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I. RESUMEN

En México, las micosis superficiales afectan al 10% de la poblacion. El tratamiento
convencional consiste en el uso de farmacos tépicos (i.e. clotrimazol). Sin embargo, la
limitante mds importante que presentan es su pobre penetracion en la piel, ademas del
riesgo de aparicion de resistencias. El empleo de productos naturales (i.e. aceites
esenciales) es una practica difundida en México y se ha reportado que los aceites
esenciales (AE) contienen componentes activos contra algunos microorganismos,
especificamente, hongos. En este estudio, ha sido propuesto el uso tdpico de
nanoparticulas (NP), orientado a incrementar la absorcién de los activos en piel. En una
primera etapa, se incorporaron los AE de Magnolia grandiflora (AE-Mg), Thymus
vulgaris (AE-Tv) y Origanum vulgare (AE-Ov) en nanocdpsulas (NC). Las NC
presentaron un tamafio de =200 nm, con un porcentaje de eficiencia de encapsulacion de
28.82% para NC-Tv, de 22.89% para NC-Ov vy, por ultimo, 13.62% para NC-Mg. Se
evaluo el efecto citotoxico de los AE libres e incorporados en las NC contra la linea
celular HaCaT. Se obtuvieron los valores de ICso: 51.03, 117.63 y > 200 pg/mL, para
AE-Ov, AE-Tv y AE-Mg, respectivamente y 60.26, >120 y >200 pg/mL para sus
respectivas formulaciones de NC. En una segunda etapa, se realizaron estudios in vitro
de permeacién en piel de cerdo con los AE libres y en NC hasta por 24 horas. Se
establecié que propiedades fisicoquimicas de los compuestos presentes en los AE, asi
como, propiedades relacionadas con las NC estdn involucrados en la penetracién de
compuestos en la piel. Para evaluar la actividad antifingica de AE-Tv y AE-Ov libres y
en NC se adapt6 la técnica poisoned food con seis cepas de hongos dermatofitos. Se
establecié una CMI de 175 y 125 ppm para AE-Tv y AE-Ov, mientras que para las NP
con AE incorporado se demostré la actividad antifingica de ambas formulaciones
contra, al menos, cuatro de las seis cepas de hongos dermatofitos. Finalmente, se
obtuvieron NP catidnicas, anidnicas y neutras cargadas con clotrimazol (CLT) y se
realizaron estudios in vitro de permeacion en piel de cerdo y la técnica tape stripping. Se
observd que las NP con carga positiva mostraron una atraccion por la superficie de la
piel, favoreciendo la liberacién del CLT sobre la superficie de la piel. Esta investigacion

abre expectativas para la optimizacion del tratamiento topico de enfermedades fuingicas.



ABSTRACT

In Mexico, superficial mycoses affect to 10% of the population. The conventional
treatment involves the administration of topical drugs (i. e. clotrimazole). Nevertheless,
these kind of drugs present some remarkable drawbacks as poor skin penetration and
risk of the emergence of drug-resistant strains. The use of natural products (i. e. essential
oils) is a practice widely known in Mexico and it has been reported that essential oils
(EO) have active compounds against some microorganisms, specifically fungi. In this
study, the topical use of nanoparticles to increase the skin absorption of the actives has
been proposed. In a first phase, the EO of Magnolia grandiflora (EO-Mg), Thymus
vulgaris (EO-Tv) and Origanum vulgare (EO-Ov) were incorporated in nanocapsules
(NC). The NC presented a size of =200 nm, with an encapsulation efficiency of 28.82%
for NC-Tv, 22.89% for NC-Ov and 13.62% for NC-Mg. The cytotoxic effect of the free-
and encapsulated-EO was evaluated on the cell line HaCaT. The ICso values were: 51.03,
117.63 and > 200 pug/mL, for EO-Ov, EO-Tv and EO-Mg, respectively, and, 60.26,
>120 y >200 pg/mL for their respective formulations of NC. In a second phase, in vitro
permeation studies on pig skin were performed for evaluating the free- and
encapsulated-EO up to 24 h. The results shown physicochemical that properties of the
compounds in the EO and characteristics of NC were involved in the absorption of the
compounds into the skin. For evaluating the antifungal activity of EO-Tv and EO-Ov
free and encapsulated in NC, the poisoned food technique was adapted using six
dermatophyte fungal strains. Minimal Inhibition Concentration was established, for EO-
Tv was 175 ppm and for EO-Ov was 125 ppm. Both formulations of NP loaded with EO
presented antifungal activity, at least on four strains. Finally, cationic, anionic and
neutral NP were prepared to incorporate clotrimazole (CLT). The formulations were
evaluated by in vitro permeation studies on pig skin and tape stripping technique. The
results indicated that particles positively charged can be attracted to the skin surface in
order to improve release of CLT into skin surface. This study displays new expectations

for the optimization of the topical treatment in fungal diseases.



II. INTRODUCCION

En México, las micosis superficiales constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y
afectan al 10% de la poblacién. El tratamiento convencional de las micosis superficiales
es con farmacos del tipo de los azoles (i.e. clotrimazol CLT). Este grupo de farmacos
antimicéticos tienen un amplio espectro de accién, no obstante, la limitante mas
importante que presentan es su pobre penetracion en los tejidos afectados, ademds de la
posible aparicién de cepas farmacorresistentes. El empleo de productos naturales (i.e.
aceites esenciales) es una practica difundida en México y se ha reportado que los aceites
esenciales (AE) contienen componentes activos contra algunos microorganismos,
especificamente, hongos. Las nanoparticulas poliméricas (NP) han sido propuestas como
vectores de principios activos debido a que presentan algunas ventajas, entre las que
destacan, la proteccion al principio activo y su capacidad para controlar la liberacion del
activo dentro del rango terapéutico deseado. En este contexto, en el presente trabajo se
propuso el desarrollo de formulaciones de NP biodegradables con AE y la evaluacion
tanto de su actividad antimicética in vitro, como de su nivel de penetracién en piel de
cerdo, a fin de obtener una posible alternativa para mejorar el tratamiento de las micosis
superficiales. Primeramente, en el Capitulo 1, se reporta el desarrollo de formulaciones
de NP cargadas con AE (AE-Ov, AE-Tv y AE-Mg), las cuales fueron caracterizadas
fisicoquimicamente. Posteriormente, para determinar si los AE y sus respectivas
formulaciones eran seguras para una administracidon topica, se realizé la evaluacion
citotoxica empleando la linea celular HaCaT. En el Capitulo 2, para conocer el efecto
antifingico de los AE y sus formulaciones de NC, se detalla la adaptacion de la técnica
poisoned food con seis cepas de dermatofitos. Asi mismo, se determiné si el AE y sus
formulaciones tienen la capacidad de penetrar en la piel, mediante un ensayo in vitro de
permeacién en piel de cerdo. Por dltimo, en el Capitulo 3, tomando como referencia un
antimicético modelo (CLT), se reporta el desarrollo de tres formulaciones de NP
(catidnicas, anidnicas y neutras) cargadas con CLT, las cuales fueron caracterizadas
fisicoquimicamente. Con la finalidad de establecer si existe una relacion directa entre la
penetracion del CLT y la densidad de carga superficial de las NP, se realiz6 un estudio

in vitro de permeacion con piel de cerdo y la técnica tape stripping.



III. ANTECEDENTES

1. Micosis superficiales

Las dermatomicosis o micosis superficiales son infecciones que se caracterizan porque
el hongo invade las capas externas de la epidermis, el pelo y las ufias (Vilata 2006a). De
acuerdo al agente causal de la infeccion, estas micosis se dividen en dermatofitosis,

pitiriasis versicolor y candidiasis.

Especificamente, las dermatofitosis son causadas por hongos denominados dermatofitos,
los cuales tienen la capacidad de invadir tejidos queratinizados produciendo lesiones
popularmente conocidas como “tifias”. Generalmente, la denominacién de las
infecciones causadas por dermatofitos refiere a la localizacion anatémica involucrada en
la infeccion, por ejemplo, tinea barbae (tifia de la barba y el bigote), tinea capitis (tifia
del cuero cabelludo, las cejas y pestafias), tinea corporis (tifa de la piel lampifia), tinea
cruris (tina de la ingle), tinea manuum (tina de la mano), tiena pedis (tifia de los pies) y

tinea unguium (tifia de las ufias) (Molina 2011.).

Las dermatomicosis son las infecciones superficiales y cutdneas fiingicas mds comunes
en el hombre. Este tipo de infecciones son causadas por hongos filamentosos
pertenecientes a las especies de los generos: Thrichphyton, Epidermophyton vy
Microsporum. Estos hongos filamentosos tienen afinidad por la queratina, la cual es uno
de los componentes principales del pelo, las ufias y la piel; de hecho, estos sitios son
considerados como dreas primarias de infeccion por dermatofitos (Borgers et al. 2005).
En el area clinica, el agente etiolégico mds frecuentemente implicado es 7. rubrum,
seguido de T. mentagrophytes y M. canis; la distribucion del resto de las especies varia
en funcidén de la localizacion geografica (Gupta et al. 1998). Se estima que este tipo de
padecimientos, afectan del 20-25% de la poblacion mundial, mientras que en México
afectan al 10% de la poblacién y esta incidencia contintia creciendo constantemente

(Vena et al. 2012; Manzano-Gayosso 2008; Kim et al. 2015).



1.1. Estrategias en el tratamiento de las micosis superficiales

El tratamiento convencional de las micosis superficiales es con farmacos tipo azoles.
Dentro de esta clasificacion los compuestos mds utilizados en la actualidad son los
imidazoles (clotrimazol, ketoconazol, miconazol) y los triazoles (fluconazol,
itraconazol), mismos que se caracterizan por la presencia en su estructura quimica de un
anillo azodlico de 5 atomos (Figura 1). Estos compuestos actian sobre las membranas
celulares flingicas al inhibir la enzima citocromo P450 14-alfa-desmetilasa fingica. Ello
da lugar a la formacién de una membrana anormal tanto desde el punto de vista

morfoldgico como funcional (Fernandez et al. 2005).

Particularmente, este grupo de farmacos antimicéticos tienen un amplio espectro de
accion, no obstante, la limitante mas importante que presentan es su pobre penetracion

en los tejidos afectados, ademds de la posible aparicion de resistencia.
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Figura 1. Estructura quimica de los azoles.

Especificamente, el clotrimazol (CLT) fue descrito por primera vez en 1969 y es un azol
relativamente no téxico con un amplio espectro de actividad antiftingica (Solich et al.
2002). Durante el tratamiento con CLT, en algunos casos, este fdrmaco no muestra
efectividad contra el hongo, genera efectos secundarios y tasas elevadas de reincidencia

de la infeccion. Dentro de los efectos adversos del CLT se encuentran: funcién hepdtica



anormal, nduseas y vomitos, con respecto a su administracion oral e irritacion y escozor
de la piel cuando su aplicacién es topica. El tratamiento tépico del CLT, con frecuencia
es el mas recurrido comparado con la administracion oral de fairmacos en el tratamiento
de infeccién micéticas cutdneas debido a que, el CLT es practicamente insoluble en agua
y sus niveles de absorcion son bajos cuando este es administrado via oral (Paradkar et al.
2015). Sin embargo, este farmaco presenta una limitante con respecto a su aplicacion
topica, la cual es una pobre penetracion en las lesiones; lo anterior estd relacionado con
su coeficiente de particion (Log Kon = 4.1). Esta propiedad es uno de los factores
determinantes para lograr concentraciones Optimas de farmaco en la superficie de la piel

(Vilata 2006b; Marwah et al. 2016).

