utilizando etanol como blanco. Inmediatamente se adicionaron

10 pL del extracto etandlico del propdleos, se agitod y se midié nuevamente la absorbancia
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después de 6 min. Se tom6 como resultado la diferencia de absorbancia entre el tiempo

inicial (minuto cero) y transcurridos los 6 min.

Los resultados se compararon frente a la curva de calibracion de Trolox (&cido 6-hidroxi-
2,5,7,8- tetrametilcroman-2-carboxilico). Para ello se pesaron 25 mg de Trolox y se
diluyeron cuantitativamente a 10 mL con etanol al 96 %. A partir de dicha solucion madre,
se prepararon soluciones desde 0.2 mM hasta 2.0 mM, que se leyeron
espectrofotométricamente, tal como se indicd para los extractos etanolicos de propoleos.
Los resultados fueron expresados en mM de Trolox/g de propéleos empleando la Ecuacién
3.8:

mmol Trolox 1L Vg (mL)
—————— = mM Trolox = * *
g propoleos 1000 mL Py (g)

FD Ecuacion 3.8

donde:
= mM Trolox: interpolado en la curva de calibracion.
= VEe: volumen de extracto etandlico de propoleos (mL).
= FD: factor de dilucion.

= Pp: peso de propoleos (g).

Los resultados se reportan como el promedio de nueve determinaciones independientes

(tres para cada extracto) y el IC del 95 %.

=  Flavonoides

Para la realizaciéon de esta prueba se empled el procedimiento reportado por Woisky y
Salatino (1998) y Bedascarrasbure et al. (2006), con algunas modificaciones. Del extracto
obtenido para determinar los compuestos solubles en etanol, se tomé una alicuota de 1 mL,
se agregaron 0.5 mL de tricloruro de aluminio (AICI3) al 5 % y se afor6 a 10 mL con
metanol. El blanco se prepar6 de forma similar, reemplazando la alicuota de la muestra por
1 mL de etanol al 96 %. Las soluciones permanecieron en la oscuridad durante 30 min y se
determind la absorbancia a 425 nm. El resultado se interpol6 en una curva de calibracion
elaborada con quercetina dihidrato, a partir de una solucion madre de 1 mg/mL. Para el
calculo de los flavonoides totales se utilizé la ecuacion 3.9:
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mg eq. de quercetina V v 1 i4
0Ft = 29  LF L VE Ecuacion 3.9

—_— o —

mL Va Pp 10

donde:

= 9%Ft: porcentaje de flavonoides en la muestra de propoleos.

» mg eq de quercetina/mL: valor interpolado en la curva de calibracion.
= Ve volumen final al que se llevo la alicuota del extracto (mL).

= Va: volumen de la alicuota de extracto (mL).

= VE: volumen de extracto (mL).

= Pp: peso de propoleos (g).

Los resultados se reportan como el promedio de nueve determinaciones independientes

(tres para cada extracto) y el IC del 95 %.

= Espectroscopia de absorcién ultravioleta (UV)

A partir del extracto obtenido para la determinacién de compuestos solubles en etanol, se
realizd una dilucion de 1 a 1000 con alcohol etilico y se leyd a 290 nm (longitud de onda
donde muchos tipos de propoleos absorben). Si la absorbancia es elevada, esto es 0.5 - 0.8
unidades de absorbancia, se hace un barrido en la region comprendida entre 240 nm y 420
nm. Si el valor de absorbancia es mas alto 0 mas bajo del indicado, se cambia la dilucién y
se realiza el barrido correspondiente. Se considera que los compuestos fendlicos estan
presentes si existen maximos de absorcion entre 270 nm y 315 nm (Bedascarrasbure et al.,
2006).

= Rango de fusion

El rango de fusion es una constante fisica comdn para establecer la pureza de materiales
solidos. Para su determinacion en las muestras de propdleos, se emple6 un fusiémetro
(Biichi SMP-20) provisto de un termémetro y de un tubo capilar en el que se coloca la

muestra; ambos fueron calentados en un bafio de silicona. Se registré la temperatura de
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inicio y de finalizacion de la fusion (Chaillou et al., 2004). Se report6 el resultado como el

promedio de cinco medidas independientes, mas 0 menos el IC del 95 %.

=  Plomo

Se empled el Método Il de la USP 38 para la deteccidn de plomo a través de ensayo limite,
utilizando una cantidad de muestra correspondiente a 10 g, la que se calculé por la

Ecuacién 3.10:
2.0

PF‘ - 1000 Ecuacion 3.10

donde:

- Pp: peso de propoleos (g) para ejecutar la prueba.

- L: limite de metales pesados expresado como porcentaje, i.e., 2x10* % (2 ppm).

La muestra de propdleos pesada se transfirié a un crisol y, en campana de extraccion, se
adicion6 suficiente acido sulfarico para humedecerla e incinerarla lentamente a baja
temperatura, hasta que se carbonizé por completo. Luego se agregaron 2 mL de acido
nitrico y 5 gotas de acido sulfurico a la masa carbonizada, se calenté con un mechero
Bunsen hasta que ceso la produccion de humos blancos. La incineracion a 500 °C - 600 °C
se llevé a cabo en mufla, hasta que no quedaron restos de materia organica (carbén). Se
permitié el enfriamiento a temperatura ambiente y se adicionaron 4 mL de &cido
clorhidrico 6 N, se cubrio el crisol y se digirié en un bafio de vapor durante 15 min; se
removid la tapa y se dej6 evaporar hasta sequedad. El residuo se humedeci6 con una gota
de &cido clorhidrico, se agregaron 10 mL de agua caliente y nuevamente se dejo en
digestion durante 2 min. Posteriormente se adicion6 gota a gota hidroxido de amonio 6 N
hasta que la solucion fue alcalina al papel tornasol. Dicha solucién fue diluida a 25 mL con
agua, se ajustd a un pH entre 3 y 4 con acido acético 1 N, se filtrd a través de papel
cualitativo Boeco No. 3 y se transfirid cuantitativamente con agua destilada a un tubo de
comparacion de color hasta 40 mL. A la solucion anterior se agregaron 2 mL de solucion
amortiguadora de acetato pH 3.5 y 1.2 mL de tioacetamida-glicerina basica SR (Solucion
reactivo). Se diluy6 con agua hasta 50 mL. La muestra se dejé en reposo durante 2 min y

se compard contra el estandar.
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Preparacion de la solucidn estandar: se prepar6 una “Solucion madre de nitrato de plomo”,
disolviendo 159.8 mg de nitrato de plomo en 100 mL de agua a la que se le habra
adicionado 1 mL de &cido nitrico. Dicha solucion se completd cuantitativamente con agua
hasta 1 L. El dia del ensayo se prepard la “Solucion estandar de plomo”, diluyendo 10 mL
de la “Solucion madre de nitrato de plomo” hasta 100 mL; para lograr una concentracion
de 10 pg de plomo/mL de solucion. De esta ultima, se tomaron 2 mL (20 pg de plomo), se
vertieron en un tubo de comparacién de color de 50 mL, se adicioné agua hasta
aproximadamente 25 mL y se ajusté a un pH entre 3.0 y 4.0 con acido acético 1 N o
hidroxido de amonio 6 N. Se procedi6 de manera analoga a la muestra, llevando el
estandar hasta 40 mL; se adicionaron 2 mL de solucion amortiguadora de acetato pH 3.5,
1.2 mL de tioacetamida-glicerina bésica SR y se diluy6 hasta 50 mL. Luego de 2 min se
compard el estandar frente a la solucion de la muestra. El resultado buscado es que el
color de la solucién de la muestra de propoleos no sea mas oscuro que el de la solucion del

estandar.

= Arsénico

A través de un tercero contratado (Tecnimicro Laboratorio de Analisis S.A.S.) se
obtuvieron los analisis correspondientes por Plasma de Acoplamiento Inductivo con
Espectrometria de Emision Optica (ICP-OES), usando para ello el método modificado
“Standard Methods”, 3120 A, B. Inductively Coupled Plasma (ICP)” (Rice et al., 2012).
Para la evaluacion de la muestra se realizé primero el tratamiento de 0.5 g de muestra con
digestion acida por horno microondas (equipo Ethos One del fabricante Milestone),

llevando a un volumen final de 10 mL.

Posteriormente se realizd el analisis cuantitativo en el espectrometro de ICP Icap 7400
(Thermo Scientific). La fuente de plasma consistié en una corriente de flujo de gas argén
ionizado por un campo de radiofrecuencia. Este campo fue inductivamente acoplado al gas
ionizado, por una bobina enfriada con agua que rodea una “antorcha” de cuarzo. La
muestra se nebulizé en una camara utilizando gas argon y se transporté hacia el plasma
donde ocurrieron los fendmenos de atomizacion, ionizacion, excitacion y decaimiento a

temperaturas cercanas a 9000 K. En estas condiciones se logro la emision atomica de
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manera eficiente. Asi, con la ionizacion de un alto porcentaje de atomos, se produjo un
espectro de emision ionica que viajo por el sistema Optico tipo policromador Echelle y
llegd a un detector en estado solido CID (Charge Injection Device) que tomd una

fotografia digital del espectro idnico en donde se resolvieron las lineas espectrales.

Las sefiales de las longitudes de onda del espectro de emision y la curva de calibracion se
monitorearon con el software QTEGRA del Icap 7400. La longitud de onda de analisis
para el arsénico es 189.042 nm y se utilizaron procedimientos de control de calidad que
aseguraron los resultados de cada corrida. Asi, para ello se verific el efecto memoria, se
emplearon blancos del proceso para evaluar posibles contaminantes y se utilizaron

estandares de verificacion de calibracion continua.

3.3.2 Extraccion del material lipidico del propoleos

En la presente tesis se investigd una estrategia para la extraccion del material lipidico
presente en el propoleos, ensayando los métodos Soxhlet, Goldfish y Randall. Para los dos
primeros se emple6 como disolvente n-hexano, mientras que para la extraccion por el
método Randall se usé n-hexano y acetato de etilo. En la Tabla 3.1 se ejemplifican las
principales condiciones para los métodos evaluados, esto es, duracién del ensayo y

cantidad de muestra requerida.

Tabla 3.1 Métodos de extraccién evaluados.

Cantidad de material de  Duracién de la extracciéon

Meétodo Tipo de extraccion partida (g) ()
Soxhlet Semi-continua 2-3 4
Goldfish Continua 2 4
Randall Continua acelerada 3 18

por inmersion

= Método Soxhlet: se basa en una extraccion semi-continua. Asi, el solvente se acumula
en la camara de extraccion de 5 a 10 min, impregnando la muestra, para luego hacer un
sifon y regresar al matraz de ebullicion. En general, se recomienda secar la muestra

antes de realizar la extraccion de la materia grasa; haciendo imperativa la remocion de
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humedad si la muestra contiene méas del 10 % de agua (Min y Ellefson, 2010). En la
Figura 3.1 se presenta el montaje usado para la extraccion de los componentes del
propoleos, donde se identifica el condensador, el tubo Soxhlet, el dedal, la muestra, el

brazo del sifén, el matraz de ebullicion, el solvente y la placa calefactora.

Figura 3.1 Montaje del método Soxhlet (adaptado de Min y Ellefson 2010).

—)

—

—

(—

—

Condensador = p=—=3
——

—

——

~J
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Brazo del sifén =— | Muestra

—— Matraz de ebullicién

Solvente =— u

Placa calefactora

Inicialmente, el balén de fondo plano se dej6 en una estufa (Heraus Instruments) a una
temperatura de 105 °C durante 1 h, después de lo cual se trasladé a un desecador y se
pes6 al alcanzar temperatura ambiente. En el matraz se adicioné una cantidad
suficiente de disolvente para realizar tres sifones. Asi mismo, se pesaron de 2.0 g a 3.0
g de propdleos en un dedal de extraccion pre-secado (que permite el flujo rapido de
solvente) y se ubico dentro del tubo Soxhlet. Se ensamblé el matraz de fondo plano
(con el solvente), el tubo Soxhlet (con el dedal) y el condensador (ANVISA, 2010;
Min y Ellefson, 2010).

La extraccion se realizo en el extractor Soxhlet a una velocidad de cinco a seis gotas
por segundo durante 4 h. Al terminar la extraccion, se secé el matraz de fondo plano en
una estufa de aire caliente a 105 °C durante 1 h, se enfrid en el desecador y se pesé
(ANVISA, 2010; Min y Ellefson, 2010).
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= Método Goldfish: corresponde a una extraccion de forma continua (Figura 3.2), donde
el solvente que esta en el matraz entra en ebullicion, se volatiliza, se condensa y fluye
a traves de la muestra que esta dentro del dedal. El contenido lipidico de la muestra se
extrajo de forma andloga a la previamente descrita en el método Soxhlet. La
extraccion se llevd a cabo durante 4 h a una velocidad de condensacion de cinco a seis
gotas por min (Min y Ellefson, 2010).

Figura 3.2 Montaje del método Goldfish (adaptado a partir de la imagen que aparece en Miny
Ellefson 2010).

Condensador ——|

—
T

Tubo Goldfish =

— Dedal

X X X

XX Muestra

Matraz de ebullicion
Solvente i
“ Placa calefactora

La eficiencia de la extraccion se cuantificé a través de la Ecuacion 3.11:

Bf—-B;
% Ex = (’f—) * 100 Ecuacion 3.11

Pp

donde:
- % EX: porcentaje de extraccion.
- Bt peso final del balon de 250 mL contiendo el material extractable (g).
- Bi: peso inicial del balon de 250 mL (g).

- Pp: peso de la muestra de propdleos (g).

Los resultados se reportan como el promedio de dos determinaciones independientes y
el IC del 95 %.
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Método Randall: para la extraccion del material lipidico del propdleos por este método,
se utilizd la Unidad Extractora de Solventes Velp Scientifica SER 148 (la
representacion esquematica se presenta en la Figura 3.3), programando la temperatura
para la placa de calentamiento a 130 °C para n-hexano y de 190 °C para acetato de
etilo. El tiempo de inmersion programado fue 60 min, el de lavado fue de 50 min y el

de recuperacion de 10 min.

Figura 3.3 Representacion esquematica del equipo utilizado para el método Randall.

Controlador
]- de la posicién
del dedal

LI L L
o

Dedal !ll }li | Vaso de
Muestra — u H U extraccion
IV n b * - . . - ". .
Solvente — . . Placa calefactora

La eficiencia de la extraccioén se cuantifico a través de la Ecuacion 3.12:

% Ex = (%) « 100 Ecuacién 3.12
P

donde:
- % Ex: porcentaje de extraccion.
- V. peso final del vaso de extraccion de 150 mL contiendo el material
extractable (Q).
- Vi: peso inicial del vaso de extraccion de 150 mL (Q).

- Pp: peso de la muestra de propoleos (g).

Los resultados se presentan como el promedio de dos determinaciones independientes y

el IC del 95 %.
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Las muestras extraidas fueron codificadas a través de una abreviatura que esta
compuesta por tres elementos: el tipo de propoleos (PrS o PJB), el solvente con el que
se hizo la extraccion [n-hexano (H) o acetato de etilo (EtAc)] y una letra final que
indica el método de extraccion empleado, para este caso, corresponde a una letra “R”
(método Randall). Considerando lo anterior, la Tabla 3.2 resume la codificacion del

material lipidico extraido y su significado.

Tabla 3.2 Codificacién utilizada para el material extraido por el método Randall.

Abreviatura Significado

Material extraido de PrJB, usando EtAcy
el método Randall
Material extraido de PrJB, usando n-

PrJB_EtAc_R

PIBAR hexano y el método Randall
PrS EtAc R Material extraido de PrS, usando EtAcy
I el método Randall
Prs_H R Material extraido de PrS, usando n-

hexano y el método Randall

3.3.3 Caracterizacion del material extraido del propéleos

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de la tesis busca una aproximacién a la
caracterizacion, identificacién y estudio de los principales grupos funcionales presentes en
el material extraido del propoleos, se recurrio a técnicas de analisis tales como
cromatografia en capa delgada (TLC), calorimetria diferencial de barrido, espectroscopia
infrarrojo, difraccion de rayos X, resonancia magnética nuclear y cromatografia de gases
acoplada a masas. EI material caracterizado fue el obtenido por el método de extraccion de
Randall.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC 1 STAR® System — Mettler Toledo) se realizd
bajo atmosfera inerte (flujo de nitrégeno: 50 mL/min), usando crisoles de aluminio de 40
uL sin pin y sin agujero en la tapa. El método utilizado consistié en un segmento inicial
isotérmico de —20 °C durante 2 min, seguido por el aumento de la temperatura de —20 °C a
80 °C a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min, manteniendo un segmento isotérmico
de 80 °C durante 2 min y terminando con un ciclo de enfriamiento de 80 °C a —20 °C a una

velocidad de 5 °C/minuto.
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La espectroscopia de infrarrojo (IR, IRAffinity-1 FT-IR Shimadzu) se realizd preparando
tabletas de bromuro de potasio (KBr). Para cada muestra se ejecutaron 45 escaneos, con
una resolucion de 4 cm™ y un barrido desde 400 cm™1 hasta 4000 cm™.

La cristalinidad del material extraido del propoleos se evalu6 a través de difraccion de
rayos X (XRD, X’PertPRO PANalytical). Se usé como fuente de radiacion CuK, y las
muestras fueron escaneadas de 10 °© a 80 ° 26, con una velocidad angular de escaneo de
2°0/min, un tamafio de paso de 0.026 °, a un voltaje de operacion de 45 kV y una corriente
de 40 mA.

Para los analisis de las muestras por resonancia magnética nuclear protonica (*H NMR,
Nuclear Magnetic Resonance) se utilizo el equipo Bruker Advance 400. Se realizaron las
pruebas de correlacion bidimensional *C y 'H a un enlace HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence) y a larga distancia HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Coherence) para el material extraido del propoleos en EtAc por el método Randall. Para la
preparacion de las muestras se pesaron aproximadamente 20 mg de extracto seco, que

fueron disueltos en cloroformo deuterado y transferidos a un tubo NMR.

