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RESUMEN

La piel es una barrera protectora contra patogenos como el virus del herpes simple tipo 1
(HSV-1), causante de infecciones cutdneas recurrentes y de alta prevalencia a nivel
mundial. Actualmente, existen diversos fdrmacos para controlar esta infeccion; sin
embargo, su uso prolongado puede generar efectos adversos y la aparicion de cepas
resistentes. En la busqueda de alternativas terapéuticas eficaces, los aceites esenciales
(EO), como el de orégano, han recibido creciente interés por su actividad antiviral, tal
como se documenta en el Capitulo 1. No obstante, su aplicacién directa presenta
limitaciones debido a su alta volatilidad, baja solubilidad en agua y susceptibilidad a la
degradacion por factores externos. Para superar estas limitaciones, la incorporacion del
EO en nanoparticulas poliméricas (NP) representa una estrategia innovadora, ya que su
tamafio nanométrico y estructura permiten mejorar su estabilidad y facilitar su aplicacion
en la piel. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue desarrollar una formulacion de
NP cargadas con el EO de Lippia graveolens (EOL) para su potencial aplicacion frente al
HSV-1. En el Capitulo 2, se obtuvieron NP-EOL mediante la técnica de nanoprecipitacion,
con propiedades fisicoquimicas favorables para la deposicion cutdnea (tamafio ~200 nm,
indice de polidispersidad <0.2 y potencial zeta negativo). Ademas, las NP-EOL mostraron
una actividad antiviral 1.85 veces mayor contra el HSV-1 en comparacion con el EOL
libre, a la vez que redujeron la citotoxicidad en células Vero. Asimismo, se evalu6 el efecto
de las NP-EOL en la piel mediante técnicas de bioingenieria; los resultados demostraron
que las NP promovieron la hidratacion cutanea sin alterar el pH, ni la pérdida de agua
transepidérmica, lo que indica que no modifican la barrera de la piel. En el Capitulo 3, se
valid6 un método analitico de HS-SPME-GC, que permiti6 cuantificar de manera precisa
y exacta los componentes principales del EOL tanto en las NP y en piel tratada con las
nanoformulaciones. Finalmente, en el Capitulo 4, se desarrolld6 una formulacion en gel
con NP-EOL incorporadas, que presento caracteristicas adecuadas para uso topico (pH de
4, adhesividad de ~0.7 mJ y comportamiento pseudoplastico), ademas de una alta
aceptacion sensorial, atribuida a su olor, absorcion y textura. En conjunto, estos resultados
respaldan el potencial de las nanoformulaciones cargadas con EOL como alternativas

prometedoras para el tratamiento de infecciones virales causadas por HSV-1.



ABSTRACT

The skin is a protective barrier against pathogens such as herpes simplex virus type 1
(HSV-1), which causes recurrent and highly prevalent skin infections worldwide.
Currently, several drugs are available to control this infection; however, their prolonged
use may lead to adverse effects and the emergence of resistant strains. In the search for
effective therapeutic alternatives, essential oils (EO), such as oregano oil, have gained
increasing attention for their antiviral activity, as described in Chapter 1. Nevertheless,
their direct application presents challenges due to their high volatility, low water solubility,
and susceptibility to degradation by external factors. To overcome these limitations, the
incorporation of EO into polymeric nanoparticles (NP) represents an innovative strategy,
as their nanometric size and structure improve stability and facilitate skin application. In
this context, the aim of this work was to develop NP formulations loaded with Lippia
graveolens essential oil (EOL) for their potential application against HSV-1. In Chapter
2, EOL-loaded NP (NP-EOL) were obtained using for the nanoprecipitation technique,
showing physicochemical properties suitable for skin deposition (size ~200 nm,
polydispersity index <0.2, and negative zeta potential). Moreover, NP-EOL exhibited
1.85-fold higher antiviral activity against HSV-1 compared with free EOL, while reducing
cytotoxicity in Vero cells. The effect of NP-EOL on the skin was also evaluated through
bioengineering techniques; results demonstrated that NP enhanced skin hydration without
altering pH or transepidermal water loss, indicating that they do not disrupt the skin
barrier. In chapter 3, a HS-SPME-GC analytical method was validated, allowing for
precise and accurate quantification of the main EOL components both in the NP and in
skin treated with the nanoformulations. Finally, chapter 4 describes the development of a
gel formulation containing NP-EOL, which exhibited appropriate characteristics for
topical use (pH 4, adhesiveness of 0.7 mJ, and pseudoplastic behavior), along with high
sensory acceptance attributed to its scent, absorption, and texture. Altogether, these
findings support the potential of EOL-loaded nanoformulations as promising

alternatives for the treatment of viral infections caused by HSV-1.



JUSTIFICACION

El herpes labial es una enfermedad infecciosa de alta incidencia a nivel mundial, causada
principalmente por el virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, alrededor de 3,700 millones de personas menores de
50 afios estan infectadas con este virus. Aunque existen diversos fairmacos antivirales para
su control, estos presentan limitaciones importantes, como una baja penetracion cutanea
y la aparicion de efectos adversos. Ademads, el aumento de cepas resistentes a los
antivirales convencionales ha disminuido su eficacia terapéutica. En este contexto, se
sefala la importancia de identificar nuevas alternativas para el control de la infeccion por
HSV-1.

Los productos naturales, como los aceites esenciales (EO), constituyen una fuente
prometedora de compuestos con propiedades antivirales, entre ellos el EO de Lippia
graveolens. Sin embargo, su aplicacion directa es limitada debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas, como alta volatilidad, baja solubilidad acuosa y susceptibilidad a la
degradacion por factores ambientales como el oxigeno, la luz y la humedad. Por ello, el
desarrollo de medicinas basadas en nanoparticulas poliméricas y EO representa una de las
estrategias mas innovadoras y prometedoras para proteger estos compuestos, favorecer su
aplicacion topica y potenciar su actividad antiviral.

Asi, en el presente trabajo de investigacion se propuso por un lado, desarrollar una
nanoformulacion con EO de Lippia graveolens y evaluar su actividad antiviral; y, por otro
lado, analizar su efecto sobre la piel mediante estudios biofisicos, con el fin de determinar

su potencial aplicacion en el tratamiento del herpes labial.



HIPOTESIS

La encapsulacion del aceite esencial de Lippia graveolens en nanoparticulas poliméricas

potencializard su actividad antiviral contra el virus del herpes labial.



OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar una formulacion de nanoparticulas poliméricas con aceite esencial de Lippia
graveolens y evaluar su actividad antiviral para determinar su uso potencial en el

tratamiento del herpes labial.

Objetivos especificos

1. Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del EO de Lippia graveolens obtenido
por hidrodestilacion.

2. Desarrollar una nanoformulacion con EO de Lippia graveolens por la técnica de
nanoprecipitacion y realizar su caracterizacion fisicoquimica.

3. Validar un método analitico de microextraccion en fase so6lida modalidad /ead space
acoplado a cromatografia de gases con detector de ionizacion de flama para cuantificar
los componentes del EO de Lippia graveolens en las NP.

4. Evaluar la actividad antiviral y citotéxica in vitro en cé€lulas Vero de la
nanoformulacion con EO de Lippia graveolens frente al virus herpes simplex tipo 1.

5. Evaluar el efecto de la nanoformulacion con EO de Lippia graveolens sobre las
propiedades biofisicas de la piel mediante técnicas de bioingenieria y fape stripping.

6. Desarrollar una formulacion topica en gel con NP cargadas con el EO de Lippia

graveolens y evaluar sus propiedades fisicoquimicas, reologicas y sensoriales.