2. Estructura de la piel

La piel es uno de los 6rganos mds extensos en el cuerpo humano. Dentro de sus
funciones primarias se encuentra la funcién como barrera contra peligros presentes en el
medio ambiente, tales como: la radiacién ultravioleta, los dafios fisicos y quimicos y los
microorganismos. La piel estd estructurada en tres capas principales: epidermis, dermis e

hipodermis (Figura 2).

Epidermis: es la capa mds externa de la piel, posee un grosor entre 0.05-1 mm
dependiendo de la parte del cuerpo donde se encuentre. Posee tres poblaciones
principales de células: queratinocitos, melanocitos y células de Langerhans. Los
primeros son las células predominantes en la epidermis y son producidos en la ldmina
basal de la piel para después pasar por un proceso de maduracién, diferenciaciéon y
migracion hacia la superficie de la piel. El tiempo de trénsito de los queratinocitos de la
capa basal a la superficie de la piel (estrato cérneo) es alrededor de los 14 dias. El estrato

corneo es la capa mds externa de la epidermis y actda principalmente como una barrera.

Dermis: muchos tipos de células residen en la dermis incluyendo fibroblastos,
macrofagos, mastocitos y células inmunes circulantes. La dermis es responsable de la

elasticidad, la flexibilidad y la resistencia a la traccion de la piel. Ademads, proporciona



proteccién contra dafios mecdnicos, retencion de agua y ayuda en la regulacion térmica.
La dermis contiene y soporta los receptores de estimulos sensoriales y es un elemento

clave en la cicatrizacion de heridas.

Epidermis

Glandula

sebacea Dermis

Foliculo
piloso

Hipodermis

Glandula
sudoripara

Figura 2. Estructura de la piel.

Hipodermis: esta compuesta principalmente de tejido adiposo, que aisla al cuerpo y
sirve como una fuente de energia de reserva. Asi mismo, amortigua y protege a la piel y

es compatible con nervios, vasos sanguineos y vasos linfaticos (Maibach y Honari 2014).

2.1. Transporte de principios activos a través de la piel

El estrato corneo funciona como una membrana compacta capaz de limitar el proceso de
penetracién y actia como una barrera de difusién pasiva. La integridad del estrato
corneo y la concentracion de farmaco aplicada son aspectos importantes que determinan
los perfiles de penetracion de los farmacos en la piel. Las rutas pasivas a través de las
cuales los farmacos pueden atravesar el estrato corneo son la intercelular, la transcelular

y por apéndices (Figura 3) (Beck et al. 2011).
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Figura 3. Mecanismos de transporte a través de
la piel a) intercelular, b) transcelular y c¢) por
apéndices.

Intercelular: este tipo de transporte se da a través de la solubilizacién del compuesto
activo en los lipidos extracelulares los cuales se encuentras dispuestos estructuralmente

en bicapas.

Transcelular: este tipo de transporte se da a través de los corneocitos y las bicapas
lipidicas. Dentro de estas tultimas, el transporte puede llevarse a través dos vias: via
lipidica (difusion a través de la matriz lipidica) y via polar (difusion a través de grupos

con cabeza polar).

Por apéndices: este tipo de transporte se da a través de las glandulas sudoriparas o
foliculos pilosos. Estos apéndices representan solo el 0.1 — 1.0% del drea superficial de
la piel y, en afios recientes, ha surgido un interés por el direccionamiento de moléculas a

través de estas estructuras, particularmente, el direccionamiento folicular.



2.2. Formulaciones para su administracion tépica

El direccionamiento de moléculas a través de la piel se logra mediante la modificacion
estructural del principio activo o mediante la reformulacién del vehiculo que lo contiene.
La modificacién estructural del principio activo incluye la optimizacion de propiedades
fisicoquimicas tales como el tamafio, lipofilicidad y carga. Para la modificacion de las
formulaciones con principio activo, se ha enfocado en el uso de formas de dosificacion
basadas en particulas/vesiculas, un ejemplo de ello son: las microparticulas, los

liposomas y las nanoparticulas, entre otros (Benson y Watkinson 2011).

Maheshwari et al. realizaron dos formulaciones (etosomas y liposomas) para la
liberacion transdermal de CLT. Las formulaciones de etosomas y liposomas mostraron
un tamafio de particula de 132 y 121 nm, respectivamente. Durante los estudios de
permeacion en piel de rata, se determind el flujo de permeacion transdérmico en estado
estacionario del CLT y se obtuvieron valores de 56.24 pug/cm?/h para la formulacién de
etosomas y de 50.16 ug/cm?h para a formulacién de liposomas. Los investigadores
concluyeron que las formulaciones a base de etosomas poseian mejores propiedades con
respecto a la formulacién con liposomas, esto al presentar mejor solubilidad, retencién y
adaptabilidad en las bicapas lipidicas de la piel. Sin embargo, atribuyeron dichas
propiedades a la presencia de un solvente en su formulaciéon (etanol). Otro dato
importante es que no presentaron estudios que respalden el tiempo de estabilidad de

dichas formulaciones (Maheshwari et al. 2012).

Por otra parte, Kumari y Kesavan desarrollaron una microemulsiéon de CLT con una
cubierta de quitosano. La microemulsion presenté un tamafio de particula de 22 nm y
una poblaciéon homogénea. Los resultados obtenidos en los estudios de permeacion en
piel de rata mostraron que la microemulsion cubierta con quitosano presentaba una
liberacién controlada uniforme. Ademas, en los estudios de retencion en piel, se observo
que la formulacion con la capa de quitosano (= 70pg/mg), mostré6 mayor retencion en

comparacion con formulaciones sin esta capa (= 35ug/mg), por lo tanto, se atribuy6 este



comportamiento a la naturaleza mucoadhesiva del quitosano y a los excelentes puntos de

contacto entre la formulacién y la carga negativa de la piel (Kumari y Kesavan 2017).

Esposito, et al. realizaron una formulacién de nanoparticulas lipidicas cargadas con CLT
que mostraron una distribucién bimodal, con una poblacioén principal de 120 nm y una
menos representativa de 297 nm. Durante los estudios de permeacion, realizados sobre
una membrana de nylon (poro de 0.2 um), observaron que los rangos de difusién (49.37
ug/cm?) eran similares a los obtenidos con una formulacién comercial de Canesten®
(50.32 ug/cm?) durante 7 horas. Esta similitud la atribuyeron a la baja viscosidad de las
formulaciones, considerada como el factor limitante de la difusién, atn sobre el tipo de
nanoestructura. Ademads, se estableci6 que la formulacién de nanoparticulas lipidicas fue
mds activa contra Candida albicans con respecto al farmaco puro, ya que la formulacién
mostré una disminucién del crecimiento de la levadura de hasta un 65.3% con respecto
al control. Finalmente, los autores asumieron que esa actividad antifingica estaba dada
por la nanoestructura ya que permite la penetracion del CLT a través de las paredes

celulares inhibiendo la sintesis del ergosterol (Esposito et al. 2013).

3. Productos naturales con actividad antimicrobiana

El empleo de plantas medicinales es parte de una muy difundida tradicién empirica en
nuestro pais que estd apoyada en elementos culturales arraigados. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) reconoce y estimula el gran valor de las plantas medicinales
en la atencién primaria de millones de personas y considera que el 80% de la poblacion
mundial utiliza estos recursos como principal fuente de atencién primaria en sus
problemas de salud (Alvarez er al. 2005). Las plantas contienen compuestos cuya
actividad resulta ser favorable para combatir algunos microorganismos como parasitos,
bacterias y hongos. Los aceites esenciales son un buen ejemplo de productos naturales
que contienen una gama extensa de compuestos que poseen este tipo de actividades

bioldgicas.



3.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aromaéticos provenientes del material vegetal de una
planta (flores, semillas, hojas, frutos, corteza y raices) (Burt 2004). El total de contenido

de aceite esencial en plantas generalmente es muy bajo, menor al 1% (Pengelly 2004).

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de compuestos de bajo peso molecular
(normalmente menores de 500 Daltons), mismos que son extraidos por destilacién a
vapor, hidrodestilacién y extracciéon por solvente (Raut y Karuppayil 2014). Estos
contienen aproximadamente 100 compuestos, aunque existen algunos que pueden
contener entre 20 y 60. Los compuestos encontrados en los aceites esenciales son de
diferente naturaleza quimica, entre los cuales predominan los terpenos; la mayoria de
estos son hidrocarbonos, derivados oxigenados y algunos de ellos podrian contener

nitrogeno o sulfuro (Thormar 2011).

No obstante, para poder ser utilizados como agentes antimicrobianos aun presentan
ciertas limitaciones entre las que se encuentran: i) elevada tasa de degradacién y
reactividad quimica de los compuestos presentes, ii) baja solubilidad en agua que limita
su aplicacion bioldgica y iii) corto tiempo de bioactividad debido a su cardcter volatil
(Wattanasatcha et al. 2012). Por lo tanto, es necesario utilizar alternativas tecnoldgicas
que protejan al aceite esencial y faciliten su correcta administracion sin perder sus

propiedades antiftingicas.

Por otra parte, para conocer el potencial terapéutico de los productos naturales, su
evaluacion microbioldgica presenta ciertas limitaciones. Actualmente, no existe un
procedimiento establecido de forma general para evaluar la actividad antifingica de
productos naturales contra cepas de hongos dermatofitos. A pesar de los diversos
reportes, modificaciones y adaptaciones para la determinacién de la actividad
antifiingica de productos naturales, es dificil comparar las técnicas o los resultados
obtenidos en cada una de ellas debido a la gran variabilidad metodoldgica aplicada para

evaluar este tipo de moléculas activas.



3.2. Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales

Las pruebas de susceptibilidad se realizan con el fin de comparar la actividad inhibitoria
de los principios activos contra diferentes cepas de microorganismos y detectar posible
resistencia a los mismos. Sin embargo, la evaluacion de aceites esenciales como agentes
antimicrobianos atin presentan ciertas limitaciones relacionadas principalmente con sus
propiedades fisicoquimicas. Para superar estas limitantes, una alternativa es la

evaluacidn antifingica mediante la técnica poisoned food.

Metodologia poisoned food. Esta técnica consiste en emplear cultivos de cinco dias de
crecimiento, los cuales son perforados asépticamente con un sacabocados estéril (7 mm
de didmetro). Los discos de micelio son puestos en una placa de agar gelificado que ha
sido previamente preparada por impregnacion a la concentracion deseada del activo a
45-50 °C. Las placas son incubadas a 26 °C y el didmetro de la colonia es medido para

establecer la inhibicién del crecimiento micelial (Das et al. 2010).