La cromatografia de gases acoplada a masas (GC/MS, Gas Chromatography—Mass
Spectrometry) se llevd a cabo en un cromatégrafo de gases TRACE 1300 acoplado a
espectrometro de masas de cuadrupolo simple ISQ QD Thermo Scientific, con un
automuestrador automético Al 1310 Thermo Scientific. Se emple6 una columna R—1 de 30
cm, 0.25 mm ID y una pelicula de grosor 0.25 pm. La temperatura de inyeccion fue 210
°C y la cantidad de muestra inyectada fue 1 pL. Se usé un split 1:20. El programa de
temperatura para el horno fue: 50 °C sostenidos durante 0.2 min, una rampa de 10 °C/min
hasta 300 °C, donde se mantuvo por 1 min; el programa termin6 a los 26.2 min. El gas
cargador (He) tuvo una velocidad de flujo constante de 1.5 mL/min. La temperatura de la
linea de transferencia fue de 310 °C. La temperatura de fuente ionica MS se establecié en
230 °C. El modo de ionizacion fue por impacto electronico. El rango de escaneo se fijé
entre 50 - 600 m/z, con un tiempo de escaneo de 0.2 seg, para un tiempo total de 3.0 min.

Se pesaron 15 mg de muestra y se disolvieron en EtAc. El software utilizado fue
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Chromeleon™ 7.2 y para cotejar los resultados se uso la informacion de la base de datos
NIST MSMS2.

3.3.4 Preparacion de las particulas lipidicas

De acuerdo con las investigaciones desarrolladas previamente en el Grupo de
Investigacion en Disefio y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos, se realizo la
preparacion de las particulas lipidicas utilizando una modificacion al método de
emulsificacion-difusion propuesto por Quintanar-Guerrero et al. (2005). Para tal fin,
inicialmente se saturaron mutuamente el solvente organico (acetato de etilo) y el agua,
durante minimo 30 min, para alcanzar el equilibrio termodindmico entre ambos liquidos.
Como lo exige el método, se prepararon dos soluciones (fases), una organica y la otra
acuosa. Para la fase organica se pesaron alrededor de 100 mg del material extraido del
propbleos por el método Randall (extraccidn realizada con EtAc o con n-hexano) y se
dispersaron en 10 mL del solvente organico saturado previamente en agua (1ka® C-Mag
HS 7; 500 rpm, temperatura ambiente). Dicha dispersion se filtré a través de papel de filtro
Whatman No. 3. La fase acuosa consistié en una solucién del agente estabilizante en 40
mL de agua saturada con EtAc. La fase organica se adicion6 a la fase acuosa y se
emulsificd a elevada fuerza de corte (Ultra-Turrax® T18 IKA®; 11200 rpm, 5 min). La
emulsion obtenida se adicion6 rapidamente bajo agitacion (Ika® C-Mag HS 7, 500 rpm), a
250 mL de agua destilada. Las particulas lipidicas se formaron inmediatamente, gracias a
la difusion del solvente desde la fase organica hacia la fase acuosa. Finalmente, el EtAc y
parte del agua fueron retirados por evaporacion a presion reducida (Heidolph Hei-VAP
Precision, 130 rpm, 40 °C) hasta un volumen final de 80 mL.

Las condiciones mas adecuadas para lograr el menor tamafio de particula, la menor
polidispersidad y el mayor porcentaje de area de la sefial principal (relacionada con la
obtencion de distribuciones de tamafo de particula monomodales), fueron establecidas a
partir de un disefio estadistico experimental del tipo Plackett-Burman de 12 experimentos
(Anexo 1); en donde se investigaron los efectos a dos niveles del agente estabilizante

(PVA o PLX), de otros lipidos adicionados (CCT o aceite de ajonjoli), y del tiempo y de la
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velocidad de emulsificacion (Tabla 3.3). Los resultados del disefio fueron procesados

empleando el software Statgraphics Centurion V17.1.02.

Tabla 3.3 Factores evaluados en el disefio experimental Plackett-Burman.

Factor _ vael Nivel
inferior (-1)  superior (+1)
PVA 25% 5.0%
PLX 25% 5.0%
CCT 0mg 10 mg
Aceite de ajonjoli 0 mg 10 mg
Tiempo de emulsificacion 5 min 10 min

Velocidad de emulsificacion 11200 rpm 15600 rpm

Las particulas lipidicas obtenidas, luego de determinar la formulacion mas adecuada segin
el disefio estadistico experimental, fueron codificadas de forma analoga a como se explicd
para el material extraido del propdleos por el método Randall (Tabla 3.2). En sintesis, la
abreviatura esta compuesta por tres elementos: el tipo de propoleos de partida (PrS o PJB),
el solvente con el que se hizo la extraccion del material proveniente del propoleos [n-
hexano (H) o acetato de etilo (EtAc)], y la sigla NLC (transportadores lipidicos
nanoestructurados). Asi por ejemplo, si en el documento aparece la abreviatura
PriJB_EtAc_NLC, se refiere a los NLC preparados a partir de PrJB_EtAc R, i.e., el
material lipidico extraido por el método Randall de PrJB usando EtAc.

= Caracterizacion de las particulas lipidicas

Las particulas lipidicas obtenidas aplicando la formulacion deducida del disefio estadistico
experimental de Plackett-Burman fueron caracterizadas respecto a su tamaiio e indice de
polidispersidad (PDI) por el método de dispersion de luz dinamica (Zetasizer Nano ZS,
Malvern®) y con relacion a su potencial zeta mediante velocimetria laser Doppler

utilizando el mismo equipo.

Asi, para la determinacion del tamafio de particula e indice polidispersidad se tomo la

suspension acuosa diluida de particulas y se program6 el equipo (Zetasizer Nano ZS,
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Malvern®) para hacer cinco mediciones por muestra y cinco corridas por medicion, con
una duracion de 10 seg por corrida a una temperatura de 25 °C y un angulo de 173°. Para la
medicion del potencial zeta, se prepard una dispersion diluida de particulas en cloruro de
sodio 1 mM. Se realizaron cinco mediciones por muestra y diez corridas por medicion, con

una duracion de 10 segundos por corrida, a una temperatura de 25 °C.

En adicion, a las dispersiones de particulas lipidicas a base del material extraido con EtAc
del propoleos (i.e. las dispersiones PrS_EtAc_NLC y PrJB_EtAc_NLC), se les evaluo la
estabilidad durante 45 dias, haciendo lecturas de tamafio de particula y potencial zeta con
intervalos de 15 d £ 1 d. Las muestras se almacenaron en envases de vidrio transparentes a
temperatura ambiente de 18 °C £ 3°C y en la estufa a 40 °C £ 1 °C (Jouan 1G150).

Adicionalmente, a través de una metodologia modificada a partir del trabajo de
Avgoustakis et al. (2003), se evalto la estabilidad coloidal de las particulas lipidicas
PrJB_EtAc_NLC frente a la presencia de electrolitos. Para este ensayo de agregacion
inducida con sulfato de sodio, se tomaron 250 pL de dispersion de particulas y se
adicionaron sobre 2.5 mL de soluciones de sulfato de sodio de concentraciones diferentes
desde 0 M a 1 M, incubadas a 37 °C + 1 °C en un bafio maria bajo agitacion constante (100
rpm; plancha de calentamiento Ika® C-Mag HS, 2102). Transcurridos 10 minutos se
determind visualmente la concentracion critica de coagulacion, i.e., aquella concentracion

de Na2SO4 que induce la agregacion de las particulas y hace imposible su redispersion.

Finalmente, las particulas preparadas fueron observadas a través de microscopia
electronica de barrido (SEM, Tescan Vega 3), para lo cual se recubrié con oro el

liofilizado correspondiente a las particulas PrJB_EtAc_NLC.

= Aproximacion a la composicion quimica de las particulas lipidicas

Complementando la evaluacion realizada sobre el material de partida, se busco la
aproximacion a la identificacion y estudio de los principales grupos funcionales de las
particulas lipidicas (PrS_EtAc_NLC, PrS_ H _NLC, PrJB_EtAc_NLC, PrJB_ H NLC) y se

evaluaron sus caracteristicas cristalinas empleando las mismas técnicas de analisis
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descritas para el material extraido del propdleos, i.e., cromatografia en capa delgada,
espectroscopia infrarrojo, calorimetria diferencial de barrido, difraccion de rayos X y

resonancia magnética nuclear.

Las muestras evaluadas para la caracterizacion fueron aquellas a las que se les elimind el
solvente de las dispersiones de las particulas lipidicas por secado (40 °C; 72 h; estufa
Jouan 1G150) o por liofilizacion. En este ultimo caso, se retir0 el disolvente EtAc a través
de destilacion a presion reducida (Heidolph Hei-VAP Precision, 130 rpm, 40 °C), se
dispuso en frascos de vidrio la dispersién resultante y se llevo a congelacion (nevera
Daewoo). Las muestras congeladas se liofilizaron durante minimo 48 h (Labconco, Freeze

drying/Shell Freeze drying).

Igualmente se investigd la influencia del CCT cuando se emplea en la preparacion de las
particulas lipidicas a base del material lipidico extraido del propoleos. Con este fin se
disolvié el material de partida en EtAc, se filtr6 (Whatman No. 3), se adicionaron 10 mg
de CCT vy se llevo a sequedad a 40 °C. Dicho material se corrié por DSC con la misma

técnica descrita para el material extraido del propdleos.

Para los andlisis de las muestras por *H NMR se pesaron 20 mg del liofilizado de
particulas lipidicas (PrS_EtAc_NLC, PrJB_EtAc_NLC), se dispersaron en cloroformo

deuterado y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo NMR.

= Evaluacidn de la citotoxicidad in vitro de las particulas lipidicas

La seguridad de los NLC fue evaluada de forma preliminar en aquellas dispersiones de
particulas lipidicas preparadas a partir de material extraido del propéleos con EtAc usando
el método Randall (PrS_EtAc_NLC y PrJB_EtAc_NLC). Se realizaron los ensayos in vitro
en lineas celulares de fibroblastos murinos y queratinocitos epidérmicos humanos en un

laboratorio externo a la Universidad Nacional de Colombia (Belcorp, Colombia).
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+ Citotoxicidad en fibroblastos 3T3/Balb-c medida a través de la captacion del

colorante rojo neutro.

Se utilizaron células en fase exponencial de crecimiento, que fueron cultivadas en el
laboratorio y sembradas en placas de 96 pozos en una densidad de 1.5x10*
células/pozo, con medio de cultivo suplementado (DMEM + 5 % SFB y 1 % AB). Se
dejaron adherir en un tiempo de 20 h = 4 h, para luego inspeccionarlas por microscopia
y reemplazarles el medio por uno fresco. Posteriormente se adicionaron los
tratamientos (particulas lipidicas en suspension concentradas hasta un volumen de 30
mL), y la placa se llevo a una camara de incubacion a 37.0 °C + 0.5 °C, atmosfera de
dioxido de carbono del 5 % y humedad relativa de 65 % £ 5 %. Tras 24 h £ 2 h de
incubacién se observaron las células por microscopia invertida para evaluar los
posibles dafios o cambios en la morfologia celular. A la placa se le retiraron los
tratamientos, se le adiciond colorante rojo neutro y las células fueron nuevamente
incubadas durante 3 h + 0.5 h, bajo las condiciones previamente expuestas. A
continuacion se realizd la extraccién del colorante remanente y se cuantificd
espectrofotométricamente a 550 nm la cantidad de colorante presente fuera de la
célula. Esta técnica se fundamenta en el hecho que el rojo neutro es un colorante que
penetra con rapidez la membrana celular por difusion no i6nica, acumulandose
especialmente dentro de los lisosomas. Los cambios celulares ocasionados por los
tratamientos, e.g. la dispersion de particulas lipidicas, hacen que las células pierdan su
capacidad de incorporar y unir las moléculas de rojo neutro (Repetto et al., 2008). Para
el estudio se evaluaron ocho concentraciones de colorante comprendidas en el rango

entre 50 ppm y 2000 ppm.

Las absorbancias obtenidas se relacionaron con los controles de crecimiento,
determinando los valores de supervivencia celular en porcentaje y construyendo una
curva de porcentaje de respuesta (supervivencia) versus concentracion de la
formulacion ensayada. Se realiza un andlisis de regresion no lineal para obtener los
valores de las concentraciones efectivas ECgo (relacionada con la potencia de

actividad) y ECso (define el grado de actividad sobre el sistema celular en estudio).
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Para clasificar el efecto irritante de las dispersiones de particulas lipidicas se tuvieron
en cuenta los parametros definidos por laboratorios Belcorp (2012) (Tabla 3.4),
adaptados de aquellos presentados en los protocolos Invittox (ECVAM, 2002, 1992).
La maxima dosis tolerada (HTD, Highest Tolerated Dose) es un parametro
determinado a traves de observacion microscopica, que representa la concentracion
que causa solamente los minimos cambios morfoldgicos comparados con los cultivos
control. Por su parte, el pardmetro ECgo es la concentracion del agente evaluado que
produce el 90 % de la absorbancia del rojo neutro, comparado con los pozos control

que se toman como el 100 % (Borenfreund y Puerner, 1985).

Tabla 3.4 Clasificacion general de los irritantes para la prueba de captacion de rojo neutro.

Valor HTD (dosis méxima

Valor ECg (ppm) tolerada) (ppm) Clasificacion
Mayor a 200 ppm Irritante minimo
Mayor a 500 ppm Me?\/or a 200 Egm
Mayor a 100 ppm Irritante ligero
Entre 200 ppm y 500 ppm Menor a 100 ppm Irritante ligero — moderado
Mayor a 50 ppm
Entre 100 ppm y 200 ppm Menor a 50 ppm Irritante moderado
Entre 50 ppm y 100 ppm Mayor a 25 ppm

Menor a 50 ppm Menor a 25 ppm Irritante severo

+ Citotoxicidad en lineas celulares establecidas de queratinocitos epidermales
modificados humanos usando MTT (bromuro de 3 -(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol).

Esta técnica se fundamenta en la medicion de la viabilidad celular a través de la
reduccion metabolica del sustrato MTT de color amarillo palido, por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa, que produce formazan, un compuesto azul
oscuro (Mosmann, 1983). Para evaluar el potencial irritante de las dispersiones de
particulas lipidicas, se emplearon células en fase exponencial de crecimiento, que

fueron obtenidas de los cultivos cotidianos del laboratorio y sembradas en placas de 96
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pozos con una densidad de 5x10° células/pozo en un medio de cultivo suplementado
(DMEM + 10 % SFB y 1 % AB). Se permitio su adherencia durante 20 h £ 4 h,
observandolas luego por microscopia y se reemplazo el medio de cultivo por uno
fresco. Los tratamientos fueron adicionados (particulas lipidicas en suspension
concentradas hasta un volumen de 30 mL), se inicié el tiempo de incubacion de la
placa a 37.0 °C £ 0.5 °C, atmdsfera de dioxido de carbono del 5 % y humedad relativa
de 65 % £ 5 %. Trascurridas 24 h £ 2 h de exposicion a los tratamientos, se observo
por microscopia invertida para evaluar los posibles dafios o cambios en la morfologia
celular. Los tratamientos fueron retirados, se adicion6 colorante MTT y se incubaron
las células durante 2 h + 0.5 h, bajo las condiciones previamente expuestas. A
continuacion, se realizd la extraccion de los cristales de formazan producidos en
isopropanol y se cuantificaron por espectrofotometria a 575 nm. Se evaluaron ocho
concentraciones de colorante incluidas en un rango de 50 ppm a 2000 ppm.

Las absorbancias obtenidas se relacionaron con los controles de crecimiento,
determinando los valores de supervivencia celular en porcentaje, y construyendo una
curva donde en la ordenada se tiene al porcentaje de respuesta (supervivencia) y en la
abscisa estd la concentracion de la formulacion ensayada. Se realiza un analisis de
regresion no lineal para obtener los valores ECqo (relacionado con la potencia de

actividad) y ECso (que define el grado de actividad sobre el sistema celular en estudio).

3.3.5 Incorporacion de aceite del arbol de té (TTO) en particulas

lipidicas a base de material extraido de propdleos

Utilizando la formulacion definida previamente, se investigé la incorporacién del TTO en
las particulas lipidicas. Para tal fin se evaluaron diferentes concentraciones de este activo,
que se adicionaron directamente a la fase orgénica o a través de la preparacion de una
mezcla con CCT (al 32 % p/p de TTO). En este dltimo caso, se adicionaron 15 mg de la
mezcla CCT y TTO a la fase organica filtrada. Las particulas obtenidas fueron
caracterizadas como se ha descrito. Para su codificacion, se siguié un patron similar al

expuesto para las particulas lipidicas preparadas sin inclusion de aceite. Asi, la abreviatura
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para las particulas con adicion de TTO esta compuesta por: el tipo de propoleos de partida
(PrS o PrJB), el disolvente usado para la extraccion [n-hexano (H) o acetato de etilo
(EtAc)], la sigla NLC, la referencia a la inclusion de TTO y la indicacidon que se afiadio
determinada cantidad de una mezcla de CCT y TTO [Mix_15 (i.e. 15 mg de mezcla fueron
afiadidos)]. Un ejemplo de la codificacién para la dispersion de particulas preparadas con
el material extraido de PrJB con n-hexano y con adicion de 15 mg de la mezcla de CCT
(68 % p/p) y TTO al (32 % p/p) es PrlB_H_NLC_TTO_Mix_15.

La presencia de activo se siguié por TLC, usando como fase estacionaria cromatofolios
TLC Silica Gel 60 F 254 (Merck Millipore), y por IR (tabletas de KBr y ATR —Specac).
Para los ensayos de TLC y de IR se eliminaron los disolventes por secado (40 °C; 72 h;
estufa Jouan 1G150) o por liofilizacién. En este Gltimo caso, se siguié el mismo
procedimiento indicado para las dispersiones de particulas lipidicas. Igualmente, se
hicieron ensayos de extracciones sucesivas con EtAc de las dispersiones de particulas
preparadas y se siguieron a través de TLC para verificar la posible inclusion de TTO. En
adicion, las muestras secas se evaluaron por calorimetria diferencial de barrido (DSC 1
STAR® System — Mettler Toledo) y anélisis termogravimétrico (TGA 1 STAR® System —
Mettler Toledo). El programa DSC fue el mismo empleado para el material lipidico en el
numeral 3.3.3. Por su parte, el TGA se realiz6 en atmosfera inerte de nitrogeno a un flujo
de 50 mL/min, programando el calentamiento desde 25 °C hasta 900°C, a una velocidad de
10 °C/min.

Adicionalmente, se realizaron las pruebas de citotoxicidad en fibroblastos 3T3/Balb-c y en
queratinocitos humanos, tal como se indicé para las particulas sin adicién de TTO en el
apartado 3.3.4, en una dispersion de particulas preparadas utilizando el material extraido
PrS_EtAc_Ry 15 mg de la mezcla CCT (68 % p/p) y TTO al (32 % p/p). Esta muestra se
codifico como PrS_EtAc NLC _TTO_Mix_15.