CAPITULO1

Aceites esenciales como alternativa terapéutica contra el
virus del herpes simple



1.1. Introduccion

El herpes simple tipo 1 (HSV-1) es un virus de ADN bicatenario envuelto que pertenece a
la familia Herpesviridae y es reconocido por causar una de las infecciones mas comunes
a nivel mundial (Nath et al. 2021). Estudios de seroprevalencia indican que hasta el 95%
de la poblacion adulta presenta anticuerpos contra este patdgeno (Kun-Varga et al. 2023).
La infeccion por HSV-1 puede ser asintomatica o manifestarse en forma de lesiones
cutaneas y mucosas en la regiéon orofacial; sin embargo, también puede provocar
complicaciones graves como encefalitis, meningitis o queratoconjuntivitis, especialmente

en neonatos o individuos con sistemas inmunolégicos comprometidos (Rana et al. 2024).

La infeccidn primaria tiene lugar en las células epiteliales y el virus se transmite a través
del contacto directo con abrasiones cutaneas, mucosas o saliva, asi como mediante el
contacto con objetivos contaminados con estas secreciones (Negroni & Inés Gonzélez,
2018). Una vez que las células epiteliales son infectadas, el HSV-1 puede permanecer en
estado de latencia, alojdndose principalmente en los axones de las neuronas del sistema
nervioso periférico. Diversos estimulos, como el estrés fisico o emocional, traumatismos,
fiebre o la exposicion a radiacion ultravioleta, pueden inducir la reactivacion del virus,
dando lugar a una recurrencia de la enfermedad (Santana Martinez, 2010; Valverde-Lopez,

2017).

Hasta el momento, no existe un tratamiento capaz de erradicar por completo el HSV-1.
Sin embargo, se dispone de medicamentos antivirales que pueden reducir la gravedad de
los sintomas, entre los cuales destacan aciclovir, valaciclovir, famciclovir, penciclovir y

sus derivados (Alvarez et al. 2020).

El aciclovir, 9-(2-hidroxietoximetil guanina), es un analogo aciclico de guanosina
ampliamente utilizado por su bajo costo y buena tolerabilidad. Para ejercer su actividad
antiviral, este farmaco se fosforila intracelularmente a trifosfato de aciclovir mediante la
timidina quinasa codificada por el virus. Una vez activo, actia como un inhibidor
competitivo de la ADN polimerasa viral, interfiriendo con la sintesis de ADN y limitando
la replicacion del virus. De manera similar, los farmacos valaciclovir, famciclovir y

penciclovir basan su mecanismo de accion orientado a inhibir la funcion de la ADN



polimerasa viral, diferenciandose entre si principalmente en su biodisponibilidad, vida

media y régimen de dosificacion (Naesens ef al. 2006).

No obstante, el uso prolongado de estos antivirales ha generado un problema creciente, la
resistencia farmacoldgica, especialmente en pacientes inmunocomprometidos que
requieren terapias antivirales profilacticas a largo plazo. En la poblacion general, la
resistencia del HSV-1 al aciclovir se estima en un 0.27%, mientras que, en pacientes
inmunocomprometidos esta cifra aumenta significativamente, alcanzando un 7%. Las
tasas mas altas de resistencia se han reportado en pacientes sometidos a trasplante de
c¢lulas madre hematopoyéticas (14.3%), seguidos por aquellos con infeccion por el Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH) (3.9%) y pacientes con enfermedades tumorales
(3.9%) (van de Sand ef al. 2021). Esta problematica subraya la necesidad de desarrollar
nuevos tratamientos antivirales dirigidos a etapas alternativas del ciclo de infeccion, como

la adhesion y entrada viral.

En este contexto, los productos naturales, en particular los aceites esenciales (EO),
contienen diferentes moléculas con potencial antiviral, principalmente, debido a la
diversidad y complejidad de sus estructuras quimicas. Este capitulo ofrece una revision

bibliografica sobre los EO y sus componentes aislados como agentes antiherpéticos.

1.2. Evaluacion de la actividad antiviral de los aceites esenciales

Los EO son mezclas complejas de compuestos organicos volatiles, sintetizados
naturalmente en diversas partes de las plantas como parte de su metabolismo secundario.
Su composicion quimica estd constituida por una amplia variedad de compuestos,
incluidos terpenos, fenoles, aldehidos, cetonas, ésteres y compuestos nitrogenados. Esta
diversidad quimica les confiere una prometedora capacidad bioldgica para actuar contra
una amplia gama de patdgenos virales (Sousa ef al. 2023). En la Tabla 1 se presentan
diferentes EO que han sido evaluados por su capacidad para inhibir el virus del herpes

simple.



Tabla 1. Aceites esenciales obtenidos de plantas con potencial actividad antiviral contra el virus del herpes

simple.
ientifi
Nombre cienti }co / Virus ICso (ug/mL) Referencias
nombre comun
HSV-1 0.9 (De Logu et al.
Santolina insularis
HSV-2 0.7 2000)
Aloysia gratissima 65.0
Artemisia douglasiana 83.0
Eupatorium patens 125.0
HSV-1 (Garcta et al. 2003)
Lippia junelliana >150.0
Lippia turbinata >150.0
Tessaria absinthioides 105.0
Aloysia triphylla >250.0
Pectis adorate 71.5
Gaillardia megapotamica 99.1
Heterothalamus alienus 148.4 (Duschatzky et al.
HSV-1
Artemisia mendozana 153.7 2005)
Jungia polita 136.4
Buddleja cordobensis 54.1
Lippia turbinata >250.0
(Reichling et al.
Lectospermum scoparium HSV-1 28.8
2005)
HSV-1 24
Artemisia arborescens (Saddi et al. 2007)
HSV-2 4.1
Eucalipto 55.0
] HSV-1 (Astani et al. 2010)
Arbol del té 2.0




Tomillo 11.0
Anis estrella HSV-1 1.0 (Astani et al. 2011)
HSV-1,
resistente a 55.9
Lippia graveolens aciclovir (Pilau et al. 2011)
HSV-1 99.6
Cajeput HSV-1 7.5 (Navid et al. 2013)
Mentha suaveolens HSV-1 5.1 (Civitelli et al.
Arbol de té australiano HSV-1 13.2 2014)
HSV-2 23.7
HSV-2,
Salvia desoleana (Cagno et al. 2017)
resistente al 28.6
aciclovir
Thymus bovei HSV-2 2.1 (Hassan et al. 2018)
Cedrus libani HSV-1 440.0 (Loizzo et al. 2008)
HSV-2 18.6 (Toujani et al.
Thymus capitatus
HSV-1 17.6 2018)
HSV-1 4.0
Melissa officinalis L. (Vanti et al. 2020)
HSV-2 0.8
Chrysanthemum indicum 3.5 (Youssef et al.
HSV-1
Chrysanthemum morifolium 3.7 2020)
Syzygium aromaticum HSV-1 9.8 (Kiki, 2023)
Eucalyptus citriodora HSV-1 2.6
Eucalyptus camaldulensis HSV-1 15.6 (Fayez et al. 2023)
Eucalyptus ficifolia HSV-1 2.6
HSV-1 47.0 .
Coridothymus capitatus L. (Fuochi et al. 2024)
HSV-2 40.0
Tetradenia riparia HSV-1 9.6-24.2 (Sena et al. 2024)
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Algunos trabajos han atribuido la actividad antiviral de los EO a la accion de sus
componentes mayoritarios. Por ejemplo, se reportd que el eugenol, un componente
principal del EO de Cinnamomum zeylanicum, presentaba una eficacia comparable a la
del propio EO frente al virus de la influenza A (HIN1), lo que sugiere que la actividad
antiviral podria atribuirse a este compuesto (Ma & Yao, 2020). En contraste, otros trabajos
reportan que la eficacia antiviral de los EO se debe a la interaccion sinérgica entre las
diferentes moléculas que los componen. Astani et al. (2011) demostraron que el EO de
eucalipto presentd una actividad superior contra HSV-1, en comparaciéon con su
componente mayoritario, el 1,8-cineol. De manera similar, el aceite de arbol de t¢ mostrd
una mayor capacidad antiviral que sus componentes individuales terpinen-4-ol, -
terpineno y o-terpineno. Asimismo, se han descrito actividades sinérgicas o aditivas
cuando los farmacos comerciales se utilizan en combinacién con EO. Por ejemplo, el EO
de Mentha suaveolens con aciclovir incrementaron de manera significativa la actividad

antiherpética (Civitelli et al. 2014).