Marwah et al. utilizaron la técnica poisoned food para evaluar la actividad antifungica
del aceite esencial de Plectranthus cylindraceus. Se realizaron las evaluaciones con
cuatro especies de dermatofitos: T. rubrum (ATCC 28188), T. mentagrophytes (ATCC
18748), M. gypseum (ATCC 24102) y M. canis (ATCC 36299). La metodologia
consistié en mezclar diferentes cantidades del aceite esencial y el agente tensoactivo
(polisorbato 20, al 0.01%, p/p) para, posteriormente, ser adicionados al medio de cultivo
de agar papa dextrosa (PDA) con Polisorbato a 0.01 %. Las concentraciones del aceite
esencial estuvieron en un rango de 125-500 pg/mL. Posteriormente, las placas fueron
inoculadas con discos de micelio (con un didmetro de 5 mm) de cultivos de siete dias de
previo crecimiento. Posterior a tres dias, se observd la completa inhibicion de las cepas
T. rubrum (ATCC 28188), M. gypseum (ATCC 24102) y M. canis (ATCC 36299) a una
concentracién de 250 pg/mL. La actividad antifingica del aceite de P. cylindraceus se
atribuy6 a la presencia de carvacrol, un monoterpeno oxigenado que posee un grupo
hidroxilo en posicién meta, al que se le ha atribuido una actividad bactericida y

fungicida de amplio espectro (Marwah et al. 2007).



4. Nanoencapsulacion de compuestos biologicamente activos

Para ser utilizados como agentes antimicrobianos los aceites esenciales aun presentan
ciertas limitantes relacionadas con sus propiedades fisicoquimicas, tales como su
solubilidad, volatilidad, reactividad quimica y degradacién. Por lo tanto, es necesario
buscar un vehiculo o acarreador que proteja y facilite su administracién y posterior
liberacion en el sitio de accién y, ademds, sin modificar sus propiedades

antimicrobianas.

Debido a esto, surge la necesidad de incorporar dichas moléculas bioactivas en vehiculos
adecuados que aseguren su entrega al sitio de accidon. Los medios convencionales para la
administracion tépica de principios activos incluyen el uso de vehiculos tales como
ungiientos, cremas, geles y en afios recientes el uso de nanoemulsiones y nanoparticulas

(Kayser et al. 2005; Brown et al. 2008).

En afos recientes, se ha propuesto el uso de la tecnologia de la encapsulacion para el
disefio de procesos de formulacion que mejoren la estabilidad, solubilidad y liberacion
de compuestos activos utilizados en la industria farmacéutica, cosmética y alimenticia
(Ponce et al. 2010). Un ejemplo de este tipo de tecnologias es la incorporacion de
activos en sistemas coloidales, entre los que destacan las nanoparticulas poliméricas

(NP).

4.1. Nanoparticulas poliméricas

Estos sistemas coloidales de uso farmacéutico poseen una forma esférica y su tamafio
fluctda en un rango de 1-600 nm. Ademads, presentan una estructura matricial o capsular
polimérica que puede atrapar, encapsular o adsorber farmacos (Figura 4). En estos
coloides poliméricos pueden incorporarse diferentes tipos de farmacos de caricter

hidrofébico o hidrofilico y orientarlos hacia un tejido o una célula diana.



Las nanoparticulas (NP) pueden prepararse de distintos materiales, tales como proteinas,
polisacdridos y polimeros sintéticos. La seleccion de la matriz de estos materiales es
dependiente de algunos factores entre los cuales se encuentran: a) el tamafio requerido
de las nanoparticulas; b) las propiedades inherentes del fiarmaco encapsulado, por
ejemplo, solubilidad y estabilidad; c) las caracteristicas superficiales deseadas en la
nanoparticula, como carga y permeabilidad; d) el grado de degradabilidad vy
biocompatibilidad; e) el perfil de liberacién del farmaco, f) la antigenicidad del producto

final y g) la via de administracién (Mohanraj y Chen 2006).

Matriz polimérica

(b)

Nucleo acuoso u oleoso

(a)

Pared polimérica

Figura 4. Estructura de las nanoparticulas poliméricas: a) matricial y b) capsular.

Una de las técnicas mds empleadas para la preparacion de NP es la técnica de
nanoprecipitacion (Figura 5). Esta técnica también es llamada desplazamiento del

solvente o deposicion interfacial y fue propuesta por Fessi ef al. (1989).

La técnica de nanoprecipitacion consiste en preparar una fase orgdnica que contiene un
solvente miscible en agua, un polimero (sintético o natural) y el principio activo. Por
otra parte, se prepara la fase acuosa que consiste en un solvente (generalmente agua) o
una mezcla de ellos suplementados con un surfactante. En el método de
nanoprecipitacion, las NP son obtenidas como una suspension coloidal formada a través
de la lenta adicion de la fase orgdnica a la fase acuosa, todo esto a temperatura ambiente

y con agitacién moderada constante (Fessi et al. 1989; Mora-Huertas et al. 2010).
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Figura 5. Técnica de nanoprecipitacion.

4.2. Incorporacion de aceites esenciales en nanoparticulas poliméricas

La importancia de la incorporacién de aceites esenciales en nanoparticulas poliméricas
radica en prevenir cambios quimicos significativos en el aceite esencial durante su
almacenamiento y manipulacion. Estos cambios pueden deberse a la elevada volatilidad
y descomposicion de los componentes del aceite esencial. Los principales factores que
influyen en la degradacion de los aceites esenciales son: la exposicion directa al calor, la

humedad y el oxigeno.

La encapsulacion de los aceites esenciales aumenta la estabilidad fisica de los mismos,
ademds de protegerlos de cualquier interaccion con el medio ambiente. Por
consecuencia, su encapsulacion disminuye la volatilidad e incrementa la bioactividad y

liberacion controlada (Grumezescu 2016).

Flores et al. evaluaron la eficacia antifiingica de nanoemulsiones y nanocdpsulas que
contenian aceite esencial de Melaleuca alternifolia en un modelo de onicomicosis. La
evaluacion se realiz6 mediante dos ensayos in vitro de ufia infectada con 7. rubrum. Se
concluyé que las nanocdpsulas mostraron una actividad antifingica mayor en todos los
b d imi del h: i 2 d 1
ensayos, observando un menor crecimiento del hongo por drea (mm=~) comparado con las
nanoemulsiones. El estudio mostré evidencia sobre la importancia del uso de las NP

empleadas para mejorar la efectividad de los principios activos (Flores et al. 2013). Por



otra parte, Hosseini et al. desarrollaron una formulacion de NP de quitosano cargadas
con aceite esencial de orégano. Las NP presentaron una distribucién regular y una forma
esférica. Los estudios de liberacién in vitro de la formulacion de nanoparticulas
mostraron de forma inicial un efecto burst (liberacién de gran cantidad del activo de

forma répida), seguido de una lenta liberacion controlada (Hosseini et al. 2013).

5. Evaluacion de la permeacion y penetracion de principios activos en la piel

El objetivo de los estudios de permeacion cutdnea es entender y/o predecir la liberacion
y penetracion de una molécula activa a través de la superficie de la piel. Los métodos
mds empleados para el estudio de la permeacién cutdnea de activos son los métodos in
vitro € in vivo, siendo los primeros los que representan las técnicas mds difundidas. Los
métodos in vitro son aquellos realizados en un ambiente artificial, fuera del cuerpo o del
organismo, mientras que, los métodos in vivo son aquellos realizados directamente en un

organismo vivo (Hadgraft y Guy 1989).

En cuanto a métodos in vivo, uno de los més empleados es el método de espectroscopia
de infrarrojo por transformada de Fourier y reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), el
cual permite calcular directamente el contenido de agua en la piel (Takahashi 2002).
Singla et al. observaron el efecto de la modulacién de un gradiente de calcio sobre la
absorcion percutinea del &cido nicotinico, un farmaco hidrofilico, en ratas. La
espectroscopia de ATR-FTIR fue empleada para determinar los cambios de
conformacion de los lipidos de la piel. Concluyeron que la modificacion en el gradiente
de calcio disminuye considerablemente la permeacion del 4cido nicotinico en la piel de

rata (Singla et al. 2002).

Uno de los métodos in vitro mds representativos para obtener informacion de la
interacciéon farmaco-piel es el método de difusion en celdas de Franz. Desde su
desarrollo en 1975, es el principal método utilizado para evaluar la permeacion
transdérmica de farmacos. Este dispositivo consta de un compartimento receptor, un

compartimento donador y una membrana de difusiéon que se coloca entre los dos



compartimentos (Figura 6). Es importante indicar que como estudio complementario
para determinar la progresion de un farmaco a través del estrato corneo es primordial la
informacion obtenida con la técnica de fape stripping (Villarino y Landoni 2006; Pareja
2004; Fauli 1995). Los datos obtenidos con ambas técnicas son determinantes para

elucidar la capacidad de penetracion-permeacion de un farmaco en la piel.

—

Compartimento
donador

=S
I
Piel de cerdo

Compartimento
receptor

—

Figura 6. Celda de Franz modificada
empleada para la determinacién de
estudios de permeacion transdérmica

en piel de cerdo.

En los métodos in vitro se utilizan, tanto piel animal o humana, como membranas
artificiales (piel artificial). Tomando en cuenta la limitada disponibilidad de obtener piel
humana, aunado a la creciente necesidad de evaluar productos dérmicos (farmacéuticos
0 cosméticos), se ha promovido la bisqueda de modelos alternativos de evaluacion
topica. Algunas especies actualmente en uso son el raton, la rata calva, el hamster, la
vibora, el cerdo y la vaca. Sin embargo, las diferencias en el espesor del estrato cérneo,
el nimero de capas de corneocitos, la densidad del pelo, el contenido de agua, el perfil
de lipidos y la morfologia hacen que la piel animal sea mas permeable que la humana.
No obstante, al comparar los resultados de varias especies, la piel humana encuentra una
mayor similitud con el tejido de la piel de cerdo (Ehrhardt y Kim 2008; Schmook et al.
2001).
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IV. JUSTIFICACION

En México, las micosis superficiales constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y
afectan al 10% de la poblacién. El tratamiento convencional de las micosis superficiales
consiste en farmacos tipo azol. Aunque este grupo de antimicéticos tienen un amplio
espectro de accion, la limitante mds importante que presentan es su pobre penetracioén en
los tejidos afectados, ademds de la posible aparicion de cepas de dermatofitos
farmacorresistentes. El empleo de plantas medicinales es una practica muy difundida en
México, ya que se ha reportado que las plantas contienen principios activos cuya
actividad resulta ser favorable para combatir algunos microorganismos, como los
hongos. Por otra parte, se han desarrollado nuevos sistemas de administracion,
liberacion y direccionamiento controlado de principios activos. En particular, las
nanoparticulas poliméricas han sido propuestas como vectores farmacéuticos de
principios activos debido a que presentan algunas ventajas remarcables, entre las que
destacan, la proteccion que brindan al principio activo y su capacidad para controlar la
liberacion del activo de forma efectiva dentro del rango terapéutico deseado. En este
contexto, en el presente trabajo se propone la encapsulacién de principios activos
provenientes de plantas en nanoparticulas biodegradables. Estos vectores podrian
funcionar como excelentes reservorios del principio activo, ya que se ha reportado que
son capaces de favorecer la residencia y la penetraciéon de moléculas en las diferentes
capas de la piel y con ello optimizar su efecto terapéutico. Considerando los principios
activos provenientes de plantas y el empleo de las nanoparticulas, ambos podrian ser
utilizados en conjunto como una posible alternativa para mejorar el tratamiento de las

micosis superficiales.
V. HIPOTESIS

Las nanoparticulas biodegradables sirven como reservorio de los aceites esenciales a fin
de aumentar su retencién y penetracién como una posible alternativa para mejorar el

tratamiento de las micosis superficiales.