3.3.6 Preparacion de geles con inclusion de particulas lipidicas

Con el fin de verificar la posible aplicacion de las particulas lipidicas en el disefio de

productos farmacéuticos y cosméticos, se continud con la investigacion adelantada en el
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grupo GIDECA -Grupo de investigacion en desarrollo y calidad de productos
farmacéuticos y cosméticos—, sobre estos sistemas y su formulacion (Cristancho, 2014;
Galeano, 2015). La estrategia investigada en esta tesis fue la preparacion de geles
empleando como agente gelificante un producto comercial a base de carboximetilcelulosa
sddica y celulosa microcristalina (Vivapur® MCG). Igualmente se realizaron ensayos con
inclusiéon de croscarmelosa sodica (3 %). Para tal fin, a una cantidad de 25 mL de
dispersion concentrada de particulas lipidicas (PrJB_EtAc_NLC), se le adicionaron de
forma cuantitativa y progresiva, diferentes cantidades de gelificante hasta lograr la
consistencia deseada. Con el propdsito de favorecer la estabilidad de las particulas
dispersas en el gelificante, se explord la posibilidad de liofilizar los geles siguiendo el
mismo procedimiento indicado para las dispersiones de particulas lipidicas (Labconco,
Freeze drying/Shell Freeze drying). Finalmente, se prob6 el tamafio de particula de los
geles a través del equipo ZetaSizer Nano ZS.

A los geles obtenidos se les hizo seguimiento visual durante un mes, con una frecuencia de
observacion de 7 d £ 1 d, buscando identificar cualquier modificacion en su apariencia o
evidencia de inestabilidad. Este estudio de estabilidad se desarroll6 en tres condiciones
distintas: refrigeracion (4 °C + 1 °C; nevera Daewoo), temperatura ambiente (18 °C + 3 °C)
y estufa (40 °C = 1 °C; Jouan 1G150). En adicidn, se determiné el tamafio de particula en
las dispersiones gelificadas y se caracterizaron por DSC al inicio y al final del estudio,
utilizando las mismas condiciones descritas para caracterizar el material extraido del

propoleos y las particulas.

Los geles preparados, con y sin inclusion de particulas, fueron sometidos a evaluacién
sensorial. Para estas pruebas el tipo de dispersion de particulas lipidicas empleadas como
“fase acuosa” fue PrJB_EtAc_NLC. El panel sensorial estuvo compuesto por 20 sujetos a
los que se les dieron instrucciones acerca de la prueba y los criterios de evaluacion. La

prueba sensorial se llevd a cabo en tres momentos: antes, durante y después de la



86 Evaluacién del propdleos como material de partida para la preparacion de
particulas sélidas lipidicas

aplicacion del producto. Antes de aplicarlo se evaluaron la pegajosidad?, el olor y la
apariencia; durante la aplicacion se midio la sensacion de humedad, el esparcimiento® y la
absorcion*; finalmente, tras aplicarlo se califico el brillo®, la pegajosidad®, el
deslizamiento’, la sensacion de residuo®, la suavidad®, la sensacion de oleosidad?, la
sensacion de grasitud!! y la sensacion de cerosidad®?. Los resultados fueron graficados en
un diagrama radial y para su comparacion se determiné el area correspondiente para cada
formulacién, a través del célculo individual de las areas de los tridngulos que la componen,
usando para ello la formula de Heron. Las areas se normalizaron respecto al area de la

formulacion que contenia unicamente el agente gelificante.

2 Pegajosidad: fuerza requerida para separar los dedos que contienen el producto.

3 Esparcimiento: facilidad de movimiento de un producto sobre la piel.

4 Absorcién: nimero de movimientos a partir de los cuales se percibe que el producto ha sido absorbido.
5 Brillo: cantidad o grado de luz reflejada por la piel.

6 Pegajosidad: fuerza requerida para separar los dedos de la piel donde se realizé la aplicacion del producto.
7 Deslizamiento: facilidad con la que los dedos se deslizan por la piel.

8 Sensacidn de residuo: estimacion cualitativa de la cantidad de producto que permanece sobre la piel.

% Suavidad: sensacion de uniformidad de la superficie de la piel.

10 Sensacidn de oleosidad: sensacion de liquido no himedo que deja residuo.

11 Sensacion de grasitud: residuo de gel escurridizo.

12 Sensacion de cerosidad: residuo seco similar a ceras o particulas.
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4 RESULTADOSY DISCUSION

En la presente investigacion se evalto la factibilidad de preparar sistemas particulados
lipidicos a partir de material ceroso extraido de propoleos, con el proposito de darle un
valor agregado a este producto de la colmena e innovar en la preparacion de este tipo de
transportadores, cuya aplicacion e investigacion en el campo farmacéutico y cosmético es
de reconocido impacto (Asawale et al., 2014). De este modo, primero se efectlo el control
de calidad de las dos muestras de propoleos utilizadas y se exploro la técnica méas idénea
para la extraccion y obtencién del material lipidico. Dicho material extraido fue empleado
en la preparacién de las particulas utilizando un disefio estadistico experimental, para
encontrar la formulacion y las condiciones de proceso méas adecuadas. Igualmente, se
probo el atrapamiento de aceite de arbol de té por parte de estos transportadores y su
vehiculizacion en una formulacion tipo gel. En adicion, el trabajo desarrollado permitié
avanzar en la determinaciéon de la composicion quimica global de los lipidos y de las

particulas obtenidas a partir de ellos.

4.1 Control de calidad de los propéleos

En el mundo existen cerca de 25000 especies de abejas (IBRA, 2008), de las cuales se
estima que cerca de 1000 producen propoleos (Pereira et al., 2003). Por su parte, Vélez-
Ruiz (2009) reporta que en Colombia existen 604 especies de abejas identificadas. Durante
esta investigacion se trabajé con dos muestras de propdleos extraidas de colmenas de
especies de abejas diferentes, Tetragonisca angustula y Apis mellifera; las que a su vez
provenian de dos origenes botanicos distintos: Jardin Botanico de Medellin (Antioquia;
altitud 1.486 m.s.n.m.) y Confines (Santander; altitud 1.498 m.s.n.m), respectivamente.
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En Colombia hay cerca de 120 especies de abejas sin aguijon, siendo Tetragonisca
angustula (Latreille, 1811) la méas comun (Nates-Parra y Rosso-Londofio, 2013) y de uso
extendido en la meliponicultura de Latinoamérica (Cortopassi-Laurino et al., 2006). En
nuestro pais se conoce popularmente como abeja “angelita” y se distribuye ampliamente
en el territorio nacional por debajo de los 1800 m.s.n.m. Esta especie de abeja sin aguijon
utiliza para su supervivencia fuentes botanicas diversas que incluyen familias de plantas
tales como Asteraceae, Fabaceae, Malvaceae, Rubiaceae, Melastomataceae Yy
Euphorbiaceae (Obregén et al., 2013). Las abejas sin aguijon son polinizadores naturales
de la flora de la region neotropical y, dentro de las ventajas para su cria estan su facil
domesticacion, menor agresividad con los seres humanos, ayuda para la conservacion de la
biodiversidad y resistencia a plagas y enfermedades que afectan a las abejas con aguijon
(Heard, 1999).

Por su parte, Apis mellifera es la especie de mayor aprovechamiento econdémico en el
mundo, sobre todo para asuntos relacionados con la polinizacién de cultivos y la
produccion de miel (van Veen, 2014). Tendencia a la que Colombia no escapa,
particularmente desde el proceso de africanizacion que atraveso el pais a finales de 1970
(Salamanca Grosso, 2009), consecuencia del fenémeno iniciado en Brasil en 1956, cuando

se introdujo esta especie (Gupta et al., 2014).

La composicion quimica del propoleos depende de factores como la diversidad vegetal
circundante, la época del afio en que se recolecte, las especies de abejas, el método de
extraccion, la iluminacion, la altitud y las actividades paralelas de las zonas vecinas (de
Groot, 2013). De alli la importancia de conocer la procedencia del propdleos crudo, porque

a priori es posible suponer que las dos muestras tendran diferencias en composicion.

Como se observa en la Tabla 4.1 las muestras de propo6leos empleadas en la presente
investigacion no satisfacen los estandares de calidad definidos por las normativas de
referencia (Brasil y Argentina). Sin embargo, el concepto que se emita al respecto no debe
ser inflexible, porque para ello se requeriria que en Colombia existiese una normativa que
considerara la diversidad biologica del pais y sus condiciones geogréaficas particulares. En

efecto, las legislaciones en este tema estan basadas en los propdleos de cada region, que
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son obtenidos mayoritariamente de las colmenas de abejas de mayor difusion comercial,
como es el caso de Apis mellifera (Pereira et al., 2003). Factor que explica por qué el
propbleos de Confines (Santander) cumple mejor algunas de las especificaciones

requeridas (e.g. indice de oxidacion).
= Cenizas.

El ensayo de cenizas, que para ambas muestras esta dentro del limite estipulado, representa
el contenido mineral del propodleos y es un criterio que puede indicar su posible
adulteracion, sobre todo para muestras de propdleos que se comercialicen en polvo
(Woisky, 1996). Las cenizas se relacionan con el contenido de impurezas mecanicas (i.e.
masa mecanica 0 cuerpos extrafios), debido a que son indicadores directos de la

recoleccion y la manipulacion del propdleos.
= Masa mecanica o cuerpos extrafos.

Los cuerpos extrafios estan presentes per se en el propoleos, porque pueden introducirse
durante en la recoleccion de los exudados resinosos de las plantas, que las abejas
humedecen con la lengua y los convierten en pellets con ayuda de las patas; dichos
agregados son llevados desde la boca a través del pelo de la tibia y se depositan en la
corbicula (Gengay Celemli, 2013). Igualmente, durante la recoleccion de este producto de
la colmena por parte de los apicultores, se pueden incorporar elementos adicionales como
tierra o restos de material vegetal. Asi, los eventos basicos asociados a la elaboracion y

recoleccion del propoéleos, repercuten en la calidad final del producto.
= Compuestos fenolicos, flavonoides e indice de oxidacion.

Los compuestos fendlicos son los principales responsables de la actividad bioldgica del
propéleos y comprenden flavonoides y acidos fendlicos con sus ésteres (Bedascarrasbure
et al., 2004). Para determinar el contenido de fenoles totales se empleo el método de Folin-
Ciocalteu, donde el reactivo molibdotungstato fosforico oxida los fenolatos presentes (que
han sido favorecidos por el medio alcalino) y da origen a un complejo azul que es

cuantificado (Singleton y Rossi, 1965; Slinkard y Singleton, 1977).
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Tabla 4.1 Ficha de control de calidad de los propoleos en estudio.

Nombre de la

Método de ensayo

Rango establecido como

Resultado PrS?

Resultado PrJB*

prueba aceptable
- Caracteristico: resinoso o . .
Olor Organoléptico balsamico Resinoso Resinoso
Color Organoléptico Ama}rlllo, pard,O, verdoso, Marrén oscuro Marrén oscuro
rojizo, marrén y otros
A Caracteristico: de suave Ligeramente -
Sabor Organoleptico balsémico a fuerte y picante picante Balsamico
Consistencia a
temperatura Organoléptico Maleable a rigido Rigido Rigido
ambiente
Aspecto Organoléptico Homogéneo o heterogéneo Heterogéneo Heterogéneo
L o 0/l avi
Pérdida por Gravimétrico Maximo 8 % 3 maximo 1.8%+0.1% 5.20 % + 0.3 %
calentamiento 10%
Cenizas Gravimétrico Maximo 5 %?!? 08%+0.1% 1.2%+0.3%
L. Gravimétrico; L. ol
Masa mecanica o extraccion con Maximo 40 % 115%+023%  258%+0.84%

cuerpos extrafios

solventes

Maximo 25 %?

Gravimétrico;

Maximo 25 %?;

e 0, 0, 0, 0,
Ceras extraccion con Maximo 40 %2 725% +£35% 586%+2.1%
solventes
Gravimétrico; .. o/l
Solubles en extraccion con Minimo 35 %, 232%+004% 157 %2+ 1.61%
etanol Minimo 30 %
solventes
. Gravimétrico; BN AT ol
Residuo soluble extraccion con Minimo 35 % 276%+224%  359%+0.81%
en metanol Minimo 30 %
solventes
Indice de Tiempo de
S decoloracion KMnO4 Maximo 22 segundos*? <5s 120s+7s
oxidacion
0.1N
ini 0,
Compuestos Espectrofotométrico ~ Mnimo 5 % (expresados 3.0%+0.3 % 2.9%+0.3 %
fenolicos como acido galico)®:
- Expresados como mmol
TEAC Espectrofotométrico trolox/g de muestra 04 £0.1 05 %01
Flavonoides Espectrofotométrico Minimo 0.5 % %2 0.2 % +0.002 % 0.2% +0.01 %

Espectro de
absorcion UV-

Espectrofotométrico

Sefiales caracteristicas de
las principales clases de
flavonoides entre 200 y 400

Méximo de
absorcion: 284 nm

Méximo de
absorcion: 281 nm

VIS nm, 270 y 315 nm?
Rango de fusion Fusiometro 58°C-64°C 58 °C - 67 °C
Plomo Ensayo limite Maximo 2.0 mg/Kg? < 2.0 mg/Kg < 2.0 mg/Kg
Arsénico ICP - OES Maximo 1.0 mg/Kg? 0.1 mg/Kg 0.2 mg/Kg

Legislacion brasilera (CATEF, 2005; MAPA, 2001). 2Legislacion argentina (SPRel y SAGPyA, 2008). *Propdleos
Santander. *Propoleos Jardin Botanico. SLimite establecido para extracciones en etanol.
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La presencia de nacleos fendlicos dentro de los compuestos encontrados en el propoleos,
hace que el método de Folin-Ciocalteu sea usado habitualmente para la cuantificacion
global de moléculas activas. Los reportes para propoleos de otras regiones indican una
presencia superior al limite establecido por las legislaciones tomadas como referencia
(Ahn et al., 2007; Cunha et al., 2004; Palomino, 2009); en contraposicion con los

hallazgos para PrS y PrJB, los cuales no alcanzan a cumplir la norma.

Paralelamente, para la medicion de la actividad antioxidante se emple6 el método TEAC,
que se basa en el atrapamiento del radical ABTS™ por un compuesto donante de
hidrdgeno, convirtiéndolo en un producto incoloro. El grado de decoloracion se relaciona
con la decoloracion inducida por el Trolox sobre el radical cationico, que es empleado para
la construccion de la curva de calibracion (Marghitag et al., 2009). Este método es
aplicable para cuantificar tanto antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos (Baltrusaityté et
al., 2007) y resulta poco especifico porque reacciona con cualquier molécula hidroxilada,

sin precisar la capacidad antioxidante o no (Roginsky y Lissi, 2005).

Ahora bien, los tipos flavonoides que se encuentran en el propéleos son diversos
(Greenaway et al., 1987; Huang et al., 2014, Silici, 2010) e incluyen flavonas (Volpi y
Bergonzini, 2006), flavonoles (Miguel et al., 2014), flavanonas (Bankova et al., 1983),
flavanonoles (Gardana et al., 2007), chalconas (Solérzano et al., 2012), dihidrochalconas
(Christov et al., 2006), isoflavonas (Piccinelli et al., 2005), isoflavanos (Piccinelli et al.,
2011; Trusheva et al., 2006) y neoflavonoides (Awale et al., 2005). Para la cuantificacion
de flavonoides totales en la muestra, se eligié el método colorimétrico basado en la
formacion de complejos coloreados entre flavonas (e.g. luteolina, apigenina) y flavonoles
(e.g. quercetina, kaempferol, galangina, rutina) con tricloruro de aluminio (AICI3) en
metanol, los cuales presentan una fuerte absorcion a 425 nm y son producto de la
quelacion de los iones aluminio (AIP*) por los sistemas dihidroxilicos (e.g. catecol) de los
flavonoides (Mabry et al., 1970; Woisky y Salatino, 1998). Adicionalmente, se ensayo0 la
cuantificacién a través de una modificacion al método propuesto por Zhishen et al. (1999),
que se fundamenta en la atraccion entre los anillos aromaticos de los flavonoides vy el

cation AIP*, dando lugar a un hibrido que interactiia con el nitrito de sodio (NaNO2) en
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medio alcalino y forma un complejo coloreado rosa, cuya absorcion se mide a 510 nm
(Shanmugam et al., 2010).

Pekal y Pyrzynska (2014) presentan un estudio donde comparan ambos métodos
colorimétricos para la determinacion de “flavonoides totales” y hacen evidentes sus
correspondientes desventajas. En este sentido, el uso de AICIlz tiene como inconveniente
que los complejos se caracterizan por diferentes maximos de absorcion y en algunos casos,
la cuantificacion alrededor de 425 nm subestima el contenido de compuestos tales como
las flavanonas y sus glicosidos; limitandose la cuantificacién a las flavonas y flavonoles.
Por su parte, el procedimiento que usa NaNO2 muestra menos selectividad que aquel que
solo usa AICIs, puesto que se forman complejos con compuestos no-flavonoides que tienen
en su estructura restos catecoélicos (e.g. &cido clorogénico). Los resultados experimentales
de la presente investigacion coincidieron con las conclusiones de Pekal y Pyrzynska
(2014), puesto que el valor de “flavonoides totales” que se encontrd por el método de
Zhishen et al. (1999) es incluso diez veces mayor al encontrado con la metodologia con
AICI3, hecho que llevé a la eleccién del método de Woisky y Salatino (1998) y
Bedascarrasbure et al. (2006), al presentar resultados mas coherentes sin sobreestimar el

contenido real de los flavonoides.