Estos resultados plantean la importancia de evaluar, tanto la mezcla completa de los EO,
como los compuestos aislados. La caracterizacion de metabolitos individuales no solo
permite profundizar en los mecanismos de accion y establecer relaciones estructura-
actividad, sino también identificar y descartar moléculas que puedan comprometer la
seguridad o eficacia de los EO (Nakatsu ef al. 2000). En este sentido, en la Tabla 2 se

presentan algunos compuestos aislados que han demostrado actividad frente al virus HSV.

Tabla 2. Compuestos aislados a partir de plantas con potencial actividad antiviral contra el virus del herpes

simple.
Compuesto Virus ICso (ng/mL) Referencias
Leptospermona 10.5 (Reichling et al.
HSV-1

Flavesona 33.0 2005)

o-terpineno 8.5

y-terpineno HSV-1 7.0 (Astani et al. 2010)
o-pineno 4.5
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p-cimeno 16.0
Terpinen-4-ol 60.0
o-terpineol 22.0
Timol 30.0
Citral 3.5
Trans-anetol 20.0
Eugenol 35.0
Farnesol 3.5
HSV-1 (Astani et al. 2011)
B-Eudesmol 6.0
-cariofileno 0.3
B-6xido de cariofileno 0.7
HSV-1 48.6
Carvacrol HSV-1 resistente (Pilau et al. 2011)
28.6
al aciclovir
B-pineno 3.5 (Astani & Schnitzler,
HSV-1
Limoneno 5.9 2014)
(Ghannadi et al.
Kellerina HSV-1 2.5
2014)
Geraniol HSV-2 1.9 (Hassan et al. 2018)
HSV-2, resistente
. . 5.0
B-cariofileno a aciclovir (Cagno et al. 2017)
HSV-2 54
Carvacrol HSV-1, HSV-2 49.0 (Fuochi et al. 2024)
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Hasta el momento, los mecanismos de accion de la actividad antiviral de los EO no se han
establecido completamente. En la mayoria de los casos, la actividad antiviral contra el
HSV-1 y HSV-2 de los EO y de sus componentes se ha atribuido principalmente a su
capacidad para interferir con las etapas iniciales de la infeccion viral. Entre los
mecanismos descritos se incluyen la disrupcion de la envoltura lipidica, la desintegracion
de la capside y la inhibicidon de la interaccion del virus con los receptores de la célula

huésped.

En este sentido, Reichling (2022) reportd que la incubacion de viriones de HSV-1 con el
EO de orégano durante una hora a temperatura ambiente provocd la pérdida de la
envoltura lipidica, lo que impidid su unidn a las células huésped y, en consecuencia, redujo
su infectividad. De manera complementaria, Lai et al. (2012) demostraron mediante
microscopia electronica de transmision (TEM) que los componentes mayoritarios del EO
de orégano, carvacrol y timol, inducen alteraciones estructurales en la envoltura viral. Tras
un pretratamiento de una hora a 100 pM, el carvacrol afect6 hasta el 79% de los viriones

y el timol redujo la estructura viral hasta un 93%.

Otro mecanismo propuesto involucra la inhibicion de la union del virus a los receptores
celulares. Se ha descrito que compuestos fendlicos como el acido rosmarinico, el mentol,
el linalol, 1a apigenina y el a-santalol pueden interactuar con glicoproteinas de la envoltura
viral (gB, gC, gD y gH), bloqueando su reconocimiento de receptores celulares como
nectina-1, HVEM vy el heparan sulfato 3-O-sulfatado. Este tipo de interaccion impediria

el inicio del ciclo de replicacion (Bisson, 2024).

1.3. Conclusiones

El HSV representa un desafio relevante de salud publica debido a la recurrencia de la
infeccion y a la aparicion de cepas resistentes a los antivirales actualmente disponibles.
En este sentido, los EO se consideran una alternativa de tratamiento, ya que, contienen
una amplia diversidad de compuestos con la capacidad para inhibir distintas etapas del
ciclo viral. Ademas, algunos EO han mostrado efectos sinérgicos en combinacién con

farmacos convencionales, lo que abre oportunidades terapéuticas frente a cepas
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resistentes. La revision presentada en este capitulo evidencia la diversidad de compuestos

con actividad antiherpética presentes en las especies vegetales.

Sin embargo, la aplicacion directa de los EO se encuentra limitada por sus caracteristicas
quimicas, como la alta volatilidad, la inestabilidad y la baja solubilidad en agua. Estas
propiedades no solo dificultan el desarrollo de formulaciones estables, sino que también
generan incertidumbre respecto a la reproducibilidad de sus efectos biologicos. Para
superar estas limitaciones, la encapsulacion en nanoparticulas poliméricas se ha propuesto
como una estrategia para proteger a los EO, mejorar su solubilidad, incrementar su
disponibilidad y proporcionar una liberacién controlada, con lo cual se podria potenciar
su eficacia terapéutica. En los capitulos siguientes se abordara de manera detallada este
enfoque, que constituye un puente entre el potencial terapéutico de los EO y su futura

aplicabilidad como alternativas eficaces frente al HSV-1 .
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CAPITULO 11

Nanoparticles loaded with Lippia graveolens essential oil
as a topical delivery system: In vitro antiherpetic activity
and biophysical parameters evaluation
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Abstract

Background/Objectives: The skin is a protective barrier against pathogens such as herpes
simplex virus type 1 (HSV-1), which causes recurrent and highly prevalent skin infections
worldwide. The increasing resistance of HSV-1 to conventional treatments has driven the
search for new therapeutic alternatives. In this context, the essential oil of Lippia
graveolens (EOL) has demonstrated promising antiviral activity; however, its high
volatility limits direct skin application. To overcome this, polymeric nanoparticles (NPs)
loaded with EOL were developed to improve its availability and antiviral efficacy.
Methods: Nanoformulations were prepared by nanoprecipitation, and their antiviral
activity against HSV-1 was evaluated using the plaque reduction assay. The effect of the
nanoformulations on skin barrier integrity was assessed using an ex vivo porcine skin
model and non-invasive techniques. Results: The NP-EOL exhibited physicochemical
properties favorable for skin deposition, including a particle size around 200 nm, a
polydispersity index of < 0.2, and negative zeta potential. Moreover, NP-EOL showed
1.85-fold higher antiviral activity against HSV-1 compared with free EOL, while also
reducing cytotoxicity in Vero cells. Conclusions: Results demonstrated that the NPs
promoted skin hydration without altering pH or transepidermal water loss, suggesting they
do not disrupt skin homeostasis. This study supports the potential of NP-based systems as
effective topical delivery vehicles for EOL, representing a promising therapeutic

alternative against HSV-1 skin infections.

Keywords: nanoparticles; essential oils; HVS-1; antiviral; Lippia graveolens

2.1. Introduction
The skin plays a crucial role in protecting the body against environmental factors. This
protective function is primarily attributed to the stratum corneum (SC), the outermost

layer of the epidermis. The SC is composed of corneocytes that are surrounded by
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ceramides, fatty acids, and cholesterol; together they form a lamellar hydrophobic
structure that limits transepidermal water loss and prevents the entrance of harmful
substances and pathogenic microbes. In addition, various components such as enzymes,
protease inhibitors, immune cells (e.g., Langerhans cells), and antimicrobial peptides
contribute to the homeostasis of the SC barrier (Madawi et al., 2023). However, the
integrity of the skin barrier can be compromised by diverse factors such as trauma, burns,
skin disorders, and underlying medical conditions leading to cutaneous infections caused
by pathogens (i.e., bacteria, fungi, and viruses) that penetrate this barrier (Maranduca et

al., 2020).