VI. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar formulaciones de NP biodegradables con aceites esenciales y evaluar tanto
su actividad antimicética in vitro, como su nivel de penetracion en piel de cerdo a fin de

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

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener los aceites esenciales de Magnolia grandiflora, Thymus vulgaris y
Origanum vulgare por el método de hidrodestilacién y realizar su caracterizacion

fisica en funcién de su indice de refraccion, actividad 6ptica y densidad relativa.

e Caracterizar quimicamente los aceites esenciales por Cromatografia de Gases
acoplado a Espectrometria de Masas y Cromatografia de Gases con Detector de

Ionizacién a la Flama (FID) para determinar los compuestos huella presentes.

e Estandarizar la técnica de nanoprecipitacion para obtener nanoparticulas
biodegradables de = 200 nm cargadas con los aceites esenciales y caracterizar las
formulaciones en funcién de su tamafio, indice de polidispersidad y contenido de

compuestos activos.

e Evaluar la actividad antimic6tica de los aceites esenciales libres y encapsulados
contra cepas de hongos dermatofitos (Tricophytum rubrum, Microsporum canis,

y Epidermophyton floccosum).

e Evaluar el nivel de penetracién en piel de cerdo de los aceites esenciales, de
forma libre e incorporado en las nanoparticulas, a través de un estudio in vitro de

permeacion.

e Evaluar la citotoxicidad de los aceites esenciales, de forma libre e incorporados

en las nanoparticulas, en la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT.



CAPITULO 1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE
NANOCAPSULAS BIODEGRADABLES CON TRES ACEITES
ESENCIALES Y EVALUACION DE SU ACTIVIDAD CITOTOXICA
EN LA LINEA CELULAR HaCaT

RESUMEN

Los aceites esenciales de Thymus vulgaris, Origanum vulgare y Magnolia grandiflora,
han sido utilizados como agentes con actividad bioldgica. Estos aceites esenciales fueron
incorporados en nanocdpsulas poliméricas y se evalud su efecto citotoxico, en la linea
celular HaCaT. Como resultado, se obtuvieron tres formulaciones de nanocdpsulas, una
para cada aceite esencial incorporado, y presentaron un didmetro de = 200 nm. Las
formulaciones fueron estables por un periodo de 3 meses. Los estudios de citotoxicidad
mostraron valores de ICso de 51.03, 117.63 y > 200 pg/mL, para los aceites esenciales
de O. vulgare, T. vulgaris y M. grandiflora, respectivamente, y de 53.21, >120 y >200
pg/mL, para sus respectivas formulaciones de nanocédpsulas. La incorporacion de aceites
esenciales en nanocdpsulas, disminuyé su efecto citotéxico, lo cual puede deberse a que
las nanocdpsulas se comportaron como un reservorio de los mismos. Se obtuvieron
formulaciones de nanocdpsulas cargadas con aceites esenciales con un elevado potencial

para ser administradas de forma segura en el tratamiento de infecciones topicas.

INTRODUCCION

La piel es la barrera primaria entre el medio ambiente interno y externo; ademads, provee
una proteccion contra microorganismos y dafios quimico, mecdnico y ambiental
(Vaughn et al. 2015). Asi mismo, la piel humana proporciona una barrera efectiva para
la permeacion de un gran numero de principios activos, siendo el estrato crneo (capa
mds superficial) la barrera principal de los activos topicos aplicados (Williams y Barry

1989). Por otro lado, prolongar la residencia y/o acumulacion de principios activos en la



superficie de la piel, resulta interesante para efecto de deposicion tdpica de activos, sin
los efectos colaterales que se dan en la aplicacion sistémica. Se ha propuesto el uso de
nanoparticulas (NP) como vehiculos tépicos, para favorecer la residencia de activos en

el estrato cérneo (Sahle et al. 2017; Balzus et al. 2017).

Previamente, se reporté que NP =~ 200 nm depositadas en la superficie del estrato cérneo
son incapaces de penetrarlo. Alvarez-Roméan ef al. determinaron la distribucién de NP
(20-200 nm) no biodegradables, fluorescentes a base de poliestireno a través de piel de
cerdo. Las formulaciones se administraron sobre la piel de cerdo y se observd su
distribucion en las estructuras de la piel a tres diferentes tiempos: 0.5, 1 y 2 horas. Se
establecié que la acumulacién de las NP era preferencialmente en las aberturas
foliculares y que esta distribucién aumentaba de manera tiempo-dependiente. Ademas,
se concluyé que las NP no eran capaces de penetrar més alld del estrato cérneo (Alvarez-
Romian et al. 2010). Por otra parte, Wu ef al. estudiaron la deposicion de tres
formulaciones de NP =100 nm en piel de cerdo: a) poliestireno amino-funcionalizado
PS-NH3* (cationicas), b) poliestireno carboxil-funcionalizado PS-CO; (anidnicas) y c)
poli-(L-lactico) PLL (anidnicas). Se establecié que las NP catidnicas se depositaban y
concentraban en la superficie del estrato corneo, mientras que las dos formulaciones
anidnicas, solo presentaron poca evidencia de su retencion en la superficie de la piel.
Ademads, las formulaciones de NP no presentaron una penetraciéon mads alld de la
superficie del estrato corneo. Se concluyo que las NP cargadas superficialmente ofrecen
una ventaja para la liberaciéon de compuestos activos en el estrato cérneo (Wu et al.

2010).

A pesar de que numerosos estudios han demostrado el potencial de las NP como
acarreadores topicos de activos, no se han establecido estudios sistemédticos para evaluar
la toxicidad de estas NP en la piel (Robbens et al. 2010). Kuskov et al. evaluaron la
citotoxicidad de una formulacion de NP a base del polimero poly-N-vinilpirrolidona
contra una linea celular derivada de cdncer de mama (MCF-7). Se establecié que el
empleo del polimero poly-N-vinilpirrolidona como formador de NP, permite la

obtencion de formulaciones no citotéxicas y con un gran potencial para ser aplicadas de



forma segura como sistemas de liberacion de farmacos (Kuskov et al. 2016). Asi mismo,
Facchi et al. evaluaron una formulacién de NP a base de quitosano-N-modificado
cargadas con curcumina contra dos lineas celulares: una linea celular sana derivada de
mono verde africano (VERO) y una linea celular de céncer cervical (SiHa). Los estudios
de citotoxicidad indicaron que la cantidad de curcumina, ya sea dispersada y/o
encapsulada en las NP, podria incrementar su biocompatibilidad hacia las células VERO
y, al mismo tiempo, podria aumentar ligeramente la citotoxicidad en la linea celular

SiHa (Facchi et al. 2016).

Por otro lado, el modelo de células de queratinocitos humanos HaCaT con
determinacién colorimétrica MTT ha sido propuesto para la evaluacion de efectos
citotoxicos de metales (Ermolli et al. 2010), polimeros (Kucekova et al. 2014) y
tensoactivos (Sanchez et al. 2006a). Este modelo de HaCaT se realiza con queratinocitos
de origen humano y posee caracteristicas similares de crecimiento y diferenciacion
celular (Ryle et al. 1989). Hasta el momento no se han realizado estudios de toxicidad de
NP utilizando esta linea celular. Establecer la ausencia de toxicidad en queratinocitos es
crucial para la aplicacion de NP como vehiculo de principios activos tépicos (Abu-

Darwish ef al. 2013).

En afios recientes, ha sido evidenciada la actividad bioldgica de aceites esenciales
provenientes de plantas (Grecco Sdos et al. 2014). Especificamente, se ha comprobado
que los aceites esenciales de Thymus vulgaris, Origanum vulgare y Magnolia
grandiflora presentan importantes actividades bioldgicas, entre las que destacan la
antibacteriana, la antifingica y la antioxidante, entre otras (Vagi et al. 2005; Bozin et al.
2006; Dorman y Deans 2000; Aazza et al. 2014; Guerra-Boone et al. 2013).
Actualmente, para su uso como agentes terapéuticos, se ha propuesto su incorporacion
en formulaciones de NP con la finalidad de superar ciertas limitantes relacionadas con la
elevada degradacion o reactividad quimica de sus componentes, su limitada solubilidad
en agua y su corto tiempo de disponibilidad como activos biolégicos debido a su
volatilidad (Wattanasatcha er al. 2012). De Oliveira et al. desarrollaron una formulacion

para la incorporacion del aceite esencial de Lippia sidoides en NP de alginato y goma de



anacardo. Se obtuvieron particulas de 223-399 nm, con una eficiencia de encapsulacién
por encima del 55 %. Finalmente, los perfiles de liberaciéon de las formulaciones
indicaron que las NP son un sistema de liberacion potencial con una tasa de liberacion
adecuada. Se concluyé que la formulacién de NP posee interesantes propiedades y un
gran potencial para ser usada como un larvicida contra el mosquito A. aegipty (De

Oliveira et al. 2014).

En relacion a su toxicidad, existen reportes en los cuales se evalda la toxicidad de aceites
esenciales para ser administrados de forma tépica y segura. Park et al. evaluaron dos de
los componentes fendlicos mayoritarios presentes en Magnolia sp, el magnolol y el
honokiol. El efecto citotéxico de ambos compuestos fue determinado por MTT en la
linea celular HaCaT. Se establecié una toxicidad menor al 30% con el magnolol a una
concentraciéon menor a 10 pg/mL. Por su parte, el honokiol presentd una citotoxicidad
de 52% a una concentracién de 5 ug/mL. Se concluyé que ambos compuestos poseen
relativamente bajos efectos citotéxicos y, ademds, se sugiri6 la posibilidad de incluirlos
de forma segura como agentes tOpicos para el tratamiento del acné (Park er al. 2004).
Cabral et al. evaluaron la citotoxicidad del aceite de Juniperus communis subsp. alpina
(Suter) Celak en queratinocitos HaCaT a través del ensayo de MTT. La evaluacién de la
viabilidad celular no mostré una citotoxicidad significativa en las células HaCaT en un
rango de concentraciones entre 0.32 y 0.65 pL/mL. Se concluyé que es posible
determinar la dosis del aceite esencial de J. communis subsp. alpina con un bajo efecto
perjudicial en queratinocitos, ademds se propuso que los aceites esenciales podrian ser
utiles en estudios clinicos (Cabral et al. 2012). En este contexto, el objetivo del presente
estudio fue establecer el efecto citotoxico de los aceites esenciales de 7. vulgaris, O.
vulgare y M. grandiflora, libres e incorporados en formulacion de NP, contra una linea
celular de queratinocitos humanos HaCaT para determinar su potencial uso en

formulaciones topicas.



MATERIALES Y METODOS

Obtencion y caracterizacion de los aceites esenciales. Los aceites esenciales de T.
vulgaris (AE-Tv), O. vulgare (AE-Ov) y M. grandiflora (AE-Mg) se obtuvieron por
hidrodestilacion en un equipo Clevenger durante 4 h. El aceite esencial recuperado se

almaceno protegido de la luz a -4°C.

Cromatografia de Gases. Se utiliz6 un cromatégrafo de gases con deteccion de
ionizacién de flama (CG-FID) (Clarus 480 GC, Perkin Elmer, Massachusetts, USA) con
una columna capilar Elite-5 (30m x 0.32mm x 0.25um). Para el AE-Tv y el AE-Ov se
prepard una curva de calibracion a partir de soluciones patrén de tres estdndares: O-
cimeno, Y-terpineno y timol y se utilizé el 4-alilanisol como estandar interno (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA). Los tres compuestos fueron seleccionados por ser
componentes mayoritarios en los AE-Tv y AE-Ov. El programa de temperatura
empleado fue: 50 °C incrementando 6 °C/min hasta 117 °C por 3 min y después
incrementar de 45 °C/min hasta 289 °C por 1 min. Para el AE-Mg, se utilizaron los
estandares B-pineno, camfor y bornil acetato, utilizando el mismo estdndar interno. El
programa de temperatura empleado fue: 60 °C por 20 min y después se incrementd 11
°C/min hasta 280 °C por 1 min. Para los tres aceites esenciales, la temperatura del
inyector y detector fue de 250 °C. El flujo del gas acarreador (helio 99.999% de pureza)
fue de 2 mL/min y la proporcién del Split 1:05.