Los resultados de los flavonoides de los propdleos en estudio son méas bajos de los
reportados por algunos autores en Colombia (Palomino et al., 2009; Salamanca Grosso et
al., 2007); pero concuerdan con otros estudios hechos en el pais, que no han logrado
cumplir con la especificacidn requerida por la legislacion internacional (Rodriguez et al.,
2012). Asi, se ha observado que los niveles de estos metabolitos secundarios mejoran
cuando las plantas son sometidas a una fuerte radiacion UV, de manera que una
explicacion para dichos valores puede ser que las fuentes botanicas aledafas a la colmena
no tuvieron un estimulo solar tan marcado (Corradini et al., 2011; Shirley, 1996).
Relacionado con lo anterior, se debe considerar tanto la época de colecta del propbleos
como el cambio en la produccién de flavonoides en algunas especies vegetales,
dependiendo de la hora del dia (fotoperiodo y duracion del dia) (Jaakola y Hohtola, 2010),
de la época del afio (Skrzypczak-Pietraszek y Pietraszek, 2014; Zhang et al., 2013), de
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estimulos medioambientales y de factores abidticos de estrés (e.g. sequias, inundaciones,
cambios de temperatura, contaminacion, entre otros) (Rodziewicz et al., 2014). Otra
posibilidad que justifica los hallazgos, es que la cantidad de moléculas fendlicas tipo
flavonoides, disminuyd debido a la funcion natural del prop6leos como material destinado
a la proteccion de la colmena frente patdgenos y otros agentes (Simone-Finstrom y Spivak,
2010).

Finalmente, el indice de oxidacion es un parametro frecuentemente utilizado para predecir
el tiempo transcurrido desde la colecta del propodleos, el tipo almacenamiento y la
actividad antioxidante de la muestra (Bastos et al., 2011; Machado de Melo et al., 2012).
Para las muestras de propoéleos trabajadas, se encontrd que PrS tiene un valor de indice de
oxidacion que cumple con el limite establecido como aceptable por ambas legislaciones
(méximo 22 seg); mientras que PrJB no cumplié con este parametro. De estos resultados
se puede deducir que el contenido de compuestos antioxidantes capaces de reaccionar con

el permanganato de potasio, es mayor en la muestra PrS que en PrJB.
= Comportamiento en TLC.

Diferentes métodos de extraccion de compuestos biolégicamente activos han sido
estudiados en el propoleos (Cunha et al., 2004; Trusheva et al., 2007), siendo el disolvente
utilizado uno de los factores de mayor influencia. Se han reportado extracciones con agua -
metanol (Miguel et al., 2014), etanol (Pujirahayu et al., 2014) y propilenglicol
(Ramanauskiené et al., 2013). Por este motivo, los extractos del propéleos que se
obtuvieron para las diferentes pruebas de control de calidad, se utilizaron para hacerles
seguimiento a través de TLC (Figura 4.1). Esta técnica cromatogréafica sencilla permite la
separacion de mezclas complejas y la deteccion visual de maltiples compuestos (Poole,
2003). Adicionalmente, se ha empleado como un “screening” rapido para componentes
con actividad farmacoldgica (&cidos fendlicos y flavonoides) en diferentes muestras de

propdleos (Jasprica et al., 2004).

En la Figura 4.1 se observa claramente la diferencia en composicién entre los dos tipos de

propodleos y entre los diferentes métodos usados. El cromatofolio sin revelar a UV 254 nm
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(Figura 4.1 A) permite detectar la presencia de compuestos que tengan al menos un doble
enlace conjugado en su estructura (Wagner y Bladt, 2001), dentro de los que se incluyen
los derivados de fenilpropano, tales como los ésteres del acido cafeico, flavonoides y
aminoacidos (Volpert y Elstner, 1993). Por su parte, NP-PEG es un reactivo que permite la
deteccidn de flavonoides, intensificando su fluorescencia a UV 365 nm (Figura 4.1 B) y
cuyo color depende de la estructura del compuesto.

Figura 4.1 Seguimiento de los extractos de propdleos por TLC. Fase movil: Cloroformo: EtAc
(70:30). A) Cromatofolio sin revelar visto a UV 254 nm. B) Cromatofolio revelado con NP-PEG
visto a 365 nm. C) Cromatofolio revelado con Godin. Donde: 1-4: Extractos metandlicos para la
determinacion del residuo soluble en metanol. 1 y 2: Réplicas a partir de PrS. 3 y 4: Réplicas a
partir de PrJB. 5y 6: Extractos etandlicos luego de una extraccion previa de ceras con n-hexano. 5:

Extracto a partir de PrS. 6: Extracto a partir de PrJB. 7-12: Extractos etan6licos elaborados para la
determinacion de fenoles totales. 7-9: Réplicas a partir de PrS. 10-12: Réplicas a partir de PrJB.
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En el propdleos la presencia mayoritaria de flavonoides se da en forma de agliconas,
debido a la hidrolisis enzimatica (B-glicosidasa) que las abejas hacen de los conjugados
glicosidados durante la recoleccion de resinas y la incorporacion de ceras (Greenaway et
al., 1987; C. P. Zhang et al., 2012). Del mismo modo, esto es consecuencia de la
composicion quimica de los exudados vegetales, puesto que en varias especies vegetales se
han identificado agliconas (Wollenweber y Dietz, 1981). Lo anterior es coherente con la
Figura 4.1 B, donde la fluorescencia en los puntos de aplicacion de las muestras es tenue o
inexistente. Igualmente, el uso del reactivo de Godin (Figura 4.1 C) evidencia la presencia
de terpenoides y fenilpropanoides (Wagner y Bladt, 2001). Dichos compuestos han sido
encontrados previamente en el propoleos, incluyendo derivados del acido cinamico, acido
benzoico y &cido fenilpropanoide (Huang et al., 2014; Lee et al., 2014; Teixeira et al.,
2010) e hidrocarburos voléatiles Cio que le dan el olor caracteristico (Gengay Celemli,
2013).

= Espectros de absorcion UV-VIS.

De forma complementaria, se realizaron los espectros de absorcion UV de los extractos
etanolicos obtenidos luego de la remocidn del material lipidico del propdéleos (Figura 4.2),
para lo cual se requiri6 hacer una dilucion menor a la sugerida por Bedascarrasbure et al.
(2006), siendo 1 a 50 en etanol para PrJB y 1 a 100 en etanol para PrS. Esto es indicativo
del bajo contenido de compuestos fenolicos en los propdleos del presente estudio.
Investigaciones previas han mostrado que este parametro se puede utilizar como huella
caracteristica para propéleos de determinadas regiones geograficas, donde las diferencias
en composicion de polifenoles y flavonoides se hacen evidentes en los espectros UV,
incluyendo los méaximos de absorcion (Bedascarrasbure et al., 2004; Kumazawa et al.,
2004). Del mismo modo, la deteccidn de flavonoides a través de espectrofotometria UV no
es reciente y se explica debido a la presencia de anillos aromaticos en su estructura; donde
la banda entre 240 nm y 280 nm se atribuye al anillo A de los flavonoides (Mabry et al.,
1970).
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= Contaminantes: plomo y arsénico.

De otro lado, los productos de la colmena se contaminan como resultado del forrajeo que
realizan las abejas [i.e. aquellas actividades involucradas en la basqueda de alimento y el
retorno a una localizacion particular (Nates-Parra y Rodriguez C., 2011)] o por las
practicas propias de la apicultura. La principal fuente de metales pesados se atribuye al
medio ambiente circundante a la colmena (i.e. aire, plantas, suelo y agua) (Bogdanov,
2006). Uno de los metales pesados de mayor toxicidad es el plomo y se encuentra
principalmente en el aire debido a la polucion originada por las actividades del hombre. Su
presencia en los propoleos es critica (Bogdanov, 2006; Pierini et al., 2013), debido a su
creciente uso en el campo médico y alimenticio, que se sustenta en su reconocida actividad
biologica y farmacoldgica (Pereira et al., 2002). Un estudio en propdleos andaluces
encontrd que su contenido de plomo estaba en concentraciones entre 0.070 mg/Kg y 3.750
mg/Kg (Serra Bonvehi y Orantes Bermejo, 2013); mientras que la investigacion de Pierini
et al. (2013) sobre cuatro muestras de propdleos argentinos, reporta que tres no cumplian
el pardmetro del Cddigo Alimentario Argentino (2.0 mg/Kg de prop6leos). Por su parte, en
el anélisis de propdleos del sur de Polonia, llevado a cabo por Formicki et al. (2013), se
encontraron valores entre 0.89 mg/Kg y 2.94 mg/Kg.

Figura 4.2 Espectros UV de extractos etandlicos de prop6leos de diferente origen geografico A)
PrS. B) PrJB.
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En la presente tesis se encontré que el contenido de plomo en las dos muestras estaba por
debajo del maximo permitido en los ensayos limite farmacopeicos (USP 38-NF 33, 2015),

utilizando un método de anélisis que no es tan sofisticado como otros métodos que se han
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venido reportando en la literatura cientifica, e.g. ICP (Formicki et al., 2013; Pierini et al.,
2013; Serra Bonvehi y Orantes Bermejo, 2013). No obstante, la técnica puede considerarse

valida y ofrece informacion til para el disefio de las fichas de control de calidad.

Por su parte, el arsénico se considera otro metal toxico proveniente de la contaminacion
ambiental, que se puede encontrar en rocas, suelos, vegetales y diversas fuentes acuiferas
(Singh et al., 2015). En el estudio de Serra Bonvehi y Orantes Bermejo (2013) sobre
propdleos andaluces, se encontrd que dicho metaloide estaba presente en concentraciones
que variaban entre 0.075 mg/Kg y 0.130 mg/Kg, lo que coincide con los valores bastante
bajos para las muestras en estudio (Tabla 4.1). De otro lado, es importante tener en cuenta
que el propodleos se ha sugerido como marcador de contaminacion ambiental para las zonas
aledafias a la colmena (Orsi et al., 2006), por esa razon, se pueden tomar los resultados de
las pruebas de metales pesados como un indicador positivo para los lugares de procedencia
de las muestras, es decir, Confines (Santander) y el Jardin Botéanico de Medellin

(Antioquia).
= Componentes solubles en etanol y ceras.

Para este estudio son de particular interés los resultados obtenidos en los ensayos de
“componentes solubles en etanol” y “ceras”. El primero corresponde a la cantidad de
resinas que recolectan las abejas de varias especies vegetales y que llevan a la colmena
para elaborar el propéleos (Simone y Spivak, 2010). Asi, a mayor contenido de resinas
mayor actividad bioldgica, lo que a la vez guarda relacion directa con los ensayos de
cantidad de fenoles totales, flavonoides e indice de oxidacion. De acuerdo con esto, al
tener componentes solubles en etanol por debajo de la especificacion, los propoleos
utilizados en esta investigacion son limitados en relacion al contenido de sustancias
activas. De otro lado, en este producto de la colmena es deseable una baja proporcion de
ceras, debido a la ausencia de moléculas activas en ellas (Funari y Ferro, 2006). Sin
embargo, al obtener en los propoleos analizados resultados bastante elevados de tales
componentes cerosos, las muestras deben ser catalogadas como de baja calidad. Sobre esta

aparente desventaja, la presente tesis busca la oportunidad de darle valor agregado al
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propdleos y convertirlo en materia prima para la preparacion de particulas lipidicas con

aplicacion en el disefio de productos farmacéuticos y cosméticos.

4.2 Extraccion y caracterizacion del material lipidico a partir

de propoleos

Los ensayos preliminares acerca del aprovechamiento de las ceras de propdleos en la
preparacion de particulas lipidicas de interés farmacéutico y cosmético (Paillié Jiménez,
2014), demostraron la conveniencia de extraer el material lipidico para disponer de un
material de partida mas refinado que el prop6leos mismo y de esta forma permitir
resultados més reproducibles, por ejemplo, de tamafio de particula. Sobre esta base en el
presente trabajo se investigd la extraccion de dichos compuestos, asi como su

caracterizacion utilizando diferentes técnicas de analisis.

= Extraccion del material lipidico.

Los métodos de extraccion convencionales (e.g. Soxhlet, extraccion asistida con
ultrasonido, extraccion por agitacion) tienen como desventajas el prolongado tiempo de
extraccion, el requerimiento de una gran cantidad de disolventes costosos, la necesidad de
remocion de dichos disolventes (que son en su mayoria toxicos y de impacto ambiental), la
selectividad limitada por la polaridad del disolvente y la posibilidad de degradacién de
compuestos termolabiles durante el calentamiento a la temperatura de ebullicion del
disolvente en uso (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998). Asi, inicialmente se investigd
la extraccion del material lipidico del propéleos empleando diferentes métodos y solventes
(n-hexano y EtACc).

Como se observa en la Tabla 3.1, se evaluaron tres métodos de extraccion: Soxhlet,
Goldfish y Randall. Sin embargo, el método Soxhlet presentd inconvenientes de orden
practico debido a que el material lipidico tiende a depositarse en el brazo del sifén

dificultando la extraccion, razon por la cual no fue posible alcanzar un valor confiable en
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la determinacién y se descarta este método para la continuidad del trabajo. Ademas, en
términos generales, los métodos continuos (Goldfish y Randall) dan mejores resultados
que los métodos semi-continuos (Soxhlet), en cuanto a rapidez y eficiencia. No obstante,
tienen como desventaja la posibilidad de una extraccion incompleta debido a la formacion
de canales en la muestra, i.e., el disolvente puede preferir ciertas rutas a través de la
muestra (Min y Ellefson, 2010).

Adicionalmente, en el método Randall la muestra se sumerge completamente en un
disolvente organico en ebullicion, reportandose buenos resultados con incluso 30 min de
inmersion. El principio de esta técnica consiste en que el material lipidico sera méas soluble
en solvente a la temperatura mas alta, que en el solvente a temperatura ambiente
(Anderson, 2004). Sobre esta base se seleccion6 el método Randall, porque si bien la
eficiencia de extraccion es menor (Tabla 4.2), el tiempo de calentamiento del material es

inferior al requerido por la técnica de Goldfish, lo que preserva la integridad del extracto.

Teniendo en cuenta que el método de preparacion de las particulas lipidicas usualmente
emplea EtAc como solvente orgénico, se investigd la eficiencia de extraccion utilizando
este solvente y el método de Randall. Los resultados indican un 63.5 % + 1.6 % de
eficiencia de extraccion para PrJB y un 80.8 % + 2.6 % para PrS, siendo en ambos casos

mayor que la obtenida con n-hexano.

Tabla 4.2 Eficiencia de extraccion del material lipidico del propéleos utilizando diferentes métodos
Solvente: n-hexano.

Método de Resultados

extraccion Prs PrJB
Goldfish 725% +35% 58.6 % +2.1%
Randall 62.2% +2.0 % 46.9% +4.1%

» Caracterizacion del material lipidico.

Como se menciono6 en la metodologia, el material extraido del propdleos por el método
Randall fue caracterizado por medio de TLC, DSC, XRD e IR.
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Cromatografia en capa delgada.

Al caracterizar por TLC los lipidos extraidos (Figura 4.3), se detecta la presencia de
compuestos de carécter terpénico o fenilpropanoide (Wagner y Bladt, 2001), los que segun
reportes previos pueden corresponder a monoterpenos responsables del olor caracteristico
del propoleos (Gencay Celemli, 2013) y a derivados de los acidos cinamico, benzoico y
fenilpropanoico (Teixeira et al., 2010). Estos hallazgos coinciden con los resultados
respecto a la extraccion del material con actividad bioldgica como parte del control de
calidad del propoleos (Figura 4.1), lo que sugiere la presencia de algunos compuestos

fendlicos en los extractos obtenidos.

Como se observa en la Figura 4.3 B, el EtAc extrae una mayor diversidad de componentes
del propdleos. No obstante, es importante mencionar que el EtAc tiene un punto de
ebulliciébn mas elevado que el del n-hexano —siendo respectivamente 77.1 °C (NCBI,
2015a) y 68.7 °C, (NCBI, 2015b)—, lo que hace que la composicion del material extraido
en EtAc pueda estar comprometida (i.e. perjudicada) en cuanto a sustancias susceptibles a
altas temperaturas. Finalmente, de los resultados de TLC se puede concluir que los perfiles
de elucion del material extraido cambian segln el disolvente utilizado, el método de

extraccion y el origen botanico del propdleos elegido.

Figura 4.3 Cromatofolios revelados con Godin del material extraido de propdleos. A) Fase movil:
cloroformo. Muestras de propdleos extraidas en n-hexano. B) Fase mdvil: Cloroformo: EtAc
(70:30). 9-14: Muestras de propoleos extraidas en EtAc. 15-16: Muestras de propoleos extraidas en
n-hexano. Donde: 1-4, 9-11, 15: Extractos de PrS. 5-8, 12-14, 16: Extractos de PrJB. 1, 8:
Extraccion a través del método Goldfish. Las demas muestras presentadas (2-7, 9-16) se extrajeron
a través del método Randall.
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Calorimetria diferencial de barrido.

La Figura 4.4 presenta los resultados del andlisis por DSC, observandose durante el
calentamiento, amplias sefiales endotérmicas correspondientes a la fusion y durante el
enfriamiento, anchas sefiales exotérmicas propias de la solidificacion del material. El
comportamiento de los materiales extraidos a partir de PrS resulta particular, puesto que
existen dos picos durante la solidificacion que se pueden explicar por los considerables
rangos de cambio de fase (Tabla 4.3), evidenciando la mezcla de las sustancias presentes.
Del mismo modo, Kameda y Tamada (2009) reportan el analisis DSC sobre ceras de
abejas japonesas (Apis cerana japonica) y hacen énfasis en los dos picos previos a la
fusion (36.4 °C y 49.2 °C), que se atribuyen a transiciones sélido-solido relacionadas
principalmente con n-alcanos, debido a las formas cristalograficas de estos (e.g.
monoclinica, triclinica, ortorrombica y hexagonales), que habitualmente se evidencian por

cambios de temperatura (Chazhengina et al., 2003; Dorset et al., 1984; Kameda, 2004).

Tabla 4.3 Resultados del analisis por DSC del material extraido por el método de Randall.

" Rango de fusién Rango de solidificacion
g Material = =
= . Senal Sefial
§- extrz;l.do Inicio  dominante  Final ﬁgigﬁ Inicio dominante  Final sAoﬁd?fe
oo (C)  defusion (C) | (C) desolidif. (C) 7p "
(C) | (C) :

O e 44.6 57.8 50.8 333 | 54.2 526 464 300
& exano

EtAc 46.4 58.7 61.8 40.2 55.8 52.8 49.2 33.6
m h n- 50.6 64.7 68.0 44.8 63.8 61.5 49.2 -40.1
= exano
e EtAc 52.4 67.5 69.6 42.1 65.0 61.5 50.6 -36.1

Adicionalmente, los valores derivados de los analisis de DSC (Tabla 4.3) complementan la
informacién que se obtuvo inicialmente con la determinacion empleando fusiémetro, de
los intervalos de fusién para los propéleos crudos PrS (58 °C — 64 °C) y PrJB (58 °C — 67
°C). Si bien el método que emplea el fusiometro es util para una aproximacion inicial a la
naturaleza del solido, resulta insuficiente para describir el comportamiento térmico y
cristalino del propéleos o sus componentes extraidos, los que por su naturaleza compleja y

cambios en su estructura cristalina, presentan fendmenos de ablandamiento que hacen
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dificil la observacion del verdadero inicio de la fusion (Pavia et al., 2005). En cambio, el
método DSC es mas confiable y arroja informacién sobre la naturaleza de los cambios
termodinamicos relacionados con la transformacion de un estado fisico en el otro, aunque

es limitado para proporcionar datos directos sobre la composicion del material extraido (R.
Zhang et al., 2012).