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is an enveloped, double-stranded DNA virus that
causes recurrent vesicular eruptions, most commonly in the orofacial region (i.e., cold
sores) (Gopinath ef al., 2023). HSV-1 is highly contagious, and it is estimated that 3.7
billion people under the age of 50 are infected with the virus. The main antiherpetic
treatments used to accelerate the healing of blisters and relieve symptoms such as pain,
itching, or burning sensations are acyclic nucleosides, including acyclovir and derivatives
(i.e., famciclovir and valacyclovir) (Almansorri et al., 2023). Depending on the severity
of the symptoms and the host’s immune status, the antiviral therapy can be administered
either systemically or topically (Research, 2020; Piperi ef al., 2023). However, one of the
central challenges associated with oral antiviral treatments is their low bioavailability
caused by the limited absorption of the drug through the gastrointestinal tract. In the case
of acyclovir, some patients have exhibited absorption rates as low as 10-27% of the
administered dose. This low bioavailability requires higher doses, which can lead to
adverse effects such as nausea, vomiting, headache, irritability, and even renal injury
(Fekete et al., 2020). On the other hand, for topical treatment, acyclovir is not a good
candidate for passive permeation due to its polarity (logP = —1.76 at pH 7), which limits
its partitioning into the lipid matrix of the SC (Nagra et al., 2022). In addition, resistance
of HSV-1 to these antiviral treatments has become a significant concern, particularly in
immunocompromised patients undergoing long-term therapies (Andreu et al., 2020).
Currently, there is growing interest in the development of new antiviral agents with
alternative mechanisms of action that can replace or complement existing therapies, for

example, essential oils (EOs).
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EOs are complex mixtures of terpenoids, ketones, aldehydes, and esters that have been
approved for use in the food, cosmetic, and pharmaceutical industries (Predoi et al. 2018).
Various studies have demonstrated their beneficial biological properties, including
inhibitory activity against HSV-1 (Orchard and Vuuren, 2017; Ma and Yao, 2020).
Specifically, oregano has shown promising antiviral properties. The chemical composition
of oregano EO includes hydrocarbon sesquiterpenes (p-caryophyllene), hydrocarbon
monoterpenes (p-cymene, PB-thujene), and oxygenated monoterpenes (carvacrol and
thymol), the latter being the major constituents as they represent about 20-60% of the
total composition (Herrera-Rodriguez et al. 2019; Medina-Romero et al. 2021; Alam et
al. 2024). The antiviral activity of oregano EO (Lippia graveolens) against HSV-1 was
reported by Pilau ef al. (2011) who determined a 50% inhibitory concentration (ICso) of
99.6 ng/mL. Later, another study demonstrated that specific components of oregano EO
like B-caryophyllene (ICso = 0.25 pg/mL), p-cymene (ICso > 0.1%, equivalent to >1000
pug/mL), thymol, and carvacrol (ICso= 7 uM, equivalent to 1.1 pg/mL) display antiviral
activity against the virus (de Sousa et al. 2023). Although EOs hold great potential as
therapeutic alternatives, their use is limited due to their physicochemical characteristics.
For example, they are volatile at room temperature and susceptible to degradation in the
presence of oxygen, light, and humidity, moreover their application in aqueous-based
formulations is challenging because of their nonpolar nature (Badgujar Vaishnavi ef al.

2021).

To approach these limitations, nanoencapsulation can result in an efficient strategy to
deliver active compounds including EO whose chemical characteristics influence their
usage. Specifically, polymeric nanoparticles (NPs) have been extensively studied for
topical use because their nanometric size increases residence time and enhances direct
contact with the skin. Moreover, their polymeric composition enables the controlled
release of EO onto the stratum corneum (SC), improving their availability and
consequently, the efficacy of the active compounds (Zoabi, Touitou and Margulis, 2021).
Also, it has been shown that NPs with sizes around 200 nm tend to accumulate in hair
follicles and skin folds (Alvarez-Roman et al. 2004). For these reasons, NPs represent a
promising tool for the topical delivery of EOs in the treatment of HSV-1 related infections.

In a study by Kalita et al. (2017) chloramphenicol and lemongrass EOs were co-
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encapsulated in a poly-g-caprolactone NPs for topical application in the treatment of burns
co-infected with bacteria and fungi. The nanoformulation exhibited enhanced in vitro
antimicrobial activity against 22 microbial pathogens. Additionally, the NPs facilitated

penetration into the injured dermal tissue and accelerated the wound healing process.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the in vitro antiviral activity against HSV-
1 using a polymeric NP formulation loaded with Lippia graveolens EO (EOL). The
investigation also measured the effect of the NPs on the biophysical properties of the skin,
in order to determine the potential use of the formulation as a topical treatment for dermal

infections with HSV-1.

2.2. Materials and Methods
2.2.1. Materials

Lippia graveolens was collected in Coahuila, Mexico. The chemical composition and the
proportion of each component of the EO were analyzed by Gonzalez-Moreno ef al. (2024)
using a gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) and gas chromatography with
flame ionization detection (GC-FID). The Vero cell line (ATCC CCL-81) and the HSV-1
strain KOS (ATCC VR-1493D) virus were kindly donated from the Department of
Genetics, School of Medicine, UANL. Dimethylsulfoxide (DMSO) and carvacrol (CRV)
(>98% grade GC) were obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Methanol
was purchased from Fisher Chemical (Waltham, MA, USA), while acetone and isopropyl
alcohol were obtained from Tedia (Fairfield, OH, USA). All solvents were of analytical
grade. Distilled water was obtained from a Milli-Q water purification system (Boston,
MA, USA). The nanoparticle-forming polymer, Eudragit® L100 (copolymer of
methacrylic acid-methyl methacrylate (1:1)), was kindly obtained from Helm (Naucalpan,
State of Mexico, Mexico). Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine
serum (FBS), and the rest of the reagents used for the in vitro tests were from Gibco, Grand

Island, NY, USA.
2.2.3. Preparation and Characterization of EO-Loaded NP

The NPs were prepared by the nanoprecipitation method as described by Fessi et al.

(1989). Briefly, an organic phase was prepared with 25 mg of Eudragit® L100 in 15 mL
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of acetone—isopropanol mixture (1:1). Then, 50 mg of EOL was added to the solution.
Subsequently, the organic phase was injected using a syringe into the aqueous phase
containing 20 mL of distilled water under magnetic stirring. Diffusion of the organic phase
into the aqueous phase induced the aggregation polymer and encapsulation of EOL into
nanoparticles (NP-EOL). Finally, the organic solvents were removed through two
purification techniques: (i) dialysis using regenerated cellulose membrane
Spectrum/Por®4 (Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, CA, USA) and (i1)
evaporation under reduced pressure (Laborota 4003 control, Heidolph Instruments,
Schwabach, Germany). EOL-loaded NPs purified by dialysis were identified as NP-EOL-
D, while those purified by evaporation were identified as NP-EOL-R. Unloaded NPs,
without EOL, were obtained following the same procedure described above. Similarly, the
NPs without EOL purified by dialysis were identified as NP-BCO-D, and those purified
by evaporation as NP-BCO-R.