Cromatografia de Gases Espectrometria de Masas (CG-EM). Se utiliz6 un cromatdgrafo
de gases Agilent Technologies 6890N (St. Clara, CA, USA), con una columna (30 m x
0.25mm x 0.2) y acoplado a un espectrometro de masas selectivo, 5973 INERT
(HPSMS). La temperatura de la fuente de ionizaciéon fue 230 °C, la temperatura del
cuadrupolo fue de 150 °C y la temperatura del inyector 220 °C. Para cada corrida, el
programa de temperatura del horno del CG fue: 35 °C por 9 min, incrementando 3 °C
/min hasta 150 °C por 10 min; después se increment6 10 °C /min hasta 250 °C vy,
finalmente, se increment6 3 °C /min hasta 270 °C por 10 min. El flujo del gas acarreador

(helio, 99.999% de pureza) fue de 2 mL/min. La energia de ionizacién fue de 70 eV. Las



muestras fueron inyectadas en modo splitless. El volumen de inyeccion de cada muestra
fue de 2 uL de cada solucion de aceite esencial a una concentraciéon de 2 mg/mL en
diclorometano. E1 EM fue empleado en modo de barrido. Los componentes de los
aceites esenciales fueron identificados por comparacion de sus indices de retencién
relativos con los n alcanos C8-C20 (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) y por
comparacién de su espectro de masas con los datos de referencia de la libreria US

National Institute of Standards and Technology (NIST) (Adams 2001).

Obtencion y caracterizacion de las nanocdpsulas con aceite esencial incorporado. Para
la obtencién de las nanocdpsulas (NC) cargadas con los aceites esenciales se utilizo la
técnica de nanoprecipitacion propuesta por Fessi ef al. (1989). Esta técnica consiste en
incorporar, en agitacion constante, una fase orgdnica que contiene el polimero
biodegradable €- policaprolactona (PCL) (PM: 10 000, Fluka, Saint Quentin Fallavier,
FR) y 18 mg del aceite esencial a una fase acuosa con un agente tensoactivo Lutrol F127
NF (Mississauga, CA). La suspension de NC obtenida se sometié a didlisis por 3 h a
temperatura ambiente y se utiliz6 una membrana de celulosa regenerada Spectra-Por
(California, USA). Una vez obtenidas las NC se caracterizaron en funcién de su tamano
e indice de polidispersididad (IP) y densidad de carga superficial (Wz) por
espectroscopia de correlacion fotonica (Zeta Nano ZS90, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Finalmente, la estabilidad de las formulaciones de NC fue
determinada mediante el monitoreo del tamafo de particula a través del tiempo. Las
formulaciones de NC fueron almacenadas a temperatura ambiente, en obscuridad y las

lecturas se realizaron semanalmente durante 12 semanas.

Eficiencia de encapsulacion. El porcentaje de eficiencia de encapsulacion del aceite
esencial se determin6d de forma directa. La solucion dializada de NC fue centrifugada a
55228 x g por 2.5 h (Allegra 64R Centrifuge, Beckman-Coulter, EE.UU.). El paquete
obtenido de NC fue desecado con Na;SOs anhidro (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO,
USA) y el contenido de aceite esencial se extrajo con metanol. El contenido de aceite
esencial incorporado en las NC fue cuantificado por CG-FID empleando las condiciones

cromatograficas antes mencionadas. Posteriormente, la eficiencia de encapsulacién del



aceite esencial, se determiné en base a: [(T — 1) / T] X 100, en donde T es la cantidad
total de aceite esencial presente en la fase orgdnica y ¢ es la cantidad de aceite esencial

no encapsulado.

Cultivo celular. Queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT fueron cultivados en
medio DMEM (4.5 g/L glucosa) suplementado con 10% (v/v) FBS, 2 mM L-glutamina,
100 U/mL de penicilina y 100 U/mL de estreptomicina a 37°C, 5% COa». Las células
HaCaT fueron cultivadas periodicamente en frascos de cultivo de 75 cm? (TPP Techno
Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) y tripsinizadas usando tripsina-EDTA
cuando las células alcanzaran aproximadamente un 80 % de confluencia. La linea celular
fue obtenida de Eucellbank (Universitat de Barcelona, Espafa). El medio Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM), el medio RPMI 1640, el suero fetal bovino (SFB), la
solucién L-glutamina (200 mM), solucién tripsina—EDTA (170,000 U/L trypsin and 0.2
g/L EDTA) y la solucién penicilina—estreptomicina (10,000 U/mL penicillin and 10,000

U/mL streptomycin) fueron comprados en Lonza (Verviers, Belgium).

Ensayo de MTT. El ensayo de MTT (3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-bromuro
de tetrazolio) estd basado en el protocolo descrito por primera vez por Mossmann
(1983). En este ensayo, las células vivas reducen la sal de tetrazolio en insolubles
cristales purpura de formazin. Después de 24 h de exposicion de los diferentes
tratamientos en las células HaCaT (AE-Tv, AE-Ov, AE-Mg, AE-Tv, NC-Ov, NC-Mg y
NP sin aceite esencial) fue removido el tratamiento contenido en el medio. Después, se
adiciono a cada pozo 100 uL de MTT, diluido 1:10 en PBS (5§ mg/mL) en medio libre de
SFB vy rojo fenol. Una vez que las placas fueron incubadas por 3 h, el medio les fue
removido. Los productos purpura de formazdn fueron disueltos mediante la adicion de
100 uL. de DMSO (Sigma-Aldrich) a cada pozo. Las placas fueron agitadas por 10 min
en un agitador de microplacas a temperatura ambiente y la absorbancia resultante de
cada una de las soluciones fue leida a 550 nm usando un lector de microplaca Bio-Rad
550. La viabilidad celular fue calculada como el porcentaje de la reduccion de sal de
tetrazolio por las células viables en cada muestra contra un control celular no tratado

(células solo con medio de cultivo).



Ensayo de captacion del rojo neutro. Basado en el protocolo descrito por Borenfreund y
Puerner (1985), el ensayo de captacion del rojo neutro (CRN) se llevé a cabo siguiendo
la exposicion de las células a los mismos tratamientos usados en el ensayo de MTT. Las
células HaCaT fueron incubadas 3 h con una solucién del colorante RN (50 pg/mL)
disuelto en medio libre de SFB y rojo fenol. Después las células fueron lavadas con PBS
y para la extraccién del colorante, se adicionaron 100 uL de una solucién que contenia
50 % (v/v) de etanol absoluto y 1 % (v/v) de acido acético en agua destilada. Las placas
fueron agitadas por 10 min hasta la completa disolucién del colorante. La absorbancia de
la solucioén fue leida a 550 nm usando un lector de placas Bio-Rad 550. El efecto de cada
tratamiento fue calculado como el porcentaje de captaciéon del colorante RN (rojo
neutro) por los lisosomas contra un control celular no tratado (células solo con medio de

cultivo).

Ensayo de fototoxicidad. Este ensayo se realizd usando la linea celular HaCaT como
modelo in vitro de prediccion de fototoxicidad cutdnea. La linea celular HaCaT fue
cultivada por 24 h hasta la formacion de monocapas. Dos placas de 96-pocillos fueron
pre-incubadas durante 1 h con seis duplicados de AE-Ov, AE-Tv, AE-Mg, NC-Tv, NC-
Ov y NC-Mg a dos diferentes concentraciones en medio libre de SFB y rojo fenol.
Tomando como referencia resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, una
placa de cada tratamiento fue expuesta a una dosis de luz UVA (2.5 J/cm?), mientras
tanto la otra placa se almacend en obscuridad. La irradiacion UV A se obtuvo usando una
lampara L-D 15 W/10 UVA (Royal Philips Electronics, The Netherlands), con un rango
de espectro de 315-400 nm. Posteriormente, el tratamiento presente en cada uno de los
pocillos fue reemplazado con medio de cultivo y, después de 24 h, la viabilidad celular
se determind mediante el ensayo de CRN. La CRN es determinada después de 3 h de
incubacién a 550 nm usando un lector de microplaca BioRad 550. La viabilidad celular
obtenida con cada muestra fue comparada con los controles no tratados (no irradiados) y
el porcentaje de inhibicion fue calculado. Para predecir el potencial citotéxico, es
necesario comparar la viabilidad celular obtenida en presencia y ausencia de radiacion

UVA.



Determinacion de Interleucina-1 . De forma inicial fue necesario poner en contacto las
células con los tratamientos (AE-Ov y NC-Ov). Después de esta exposicion, el medio se
recuperd, se centrifugd y se usd para la determinacion de la IL-1o extracelular (IL-
la liberada). Posteriormente, las monocapas de queratinocitos fueron lavadas con PBS,
después lisadas en 300 pL de Triton X-100 en PBS al 0.5 % (v/v) y la solucién
resultante fue centrifugada y usada para la determinacién de la IL-1o intracelular (IL-
lovasociada a la célula). Ambas IL-loliberada y asociada a la célula fueron
determinadas usando un kit ELISA IL-lo siguiendo las instrucciones del fabricante

(Diaclone Research, France).

RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion y caracterizacion de las nanocdpsulas con aceites esenciales

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de las
formulaciones con los aceites esenciales incorporados: NC-Tv, NC-Ov y NC-Mg. Se
observo un didmetro de particula = 200 nm, previamente ha sido reportado que NP de =
130 nm no son capaces de penetrar la piel y ademds se concentran principalmente en

foliculos pilosos y en tejido cerca de estos (Shim ez al. 2004).

Tabla 1. Pardmetros fisicoquimicos de las formulaciones de NC con aceites esenciales
incorporados (media +DE; n=3).

Caracteristica Determinacion
fisicoquimica
NC-Tv NC-Ov NC-Mg
Didmetro de particula 1723 £3.9 168.8 £3.7 173.2 +8.1
Polidispersidad 0.097 £ 0.02 0.135 +0.01 0.123 £0.03
Potencial Z (mV) -8.06 -5.00 -7.65

Las formulaciones de NC presentaron un IP menor a 0.13 lo que indica una distribucion
homogénea de las poblaciones de NC presentes en cada una de las formulaciones. Con

respecto a la evaluacion del Wz, las estructuras coloidales mostraron valores negativos,
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esto es consistente con la naturaleza anidnica del polimero (Mattu et al. 2013).
Resultados similares han sido descritos en literatura con NC de PCL cargadas con 3-
benzofenona (protector solar), demostrando que es posible la deposicion del protector

solar en la superficie de la piel por un tiempo prolongado (Marcato et al. 2011).