Figura 4.4 Termogramas DSC del material extraido del propéleos por el método de Randall

utilizando n-hexano o EtAc como disolventes. A) Material extraido de PrS. B) Material extraido de
PriB.
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Finalmente, conviene mencionar el trabajo de Buchwald et al. (2008) que compara las
propiedades térmicas de 49 ceras de subespecies de abejas pertenecientes a tres tribus de la

familia Apidae (Bombini, Meliponini y Apinini), donde se sugiere que existen
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determinados patrones y diferencias en los comportamientos térmicos de cada una, que se
deben al uso basico que cada especie hace de la cera como material estructural en su nido.
Asi mismo, estos investigadores comparan el rango de fusion de las ceras de las seis
especies de abejas sin aguijon evaluadas, frente a las ceras de 41 especies de abejas Apis
spp, siendo superiores los valores de temperatura para estas ultimas. Esto contrasta con los
hallazgos obtenidos en el presente estudio, pero permite corroborar la hipétesis acerca de
la existencia de cambios composicionales por factores criticos como el tipo de abeja y la

zona geogréfica.

Difraccion de rayos X.

De otro lado, de acuerdo con los resultados de XRD (Figura 4.5), el material extraido de
los propdleos tiene zonas cristalinas que son similares independientemente del disolvente
utilizado para la extraccion. Dichos hallazgos de cristalinidad estan de acuerdo con lo
expuesto en literatura sobre investigaciones que se han desarrollado en cera de abejas
(Basson y Reynhardt, 1988; Hepburn et al., 2014; Lakshmi et al., 2012; Mellema, 2009), y
cuyos difractogramas muestran picos puntiagudos e intensos que posiblemente guardan
relacion con compuestos que son capaces de cristalizar, como es el caso de algunos

esteroles y alcanos (e.g. ciclohexadecano, heneicosano, tricosano, pentatriacontano).

Espectroscopia infrarrojo.

Por su parte, la espectroscopia IR es una técnica que permite obtener informacion
cuantitativa como cualitativa de la muestra en estudio, valiéndose para ello de la
interaccion entre la radiacion electromagnética y los enlaces del compuesto quimico
(Garcia-Gonzalez et al., 2013), obteniendo un acercamiento preliminar al grupo de
compuestos presentes en el material extraido y por ende en las particulas lipidicas. Los
resultados mostrados en la Figura 4.6 evidencian las sefiales caracteristicas de la cera de
abejas segun lo reportan articulos como los escritos por Birshtein y Tul’chinskii (1977),
Kajjari et al. (2014), Lakshmi et al. (2012) y, Zimnicka y Hacura (2006). Asi por ejemplo,
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existe una sefial intensa alrededor de 1700 cm™ y 1735 cm atribuida a grupos carboxilo
no ionizados o ésteres. La banda ancha entre 3200 cm™ y 3450 cm™ corresponde a la
vibracion de estiramiento de los grupos hidroxilo de alcoholes y las bandas en 2850 cm™y
2920 cm™ se presentan por las vibraciones de estiramiento de enlaces CH, complementado
por la sefial en 1462 cm™ de vibraciones de deformacion CH y en 72icm™ de
deformaciones esqueléticas no planares de hidrocarbonos de cadena larga, tal como se
esperaba debido a la presencia de alcanos. La diferencia entre el material extraido de PrSy
PrJB se evidencia tanto en la region inferior a 700 cm™ donde se encuentra la region de la
huella dactilar, como en la forma e intensidad de algunas sefiales como las que se
presentan alrededor de 1600 cm™ a 1640 cm™, atribuidas a la presencia de alquenos o
compuestos aromaticos, esto es, enlaces C=C (Pavia et al., 2005).

Figura 4.5 Difraccion de rayos X (XRD) del material extraido por el método Randall de PrS (A) y
PrJB (B) con n-hexano (1) y EtAc (2).
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Figura 4.6 Espectros de infrarrojo (KBr) del material extraido del prop6leos por el método Randall
segun el disolvente usado para la extraccion. En rojo y rosado: material extraido en EtAc; en
amarillo y gris: material extraido en n-hexano. A) PrS. B) PrJB.

PrJB_EtAc_R
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Resonancia magnética nuclear.

La NMR es una técnica que permite analizar la composicion gquimica y la movilidad
colectiva 0 molecular de los componentes de la muestra bajo estudio (Mayer, 2002). Asi,
complementario a las técnicas de caracterizacion, se empled *H NMR debido a que
distingue entre los tipos de hidrogenos presentes y la abundancia relativa de cada uno de
ellos; siendo el area bajo la curva de cada pico proporcional al nimero total de hidrogenos
que lo genera (Pavia et al., 2005). Desde finales de la década de 1950 se emple0 esta
técnica para la caracterizacion de sustancias lipidicas (i.e. los &cidos grasos) presentes en
aceites naturales (Hopkins y Bernstein, 1959) y es conocida su aplicacion en la
caracterizacion del propdleos (Bertelli et al., 2012; Cuesta-Rubio et al., 2007; Watson et
al., 2006).

Como se observa en las Figuras 4.7 y 4.8 las muestras extraidas con EtAc tienen mayor
diversidad de hidrogenos que aquellas extraidas con n-hexano. Paralelamente se puede
destacar que en todos los casos la mayor intensidad de los picos est4 entre 0.5 ppm y 2.0
ppm, lo que es coherente con la suposicion de una elevada presencia de material
hidrocarbonado. El desplazamiento quimico de los hidrogenos (dn) entre 0.7 ppm y 1.3
ppm da indicios de protones de grupos metilo R-CHs. Del mismo modo, el pico més
intenso correspondiente a 1.25 ppm representa la abundancia de protones de grupos
metileno R-CH2-R en las muestras; mientras que el rango de én entre 1.4 ppm y 1.7 ppm
representa protones de los grupos RsCH. Los protones de los grupos acetilo aparecen
cercanos a 2 ppm, existiendo posibilidades de la presencia de hidrégenos en un ambiente
quimico del tipo RC(=0)CH, HC(=0)CH, ROC(=0)CH y HOC(=O)CH.

De otro lado, los picos hidroxilicos de los alcoholes probablemente se encuentren entre dn
0.5 ppm y 4.0 ppm, teniendo en cuenta que los disolventes no polares desfavorecen los
puentes de hidrogeno que se puedan formar, haciendo que aparezcan a bajas frecuencias
(Silverstein et al., 2005). Respecto a hidrogenos relacionados con alquenos, existe
coincidencia para los valores entre los rangos 1.6 ppm - 2.6 ppm (R-C=C-C-H) y entre 4.5
ppm - 6.5 ppm (R-C=C-H). Por otra parte, se detectan protones aromaticos que tienen un

desplazamiento caracteristico entre 7 ppm - 8 ppm, y protones unidos a carbonos que se
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enlazan directamente a grupos fenilo CsHes-C-H; dando indicios de la presencia de

compuestos fenolicos propios de los propéleos.

Figura 4.7 Espectros *H-NMR (400 MHz, CDCls) para material extraido de PrS (A) y PriB (B) con
n-hexano (1) y EtAc (2) para el rango de & 0-8.5 ppm.
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En adicidn a lo observado en los materiales extraidos de ambos tipos de propoleos (Figura
4.7 y Figura 4.8), en las muestras obtenidas a partir de PrJB aparecen sefiales diferentes
por encima de 9 ppm, que no estan presentes en los materiales derivados de PrS. Asi, se
presentan singletes de baja intensidad entre un o1 de 9.0 ppm - 10.0 ppm que corresponden
a hidrogenos de aldehidos R-C(=O)H, y en el rango 11.0 ppm - 12.0 ppm gue coinciden
con hidrogenos de acidos organicos R-C(=0)OH, o que pueden manifestar la presencia de

puentes de hidrogeno intramoleculares en estructuras aromaticas.
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Figura 4.8 Espectros *H-NMR (400 MHz, CDCls) para material extraido en EtAc para PrS (A) y
PrJB (B) en la regién 6 3.5-8.5 ppm.
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Profundizando en los constituyentes arométicos del propdleos (Figura 4.8) se considero la
informacioén obtenida por HMQC y HMBC (Anexo 3, Anexo 4, Anexo 5, Anexo 6). Asi,
en el material lipidico PrJB_EtAc_R se encontr6 un mayor numero de sefiales de
hidrogenos pertenecientes a dichos compuestos, que por su multiplicidad e integracion
podrian ser atribuidos a un patrén de sustitucion “para” sobre el anillo aromético. Esto se
justifico gracias al andlisis global de los resultados, donde se destacan los dos dobletes en
o 6.74 ppm y 6.84 ppm con una constante de acoplamiento (J) de 7.32 Hz y 8.39 Hz,
respectivamente; los que a su vez estdn relacionados con sefiales en 3C en los
desplazamientos de 123.2 ppm y 115.8 ppm. Del mismo modo, existen dos tripletes en oH
6.91 ppm y 7.32 ppm con una J de 7.18 Hz y 7.86 Hz, para cada uno de ellos, que
coinciden con los desplazamientos en 3C en 145.6 ppm y 135.5 ppm. Para la muestra del
PrS_EtAc R, se tienen sefiales importantes en 64 6.85 ppm, 7.37 ppm y 7.54 ppm; que
sugieren la presencia de compuestos aromaticos, aunque no tienen una multiplicidad tan

clara como la observada en la muestra del Jardin Botanico PrJB_EtAc_R.

Por Gltimo, se puede afirmar que la *H NMR es una técnica que permite caracterizar
mezclas complejas de compuestos y proporciona un perfil especifico (“huella dactilar”) de
cada una de ellas, sirviendo para discriminar el material obtenido a partir de prop6leos de

diferente origen geografico.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

De otro lado, la GC-MS fue utilizada para la aproximacion a la identificacién de los
compuestos que estdn presentes en el material extraido con n-hexano (Figura 4.9),
teniendo en cuenta que esta técnica es comunmente utilizada para la separacion,
caracterizacion e identificacion de compuestos organicos, y es reconocido su uso en la
identificacion de cera de abejas (Jiménez et al., 2006; Maia y Nunes, 2013; Serra Bonvehi
y Orantes Bermejo, 2012). Como se observa en los cromatogramas, existen diferencias
entre las dos fuentes geogréaficas de material extraido de propoleos. En términos generales,
los picos principales para la muestra de PrS_H_R aparecen a bajos tiempos de retencion,
por lo que podria esperarse que correspondan a moléculas de baja polaridad. Por el

contrario, para el caso de PrJB_H R las sefiales predominantes se ubican a mayores
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tiempos de retencion, lo que permite inferir que la polaridad de estas sustancias es superior

a laencontrada en PrS_H_R.

Teniendo en cuenta la fragmentacion m/z, los espectros de masas obtenidos se cotejaron en
la base de datos NIST MSMS2 y se encontré que los compuestos que posiblemente estan
presentes en PrS_H_R son terpenoides volatiles que han sido previamente identificados en
otros tipos de propoleos de diferente origen geogréafico. Asi, para esta muestra se detectd
a-felandreno (4.77 min) (Patricio et al., 2002; Pino et al., 2006), a-pineno (4.87 min)
(Melliou et al., 2007; Pellati et al., 2013), B-pineno (5.44 min) (Kaskoniené et al., 2014;
Simionatto et al., 2012), p-cimeno (6.03 min) (Greenaway et al., 1989; Segueni et al.,
2010), D-limoneno (6.16 min) (Silici, 2010), y-terpineno (6.57 min) (Bor¢i¢ et al., 1996).
Para la muestra de PrJB_H R no se encontraron coincidencias en la base de datos
disponible. En este punto es pertinente sefialar que la identificacién de los compuestos
terpénicos en la muestra PrS_H_R, coincide con la mayor actividad antioxidante del
propdleos crudo de partida PrS, frente a la obtenida para PrJB (Tabla 4.1).

Adicionalmente, a partir de estos resultados se puede inferir que posiblemente se
encuentren ésteres en los materiales extraidos. Esta suposicion surge al considerar que no
se identificaron acidos carboxilicos o alcoholes con la metodologia utilizada, por lo que se
requeriria la hidrélisis preliminar de las ceras para lograr la liberacién de estos
componentes (Jiménez et al., 2006; Serra Bonvehi y Orantes Bermejo, 2012). Del mismo
modo, la utilizacion de la GC-MS en el campo de los productos naturales es limitada,
debido a que muchas moléculas tienen polaridad y caracteristicas idnicas similares y son
insuficientemente volatiles, a menos que se derivaticen. Ademas, la ionizacion en fase
gaseosa es proclive a una extensiva fragmentacion de los iones de analito y el excesivo
calentamiento de los fragmentos ionizados podria causar la degradacion térmica de los

productos evaluados (Colegate y Molyneux, 2007).
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Figura 4.9 Cromatogramas GC-MS de las muestras de material extraido por el método Randall en
n-hexano. A) PrS_H_R; B) PriB_H_R.
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En sintesis, la caracterizacion de los materiales extraidos del propdleos evidencié que
poseen regiones cristalinas y que su composicion es diversa. Se puede confirmar la

presencia de sustancias hidrocarbonadas (e.g. terpenos), de compuestos con grupos
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carbonilo dentro de su estructura (caracteristicos de los ésteres que se han reportado para
cera de abejas) y de compuestos aromaticos (e.g. fenilpropanoides). Los resultados
obtenidos por medio de las diferentes técnicas de caracterizacion, evidencian diferencias
entre los origenes botanicos de los dos propdleos de partida. Se destacan los espectros de
'H NMR, puesto que podrian considerarse una huella dactilar para cada tipo de material de

partida.

4.3 Preparacion, caracterizacion y aproximacion a la
composicion quimica de las particulas lipidicas preparadas

a partir del material extraido del propdleos

Utilizando como método de preparacion la técnica de emulsificacion — difusion
estandarizada en el grupo de investigacion, el presente estudio se orient6 al desarrollo de
una formulacion y a la definicion de las condiciones de operacion mas adecuadas para
obtener particulas lipidicas a partir del material extraido del propoleos. Si bien Paillié
Jiménez (2014) demostrd que es posible la preparacion de particulas lipidicas utilizando
como material de partida directamente el propéleos disuelto en EtAc, con el propésito de
favorecer la incorporacion de componentes activos se ensayd la preparacion de
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC, Nanostructured Lipid Carriers), lo que

requiere la inclusion de un lipido liquido en la formulacion.

Ademas, esta estrategia permite combinar las ventajas del material lipidico sélido en
términos de estabilidad de las particulas, con las ventajas de los lipidos liquidos que
ofrecen mayor afinidad por sustancias lipidicas factibles de encapsulacion previniendo
también su expulsion de la estructura de la particula, luego de que han sido encapsuladas
(Jenning et al., 2000). Dicha mezcla conlleva a que la estructura de los NLC esté provista
de un mayor nimero de imperfecciones, que si solo se tuviese el lipido solido cristalizado,
contribuyendo asi a mantener durante el almacenamiento, la carga del activo transportado
(Mdller et al., 2007).



Resultados y discusion 113

De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo se seleccionaron como lipidos liquidos
un aceite extraido de fuente vegetal (aceite de ajonjoli), con el proposito de explorar la
posibilidad de lograr una formulacién en la que predomine el aprovechamiento de los
recursos naturales disponibles en Colombia, y un aceite semi-sintético, triglicérido
caprico/caprilico, reconocido por su capacidad disolvente y su resistencia a la oxidacion

(Hippalgaonkar et al., 2010).

Para disefiar una formulacion a partir del material extraido del propodleos, se utilizé un
disefio estadistico de Plackett-Burman, investigando la influencia de la naturaleza del
agente estabilizante y de los lipidos liquidos, asi como de algunas condiciones de proceso,
sobre el tamafio de particula, el PDI y la no formacion de agregados (representada por el
porcentaje de la sefial principal). Los dos agentes estabilizantes (PLX y PVA) fueron
seleccionados considerando los resultados obtenidos por Crespo Rodriguez (2015) en
donde se identifican como las opciones mas recomendables para la preparacion de
particulas lipidicas. Las variables de tiempo y velocidad de emulsificacion fueron
consideradas en este disefio, teniendo en cuenta que segun el estudio sistematico realizado
a este método, son las que influencian de forma significativa el tamafio de las particulas
(Crespo Rodriguez, 2015).

En la Figura 4.10 se presentan los graficos de efectos principales y los diagramas de Pareto
generados al procesar los resultados de caracterizacion de cada una de las 12
formulaciones con el software estadistico Statgraphics Centurion V17.1.02. A modo de
ejemplificar la interpretacion, en la Figura 4.10 A.2 correspondiente al grafico de efectos
principales cuando se trabajé como lipido sélido el material extraido en n-hexano de
propoleos Santander, se observa que la concentracion de PLX empleada como agente
estabilizante y la concentracion de CCT utilizada como lipido liquido, influencian de
forma significativa la polidispersidad de las particulas. Sin embargo, la concentracion de
PLX tiene un efecto directo, i.e., a mayor concentracion mayor PDI. Por el contrario, la
concentracion de CCT presenta un efecto inverso, i.e., a mayor concentracion menor PDI.
Teniendo en cuenta que el comportamiento deseado para las particulas es un valor bajo de

PDI, segun este Unico parametro, lo recomendable es que en la formulacién de las
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particulas se incluya un porcentaje de PLX al nivel inferior de esta variable y una cantidad

de CCT correspondiente al nivel superior.