The physicochemical characterization of formulations was carried out in terms of particle
size, polydispersity index (PDI), zeta potential, and pH (Conductronic, pH120 model,
Puebla, Puebla, Mexico). The mean particle size and PDI were measured at a 90-degree
scattering angle using dynamic light scattering, while the zeta potential was measured by
laser Doppler microelectrophoresis. Both measurements were performed using a Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), in triplicate at 25 °C. In addition,
morphological examination of NPs was performed using a scanning electron microscope
(JEOL JSM-7401F, Kyoto, Japan). Samples of dried NPs were dispersed in water and
then, drops of the dispersion were placed on metallic studs and coated with gold.

The NP-EOL-R and the NP-EOL-D formulations were stored at 25 + 2 °C under 40-60%
relative humidity conditions. The stability of the formulations was evaluated by

determining particle size, PDI, and zeta potential.

2.2.4. Fourier-Transform Infrared Analysis

Fourier-transform infrared (FT-IR) spectroscopy was performed using a Frontier FT-IR
spectrometer (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) to establish interactions between the
raw material used for NPs formulation (Eudragit® L100 polymer and EOL). Additionally,
the nanoformulations (NP-BCO-D, NP-BCO-R, NP-EOL-D and NP-EOL-R) were
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examined. The polymer and EOL were evaluated directly, while the NPs were centrifuged
and the resulting pellet was placed in a desiccator. Spectra were examined over

wavenumber range of 4000 to 400 cm .

2.2.5. Cell Viability Assessment

Cell viability was determined using the Mosmann method with slight modifications
(Mosmann, 1983). For the assay, Vero cells were cultured in 96-well plates at a density of
1.5 x 10* cells/well in DMEM with 10% FBS and 1% DMSO. After 24 h, the cells were
supplemented with different concentrations of EOL, CRV, NP-EOL-R, NP-EOL-D, NP-
BCO-R, and NP-BCO-D and incubated for 48 h at 37 °C and 5% CO». Vero cells added
to only DMEM with 10% FBS and 1% DMSO were used as negative controls. After 48 h
incubation, cell viability was determined by adding 10 pL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution at a concentration of 5 mg/mL per well,
followed by incubation for 3 h at 37 °C in a 5% CO- atmosphere. The culture medium was
removed, and 100 pL of DMSO was added. Absorbance was measured at 540 nm using a
Thermo Scientific Model 357 microplate reader (Waltham, MA, USA). The cytotoxic
concentration 50 (CCso) was determined as the concentration of NP-EOL, NP-BCO, CRY,
and EOL required to reduce cell viability by 50%, relative to the viability of untreated

cells (negative control). Experiments were performed in quadruplicate.

2.2.6. Evaluation of Antiherpetic Activity In Vitro

A viral plaque reduction assay was performed to determine the ICso according to the
methodology described by Silva-Mares et al. (2019). Briefly, confluent monolayers of
Vero cells in 24-well culture plates were incubated with 25 plaque forming units (PFUs)
of HSV-1 for 1 h at 37 °C. The supernatant was discarded, and fresh medium
supplemented with 0.32% IgG and 1% DMSO was added. Subsequently, concentrations
of 11, 22, and 44 pg/mL of NP-EOL, NP-BCO, CRYV, and EOL were evaluated; these
concentrations were selected based on prior cytotoxicity results, representing low,
medium, and high values that were non-toxic. The cells were incubated for 48 h. Finally,
the cells were fixed with methanol and stained with Giemsa reagent (CTR Scientific,

Monterrey, Nuevo Leon, Mexico). The ICso was determined as the concentration at which
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a 50% reduction in PFU formation was observed compared with the 0% reduction in the
negative control (infected cells). All assays were performed in triplicate. The selectivity

index (SI) of each sample was calculated as the ratio of CCso to ICso.

2.2.7. Ex Vivo Biophysical Evaluation of Skin Treated with EOL-Loaded NP

The porcine ear skin was obtained from the R.E.T.S.A. slaughterhouse in Monterrey, NL,
Mexico. After cleaning and the removal of subcutaneous fat, the skin was frozen at —4 °C
for up to four weeks before use.

For the experiment, the skin was thawed and hydrated for 30 min. Subsequently, it was
mounted in a modified Franz diffusion cell, consisting of a donor compartment and a
receptor compartment, with the porcine skin placed between them. The receptor
compartment contained 15 mL of phosphate-buffered saline (PBS) at pH 7.4 and was
maintained under magnetic stirring (300 rpm) at 36.0 + 0.5 °C. The donor compartment
(with an area of 2.54 cm?) was filled with 1 mL of the treatment of NP-EOL or NP-BCO
and covered to prevent evaporation. The formulations were in contact with the skin for 4,
6, and 8 h. After exposure time, the formulations were removed from the skin surface by
gently patting with cotton. Subsequently, the effect of the formulations was evaluated in
terms of transepidermal water loss (TEWL), skin surface pH, stratum corneum water
content (SCWC), as well as the melanin and erythema index, and these were measured on
the pig skin with the respective Tewameter TM300, pH 905, Corneometer CM825, and
Mexameter MX 18 probes, respectively, all connected to a MPAS system (Courage &
Khazaka, K6ln, Germany). Measurements were carried out in quintuplicate, in a draft-free

room, with controlled temperature (25 + 2 °C) and relative humidity (30-40%).

2.2.8. Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software version 7.0 (San Diego,
CA, USA). One-way ANOVA, followed by a multiple comparison test, was conducted to

compare the means of more than two groups (p < 0.05).
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2.3. Results

2.3.1. Preparation and Characterization of EOL-Loaded Nanoparticles
The NP-EOL-R and NP-EOL-D formulation were obtained using the nanoprecipitation
technique established by Fessi ef al. (1989). The physicochemical characteristics of the

nanoformulations are presented in Table 1.

Table 1. Physicochemical characterization of EOL-loaded NPs (x=+ SD, n=3).

Mean Size PDI Zeta Potential

(nm) (mV)
NP-EOL-R 14589 +5.89 0.075+0.024 —-3247+2.18 3.30+0.04 16.92+1.49

NP-EOL-D 232.10+13.50 0.127+0.010 —-1590+1.70 3.18 £0.12 29.61 £2.26

NP-EOL-R, EOL-loaded NPs purified by evaporation; NP-EOL-D, EOL-loaded NPs purified by dialysis; %EE, encapsulation
efficiency percentage, was determined by a previously validated GC-FID method.

Formulation pH %EE

As shown in Figure 1, the stability parameters of the EOL-loaded NPs: particle size,
polydispersity index (PDI), and zeta potential, were evaluated over a period of 480 days
at 25 °C under relative humidity conditions of 40—-60%.
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Figure 1. Stability of the NP-EOL-R (A) and NP-EOL-D (B) as a function of particle size, PDI and zeta

potential (= SD, n=3). The dashed line corresponds to a visual guide to indicate the general direction of
the data.
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2.3.2. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy Analysis of NP-EOL Components

FT-IR spectroscopy was used to characterize the Eudragit® L100 polymer, Lippia

graveolens EO, EOL-loaded NPs, and unloaded NPs, in order to analyze the interactions

between the NP components. The spectrum of each material is shown in Figure 2.
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Figure 2. FT-IR spectra of Eudragit® L100 (A), NP-BCO-R (B), NP-BCO-D (C), NP-EOL-R (D), NP-
EOL-D 1, and EO Lippia graveolens (F).

The morphology, size, and homogeneity of NP-EOL-R were further analyzed by SEM.

Representative micrographs are presented in Figure 3.
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Figure 3. Evaluation of the size and homogeneity of nanoparticles loaded with Lippia graveolens essential
oil, obtained by the nanoprecipitation technique and purified through evaporation, using scanning electron
microscopy (SEM) at a magnification of x30,000.
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2.3.3. Cytotoxicity Against Vero Cells and In Vitro Antiherpetic Activity

The cytotoxic effects of NP-EOL, NP-BCO, EOL, and CRV are shown in Table 2. NP-
BCO formulations purified by dialysis and reduced pressure evaporation exhibited no
cytotoxicity toward Vero cells at the tested concentrations (>200 pg/mL). The CCso values
for NP-EOL-R, NP-EOL-D, EOL, and CRV were 71.89, 57.16, 84.81, and 83.32 pg/mL,

respectively.