Porcentaje de eficiencia de encapsulacion de los aceites esenciales

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion del porcentaje de
encapsulacién de los aceites esenciales incorporados en las NC. La eficiencia de
encapsulacion fue relativamente baja, considerando que la técnica de nanoprecipitacion
permite elevadas eficiencias de encapsulacion de principios activos, hasta un 70 % de
eficiencia de encapsulacion (Mora-Huertas et al. 2011). Sin embargo, tomando en
cuenta la naturaleza de nuestras muestras (aceites esenciales), los resultados obtenidos
concuerdan con lo reportado por Hosseini, ef. al. en donde desarrollaron una
formulacion de nanoparticulas de quitosano cargadas con aceite esencial de orégano. En
dicho estudio se establecié un porcentaje de eficiencia de encapsulacién en un rango de

5.45% a 24.72% (Hosseini et al. 2013).

Tabla 2. Porcentaje de eficiencia de encapsulacion de aceite esencial incorporado en las
formulaciones de NC (media +DE; n=3).

Eficiencia de encapsulacion (%)
Compuesto NC-Tv NC-Ov NC-Mg
0-cimeno 99.9+59 — —
Y-terpineno 13.7+£23 26.1 £6.2 -
Timol 17.3+1.2 259+28 -
B-pineno - - 14.8+0.9
Camfor - - 7.9 +£0.6
Bornil acetato - - 145+£09
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Estabilidad fisica

En la Figura 1 se muestra el didmero de las tres formulaciones de NC cargadas con
aceite esencial, el cual fue monitoreado durante 12 semanas. Se observd que el didmetro
de las particulas no presentd variaciones significativas (¢ de Student’s p <0.05) durante el
tiempo de evaluacion, por lo que se puede decir que las tres formulaciones son estables
fisicamente por al menos 12 semanas. Es importante mencionar que existen diferentes
factores que pueden afectar la estabilidad de los sistemas nanoencapsulados (i.e.
composicion polimérica y condiciones de almacenamiento). La estabilidad de las NC
estd directamente relacionada con la cristalinidad, hidrofobicidad y tasa de degradacion
del polimero formador. En otras palabras, polimeros con elevada cristalinidad e
hidrofobicidad pueden presentar tasas de degradacion mas lentas (Lemoine ef al. 1996).
Especificamente, la PCL (polimero formador de NC) es semi-cristalina, hidrofébica y
presenta una tasa de degradacion lenta, lo cual favorece la estabilidad de las NC

cargadas con los tres aceites esenciales.
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Figura 1. Estabilidad coloidal de las formulaciones de NC con aceite esencial
incorporado (media +DE; n=3).
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Determinacion de la citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad celular se encuentran entre los bioensayos mds
comunmente usados para predecir la toxicidad de principios activos en diversos tejidos
(Sanchez et al. 2004). El ensayo de MTT permite la medicién de la actividad metabdlica
celular a través del compartimento mitocondrial. Por otra parte, el ensayo de CRN mide
la integridad de la membrana, a través de la difusioén del colorante RN en la membrana
celular intacta para ser acumulado dentro de los lisosomas (Marquis et al. 2009). En la
Figura 2 se muestran los resultados para la determinacién de la citotoxicidad a) mediante
MTT y b) mediante CRN, tanto para los aceites esenciales libres como incorporados en
las NC. En el ensayo de MTT, se observa que para el caso de AE-Mg (Fig. 2aA), la
viabilidad celular es mayor al 80 % con concentraciones entre 12.5-200 ug/mL. Para
AE-Tv (Figura 2aB), la viabilidad celular disminuye a 40 % con la mayor concentracion
evaluada (120 pg/mL). Se observa un efecto dosis dependiente, donde a medida que se
aumenta la concentracion de aceite esencial, hay una disminucién en el porcentaje de
viabilidad celular. En el caso de AE-Ov (Figura 2aC), la viabilidad se ve disminuida
hasta un 10% cuando se utiliza 100 pg/mL, ademds se observé el mismo efecto dosis
dependiente. Cuando los aceites son encapsulados en formulaciones de NC, se observo
que en el caso de NC-Mg y NC-Tv (Figura 2aA,B), la viabilidad celular es favorecida,
llega a ser de 100% en el rango de concentraciones de 12.5-200 ug/mL. Este
comportamiento fue mds evidente para el AE-Tv, en donde la encapsulacion mejora la
viabilidad celular hasta en un 50%. En el caso de NC-Ov (Figura 2aC), la viabilidad
celular disminuye a 24 % con la mayor concentracion evaluada (100 pg/mL). En otras
palabras, la encapsulacion del aceite tiene un menor efecto sobre la viabilidad celular,
conservando la relacion inversamente proporcional, a mayor concentracion de NC-Ov,
menor serd la viabilidad celular. En la prueba de CRN (Figura b), se confirma este
comportamiento para el AE-Ov (Figura 2bC) de forma libre y encapsulado NC-Ov
(Figura 2bC). Sin embargo, la viabilidad celular aumenta en un 50% cuando el aceite se
encuentra incorporado en NC (NC-Ov), esto a la mayor concentracion evaluada (100
pg/mL). Con respecto a este mismo ensayo (CRN), para AE-Mg y AE-Tv (Figura
2bA,B), la viabilidad celular que presentaron fue de 30-40%. Por ultimo, para las



formulaciones de NC-Mg y NC-Tv (Figuras 2bA, 2bB), al igual que en el ensayo de
MTT, nuevamente la viabilidad celular se ve favorecida al permanecer constante en un

rango de 80-100 % para las cinco concentraciones evaluadas.
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Figura 2. Ensayo de viabilidad celular, MTT (a) y CRN (b) para los aceites esenciales Ov, Tv, Mg
(AE) libres e incorporados en (NC) sobre las tasas de supervivencia de la linea celular HaCaT (media
+DE; n=3).

Es posible que los aceites esenciales tengan un efecto citotoxico debido a su
composicion quimica. Se sabe que tanto el AE-Tv como el AE-Ov, estdn conformados
por compuestos de diferente naturaleza quimica, entre los que destacan monoterpenos y
sesquiterpenos alifdticos y oxigenados. Ademds, para ambos aceites los componentes
mayoritarios son: 0-cimeno, Y-terpineno y timol (Veldzquez-Davila et al. 2017). Sertel,
et al. determinaron la citoxicidad de aceite de 7. vulgaris (de 0.54 pg/mL hasta 18
mg/mL) en una linea celular de carcinoma UMSCCI. Se atribuy¢ el efecto citotéxico
principalmente al timol. Ademds, también se consideré que dicho efecto puede ser
favorecido por la presencia de otros componentes del aceite esencial en bajos
porcentajes (Sertel et al. 2011). Por lo tanto, es importante tomar en cuenta que el timol
estd presente de forma abundante en ambos aceites esenciales. Los resultados del ensayo
de MTT sugieren, especificamente, que tanto el AE-Tv como el AE-Ov interactian de

forma temprana con el compartimento mitocondrial, por consecuencia afectan la
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actividad metabdlica celular, especificamente su capacidad de supervivencia y

proliferacion celular.

Por su parte, el ensayo de CRN indica que la membrana plasmaética es afectada en menor
grado (Nogueira et al. 2013). Los valores de viabilidad celular fueron favorecidos
cuando los aceites esenciales se encontraban incorporados en las NC. Existen reportes
que indican que la incorporacién de activos en las NP, permite una liberacién controlada
del principio activo (Ephrem et al. 2014). De esta forma, es posible que la liberacion
controlada de los componentes presentes en los aceites esenciales, pudieran estar siendo
liberados paulatinamente a concentraciones no toxicas durante el tiempo de contacto con
la linea celular HaCaT. De esta forma se puede decir que las NC modulan la liberacion
del compuesto toxico encapsulado, disminuyendo su disposicién. Tomando en cuenta lo
mencionado anteriormente, los efectos citotéxicos que presentaron estas formulaciones
de NC pudieran deberse a la presencia de timol incorporado en las mismas (Tabla 2).
Cabe mencionar que la formulacién de NC-Ov fue la que presenté porcentajes de
viabilidad mas bajos para ambos ensayos (MTT y CRN) con respecto a la formulacion
NC-Tv. Esto puede estar relacionado con la cantidad de timol presente en la
formulacion, ya que de forma inicial en su composiciéon el AE-Ov presenta una mayor

cantidad de timol (79 %) con respecto al AE-Tv (43 %).

El potencial citotoxico de los aceites esenciales tanto libres como los incorporados en las
NC fue evaluado mediante el ensayo de MTT en la linea celular HaCaT. En la Tabla 3
se muestran los resultados obtenidos, en donde, el AE-Ov y el AE-Tv presentan valores
de ICso de 51.03 y 117.63 pg/mL respectivamente, cuando estos son expuestos de forma
libre a la linea celular HaCaT. Estos valores coinciden con los de Ozkan et al. quienes
determinaron una ICsp de 53.09 pg/mL para el compuesto timol y 149.12 g/mL para el
aceite esencial de Origanum onites (Lamiaceae), esto fue evaluado en una linea celular
de hepatica HepG2. Se establecié que el aceite esencial resulté menos téxico que el
timol (componente del aceite esencial) por si mismo (Ozkan y Erdogan 2011). Esto
coincide con lo mencionado anteriormente, en donde el AE-Ov, con respecto al AE-Tv,

presenta un porcentaje muy elevado de timol en su composicion quimica. Los valores



ICso se ven favorecidos al incorporar los aceites en NC presentando 53.21 y >120 pg/mL
respectivamente. Respecto al AE-Mg, este no presentd una diferencia en sus valores de
ICso cuando este aceite era expuesto a la linea celular, tanto de forma libre como
incorporado en NC (>200 pg/mL).

Tabla 3. Valores de IC50 para (AE) de Ov, Tv, Mg,

libres e incorporados en (NC), determinados mediante
el ensayo de MTT (media £DE; n=3%).

Formulacién ICso (ug/mL)
AE-Ov* 51.03+7.2
AE-Tv* 117.63 £8.3
AE-Mg >200
NC-Ov* 53.21 £8.25
NC-Tv >120
NC-Mg >200

Ensayo de fototoxicidad

Se ha demostrado que la linea celular HaCaT permite distinguir compuestos fototoxicos
y no-fototéxicos de forma similar que la linea celular validada para estos
procedimientos. Especificamente, la linea celular HaCaT es mads estable durante la
evaluacion fototoxica, comparada con una linea celular de Balb/c 3T3 (Rajnochova et al.
2016). La linea celular HaCaT es el modelo mds proximo a los queratinocitos normales
ofreciendo un modelo de estudio de los mecanismos regulatorios en células epidermales
(Boukamp et al. 1988). Ademads, para algunos usos especificos, i.e. ensayos de seguridad
de cosméticos, se prefiere el uso de queratinocitos, debido a que estas son las primeras
células expuestas a los productos y a la luz solar (Zanatta et al. 2010). El potencial
fototoxico se determina comparando las diferencias en la toxicidad entre las placas no
expuestas a irradiacion UVA (control negativo) y las placas expuestas a irradiacion
UVA (Amaral et al. 2014). La fototoxicidad de los aceites esenciales libres (AE-Ov,
AE-Tv y AE-Mg) y los aceites esenciales cargados en las NC (NC-Tv, NC-Ov y NC-
Mg) fue evaluada en queratinocitos humanos HaCaT usando el ensayo de CRN (Figura

3).
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Figura 3. Actividad citotoxica de AE-Ov, AE-Tv, AE-Mg, NC-Ov, NC-Tv y NC-Mg, a dos
diferentes concentraciones con células HaCaT no-irradiadas e irradiadas (células-irradiadas
UVA 2.5 J/cm?).