Figura 4.10 Resultados de los efectos de las diferentes variables investigadas en el disefio
experimental de Plackett-Burman en la preparacion de particulas lipidicas a partir de material
extraido de propdleos PrS y PrJB. A, A’) Gréficas de efectos principales; B, B’) Diagramas de
Pareto estandarizados: gris, nivel alto; azul, nivel bajo. Variables respuesta: 1) Tamafio de
particula; 2) Polidispersidad; 3) Porcentaje de la sefial principal (relacionado con la obtencién de
distribuciones de tamafio monomodales). En nimeros romanos: I: PVA; II: PLX; I1l: CCT; IV:
Aceite de ajonjoli; V: Tiempo de emulsificacion; VI: Velocidad de emulsificacion. Las estrellas
sefialan las variables con efectos significativos.
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Por su parte, la Figura 4.10 B.2 presenta los diagramas de Pareto, construidos con los

valores absolutos de cada uno de los efectos, pero diferenciando cuéles tienen signo

positivo y cudles negativo. La linea vertical divisoria en el grafico establece el valor del
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efecto minimo significativo, es decir el umbral que define la significancia. Por encima de
este valor se considera que el efecto de una variable de ensayo es estadisticamente
significativo. Como se observa, nuevamente se identifican como tal, las variables de

concentracion de PLX y concentracién de CCT.

Es importante tener en cuenta que el analisis anterior corresponde Unicamente a una
variable de ensayo (PDI) y las conclusiones obtenidas deben ser consideradas en conjunto
con los analisis para las demas variables de ensayo (tamafio de particula y porcentaje de
sefial principal) con el propdsito de definir las condiciones mas adecuadas para la
preparacion de las particulas. Aunque todas las variables tenian el mismo nivel de
importancia en la toma de decisiones, en los casos que se observé alguna contradiccion, se
eligio la condicion de trabajo que favoreciera en primer lugar distribuciones

monodispersas y en segundo, el menor tamafio de particula.

En la Tabla 4.4 se presenta una sintesis del analisis de toda la informacion obtenida en este
estudio. Como se observa, el tiempo de emulsificacidn es una variable que no tiene mayor
impacto en las caracteristicas evaluadas a las particulas, lo que aparentemente contradice
los resultados presentados por Crespo Rodriguez (2015). Sin embargo, en dicha
investigacion la variacion de tamafio de particula presenta una disminucién drastica
durante los primeros 3 min de emulsificacion, momento a partir del cual se logra un
comportamiento asintético. Los resultados obtenidos en este trabajo con material extraido
del propéleos demuestran que al introducir cambios en la formulacion de partida, sigue
siendo valida la conclusion acerca de que después de un tiempo de emulsificacion

especifico (5 min), el tamafio de particula no es afectado.

Como lipido liquido se selecciond el triglicérido caprico/caprilico (CCT), que es un
triglicérido de cadena mediana (MTC, medium chain triglycerides). Al analizar los
resultados del disefio estadistico experimental se recomendd no utilizar el aceite de
ajonjoli. Esto puede ser debido a la composicién tipica de este ultimo, en la que se
incluyen el &cido linoleico, el &cido estearico, el acido palmitico y el acido linolénico
(Jannin et al., 2008), todos catalogados dentro del grupo de triglicéridos de cadena larga
(LCT, long chain triglycerides) (Hippalgaonkar et al., 2010). Segun Zheng et al. (2013), la
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longitud de la cadena de dichos lipidos (LCT), a diferencia de la longitud del CCT, causa
un aumento del tamafio de particula que no es deseable para el disefio de este tipo de

transportadores.

Tabla 4.4 Resultados compilados del disefio estadistico experimental de Plackett-Burman.

Conc. Conc. Conc. ngi(t:é Tiempo de Velocidad de
PVA PLX CCT .~ . emulsificacion emulsificacion
ajonjoli
Tamafiode | poy Ao Al Bajo Alto Alto
@ | particula
@ o
'S § PDI Bajo Bajo Alto Bajo Bajo Bajo
e
o wmw A
Porc_ent._ . Bajo Bajo Alto Bajo Alto Alto
principal
8 Tamario de Bajo Bajo Alto Bajo Alto Alto
= particula
2 +—
S m PDI Alto Bajo Alto Bajo Bajo Bajo
°oc
8- 2| Porcent. sefial . . .
3 orincipal Alto Alto Alto Bajo Bajo Bajo

*En sombreado, cuando el efecto es estadisticamente significativo

De otro lado, para el caso particular de la velocidad de emulsificacion, como se puede
observar en la Tabla 4.4, existe conflicto en la recomendacién que se deduce a partir del
disefio estadistico experimental: el nivel alto de la variable favorece la obtencion de
tamarios de particula pequefios y el nivel bajo distribuciones de tamafio de particula con
desviaciones estandares menores. Considerando que para este tipo de particulas se
proyecta su aplicacion como transportadores de moléculas activas de interés farmacéutico
y cosmeético, si bien el tamafio de particula pequefio podria favorecer por ejemplo,
fendmenos de permeacion (Zhang et al., 2015), la distribucion monomodal garantiza una
menor variabilidad en la liberacion del activo, lo que esté directamente relacionado con la
eficacia y la seguridad (Mora-Huertas et al., 2010). Sobre esta base se eligio la condicion

de menor velocidad de emulsificacion. Ademas, por razones practicas trabajar con una
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menor velocidad de emulsificacion disminuye el desgaste mecéanico del equipo (Ultra-
Turrax® T18 IKA®).

Respecto a las demas variables de ensayo, el anélisis de efectos presentado en la Tabla 4.4
evidencia que en mayor o menor grado éstas influencian una o varias de las propiedades de
las particulas. La interpretacion en conjunto de los resultados obtenidos, en los que se
busca el menor tamafio de particula, la mas baja polidispersidad y la menor posibilidad de
formacion de agregados, sustenta la formulacion prototipo y las condiciones de trabajo a
utilizar. Estas son 100 mg de material extraido por el método Randall del propéleos (PrS y
PrJB), 10 mg de CCT, 10 mL de EtAc previamente saturado con agua y 40 mL de una fase
acuosa previamente saturada en EtAc que contiene como agentes estabilizantes PLX (0.5
g) y PVA (0.5 g). Como condiciones de emulsificacién se prefiere una velocidad de 11200

rpm durante 5 minutos.

Los resultados para las particulas preparadas a partir de los extractos obtenidos por el
método Randall, PrS_H_R (extraccion con n-hexano), PrS_EtAc_R (extraccién con EtAc),
PrJB_H_R (extraccion con n-hexano) y PrJB_EtAc_R (extraccion con EtAc), utilizando la
formulacién deducida a partir del disefio estadistico experimental, se reportan en la Tabla
4.5 e indican un tamafio de particula aproximado menor a 300 nm, con un indice de
polidispersidad inferior de 0.1 y wuna distribucion monomodal (Figura 4.11).
Adicionalmente, la dispersiéon de particulas liofilizadas (PrJB_EtAc_NLC) y recubiertas
con oro fueron observadas bajo microscopia electronica de barrido (SEM) (Figura 4.12),

logrando ser visualizadas inmersas dentro de la matriz polimérica que las rodea.

Tabla 4.5 Resultados de las formulaciones optimizadas a través del disefio experimental de
Plackett-Burman.

Material de partida Tamafio de particula (nm) Polidispersidad
PrS_H_R 258 £ 8 0.08 £0.02
PrS_EtAc_R 214 +3 0.09 £0.02
PrilB_H_R 269 £ 7 0.07 £0.02

PriB_EtAc_R 226+ 7 0.09 +0.02
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Figura 4.11 Distribucién de tamafio de las particulas lipidicas PrS_EtAc_NLC preparadas con

PrS_EtAc_R. La distribucién fue simétrica y centrada alrededor de 210 nm.
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Figura 4.12 Microfotografia de los NLC liofilizados (PrJB_EtAc_NLC) y rodeados por la matriz

polimérica.

SEM HV: 20.0 kV WD: 8.96 mm VEGA3 TESC
View field: 10.3 pm Det: SE SEM Fisica UNAL

AN



Resultados y discusion 119

Otros ensayos de caracterizacion de las particulas lipidicas.

En adicion a las propiedades de tamafio y la forma de las particulas lipidicas, éstas fueron
caracterizadas respecto a su potencial zeta y estabilidad. Igualmente se investigaron
posibles modificaciones respecto a los lipidos de partida empleando técnicas como DSC,
XRD, espectroscopia IR y *H NMR.

=  Potencial zeta.

El potencial zeta de las particulas lipidicas preparadas a partir del material extraido de
propbleos es menor a £ 2 mV y no es afectado por el pH del medio en el que se realiza la
lectura (Figura 4.13). Teniendo en cuenta que los materiales extraidos a partir del
propoleos incluyen las ceras, i.e., ésteres de &cidos grasos con alcoholes de peso molecular
elevado, es previsible que se encuentren residuales de acidos grasos libres y alcoholes
(Tulloch, 1970). Igualmente, el lipido liquido CCT puede contener impurezas de caracter
acido (por ejemplo, los requerimientos de calidad establecidos por la Farmacopea
Americana definen un valor limite de 0.2 mg de KOH por g de muestra). Sobre esta base
se esperaria que las particulas lipidicas obtenidas en este estudio exhibieran un valor de
potencial zeta mas negativo a causa de la ionizacién de los grupos &cidos ubicados en

superficie.

Figura 4.13 Comportamiento del potencial zeta de particulas lipidicas a base de propdleos en
funcién del pH, segln sean preparadas utilizando el material extraido en los solventes orgéanicos n-
hexano o EtAc. A) PrS_EtAc NLC; B) PrJB_EtAc NLC. En el recuadro se ilustra la posible
estructura de la particula: 1) Particula lipidica sin agente estabilizante; 2) Particula lipidica con
agentes estabilizantes.
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Una explicacion al bajo valor de potencial zeta obtenido podria presentarse en términos de
los hallazgos de Crespo Rodriguez (2015), a partir de los cuales se sugiere que en las
dispersiones preparadas, los polimeros no ionicos (PLX y PVA) ejercen un mecanismo de
estabilizacion estérica (Lourenco et al., 1996; Napper, 1969). Asi, la aproximacion de unas
a otras genera repulsion debido a que las interacciones solvente - segmento del polimero
son mas favorables que las interacciones segmento - segmento (Hunter, 2002),
produciendo una solvatacion efectiva de las cadenas poliméricas que rodean la particula.
De hecho, se ha reportado que el PLX se adsorbe en la superficie de la particula
considerando la posible afinidad de su bloque central de polioxipropileno con los lipidos;
los bloques hidrofilicos de polioxietileno permanecen en la fase acuosa estabilizando el
sistema por repulsion estérica (Musoke y Luckham, 2004). Por otro lado, considerando el
tamafio de la unidad monomérica del PVA, éste podria interactuar con los lipidos
ubicandose tanto en la superficie como en el interior de las particulas, ejerciendo

igualmente un efecto estérico (Rosenblatt y Bunjes, 2009).

Para verificar lo anterior, se realizd un ensayo de agregacion inducida de las particulas
obteniendo una concentracion critica de agregacion de 0.7 M de Na2SQs, coincidiendo con
resultados previos del mismo grupo de investigacion (Crespo Rodriguez, 2015). Una vez
agregadas las particulas es imposible su redispersion, siendo traslicida la fase dispersante
(Figura 4.14). Este fenomeno puede ser explicado a traves del punto teta (punto 6) de las
soluciones poliméricas, que representa la situacién en la cual las cadenas del polimero
exhiben muy poca o ninguna interaccion (las fuerzas de atraccion y repulsion se
balancean), de modo que se interpenetran cuando se aproximan (Hunter, 2002). El punto 6
se alcanzd en este caso por la adicion de una elevada concentracion de sales (aunque
también podria ser inducido por temperatura o por la adicion de la mezcla dos solventes
miscibles con diferentes afinidades por el polimero), haciendo que la barrera polimérica

pierda su efectividad completamente.
= Estabilidad de las dispersiones liquidas de particulas.

El bajo potencial zeta de las particulas lipidicas sugiere eventuales problemas de

inestabilidad de sus dispersiones. Por tal razén, las dispersiones de particulas obtenidas



Resultados y discusion 121

segun las condiciones propuestas sobre la base del disefio estadistico experimental y
utilizando material extraido tanto con EtAc como con n-hexano, fueron evaluadas respecto
a su estabilidad a temperatura de laboratorio 18 °C + 3 °C y a 40 °C = 1 °C. Como se
observa en la Figura 4.15, las variaciones del diametro hidrodinamico de las particulas en
funcion del tiempo no superan los 40 nm, lo que en la practica del trabajo con sistemas
nanoparticulados no se considera significativo. Del mismo modo, se determin0 el potencial

zeta de las dispersiones sin detectar evidencias de cambios en este parametro.

Figura 4.14 Comportamiento de las dispersiones PrJB_EtAc_NLC frente a diferentes
concentraciones de Na>SO4 (M).
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= Calorimetria diferencial de barrido.

Para la caracterizacion por DSC, las dispersiones de particulas fueron liofilizadas. En
todos los casos se encontr6 que el intervalo de fusidn se desplaza hacia temperaturas mas
bajas (Figura 4.16) respecto al material de partida (Figura 4.4); tal disminucién se debe a
que en la formulacién existe una mezcla de sustancias, es decir, ademas del material
extraido, estan presentes el CCT y los agentes estabilizantes. La Tabla 4.6 resume los
hallazgos para los diferentes sistemas NLC preparados y libres de disolventes. Es
pertinente mencionar que la presencia de CCT provoca que la estructura cristalina del
material lipidico extraido del propoleos se vea modificada y en consecuencia se
disminuyan los intervalos de fusion y solidificacién (Figura 4.17). En general, la
cristalizacion de los triacil gliceroles es afectada por factores como la temperatura, su
composicion, la presencia concomitante de otros lipidos y aditivos, y el tratamiento
mecanico previo que reciban (e.g. agitacion, esfuerzos cortantes); existiendo evidencia que

demuestra que tras la adicion de CCT se modifica el perfil térmico de sistemas lipidicos
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(Pattarino et al., 2014). En adicion, el trabajo de Jenning et al. (2000) evidencia que al
incrementar la concentracion de CCT en las nanoparticulas lipidicas, se disminuye el
rango de fusion en relacion directa con la cantidad presente en la formulacion. Igualmente,
la presencia de los polimeros (PLX y PVA) dentro de la formulacion, tendran influencia en

el comportamiento térmico de los sistemas particulados.

Figura 4.15 Comportamiento del tamafio de particula durante el estudio de estabilidad de
dispersiones acuosas de particulas lipidicas (PrS_EtAc_NLC, PrJB_EtAc_NLC) sometidas a dos
condiciones de temperatura: 18 °C £ 3°C y 40°C + 1 °C.

PrS_EtAc NLC
_.300
Ezso -
= 200 |
L
£ 150
8
o 100 |
=}
2 50 |
©
% O Il Il Il Il Il Il Il
[ 0|15|30|45 0|15|3o|45
18°C+3°C 40°Ct1°C
Tiempo (dias)
PrJB_EtAc NLC
300
5250 -
i
2
5
o
(5]
o
8
©
% ] ] ] ] ] ] ]
~ |15|30|45 0|15|30|45
18°C+3°C 40°Ct1°C
Tiempo (dias)




Resultados y discusion

123

Figura 4.16 Termogramas DSC de los NLC preparados a partir del material extraido con EtAc de

los dos tipos de propoleos.
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Tabla 4.6 Resultados del analisis por DSC de los NLC preparados.
Rango de fusion Rango de cristalizacion
NLC . Pico . AH de . Pico : AH de
I?Jg)o fusion I?(l)nca)l fusion I?ng)o cristaliz. 'Z')rclgl cristaliz
(°C) (J/g) (°C) (J/g)
PrS H NLC 46.0 49.6 52.1 55.8 27.2 24.0 20.2 -51.1
PrS_EtAc_NLC 45.3 50.0 53.2 51,6 304 26.7 22.9 -46.3
PrlB_ H NLC 441 49.2 53.2 51.2 29.7 25.7 219 -49.7
PrilB_EtAc NLC 457 50.4 54.2 52.2 30.8 27.2 234 -44.4

= Difraccion de rayos X.

Como se observa en los difractogramas presentados en la Figura 4.18, las muestras

liofilizadas conservan regiones cristalinas, tal como se evidencio para el material de

partida (Figura 4.5). Sin embargo, los comportamientos observados no son completamente

equivalentes. Las sefiales 20 en 16.9° y 15.4° del material lipidico extraido con n-hexano a

partir de PrS y PrJB, respectivamente, desaparecen en los difractrogramas de los NLC. Es

importante tener en cuenta que ademas de los lipidos, la cristalinidad de los polimeros

utilizados como agentes estabilizantes tiene implicaciones en el resultado; lo que se puede
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inferir de la estructura cristalina que poseen tanto PLX (Ramadhani et al., 2014) como

PVA (Bunn, 1948; Tretinnikov y Zagorskaya, 2012), y de los trabajos que exponen su

influencia en la cristalinidad en diferentes preparaciones, tales como hidrogeles (Hassan y
Peppas, 2000) y nanosistemas (Malaki Nik et al., 2012; Malamatari et al., 2015).

Figura 4.17 Comportamiento térmico (DSC) del material extraido del propdleos por el método
Randall (PrS_EtAc_Ry PrJB_H_R) y su modificacion frente a la adicion de CCT.
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Figura 4.18 Difraccidon de rayos X (XRD) de los NLC preparados a partir del material extraido por
el método Randall con n-hexano. A) PrS_ H NLC. B) PrJB_H_NLC.
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=  Espectroscopia infrarrojo.

Al comparar los espectros al infrarrojo obtenidos para las dispersiones NLC liofilizadas
(Figura 4.19) con aquellos del material extraido utilizado en su preparacion (Figura 4.6), se
encuentra que las sefiales son menos intensas en los primeros, probablemente porque en
los transportadores lipidicos, los lipidos se encuentran diluidos en una elevada proporcion
de agente estabilizante (lipidos — polimeros en una relacion 1:9). Dentro de las sefiales se
destaca la presente entre la region de 3000 cm™ a 2840 cm, que es caracteristica para las
vibraciones de estiramiento del enlace C-H. Del mismo modo, la banda cercana a 1465 cm’
L es comun para las vibraciones de flexion de tijereteo C-H de los grupos metileno. La
absorcion débil del estiramiento C=C de alquenos no conjugados aparece de 1667 cm™ a
1640 cm en los liofilizados analizados. Paralelamente se conservan sefiales claves como
la banda ancha entre 3500 cm™ y 3400 cm correspondiente a vibraciones de estiramiento
O-H, y la absorcion fuerte en 1735 cm™ que se puede relacionar con grupos carboxilo
pertenecientes a ésteres (Silverstein et al.,, 2005). Las sefiales de los polimeros
estabilizantes presentes en la formulacion se hacen visibles en los espectros tomados.
Ejemplo de ello es la banda de intensidad fuerte que aparece cercana a 1110 cm, la que se
puede asociar con el enlace C-O de alcoholes y éteres alifaticos (Silverstein et al., 2005).
Asi como las bandas en 840 cm™ y 948 cm™® que aparecen en el espectro del PLX.