Table 2. Cytotoxic effect against Vero cell lines, using MTT assay, and antiherpetic activity of polymeric
nanoparticles loaded with EOL.

Vero cells HSV-1 SI
CCso (pg/mL) ICso (pg/mL)
NP-EOL-R 71.89+0.41 25.83+1.53 2.78
NP-EOL-D 57.16 £ 0.86 36.60+2.41 1.56
NP-BCO-R > 200 ND ND
NP-BCO-D > 200 ND ND
EOL 84.81 £ 1.36 47.74 £ 2.80 1.78
CRV 83.32+1.17 27.55+1.66 3.02

NP-EOL-R, EOL-loaded NPs purified by evaporation; NP-EOL-D, EOL-loaded NPs purified by dialysis; NP-BCO-R, NPs without
EO purified by evaporation; NP-BCO-D, NPs without EO purified by dialysis; EOL, essential oil Lippia graveolens; CRV, carvacrol
majority compound of EOL; SI, selectivity index (CCs¢/ICsy); CCso, concentration which has a 50% inhibitory effect on cells (£+ SD,
n=4); 1Csy, concentration which has a 50% reduction in PFU (#+ SD, n=3); ND, not determined.

The antiherpetic activity of NP-EOL, NP-BCO, EOL, and CRV was evaluated using a
plaque reduction assay. NP-EOL-R showed the highest antiviral efficacy, with an ICso
value of 25.83 pg/mL, compared with NP-EOL-D with an ICso of 36.60 pg/mL. In
contrast, EOL and CRV inhibited HSV-1 with ICso values of 47.74 and 27.55 pg/mL,
respectively. The SI calculated for NP-EOL-R, NP-EOL-D, EOL, and CRV was 2.78,
1.56, 1.78, and 3.02, respectively.

2.3.4. Ex Vivo Biophysical Evaluation of Skin Treated with EOL-Loaded Nanoparticles

The biophysical parameters of porcine skin were evaluated before the application of the
nanoformulations and after 4, 6 and 8 h of contact time (Figure 4). In the case of untreated
skin, TEWL showed no significant changes after exposure to the nanoformulations
(baseline value 36.59 + 2.42 g/m?h; Figure 4A). Similarly, the surface pH of the untreated
skin (6.09 £ 0.54) remained unchanged following the treatment (Figure 4B). However, a
statistically significant increase was observed in the SCWC of treated skin compared with

the untreated controls (baseline: 36.04 + 2.75 AU), after 4, 6 and 8 h of application (Figure
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4C). In the case of NP-EOL-R, SCWC values nearly doubled. Regarding the melanin
index, the values obtained after 4, 6 and 8 h of exposure to the nanoformulations were like
those of the untreated skin (baseline: 50.43 + 5.59 AU; Figure 4D). Finally, the erythema
index decreased significantly after contact with the nanoformulations at all tested time

points, compared with untreated skin (baseline: 149.55 + 6.44 AU; Figure 4E).
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Figure 4. Ex vivo biophysical effect on transepidermal water loss (A), pH (B), stratum corneum water
content (C), melanin (D), and erythema I after the contact of EOL-loaded NPs compared with untreated skin
(x+ SD, n=5). *** Indicates significant differences p < 0.001, compared to untreated skin.

2.4. Discussion

In this study, NPs were developed with the aim of improving the topical delivery of
oregano EO for the treatment of HSV-1. The NPs were formulated using the
nanoprecipitation technique established by Fessi et al. which is widely employed for the
encapsulation of hydrophobic compounds such as EOs (Albuquerque et al. 2022). This
technique is distinguished by its simplicity, rapidity, and versatility, as it is compatible
with a broad range of polymers and solvents, offering flexibility in material selection
depending on the intended application (Martinez Rivas et al. 2017). Among the commonly
used polymeric materials are polymethylmethacrylate derivatives, such as Eudragit®

L100. This polymer has been approved by the FDA for the delivery of active compounds
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targeted to the skin due to its ability to dissolve at pH 6. Frequently, in skin dis- orders
besides inflammation and epidermal lesions, the pH tends to shift to a near neutral
environment, this favors the release of the active compound (Ofridam et al. 2021; Tiwari
et al. 2022). Dong et al. (2019) evaluated the skin penetration and release of
dexamethasone utilizing a Eudragit® L100-based NP through electron paramagnetic
resonance studies. The results showed an in vitro release efficiency and skin penetration
of dexamethasone in comparison with commercial cream; the experiments were both

conducted on intact and barrier-disrupted skin at pH values above 6.

Once the NPs were obtained, their physicochemical characterization was carried out based
on particle size, PDI, and zeta potential (Table 1). The NP-EOL-R formulation exhibited
a size of 145.89 £ 5.89 nm. This result is consistent with that reported by Zhang et al.
(2022) who prepared a Eudragit® L.100-based NP loaded with Piper nigrum L. EO using
nanoprecipitation followed by solvent removal under reduced pressure, obtaining particles
with a size of 178 nm. On the other hand, the NP-EOL-D formulations showed a particle
size of 232.1 + 13.50 nm, in an agreement with the findings of Silva Flores et al. (2019)
who encapsulated essential oils from Rosmarinus officinalis and Lavandula dentata,
obtaining particle sizes ranging from 227 to 231 nm using the nanoprecipitation technique,
followed by purification using dialysis. In our study, the particle size difference, of
approximately 80 nm between NP-EOL-R and NP-EOL-D, is attributed to the process
used to purify the NPs. Several studies have reported that solvent evaporation rate can
influence the physicochemical characteristics of NPs, including their morphology, particle
size, and release profile (Chung et al. 2002; Dai et al. 2021). During evaporation, the
application of reduced pressure increases the solvent removal rate, generating density
differences between the surface and the core of the particles. This phenomenon induces
rapid structural relaxation, preventing the full extension of polymer chains and resulting
in their contraction, which leads to smaller particles. Conversely, the slower solvent
removal rate achieved by dialysis allows sufficient time for polymer chain rearrangement
before the particle solidification occurs (Allison, 2007).

The particle sizes obtained for NP-EOL-R and NP-EOL-D fall within the 200 nm range.
Donalisio et al. (2018) demonstrated that chitosan nanospheres loaded with acyclovir,

with a particle size of 200 nm, exhibited 13-fold higher in vitro antiviral activity against
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HSV-1 compared with non-encapsulated acyclovir. Furthermore, in vitro permeation
studies showed that the NPs improved acyclovir deposition in the SC when compared with
a commercial cream. In the present study, both NPs formulations exhibited a suitable
particle size for deposition in the SC and within skin folds, making them appropriate

candidates for the topical delivery of EOs.

The PDI is associated with particle size distribution within a population of NPs. In the
Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments), the PDI values range from 0 to 1, where the
ones closer to 0 indicate a uniform particle size distribution. In this study, the formulations
presented a PDI < 0.2 (Table 1), which falls within the range considered acceptable for
polymer-based nanoparticle applications (Danaei et al. 2018). A homogeneous particle
size distribution is a critical attribute that ensures consistent NPs interactions (e.g.,
bioadhesion and EO release) across the skin surface and with viral particles, potentially

enhancing antiviral treatment efficacy.