Esta evaluacion se realiz a dos diferentes concentraciones de cada uno de los
tratamientos, la eleccidén de las concentraciones se baso en: a) los valores establecidos de
ICs0 y b) una concentracion por encima de la ICso. Tanto para AE-Tv y AE-Ov (Figuras
3* y 3b) se observa que ambas concentraciones irradiadas presentaron viabilidades
celulares entre 60-80%. En el caso de AE-Mg (Figura 3c), la viabilidad celular
observada fue por encima del 80% para los las dos concentraciones evaluadas e
irradiadas. Sin embargo, para las formulaciones de NC-Tv y NC-Ov (Figuras 3* y 3b)
esta viabilidad celular se ve revertida (100%) empleando las mismas concentraciones
que de aceite esencial libre. Por ultimo, para la formulaciéon de NC-Mg (Figura 3c), la
viabilidad celular no mostré cambio alguno, permaneciendo por encima del 80%.
Tomando en cuenta lo anterior se puede decir que los tratamientos que presentaron una
viabilidad celular igual o superior a 80 % (AE-Mg, AE-Tv, NC-Ov y NC-Mg) son

considerados como tratamientos no-fototoxicos (OECD 2004).
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Determinacion de la Interleucina-1a (IL-1a)

La determinacion de la IL-1 liberada tiene gran importancia debido a que las citocinas
(IL-1) son uno de los iniciadores primarios en la respuesta pro-inflamatoria dérmica
(Casas et al. 2013). Cuando los queratinocitos son activados por varios irritantes, son
capaces de expresar o sobre-expresar la produccién y/o liberacién de estos mediadores
inflamatorios especialmente de tipo citocina (IL-1) (Vinardell y Mitjans 2008).
Tomando como referencia el estudio de citotoxicidad mencionado anteriormente, y para
conocer de forma mds especifica la citotoxicidad producida por el AE-Ov sobre la linea
celular HaCaT, se determiné la produccion de IL-1a (asociada a la célula y liberada al
medio de cultivo). De esta forma, el contenido de IL-1 « intracelular y liberada en el
medio de cultivo fue determinada por ELISA. En algunos casos la cantidad de citocina
no fue detectada por el kit IL-1 ELISA debido a su limite de deteccién (31.25 pg/mL).
En la Figura 4 se muestra claramente, como a mayor concentracion de los tratamientos,
se observa un aumento en la cantidad de IL-1« asociada a la célula (Figura 4b) y una

disminucion de IL-1 ¢ liberada (Figura 4a).
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Figura 4. Estimulacién de queratinocitos con AE-Ov y NC-Ov como tratamiento para la produccién
de IL-1a

Este comportamiento es observado tanto para el aceite esencial libre AE-Ov, como para
el incorporado en las NC (NC-Ov). Sin embargo, la produccién de IL-1a (asociada y
liberada) se ve reducida notablemente en un rango entre 50-75% cuando el aceite
esencial se encuentra incorporado en las NC. Nogueira et al. evaluaron nanovesiculas a

base de lipidos (colesterol) para administraciéon tépica. Con respecto al ensayo de
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respuesta inflamatoria, se establecié que a las concentraciones mds elevadas de sus
tratamientos, algunas formulaciones presentaban una regulacién negativa en la IL-1¢&
asociada a la célula y un aumento en la IL-1« liberada. Este comportamiento le es
atribuido directamente a la pérdida de la integridad de la membrana celular y concuerda
con lo esperado, tomando en cuenta la naturaleza de los lipidos que conformaban las
nanovesiculas (Nogueira et al. 2013; Sanchez et al. 2006b). Ahora bien, lo establecido
por Nogueira et al. es un comportamiento opuesto a lo observado en la presente
investigacion, por lo tanto, puede decirse que la relacion directa entre la concentracion
del tratamiento administrado y la cantidad de IL-1 & asociada a la célula es debido a que
la membrana celular no ha perdido su integridad. Lo que significa que la respuesta
inflamatoria de los tratamientos empleados (AE-Ov y NC-Ov), estd directamente

relacionada con lo reportado para los estudios de citotoxicidad (Figura 2bB,C).

CONCLUSION

En el presente estudio, se desarrollaron y caracterizaron formulaciones de NP con aceite
esencial incorporado. Mismas que fueron evaluadas en ensayos de citotoxicidad, los
cuales revelaron que la encapsulacion de aceites esenciales en matrices poliméricas
(NP), disminuye su efecto citotdxico posiblemente al comportarse como un liberador
gradual de los mismos. Asi mismo la linea celular HaCaT, permitié la evaluacion
citotoxica de aceites esenciales libres e incorporados en NP. Tanto los aceites esenciales
libres como los incorporados en NP, no son capaces de inducir un efecto fototéxico en la
linea celular HaCaT. Asi mismo, la produccién de IL-1« observada estd relacionada con
la citocina asociada a la célula. Obteniendo como resultado tres formulaciones de NP
cargadas con aceite esencial con un elevado potencial para ser administradas de forma

segura como una alternativa en el tratamiento de infecciones tdpicas.



CAPITULO 2. ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD
ANTIDERMATOFITICA DE NANOCAPSULAS CON ACEITES
ESENCIALES Y DE PERMEACION in vitro EN PIEL DE CERDO

RESUMEN

Los aceites esenciales contienen componentes cuya actividad es favorable para combatir
algunos microorganismos tales como hongos (i.e. dermatofitos), un ejemplo de ello son
los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Origanum vulgare. Se evalué la actividad
antidermatofitica de estos aceites libres e incorporados en nanocdpsulas. Como
resultado se obtuvo una CMI de 125 y 175 pug/mL para O. vulgare y T. vulgaris,
respectivamente. Para sus formulaciones de nanocdpsulas, se demostrd que estas eran
activas contra al menos cuatro de las seis cepas de hongos dermatofitos evaluados.
Finalmente se evalud la liberacion en piel de los aceites esenciales libres e incorporados
en nanocdpsulas hasta por 24 h. Se establecié que propiedades fisicoquimicas de los
compuestos presentes en los aceites esenciales, asi como, propiedades relacionadas con
los sistemas nanoparticulados juegan un papel importante en la penetracion de
compuestos en la piel en funcion del tiempo. Se obtuvieron nanocapsulas cargadas con
aceites esenciales, las cuales prometen ser una alternativa para el tratamiento topico de

micosis superficiales.

INTRODUCCION

Las dermatofitosis son infecciones causadas por hongos denominados dermatofitos,
pertenecientes a las especies de los géneros: Thrichophyton, Epidermophyton y
Microsporum (Molina 2011). Estos hongos filamentosos tienen afinidad por la
queratina, la cual es uno de los componentes principales del pelo, las ufias y la piel, dreas
primarias de infecciones por dermatofitos (Borgers et al. 2005). Se estima que este tipo

de padecimientos, afectan del 20-25% de la poblacién mundial y esta incidencia



continda creciendo constantemente (Vena et al. 2012). El tratamiento convencional de
las micosis superficiales es el empleo de farmacos tales como los azoles, no obstante la
limitante més importante es la pobre penetracion en los tejidos afectados, ademas de la

posible aparicion de microorganismos farmacorresistentes (Fernandez et al. 2005).

Los aceites esenciales (AE) contienen componentes cuya actividad es favorable para
combatir algunos microorganismos tales como pardsitos, bacterias y hongos. Guerra-
Boone et al. demostraron una importante actividad antifingica de los AE de Thymus
vulgaris y Origanum vulgare frente a cinco hongos dermatofitos utilizando la técnica de
difusion en placa con disco y pozo, adaptando la técnica establecida por CLSI,

documento M44-A2, 2010 (Guerra-Boone et al. 2015).

No obstante, para poder ser utilizados como agentes antimicrobianos atin presentan
ciertas limitaciones entre los cuales se encuentran: i) la elevada tasa de degradacion
quimica de sus componentes, ii) la baja solubilidad en agua que limita su formulacién y
ii1) la elevada volatilidad que limita el tiempo de bioactividad (Wattanasatcha et al.
2012). Por lo anterior, es necesario utilizar alternativas tecnolégicas que protejan al AE
y faciliten su correcta administracion, sin perder sus propiedades antifingicas. Un
ejemplo de este tipo de tecnologias es la incorporacion de activos en sistemas coloidales,
entre los que destacan las nanoparticulas poliméricas (NP). Estos sistemas acarreadores
poseen una forma esférica, su tamafio fluctia en un rango de 1-600 nm y permiten la
incorporacion de activos con cardcter hidrofébico (Tyler et al. 2016). De Oliveira et al.
desarrollaron una formulacién de NP de alginato/goma de anacardo preparadas por la
técnica de secado por aspersion para la incorporacién del aceite esencial de Lippia
sidoides. Obtuvieron particulas de 223-399 nm, con una eficiencia de encapsulacion por
encima del 55 %. Los perfiles de liberacion de las formulaciones indicaron que las NP
son un sistema de liberacion potencial para ser usada como un larvicida contra el

mosquito A. aegipty (De Oliveira et al. 2014).



En este contexto el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
antidermatofitica in vitro de los aceites esenciales de 7. vulgaris y O. vulgare libre y

nanoencapsulado, asi como establecer su liberacion en piel.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y caracterizacion de los aceites esenciales. Los AE de T. vulgaris (AE-Tv) y
O. vulgare (AE-Ov) se obtuvieron por hidrodestilacion en un equipo Clevenger durante

4 h. Los AE recuperados se almacenaron y protegieron de la luz a -4°C.

Obtencion y caracterizacion de las nanocdpsulas con aceite esencial incorporado. Para
la obtencion de las nanocdpsulas (NC) cargadas con los AE, se utiliz6 la técnica de
nanoprecipitacion propuesta por Fessi et al. (1989). Esta técnica consiste en incorporar,
en agitacioén constante, una fase orgdnica que contiene el polimero biodegradable €-
policaprolactona (CPL) (PM: 10 000, Fluka, Saint Quentin Fallavier, FR) y el AE a una
fase acuosa con un agente tensoactivo Lutrol F127 NF (Mississauga, CA). La
purificacion de las NC fue realizada por didlisis durante 3 h (membrana de celulosa
Spectra-Por, California, USA). Las NC se caracterizaron en funcién de su tamafo e
indice de polidispersididad (IP) y densidad de carga superficial (Wz) por espectroscopia
de correlacion foténica (Zeta Nano ZS90, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). El
porcentaje de eficiencia de encapsulaciéon de cada aceite esencial, se determiné de forma
directa por cromatografia de gases con detector de ionizacién a la flama (CG-FID)
siguiendo las condiciones previamente establecidas (Veldzquez-Davila et al. 2017a). La
eficiencia de encapsulacion del aceite esencial, se determiné utilizando la férmula: [(7 -
1) / T] X 100, en donde T es la cantidad total de aceite esencial presente en la fase

orgdnica y f es la cantidad de aceite esencial no encapsulado.