= Resonancia Magnética Nuclear.

Los espectros 'H NMR presentados en la Figura 4.20 muestran que los NLC preparados
tienen diferentes tipos de hidrogenos segin el material de partida utilizado para su
elaboracion. Al comparar frente a los lipidos extraidos inicialmente (Figura 4.7 y Figura
4.21), el nimero de picos en las particulas lipidicas es menor para ambos casos; 1o que
puede ser atribuido al procedimiento para la preparacion de los NLC, donde el material
lipidico se disuelve en EtAc saturado con agua y se filtra para tener una solucion
translicida. Nuevamente se encuentra una region predominante alifatica aciclica de
protones del tipo R-CH3, R-CH2-R y R3-CH para un 61 entre 0.5 ppm y 2.0 ppm. En la

regién comprendida entre 2.0 ppm y 2.5 ppm se pueden encontrar protones vecinos a
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dobles enlaces -CH2-C=C; grupos aldehido CH3-C(=0O)H, -CH2-C(=O)H, -CH-C(=0)H;
grupos &cidos CH3-C(=0)OH, -CH2-C(=0)OH, -CH-C(=0)OH y grupos ésteres CHs-
C(=0)OR, -CH2-C(=0)OR, -CH-C(=0)OR. Sin embargo, de estos ultimos, se descarta la
presencia de grupos acido y aldehido, porque no aparecen las sefiales caracteristicas para
los hidrogenos R-C(=O)H (dx: 9.0 ppm — 10.0 ppm) y R-C(=0)OH (&n: 11.0 ppm — 12.0
ppm). En cuanto a los protones de compuestos aromaticos y heteroatomicos de los NLC
preparados a partir de PrS_EtAc_R, se puede afirmar que el nimero e intensidad de
sefiales de los hidrdgenos son mayores respecto a los presentes en los sistemas NLC
elaborados con PrJB_EtAc R (dn: 6.0-9.0 ppm) (Pavia et al., 2005; Silverstein et al.,
2005).

Figura 4.19 Espectros de infrarrojo (KBr) de los NLC preparados a partir de material extraido del
propoleos. NLC preparados a partir del material extraido con n-hexano: en gris PrS_H_NLC, en
verde PrJB_H NLC. NLC preparados a partir del material extraido con EtAc: en negro
PrS_EtAc_NLC, en rojo PrJB_EtAc_NLC.
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Figura 4.20 Espectros *H NMR (400 MHz, CDClIs) para los NLC liofilizados preparados a partir
del material extraido del prop6leos con EtAc: A) PrS_EtAc_NLC; B) PrJB_EtAc_NLC.

BIR Rﬁ B3R

2

181

-t

—276
—265

23
X

260

£z
<
g
vy
—0

[-260

Faz0

200

160

160

5 8.0 75 70 65 6.0 5.5 50 45 +0 35 30 25 20 15 10 0.5 0.0

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

g5 W.ec sefle e:gas%wm sgaa:a 28585322 |
T35S
¢ 7

280

260

240

220

200

180

160

Finalmente, conviene hacer énfasis en el aumento de la intensidad (en ambos casos) de la
sefial en 3.63 ppm, respecto al material lipidico inicial (Figura 4.21). Dicha sefial, podria
ser un componente diferente de lo extraido del propdleos y que esté presente en la
formulacion de los NLC. Las sefiales en 3.5 ppm y 3.8 ppm se pueden atribuir a sefiales de
hidrogenos de carbonos unidos a oxigeno, como los que se pueden encontrar en éteres,
ésteres 0 unidos a un hidroxilo; en la muestra los primeros estan presentes en el PLX y los
ualtimos en el PVA. Referente al PVA, el trabajo de Petit y Zhu (1996) en soluciones de
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Igualmente, para el PLX se ha reportado que existe una sefial alrededor de 3.7 ppm que se
debe principalmente a los CH2 y CH presentes en los tres monomeros del polimero

(Forshed et al., 2005; Oxford-Instruments, 2013).

Figura 4.21 Comparacion de los espectros *H-NMR (400 MHz, CDClIs) para los NLC liofilizados
preparados (B, D) respecto del material lipidico extraido (A, C). Donde: A) PrS_EtAc_R; B)

PrS_EtAc_NLC; C) PrJB_EtAc_R; D) PriB_EtAc_NLC.
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PVA en agua deuterada (D20), indica que en 3.9 ppm - 4.1 ppm existe una sefial ancha que
corresponde al CH, mientras que en un 61 cercano a 3.7 ppm se puede ubicar el hidroxilo.
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= Evaluacidn de la citotoxicidad in vitro de las particulas lipidicas.

La mayoria de estudios de viabilidad celular en formulaciones de SLN y NLC se llevan a
cabo con el ensayo de MTT. Sin embargo, el ensayo de captacion de colorante rojo neutro
es complementario al llevado a cabo con la sal de tetrazolio. De tal forma, en la préactica
con frecuencia ambos métodos son usados simultdneamente, porque el principio en el que
se fundamenta cada uno es diferente (Doktorovova et al., 2014). Asi, el MTT es convertido
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a formazan en celulas
metabdlicamente activas (Mosmann, 1983), mientras que el rojo neutro se acumula en los

lisosomas de las células vivas (Repetto et al., 2008).

Tabla 4.7 Resultados de los ensayos de citotoxicidad de las dispersiones de particulas lipidicas
preparadas.

Citotoxicidad en fibroblastos 3T3/Balb-c (Captacion del colorante rojo neutro)

Muestra Concentracion empleada HTD ECao Concepto
(ppm) (Ppm) final
. Irritante
PrS_EtAc_NLC Ocho concentraciones > 2000 > 2000 .
_ _ ) minimo
diferentes de 50 ppm - 2000 rritante
PrJB_EtAc_NLC ppm. > 2000 > 2000 minimo

Citotoxicidad en queratinocitos humanos (Reduccion metabdlica de MTT)

Muestra Concentracion empleada ECso (ppm) ECo (ppm)
PrS_EtAc_NLC Ocho concentraciones 839.5 324.3
diferentes de 50 ppm - 2000
PriB_EtAc_NLC opm. 2000.3 272.3

En la presente investigacion se ejecutaron las pruebas de seguridad de los NLC preparados
a partir de material extraido del propdleos empleando EtAc, en las lineas celulares de
fibroblastos murinos 3T3/Balb-c y queratinocitos humanos, lo que permitié evaluar su
posible actividad citotoxica. Los resultados presentados en la Tabla 4.7 y en la Figura 4.22
evidencian que ninguna de las muestras evaluadas tienen efecto tdxico sobre la linea de
fibroblastos murinos 3T3/Balb-c. Paralelamente, si bien la citotoxicidad sobre

queratinocitos humanos fue mayor para PrS_EtAc_NLC que para PrJB_EtAc_NLC, en
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ambos casos se puede catalogar como no significativamente fuerte (menor a 250 ppm) y
permite su empleo en la formulacion de productos destinados a aplicacion topica. No
obstante, se debe tener precaucion con la concentracion utilizada, para evitar eventuales

riesgos en la seguridad del producto.

Figura 4.22 Curvas de supervivencia de las lineas celulares frente a la concentracion de las
dispersiones lipidicas evaluadas. A) Linea celular fibroblastos 3T3/Balb-c (captacién de colorante
rojo neutro). B) Linea celular queratinocitos epidérmicos humanos (reduccién metabdlica de
MTT). En verde (1): PrJB_EtAc_NLC. En azul (2): PrS_EtAc_NLC.

A B
150+ 150+
< e T g
T R £ 1
g 100- ., < 1004 o
2 S
e
= @
bt Q
2 50+ 5 504
2 5]
Ug © 2
> S &
0 L] L] L) 1 c L} 1] L] L
15 20 25 3.0 3.5 15 2.0 25 3.0 35
log Concentracion log Concentracion

4.4 Evaluacion del atrapamiento de aceite del arbol de té en

NLC a base de material extraido del propoleos

Con el propésito de verificar la posible aplicacion de las particulas lipidicas obtenidas a
partir del propoleos como transportadores de activos de interés farmacéutico o cosmético,
se investigo la incorporacion del TTO, un reconocido agente antiflngico y antibacterial
(Carson et al., 2006). Inicialmente se ensayd la adicion del aceite a la fase organica de la
preparacion de NLC: 40 mg, 50 mg y 80 mg de TTO. A las dispersiones obtenidas
(PrS_H_NLC_TTO) sin concentrar se les midié el tamafio de particula, siendo éste 188 nm

+4nm, 188 nm £ 4 nmy 194 + 3 nm, respectivamente (todas con un PDI menor a 0.1).
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Posteriormente, las dispersiones de particulas fueron concentradas por destilacién a
presion reducida, se tomaron 2 mL del concentrado y se extrajeron con 1 mL de n-hexano
y cloroformo (1:1). EI seguimiento preliminar del TTO se realiz6 por TLC, eluyendo las
fases organicas obtenidas en la extraccion, en cloroformo-EtAc (70:30) y revelando con
Godin. En los resultados no se evidenciaron sefiales del atrapamiento del TTO. Esto
plante6 dos posibilidades, o el TTO se habia evaporado durante el proceso de

concentracion de la muestra, o se encontraba haciendo parte de los NLC formados.

Considerando los resultados anteriores y con el propdsito de verificar si el TTO habia sido
incorporado en la estructura de los NLC, las dispersiones concentradas de las particulas
fueron secadas a 40 °C = 1 °C, se reconstituyeron de nuevo en EtAc y se analizaron por
TLC. Como blanco se sigui6 el mismo procedimiento para dispersiones concentradas de
particulas a las que no se les habia incorporado el aceite. No obstante, en este caso, las

sefiales evidenciadas en TLC no fueron contundentes.

Sobre esta base, se procedio a emplear otras técnicas de andlisis para detectar la presencia
del aceite, al menos indirectamente. Por esta razon, las dispersiones de particulas que
previamente se habian secado se analizaron por DSC y TGA (Figura 4.23). Los resultados
no revelaron diferencias entre las particulas blanco y las que contenian el aceite, ni por la
técnica DSC (Figura 4.23 A) ni por TGA (Figura 4.23 B). En esta Gltima, las curvas de las
tres muestras siguen el mismo comportamiento de descomposicion (note los termogramas
superpuestos). Un acercamiento para la cuantificacion del primer paso de pérdida de masa
(25 °C — 200 °C), muestra que PrS H NLC _TTO presenta un descenso del 1.77 %
respecto a su masa inicial, frente a un 2.56 % de pérdida calculado para PrS_H_NLC.
Estos resultados no permiten confirmar la presencia del TTO, porque el porcentaje de
pérdida es mayor para la preparacion de particulas blanco que para aquellas con inclusion
de aceite. Esto se atribuye a un error experimental, donde el método no logrd distinguir
entre una y otra formulacion. Del mismo modo, queda abierta la posibilidad que si se habia

incluido algo del TTO, se hubiese perdido por evaporacion.

Teniendo en cuenta que los resultados anteriores sugieren la no incorporacion del TTO en

las particulas, se llevaron algunas modificaciones al procedimiento de preparacién por la
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técnica de emulsificacion-difusion, especificamente en lo correspondiente a la preparacion
de la fase organica. En este sentido, se disolvio el TTO en el CCT, logrando una
concentracion del activo al 32 % p/p. De esta mezcla se afiadieron 15 mg a la fase organica
filtrada (compuesta por el material extraido del propoleos disuelto en EtAc saturado con
agua) y se homogeniz6 en vortex. La fase organica conteniendo el TTO fue empleada para
la preparacion de las particulas, siguiendo el procedimiento ya descrito. Igualmente se
prepararon particulas blanco utilizando este procedimiento y se obtuvieron tamafios de
particula similares a los obtenidos para las particulas preparadas por el método
convencional [particulas blanco: 198 nm + 2 nm, PDI < 0.1; particulas con TTO al 32%
(15 mg): 219 nm = 2 nm, PDI < 0.1].

Figura 4.23 Termogramas DSC y TGA de NLC secos para verificar la incorporaciéon de TTO. A)
DSC. En negro PrS H NLC y en rojo PrS H NLC TTO (formulacién con 50 mg de TTO
iniciales). B) TGA. En negro PrS_H NLC, en rojo PrS_EtAc NLC y en azul PrS H NLC TTO
(formulacién con 50 mg de TTO iniciales).
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Una vez preparadas las dispersiones de particulas (PrJB_H_NLC TTO_Mix_15), éstas
fueron extraidas con 50 mL de EtAc, el que se afiadio en porciones de 10 mL al embudo
de decantacion que contenia el material a extraer. Se permitio la separacion de las fases, y
se recolectaron tres fracciones (acuosa, interfase y organica). La Figura 4.24 muestra que
la fraccion organica de las particulas conteniendo TTO presenta sefiales de color mas
intensas que aquellas que se tomaron como blanco. Aunque esta prueba no es concluyente,
sugiere que posiblemente una fraccion del TTO no se incorpord en la estructura de los

NLC formados por lo que extrae con mayor facilidad.
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Figura 4.24 TLC de fracciones extraidas de dispersiones de particulas con y sin inclusién de TTO.
Fase mavil cloroformo. Revelador Godin. A) Cromatofolio de las fracciones una vez extraidas de
la muestra con inclusion de TTO denominada PrJlB_H_NLC TTO_Mix_15, donde: i) Fraccion
acuosa; ii) Interfase de las fracciones; iii) Fraccion de EtAc. B) Cromatofolio de las fracciones de
EtAc de las dispersiones de particulas: iv) Blanco PrJB_H_NLC (sin inclusion de TTO); v)
PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15 (con inclusién de TTO).

Adicional a la modificacidn del procedimiento para la preparacion de la fase organica, en
un segundo experimento se ensayo la liofilizacion de las dispersiones de particulas en vez
de su destilacién a presion reducida, esto para evitar que el TTO se perdiese por
exposicion prolongada a las condiciones de la destilacion. Para la aplicacion de las
muestras, se adicionaron 2 mL de diclorometano sobre el liofilizado y se sometieron a
ultrasonido durante 30 min. Los resultados de la observacion al ultravioleta y al revelar
con anisaldehido - &cido sulfarico (Figura 4.25), detectan terpenoides y fenilpropanoides
(Wagner y Bladt, 2001) presentes en la composicion tanto del propo6leos como del TTO.
Como se observa, la formulacién con TTO que incorpora aceite es notablemente diferente
de las particulas blanco. Sin embargo, por medio de esta técnica no fue posible confirmar
la incorporacion de TTO, debido posiblemente a la baja concentracion utilizada y a la
similitud en la polaridad de tanto los componentes del TTO como del material lipidico
empleado para la preparacion de las particulas, evidenciandose en los perfiles de elucion

mostrados.

De otro lado, los resultados de espectroscopia IR sugieren el atrapamiento del TTO. Como
se observa en la Figura 4.26, la intensidad de la sefial en 2345 cm™ incrementa de forma

importante en el espectro de las particulas conteniendo aceite y esta misma sefial se
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encuentra presente en el espectro del aceite puro. Como una prueba adicional para
corroborar este hallazgo, las particulas liofilizadas fueron analizadas por DSC (Figura
4.27). Los resultados evidencian una diferencia en el comportamiento de las particulas
liofilizadas con inclusion de té PrJlB_H_NLC_TTO_Mix_15, respecto al de las particulas
blanco, especificamente una disminucion del maximo de fusion, lo que se considera una
prueba que permite inferir que posiblemente el TTO fue incorporado en la estructura de la

particula, explicando las diferencias observadas en los termogramas.

Figura 4.25 Cromatofolios de particulas liofilizadas conteniendo TTO
(PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15) usando dos fases méviles. A) Cromatofolios vistos a 365 nm antes
de revelar. B) Cromatofolios revelados con anisaldehido - &cido sulfirico. En letras mindsculas: a)
Material extraido en n-hexano (PrJB_H_R); b) Formulacién prototipo liofilizada sin inclusion de
TTO (PrJB_H_NLC); ¢) Formulacién con inclusiéon de TTO (PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15); d)
TTO.

Fase movil CHCIj: n-hexano (1:1)

Fase movil Tolueno:EtAc (93:7)
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Figura 4.26 Infrarrojo de PrdB_H_NLC_TTO_Mix_15 y su blanco. A) Espectros IR de particulas
lipidicas liofilizadas. Arriba: conteniendo aceite del &rbol de té; abajo: particulas blanco. B)
Espectro IR del TTO.
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Figura 4.27 Termogramas DSC de particulas liofilizadas con y sin inclusién de TTO. En rojo NLC
sin TTO (PrJB_H_NLC) y en negro NLC con TTO (PrJB_H_NLC_TTO_Mix_15).
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Del mismo modo, se realizaron las pruebas de seguridad para las dispersiones de particulas
que incluyen TTO en la formulacién (Tabla 4.8 y Figura 4.28), empleando como modelos
celulares fibroblastos murinos 3T3/Balb-c y queratinocitos epidérmicos humanos. Al
comparar estos resultados con los obtenidos para los NLC sin inclusion del aceite (Tabla
4.7 'y Figura 4.22), se encontr6 que las particulas preparadas con TTO
(PrS_EtAc_NLC TTO_Mix_15) no provocaron efectos citotdxicos sobre ninguna de las
lineas celulares evaluadas. La prueba de citotoxicidad con queratinocitos humanos

(reduccion metabdlica de MTT) proporciona un resultado interesante, porque las particulas
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blanco preparadas a partir de PrS_EtAc R y que no tenian incluido TTO en su
formulacién (Figura 4.22), presentaron una actividad citotoxica mayor que aquellas
conteniendo aceite, lo que lleva a suponer que posiblemente el TTO afiadido tiene un
efecto protector sobre las lineas celulares. Finalmente, estas pruebas de seguridad
permitirian que las formulaciones con inclusién de TTO sean utilizadas en la elaboracién

nuevos productos para aplicacion topica.

Tabla 4.8 Resultados de los ensayos de citotoxicidad para la dispersién de particulas lipidicas
preparadas con inclusion de aceite del arbol de té (PrS_EtAc_NLC _TTO_Mix_15).