In this study, the electrokinetic properties of nanoformulations were evaluated. The zeta
potential is based on the measurement of the electrochemical equilibrium at the interface
(Stern and diffuse layers) surrounding the dispersed NPs (Lunardi et al. 2021). The zeta
potential of NP- EOL-R was —32.47 +2.18 mV, whereas NP-EOL-D exhibited a value of
—15.90+ 1.70 mV. The negative values indicate that negative charges dominate the diffuse
double layer of the NPs, which is attributed to the anionic nature of the Eudragit® L100
polymer due to the ionization of carboxylic end groups exposed on the surface of the
polymer chains (Ofridam ef al. 2021). The difference in the magnitude of the zeta potential
between NP-EOL-R and NP-EOL-D may be due to the higher surface-to-volume ratio of
the smaller NP (NP-EOL-R), which favors a greater interaction of the surface charges with
ions in the surrounding medium. Moreover, studies on the electrical double layer in low
ionic strength media such as distilled water have shown a less compact structure,
facilitating more interactions between smaller particles and the medium, thereby
increasing the zeta potential (Chu et al. 2023). Therefore, this increase in interactions for
smaller NPs may explain why the zeta potential value of NP-EOL-R was approximately
twice that of NP-EOL-D.

A NPs suspension is considered stable when it maintains its initial physical characteristics

(e.g., size, PDI, zeta potential) over a defined period. Visual appearance, such as the
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absence of aggregates, is another relevant parameter for assessing stability (Wang et al.
2024). In colloidal systems, instability may occur when the absolute value of the zeta
potential is low, indicating that attractive Van der Waals forces overcome repulsive forces,
thus promoting particle aggregation. In contrast, when particles exhibit a high surface
charge density or an absolute zeta potential equal to or greater than + 30 mV, sufficient
electrostatic repulsion is generated to prevent coalescence and promote formulation
stability (Lunardi ef al. 2021). According to the guidelines of the International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH), the
storage stability of nanomedicines must be evaluated for a minimum of 12 months (Muthu
and Feng, 2009; Dikpati et al. 2024). Figure 1 shows the stability of the nanoformulations
stored at 25 °C and 40-60% relative humidity; these conditions were chosen based on the
recommendations of current antiviral treatments. In this study, NP-EOL-R (Figure 1A)
showed no changes in physical characteristics (size, PDI, zeta potential) over 480 days. In
contrast, NP-EOL-D (Figure 1B) exhibited an increase in PDI from 0.1 to 0.3 after 8 days
of storage, suggesting increased heterogeneity in particle size. Also, the zeta potential of
NP-EOL-D decreased to —10 mV, indicating a reduction in electrostatic repulsion forces,
which compromised the stability of the formulation and correlated with aggregate
formation and phase separation. These results indicate that the storage conditions
employed affected the integrity of NP-EOL-D. In contrast, colloidal systems with zeta
potentials above £ 30 mV, such as NP-EOL-R, exhibited greater stability. This is
consistent with the findings of Zhang et al. (2022) who developed a Eudragit® L100-
based nanoparticle formulation loaded with Black pepper EO, which showed a zeta
potential of —57 mV and remained stable for five weeks under various temperature

conditions.

As part of the physicochemical characterization of the nanoformulations, the
encapsulation efficiency percentage (%EE) was determined using a validated GC-FID
method. The %EE values for NP-EOL-R and NP-EOL-D were 16.23 and 29.61%,
respectively. These results were lower than those reported by previous reports (Gonzalez-
Moreno et al. 2024), likely due to differences in the polymer employed or the purification

method used.
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The FT-IR spectra obtained for the raw materials and nanoformulations are presented in
Figure 2. The spectrum of the Eudragit® L100 polymer (Figure 2A) is consistent with the
one reported by Saadallah et al. (2022). In the FT-IR spectra, two bands were observed,
one near 1156.02 cm™! and another in the region of 1255.91 cm™!, both characteristic of
C-O stretching vibrations of esters. Additionally, a band appeared around 1711.61 cm™!
corresponding to C=0 stretching vibrations of carboxylic acids, and another at 3202.42
cm ! associated with hydroxyl group (O—H) vibrations. These signals are characteristic of
acrylic copolymers. The signals observed in the Eudragit® L100 polymer spectrum were
also present in the spectra of NP-BCO-R and NP-BCO-D (Figures 2B and 2C,
respectively), confirming that the structural characteristics of the polymer were preserved
in both nanoformulations. On the other hand, the EOL spectrum (Figure 2F) showed a
broad band around 3369.87 cm ™! and a peak at 2959.55 cm™!, which are characteristic of
O-H and C—H stretching vibrations, respectively. These signals are consistent with those
reported by Gutiérrez et al. (2020). The O—H and C—H groups detected in the EOL
spectrum may be attributed to the presence of CRV, a component with a phenolic
functional group that is found in high proportion in EOL. The spectrum of NP-EOL-R
(Figure 2D) was similar to that of NP-BCO-R, supporting the inference that the EOL was
successfully encapsulated. Moreover, no new bands corresponding to the formation of
new compounds were observed, indicating that only physical or weak chemical
interactions occurred between the EOL and the polymeric chains, and that no chemical
reactions took place among the NP components. In contrast, the spectrum of NP-EOL-D
(Figure 2E) differed from that of NP-BCO-D, this finding suggests that some EOL

components may have been retained or adsorbed on the polymer surface (Albuquerque et

al. 2022).

As will be discussed later, NP-EOL-R exhibited favorable biological effects, which could
offer a promising alternative for the treatment of HSV-1 infections. In consequence, it was
also analyzed by SEM to assess the NPs morphology, size, and homogeneity in the size
particles. As illustrated in Figure 3, the NPs exhibited a spherical shape and smooth
surface. No particle aggregates were observed, and the particle size (within the 200 nm
range) was consistent with the hydrodynamic diameter measured for NP-EOL-R (145.89
+ 5.89 nm).
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To evaluate the antiherpetic activity, Vero cells were used as this cell line was approved
by the National Committee for Clinical Laboratory Standards for susceptibility tests
against various viral infections, including HSV-1 (Leary et al. 2002). To explore the
potential use of nano-encapsulated Lippia graveolens EO as an antiviral agent, the toxicity
of the formulation was evaluated in vitro utilizing Vero cells. Cytotoxicity was assessed
using the MTT assay for the treatments NP-BCO-R, NP-BCO-D, NP-EOL-R, NP-EOL-
D, EOL, and its major component, CRV. As shown in Table 2, at concentrations below
200 pg/mL, NP-BCO purified by reduced pressure evaporation and dialysis did not exhibit
cytotoxic effects on Vero cells. This finding aligns with Slavkova et al. (2024) who
evaluated the cytotoxic effects of a Eudragit® L100 NP on the viability of the human
keratinocyte HaCaT cell line, determining that the NPs did not reduce cell viability or
exhibit toxic effects. Regarding the EOL, a CCso of 84.81 + 1.36 ng/mL was obtained.
Previously, Velandia et al. (2017) reported a comparable cytotoxicity for Lippia
graveolens EO in the HEK293 cell line, with a CCsp of 90.0 £ 18.1 pg/mL. For CRYV, a
CCso of 83.32 + 1.17 pg/mL was observed, which is similar to the value reported by
Nakamura ef al. (2018) who obtained a CCso of 86 + 1.41 pg/mL. Finally, the CCso of NP-
EOL-R was 71.89 + 0.41 pg/mL, while that of NP-EOL-D was 57.16 + 0.86 pg/mL, the
latter showing greater cytotoxicity. In a previous study conducted by the same research
group, the compounds present in the EOL were identified (Gonzalez-Moreno ef al. 2024).
Therefore, the difference in cytotoxicity between the two nanoformulations could be
related to the encapsulation of EOL components in different proportions depending on the
purification method employed. It is worth noting that the reduced pressure evaporation
method favored the encapsulation of compounds such as caryophyllene oxide and
butylated hydroxyanisole, unlike dialysis. In a study conducted by Damayanti et al. (2015)
the in silico toxicity of food preservatives was evaluated, and it was demonstrated that
butylated hydroxyanisole exhibited moderate toxicity. Furthermore, another study
reported that caryophyllene oxide inhibits the mitochondrial electron transport chain,
which could affect cell viability and therefore modify toxicity (Monzote et al. 2009).
However, further studies are needed to establish the cause of the observed toxic effects.