Descripcion de la técnica poisoned food. Esta técnica consiste en la inhibicion radial del
crecimiento micelial de los dermatofitos en agar Sabouraud. Discos de agar de 5 mm de
didmetro de cultivos puros de cada una de las seis cepas de dermatofitos (Microsporum

gypseum, Microsporum canis, Thrichpohyton rubrum, Thrichophyton mentagrophytes,



Thrichophyton tonsurans y Epidermophyton floccosum), fueron colocados sobre una
placa de agar Sabouraud que contenia aceite esencial en un rango de concentracién de
10-1000 pg/mL y Polisorbato 20 (0.01% p/v). Para las formulaciones de NC con AE de
T. vulgaris (NC-Tv) se utilizaron concentraciones de 175 y 350 pg/mL, mientras que
para las NC cargadas con AE de O. vulgare (NC-Ov) se utilizaron concentraciones de
125 y 250 pg/mL. NP blanco (sin AE incorporado) fueron evaluadas para descartar
interferencias relacionadas con los materiales empleados. Las placas empleadas como
control contenian, agar Sabouraud y Polisorbato 20 (0.01% p/v). Clotrimazol fue
empleado como control positivo a una concentracién de 1 pg/mL. Todas las placas Petri

fueron incubadas a 30°C por ocho y quince dias.

Permeacion transdérmica. Se realiz6 el montaje de celdas de Franz modificadas, las
cuales constan de un compartimento donador y un compartimento receptor entre los
cuales se colocé la piel de cerdo, previamente acondicionada. El compartimento receptor
contenia la solucién amortiguadora de fosfatos salina con un pH de 7.4, mientras que el
compartimento donador contenia los AE de tomillo y orégano o las formulaciones de
NC-Tv y NC-Ov. Cada uno de los tratamientos estuvo en contacto con la piel de puerco
a diferentes tiempos 2, 4, 6, 24 h. Posteriormente, se retird la piel y fue colocada sobre
1.5 mL de metanol y se dejé en contacto durante 30 min a 150 rpm. Finalmente, se
analizé cada una de las muestras por CG-FID bajo las condiciones anteriormente

mencionadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las formulaciones de NC utilizadas para la realizacion tanto de los ensayos de actividad
antifingica como en los ensayos de permeacién in vitro presentaron un didmetro de
172.3 £ 3.9 y 168.8 + 3.7 para la formulacién de NC-Tv y NC-Ov, respectivamente.
Ademads, presentaron un IP de 0.097 + 0.02 y 0.135 + 0.01, las NC-Tv y NC-Ov,
respectivamente, indicando una distribucion homogénea en las poblaciones de NC
presentes en las formulaciones. Finalmente, ambas formulaciones presentaron un valor

de Wz negativo.



Determinacion de la actividad antifiingica. L.a CMI de los AE de forma libre fue
previamente establecida (Veldzquez-Davila et al. 2017b). En base a 1a CMI de cada uno
de los AE, se utilizaron dos concentraciones diferentes para evaluar las formulaciones de
NC, 175 y 350 ug/mL para T. vulgaris (NC-Tv) y 125 y 250 ug/mL para O. vulgare
(NC-Ov). Las inhibiciones radiales del crecimiento micelial de los cinco dermatofitos

aplicando las formulaciones de NC, se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Inhibiciones del crecimiento micelial de los dermatofitos con la
aplicacién de las NC cargadas con aceite esencial de 7. vulgaris y O.
vulgare mediante la técnica poisoned food.

NC-Tv NC-Ov
Microorganismo Concentraciéon ppm
175 | 350 | 125 | 250
Microsporum canis IT IT IT IT
Microsporum gypseum IT IT IT IT

Trichophyton mentagrophytes IT IT IT IT

Trichophyton tonsurans IN IN IN IN
Trichophyton rubrum IT IT IT IT
Epidermophyton floccosum IN IN IN IN

IN, inhibicién negativa; IT, inhibicién total

La inhibiciéon negativa se establece cuando el hongo es capaz de crecer radialmente
sobre la superficie de la placa, mientras que la inhibicién total es la ausencia de

crecimiento radial del hongo sobre la superficie de la placa.

En la Figura 1 se muestra la inhibicion de los crecimientos. En la Figura la, se observa
el control negativo, en donde el crecimiento radial de los seis dermatofitos empleados es
tomado como referencia para interpretar la magnitud del efecto antifungico observado

por cada uno de los tratamientos.

En la Figura 1b se observa el crecimiento de los seis dermatofitos cuando es aplicada

una formulacién de NP blanco, mostrando que las NP sin compuestos activos no son



capaces de inhibir a ninguno de los seis dermatofitos probados: M. canis (1), M.
gypseum (2), T. mentagrophytes (3), T. tonsurans (4), T. rubrum (5) y E. floccosum (6).
En las Figuras Ic y 1d, se observa la inhibicién de los crecimientos de los cinco

dermatofitos a la CMI de AE-Ov (125 pg/mL) y AE-Tv (175 ug/mL).

En el caso de las NC-Ov, a una concentracién de 250 ug/mL, se observo una completa
inhibicién de cuatro dermatofitos: M. canis (1), M. gypseum (2), T. mentagrophytes (3) y
T. rubrum (5). Los otros dos dermatofitos: 7. tonsurans (4) y E. floccosum (6)
presentaron una inhibicién negativa (Figura le). Cuando las NC-Ov se encontraban a
una concentracion de 125 pg/mL (CMI del OE-Ov) (Figura 1f) se observa la misma
inhibicién completa de los cuatro dermatofitos anteriormente mencionados. Este
comportamiento también es observado para las NC-Tv, es decir a las concentraciones de
350 y 175 pug/mL (Figura 1g y 1h) se genera una inhibicién total de cuatro de los
dermatofitos estudiados (M. canis (1), M. gypseum (2), T. mentagrophytes (3) y T.
rubrum (5)), mientras que los hongos T. tonsurans (4) y E. floccosum (6) nuevamente,

presentaron, una inhibicién negativa.

Pinto et al mencionan que es dificil atribuir la actividad bioldgica a una mezcla compleja
de constituyentes particulares como los son los aceites esenciales. Sin embargo, propone
que la actividad del aceite esencial estd relacionada con la presencia de timol (terpeno
hidroxilado) (Pinto et al. 2006); este compuesto se encuentra presente en ambos AE,
ademads de ser uno de los componentes mayoritarios en el AE-Tv (43.7%) y en el AE-Ov
(79.2%). Es importante mencionar que ambos aceites siguen conservando su actividad
antifingica después del proceso de nanoencapsulacion. Nuestros resultados coinciden
con aquellos reportados por Lima et al. quienes mencionan que el timol presenta
actividad antifingica contra los dermatofitos 7. mentagrophytes y T. rubrum (Lima et al.

2011).

El mecanismo de accion del timol atn no esta totalmente elucidado, sin embargo se cree
que los terpenos hidroxilados generan una lesion primaria en la membrana celular

fingica. Al mismo tiempo Segvi¢ Klari¢ ef al. han propuesto que a bajas



concentraciones los compuestos fendlicos lipofilicos, como el timol, alteran la
permeabilidad de la célula microbiana permitiendo la perdida de macromoléculas (i.e.
carbohidratos, lipidos) y terminando en la muerte celular. Ademads, también se menciona
que los fenoles podrian inactivar enzimas esenciales involucradas con las proteinas de

membrana o con la funcionalidad del material genético (Segvi¢ Klari¢ et al. 2007).

Figura 1. Determinacién de la actividad antifingica de los aceites esenciales libres y
nanoencapsulados. (a) Control de crecimiento, (b) NP-control (sin AE), (¢) AE-Ov 125 ug/mL,
(d) AE-Tv 175 pg/mL, (e) NC-Ov 250 ug/mL, (f) NC-Ov 125 ug/mL, (g) NC-Tv 350 ug/mL y

(h) NC-Tv 175 pg/mL. M. canis (1), M. gypseum (2), T. mentagrophytes (3), T. tonsurans (4), T.
rubrum (5) y E. floccosum (6).

En relacion a las NC, se ha mencionado que estos sistemas acarreadores potencian la

actividad antifungica de compuestos activos, reduciendo el nimero de células flingicas

[ &




(Flores et al. 2013). Por su parte, Singh et al. desarrollaron una formulacion de
nanoparticulas lipidicas (NL) cargadas de miconazol para evaluar su actividad
antifingica contra 7. mentagrophytes mediante la técnica de difusién en pozo. Se
propuso que el pequefio tamafio de las NL permite la difusion de las mismas a través del
agar o medio de cultivo presente en la placa, permitiendo asi la liberacion del principio
activo. Ademads, se establecié que las NL presentan una liberacion inicial burst, seguida
de una liberaciéon prolongada, la cual provee una accién bioldgica por un periodo

extendido de tiempo (Singh et al. 2016).

Permeacion transdérmica. En la Figura 2 se presenta la cantidad de y-terpineno y timol
presente en el estrato corneo después de estar en contacto con los aceites libres (AE-Tv y
AE-Ov) y con las NC-Ov y NC-Tv durante 2, 4, 6 y 24 h. Para todas las formulaciones
de NC se estableci6é el comportamiento de dos moléculas presentes en los aceites: Y-
terpineno y timol debido a su actividad bioldgica y abundancia en cada uno de los

aceites (Velazquez-Davila et al. 2017b).

Cuando se aplican ambos AE libres (AE-Tv y AE-Ov) sobre la superficie de la piel de
cerdo, se observa que el y-terpineno se encuentra en menor cantidad en la piel, en
comparacion al timol. Se puede observar que después de 6 h de contacto del AE-Tv con
la superficie de la piel, la cantidad de y-terpineno es 103 veces menos que la del timol al
mismo tiempo. En el caso del AE-Ov, se observa el mismo comportamiento, la cantidad

de y-terpineno es 758 veces menos que la del timol.

Existen diversos factores que intervienen en la penetracion/permeacion de compuestos
en las diferentes capas de la piel, entre los que destacan, las propiedades fisicoquimicas
de los compuestos, como por ejemplo, el peso molecular y el coeficiente de particion
(log Pow.) (Forster et al 2009). En el caso de los aceites esenciales también se debe
considerar la volatilidad de las moléculas. Se ha observado que moléculas con una
mayor presion de vapor, se evaporan en la superficie de la piel, mas rapidamente que

otras con menor presion de vapor (Guy 2010). Esto coincide con nuestros resultados ya



que el y-terpineno presenta una presion de vapor de 1.075 mm Hg a 25°C, comparada

con la del timol 0.038 mm Hg a 25°C.

Cuando el 7y-terpineno estd en las NC, se observa una mayor cantidad del mismo
depositado en la superficie de la piel con respecto a la cantidad de Yy-terpineno
depositada en la piel proveniente del AE libre (Figuras 2a y 2c¢). Este comportamiento es
observado desde las primeras dos horas, siendo mds evidente a las 6 horas. El 7-
terpineno se encuentra depositado en el estrato corneo entre 4 y 2 veces mas cuando estd
encapsulado (NC-Tv y NC-Ov), comparado con su forma libre (AE-Tv y AE-Ov). Cabe
mencionar que después de 24 horas, el y-terpineno depositado en la piel a partir del AE-
Ov, estd por debajo de los limites de cuantificacion y deteccién del método analitico.
Este comportamiento, pone en evidencia que la nanoencapsulacion protege a principios
activos de una pérdida fisica o quimica (Contri et al. 2016). En nuestro caso,
especificamente, fue un componente altamente volétil, el y-terpineno presente en ambos

aceites esenciales.
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Figura 2. Cantidad de y-terpineno y timol en el estrato corneo después de 2, 4, 6 y 24 h de
contacto con a) AE-Tv, b) NC-Tv, ¢) AE-Ov y d) NC-Owv.
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Con respecto al timol, se debe considerar que moléculas como los terpenos presentan
diferentes caracteristicas de penetracién/permeacién en la piel debido a su coeficiente de
particién (Cal y Sz