Citotoxicidad en fibroblastos 3T3/Balb-c (Captacion del colorante rojo neutro)

Concentracion HTD NRgo Concepto
empleada (ppm) (ppm) final
8 concentraciones
PrS_EtAc NLC TTO Mix_15 diferentes de 50 > 2000 > 2000
ppm - 2000 ppm.

Muestra

Irritante
minimo

Citotoxicidad en queratinocitos humanos (Reduccién metabdlica de MTT)

Concentracion

Muestra empleada ECso (ppm) ECo (ppm)
8 concentraciones
PrS_EtAc NLC_TTO_Mix_15 diferentes de 50 2000.3 2000.3

ppm - 2000 ppm

Figura 4.28 Curvas de supervivencia de las lineas celulares frente a la concentracién de la
dispersion lipidica incluyendo aceite del arbol de té (PrS_EtAc_NLC _TTO_Mix_15). A) Linea
celular fibroblastos 3T3/Balb-c. B) Linea celular queratinocitos epidérmicos humanos.
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4.5 Formulacion de geles con inclusion de transportadores

lipidicos nanoestructurados

Como se menciono en el capitulo correspondiente a la parte experimental, es el interés de
las investigaciones adelantadas en el grupo de investigacion GIDECA, proponer
alternativas para el desarrollo de productos innovadores con proyeccion de transferencia al
sector industrial. Para el caso de los desarrollos de sistemas lipidicos, se han realizado
aproximaciones para su formulacion en emulsiones (Cristancho, 2014; Galeano, 2015). Sin
embargo, esta opcién no ha resultado exitosa debido a caracteristicas inherentes a la
naturaleza de las particulas lipidicas, tales como su baja densidad, el recubrimiento
hidrofilico que le proporciona el agente estabilizante y la baja densidad de carga sobre su
superficie; factores que conllevan a fendmenos como la agregacion de las particulas y la
inestabilizacion por cremado de la emulsién (Cristancho, 2014).

De acuerdo con esto y aprovechando los avances de Galeano (2015) respecto al desarrollo
de geles conteniendo sistemas particulados, se decidié gelificar la fase acuosa en la que se
encuentran dispersas las particulas lipidicas, atrapandolas dentro de su estructura. Con este
proposito se empled Vivapur® MCG, un agente viscosante y estabilizante compuesto por
celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa sodica, que se caracteriza por su ausencia
de olor y sabor, su comportamiento tixotrépico y su capacidad para producir dispersiones
con apariencia homogénea (JRS PHARMA, 2015).

Los geles obtenidos (al 13.3 % de Vivapur®) tuvieron una viscosidad inicial de 12400 cP a
15300 cP. De otro lado, como se observa en la Figura 4.29 correspondiente al termograma
de muestras de gel con y sin inclusion de particulas, sometidas a calentamiento desde —20
°C hasta 80 °C, luego del pico de fusion principal del gel existe un fenémeno endotérmico
correspondiente a un amplio intervalo de fusion, el que se podria atribuir a la presencia de
los nanotransportadores lipidicos incluidos en la formulacion, segun lo sugieren los
trabajos de Dingler et al. (1999) en los que se propone la técnica de DSC como una
herramienta para verificar la integridad de los sistemas lipidicos una vez se incorporan en
formulaciones topicas tipo crema O/W. Aplicaciones similares han hecho otros autores

para particulas lipidicas incluidas en formulaciones tipo gel, empleando esta técnica para
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la caracterizacion de dichos sistemas (Bikkad et al., 2014; Patel et al., 2012;

Teeranachaideekul et al., 2008).

Figura 4.29 Termograma DSC del calentamiento desde —20 °C hasta 80 °C de los geles de
Vivapur® preparados sin y con inclusion de NLC. En negro se observa el gel preparado en agua sin
inclusién de cargadores lipidicos, en rojo esta el gel preparado a partir de PrS_EtAc_NLC y en

azul se tiene el gel preparado a partir de PrJB_EtAc_NLC.
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De otro lado, al evaluar la calidad sensorial de los geles conteniendo o no particulas
lipidicas (Figura 4.30), se encontr6 que una relacion de las areas relativas de 1:1.33 para la
formulacion sin particulas y para la formulacion con particulas, respectivamente. Esto
sugiere que la inclusion de los transportadores lipidicos en la formulacion no esta
afectando negativamente las propiedades sensoriales del gel; hecho que es favorable en

este incipiente ejercicio de formulacion de un producto.

En adicion, los geles conteniendo las particulas lipidicas fueron sometidos a una
evaluacion preliminar de su estabilidad a diferentes condiciones de temperatura en el
almacenamiento (4 °C + 1 °C, 18 °C £ 3°C y 40 °C £ 1 °C), con el fin de observar durante
un mes las posibles modificaciones del aspecto de las muestras. En aquellas formulaciones
preparadas con PrJB_EtAc MF y almacenadas a 40 °C + 1 °C, a partir del dia 14
presentaron una separacion de fases no superior al 4 % de la columna total de muestra.
Esto indica que aun continuan los fendmenos de inestabilidad, presumiblemente

ocasionados por diferencias de densidad entre los cargadores lipidicos y la matriz acuosa.
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Figura 4.30 Panel sensorial de geles Vivapur® preparados con y sin inclusion de NLC
PrJB_EtAc_NLC. Los parametros evaluados antes de la aplicacién: 1) pegajosidad, 2) olor, 3)
apariencia. Durante la aplicacion: 4) sensacion de humedad, 5) esparcimiento, 6) absorcidn.
Después de la aplicacién: 7) brillo, 8) pegajosidad, 9) deslizamiento, 10) sensacion de residuo, 11)
suavidad, 12) sensacion de oleosidad, 13) sensacion de grasitud, 14) sensacion de cerosidad.
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Una vez finalizado el tiempo de estudio, se realiz6 un andlisis de las muestras por DSC y
como se observa en la Figura 4.31, el comportamiento térmico de los geles es diferente. Se
destaca que el gel conteniendo particulas y almacenado en nevera presenta un
comportamiento térmico similar al de la formulacién base sin inclusion de NLC, lo que
sugiere que las particulas perdieron su estructura inicial. Este hallazgo no tiene una
explicacion solida a la luz del conocimiento disponible hasta el momento en el grupo de
investigacion, acerca del comportamiento de las particulas en dispersion acuosa. Tampoco
se encuentran elementos de apoyo para explicar el comportamiento en la informacion

técnica proporcionada por el fabricante del agente viscosante.

La estrategia de gelificacion de las dispersiones acuosas de NLC tiene como principal
desventaja que cuando las particulas transporten un componente activo, este puede ser
progresivamente cedido hacia el medio. Por tal razon, en la presente investigacion se
exploro la posibilidad de obtener un gel redispersable empleando la técnica de liofilizacion
y la incorporacion dentro de la formulacion, de un agente superdesintegrante, en este caso,
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croscarmelosa sédica (Hernandez-Torres y Melgoza-Contreras, 2014). Los resultados en
estos experimentos no fueron exitosos. Al reconstituir los geles y caracterizar su tamario de
particula, el PDI se incrementd dramaticamente (incluso con valores de 1.0), aunque es
posible observar una poblacion de tamafio cercana a los 300 nm, que se podria atribuir a la
presencia de los NLC. La adicién de croscarmelosa sodica no representd ninguna ventaja
para la reconstitucion del producto, debido a que los geles no presentaron una apariencia

homogénea al liofilizarse, separandose en dos regiones de diferente color.

Figura 4.31 Termograma DSC del calentamiento desde —20 °C hasta 80 °C de los geles de
Vivapur® preparados sin y con inclusiéon de NLC PrJB_EtAc_MF, luego de un mes del estudio de
estabilidad. En negro y verde (superpuestos): gel sin inclusion de NLC y gel con inclusién de NLC
almacenado en nevera (4 °C + 1 °C). En rojo: gel con NLC almacenado a temperatura ambiente (18

°C + 3 °C). En azul: gel con NLC almacenado en estufa (40 °C + 1 °C).

wg~-1

4
L e e e
40 5 50 55 60 65 70 75 °C

-20 -15

Aunque en conjunto, los resultados anteriores no son contundentes para proponer la
preparacion de geles como una estrategia para la formulacion de sistemas lipidicos, si
constituyen un avance en ese sentido aportando informacién acerca del comportamiento de
este tipo de particulas. Indudablemente es necesario seguir trabajando para llegar a un
producto que sea estable y conserve las caracteristicas y ventajas de los transportadores

lipidicos.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La presente investigacion exploré la busqueda de nuevos materiales de origen natural para
la preparacion de particulas lipidicas. Para ello se utilizaron dos propdleos de diferente
fuente botanica y especie de abejas, los que inicialmente se evaluaron en términos de
calidad segun las disposiciones argentinas y brasileras. Los resultados evidenciaron que las
muestras de propodleos colombianos evaluadas tienen un alto contenido de ceras y se
aprovecho esta aparente desventaja para darles aplicabilidad. Asi, los materiales extraidos
del propoleos a traves del método Randall se usaron en la formulacion y preparacion de
cargadores lipidicos nanoestructurados por el método de emulsificacion-difusion,
alcanzando resultados de tamafio de particula en el rango nanométrico, unimodales y con
valores de PDI menores de 0.1. Adicionalmente, para las dispersiones de particulas
preparadas con diferente fuente de propdleos, no se evidenciaron cambios apreciables en

los valores obtenidos para cada una de estas caracteristicas.

La aproximacion a la identificacion de los grupos funcionales presentes en el material
lipidico mostré una significativa presencia de moléculas organicas tipo hidrocarbonos,
compuestas por grupos metilicos, metilénicos y metinos; asi como grupos hidroxilo y
éster, y compuestos aromaticos. El analisis por GC-MS no aporto resultados contundentes,
debido a que no fue posible la plena identificacion de las moléculas presentes. Sin
embargo, en la muestra extraida a partir del propéleos de Santander con n-hexano por el
método de Randall (PrS_H_R) se encontraron compuestos volatiles tipo terpenoides. En
términos generales, la caracterizacion realizada sobre los materiales extraidos, mostré que

existen diferencias composicionales en ambos prop6leos colombianos. Los espectros H
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NMR mostraron un perfil caracteristico para cada uno de ellos, por lo que se puede utilizar

esta metodologia para discriminar entre propéleos de diferente origen geogréfico.

De otro lado, se logré6 una aproximacion a la aplicacion de dichos NLC en la
encapsulacion del aceite del arbol de té. Igualmente, las dispersiones de cargadores
lipidicos a base de propoleos fueron vehiculizados en formulaciones tipo gel. Si bien el
primer acercamiento a la formulacion no fue exitoso (se observaron fendmenos de
inestabilidad), si constituye un avance en la proyeccion del uso que tienen este tipo de
sistemas lipidicos, teniendo en cuenta que su presencia no alter6 negativamente las

caracteristicas organolépticas del producto.

5.2 Recomendaciones

Esta investigacion constituye un aporte para el grupo GIDECA —Grupo de investigacion en
desarrollo y calidad de productos farmacéuticos y cosméticos—, puesto que fortalece la
linea de investigacion en nuevos materiales de origen natural con aplicacién en el campo
farmacéutico y cosmético. Adicionalmente, se abre la posibilidad de hacer la transferencia
de los resultados obtenidos al sector industrial, con el fin de lograr un mayor impacto de
este proyecto, al otorgarle un valor agregado al propdleos y al realizar un aporte a la

cadena apicola en general.

Ahora bien, considerando que el material utilizado para la presente investigacion es una
pequefia muestra de los propdleos colombianos, conviene hacer una reflexiéon sobre la
necesidad de tener una legislacién propia para evaluar adecuadamente la calidad de este
producto apicola. Esto bajo el hecho que la calidad del propdleos se afecta por diferentes

variables, siendo el origen botanico un aspecto critico.

Adicionalmente se sugiere seguir trabajando en la estandarizacion del proceso de
extraccion del material ceroso, evaluando la influencia de variables como el tiempo y la
temperatura sobre las caracteristicas del material extraido y de las particulas lipidicas
preparadas a posteriori. Unido a lo anterior, se podrian definir especificaciones de calidad
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para el material extraido, que incluyan pardmetros como el intervalo de fusion, el
contenido de un compuesto quimico trazador (preferiblemente relacionado con el origen

botanico del propoleos) y la presencia de disolvente organico residual.

Por otra parte, se puede explorar la preparacion de las dispersiones de particulas a traves
de otros métodos como la homogenizacion a alta presion o la emulsificacion asistida con
ultrasonido. Igualmente, dentro de la formulacion se puede estudiar la influencia de la
inclusion de resinas extraidas del propdleos, con el fin de enriquecer en compuestos
activos los NLC preparados. Esto implicaria la ejecucion de mas pruebas de seguridad, que

garanticen que la presencia de alérgenos sea minima en el producto final.

Para profundizar en la caracterizacion quimica de los materiales, se recomienda
complementar los resultados generados en esta tesis con aquellos obtenidos por otras
técnicas complementarias como la cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS), puesto que en casos en los que no se
dispone de patrones de referencia, LC-MS/MS es clave para proveer datos para
asignaciones estructurales tentativas de picos desconocidos, tal como sucedié con la

muestra extraida con acetato de etilo del propoleos de Jardin Botanico (PrJB_Et R).

La posibilidad de seguir trabajando en esta linea de investigacion queda abierta, puesto que
es necesario continuar el estudio de la encapsulacion de activos por este tipo de
nanotransportadores lipidicos, asi como su formulacion en productos de interés
farmacéutico y cosmético en los que se desafie la inclusion de los NLC y que encuentre
una aplicacion real. En este sentido, se hace imperativo el estudio de alternativas para la
estabilizacion de particulas y avanzar hacia el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas,
aparte de las emulsiones y los geles, que conserven las ventajas de estos tipos de

transportadores lipidicos y que sean comercialmente competitivas.
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ANEXOS

Anexo 1. Disefio estadistico experimental Plackett-Burman para seleccionar la mejor
formulacién a base de material lipidico de propdleos.

Ndmero _ _ _
aleatorizado VA PLX cct ~ Acettede . Tiempode - Velocidad de
para ejecutar ajonjoli emulsificacién  emulsificacion

los ensayos
6 + + + — + +
5 + + — + + -
4 + - + + - +
3 — + + — + -
2 + + — + — —
1 + - — - —
11 - + - - — +
10 + - - - + +
9 - - - + + +
8 - - + + + -
7 - + + + - +
12 — — - — - -
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Anexo 2. Datos primarios de las formulaciones preparadas aplicando el disefio estadistico
experimental Plackett-Burman.

Tipo de material lipidico usado en la preparacién

Plackett-Burman

PrS H R PrJB H R
NGmero de Tamqﬁo de Porcentzjje de Tamqﬁo de Porcentgje
Ensayo S particula PDI la sefial particula PDI de la sefial
mediciones o T
(nm) principal (nm) principal
1 1 249 0.094 100 258 0.092 100
2 249 0.028 100 262 0.017 100
3 243 0.006 100 257 0.212 100
4 240 0.037 100 251 0.054 100
5 242 0.064 100 252 0.047 100
2 1 243 0.171 98.7 390 0.122 100
2 239 0.226 98.3 381 0.21 100
3 238 0.161 100 375 0.178 100
4 238 0.183 98.2 374 0.164 99.3
5 234 0.185 98 369 0.225 94.1
3 1 173 0.073 100 164 0.093 100
2 171 0.089 100 162 0.083 100
3 171 0.015 100 163 0.063 100
4 168 0.028 100 163 0.087 100
5 165 0.115 100 161 0.052 100
4 1 134 0.048 100 150 0.212 97.7
2 133 0.05 100 149 0.186 100
3 137 0.069 100 152 0.183 100
4 132 0.071 100 149 0.163 100
5 132 0.057 100 149 0.166 100
5 1 268 0.212 100 273 0.214 100
2 260 0.232 96.6 266 0.194 100
3 252 0.229 97.8 265 0.203 98
4 251 0.193 100 268 0.21 100
5 244 0.246 100 267 0.203 100
6 1 97 0.168 100 129 0.14 100
2 98 0.133 100 123 0.142 100
3 96 0.158 100 124 0.147 100
4 94 0.196 100 122 0.122 100
5 97 0.151 100 123 0.085 100
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Tipo de material lipidico usado en la preparacion

Plackett-Burman

PrS H R PrJB H R
NGmero de Tama,ﬁo de Porcentgje de Tama,ﬁo de Porcentzjlje de
Ensayo . particula PDI la sefal particula PDI la sefial
mediciones o O~
(nm) principal (nm) principal
7 1 130 0.066 100 159 0.240 97.9
2 127 0.119 100 157 0.248 97.9
3 126 0.075 100 156 0.264 97.4
4 129 0.078 100 157 0.227 100
5 124 0.152 100 157 0.261 100
8 1 177 0.065 100 176 0.172 98.6
2 173 0.107 100 168 0.115 100
3 169 0.155 100 171 0.098 100
4 170 0.104 100 171 0.122 100
5 170 0.063 100 165 0.111 100
9 1 150 0.124 100 135 0.268 97.2
2 152 0.148 100 137 0.323 97.4
3 148 0.121 100 136 0.291 94.9
4 147 0.167 100 135 0.267 96.8
5 147 0.115 100 134 0.270 100
10 1 132 0.201 98.7 145 0.122 100
2 129 0.184 100 146 0.147 100
3 130 0.19 100 144 0.203 97.3
4 133 0.16 100 143 0.160 98.9
5 130 0.202 97.7 144 0.105 100
11 1 126 0.179 100 125 0.119 100
2 126 0.202 98.1 121 0.106 100
3 126 0.135 100 123 0.114 100
4 125 0.146 100 121 0.124 100
5 124 0.183 98.7 122 0.101 100
12 1 226 0.009 100 194 0.065 100
2 225 0.09 100 190 0.165 100
3 222 0.133 100 196 0.045 100
4 219 0.122 100 191 0.078 100
5 218 0.08 100 192 0.082 100
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Anexo 3. HMQC del material extraido de PrS con acetato de etilo (PrS_EtAc_R).
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Anexo 4. HMBC del material extraido de PrS con acetato de etilo (PrS_EtAc_R).

PrS Acet-R (RMN 199) ro
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Anexo 5. HMQC del material extraido de PrJB con acetato de etilo (PrJB_EtAc_R).

A A
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Anexo 6. HMBC del material extraido de PrJB con acetato de etilo (PrJB_EtAc_R).

fl
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