Based on the cytotoxicity results in Vero cells, at concentrations of 11, 22, and with 44
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pg/mL of NP-BCO-R, NP-BCO-D, NP-EOL-R, and NP-EOL-D, EOL and CRV were

selected for subsequent antiviral assays.

The antiviral activity of the nanoformulations against HSV-1 was evaluated using the
plaque reduction assay, a widely accepted method to test susceptibility of viruses that can
induce cytopathic effects (Landry ef al. 2000). These effects manifest as structural and
functional alterations in infected cells such as cell rounding, enlargement, granulation,
syncytia formation, loss of adherence to the substrate, and cell lysis (Dolskiy, Grishchenko
and Yudkin, 2020; Akkutay-Yoldar et al. 2025). Cellular damage caused by viral
replication manifests in the formation of clear zones or plaques in the cell monolayer that
become evident after staining the cells. Thus, the plaque reduction assay allows for the
determination of the ICso of a substance based on its ability to reduce the number of
plaques formed. The ICso values of the tested treatments are presented in Table 2. NP-
BCO purified by reduced pressure evaporation and dialysis did not show in vitro antiviral
activity against HSV-1 at any of the concentrations tested. In contrast, free CRV exhibited
an ICsp of 27.55 + 1.66 pg/mL, a value lower than that reported by Pilau ef al. (2011) who
obtained an ICso of 48.6 pg/mL. The ICso of EOL was 47.74 + 2.80 pg/mL, which is
approximately half the value reported by Pilau ef al. (2011) (ICso de 99 ug/mL). Some
studies suggest that the antiviral activity of EOs and their components is due to their
lipophilic nature, which can induce alterations in viral particles (disruption of the viral
envelope or capsid disintegration) and interfere with viral binding to the host-cell
receptors (Medina-Romero et al. 2021; Vilhelmova-ilieva et al. 2021). Gilling et al.
(2014) reported that oregano EO at 4% (v/v) and CRV at 0.5% (v/v) caused an increase in
the particle size of murine norovirus, capsid disintegration, and the subsequent loss of
viral infectivity. In another study, pretreatment of HSV-1 virions with CRV at 100 uM
resulted in a disruption of 79% of the viral envelope (Lai et al. 2012). Another proposed
mechanism involves the inhibition of the interaction between the virus and host-cell
receptors. In this context, thymol, another major component of EOL, has also been
documented for its antiviral properties. In an in silico study, Cura et al. (2024) evaluated
the interaction of thymol with HSV-1 and showed that hydrogen bonds were formed
between thymol and the viral glycoproteins gB (i.e., amino acids GLN416, LEU228, and
GLU42) and gD (i.e., amino acids PRO172 and ARG174); these interactions could
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interfere with viral adhesion and penetration into hosts cells, thereby preventing the early
steps of the infection process. On the other hand, the antiherpetic activity of NP-EOL-R
showed an ICsp of 25.83 £ 1.53 pg/mL, compared with 36.60 + 2.41 pg/mL for NP-EOL-
D, demonstrating greater antiviral effectiveness in the nanoparticles purified by reduced
pressure evaporation. This difference could be related to the following factors: (i) The
purification method influenced the profile of encapsulated compounds, as reflected in the
%EE values obtained (i.e., 16.92% for NP-EOL-R and 29.61% for NP-EOL-D). This
variation suggests that each purification method favored the differential encapsulation of
active components, thereby impacting the observed antiviral activity. (ii) The surface
characteristics of the nanoparticles (zeta potential) may affect their interaction with the
virus. In this regard, Yadavalli et al. (2020) reported that polyanionic molecules can
interact with the cationic domains of viral glycoproteins (gB, gC). As noted previously,
NP-EOL-R exhibited an absolute zeta potential nearly twofold greater than that of NP-
EOL-D. This higher negative surface charge may contribute to enhanced electrostatic
interactions with the virus, thereby facilitating the release of EOL and its interaction with
the viral envelope. However, no experimental evidence is currently available to confirm
this mechanism. Therefore, additional studies including release profiling, cellular uptake
assays, and antiviral activity evaluation at different stages of the viral replication cycle are

required to elucidate the mechanism responsible for the greater activity observed.

The SI is a parameter that indicates a compound’s ability to inhibit a virus without
significantly affecting host cells. It is calculated as the ratio between the cytotoxic
concentration (CCso) and the effective antiviral concentration (ICso). A SI value equal to
or greater than 4 suggests effective antiviral activity with low cytotoxicity, making the
compound suitable for therapeutic use (Reichling, 2022). The SI values obtained in this
study are presented in Table 2. As shown, the EOL exhibited a SI value of 1.78, while NP-
EOL-R and NP-EOL-D had values of 2.78 and 1.56, respectively. These results indicate
that encapsulating EOL in nanoparticles, combined with solvent removal by reduced
pressure evaporation, increased the SI value, thereby improving both the safety and
efficacy of EOL as an antiviral agent. Although the SI value obtained for NP-EOL-R did
not reach the reference threshold (SI>4), it is important to emphasize that this formulation

improved selectivity compared with the free EO. Nevertheless, the SI value of below 4
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highlights the need to optimize the nanoformulation. In this regard, adjustments in the
preparation conditions (e.g., solvents and polymer in the organic phase) and in the
purification method could modify the profile of encapsulated and non-encapsulated
compounds. Such modifications may reduce the contribution of components responsible
for immediate cytotoxicity, thereby improving the balance between antiviral efficacy and

safety.

The in vitro assays conducted in this study allowed for a controlled, rapid, and cost-
effective evaluation of the antiviral potential of EOL encapsulated in NPs, as well as their
effects on cell viability. However, the validation of these results in HSV-1 in vivo infection
models is required, since such models offer a more complete perspective on efficacy,

dosage, pharmacokinetics, and safety within a more complex biological system.

On the other hand, evaluating the effect of topical treatments using a porcine skin model
is a versatile, efficient, and predictive approach that supports the development of new
formulations. Because porcine skin is akin to human skin in various morphophysiological
characteristics, such as vascular organization, lipid film composition, epidermal and SC
thickness, and follicular structure, it is a suitable option for studying skin damage, wound
healing, and drug delivery (Hwang et al. 2021). Another advantage is that porcine skin
can be obtained as a slaughterhouse by-product, which helps address ethical concerns

related to animal experimentation while also reducing experimental costs (Uhm et al.

2023).

Biophysical parameters such as TEWL, pH, water content, and the erythema and melanin

index are among the most used indicators to assess the skin barrier function.

TEWL measurement is widely used in dermatological research as an indicator of skin
barrier integrity as it calculates the amount of water that diffuses from the dermis and
epidermis through SC to the skin surface (Klotz et al. 2021). When the skin is damaged,
as in the case of skin disorders or burns, TEWL levels may increase, indicating impaired
barrier function (Green ef al. 2022).

As shown in Figure 4A, TEWL values did not differ significantly from untreated skin
following the application of NP-EOL-R, NP-EOL-D, NP-BCO-R, and NP-BCO-D on the

skin surface for 4, 6, and 8 h. These findings suggest that the water-based composition of
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the nanoformulations did not compromise the skin’s hydrolipidic barrier. Similar results
were reported by Saraiva et al. (2023) who demonstrated that in vivo application of
chitosan nanoparticles loaded with Helichrysum italicum EO on human skin did not

significantly alter TEWL.

Another important parameter in maintaining skin barrier function is pH. In humans, the
skin has an acidic pH ranging from 4.1 to 5.8, depending on the body site. Skin pH
influences various functions, including keratinocyte differentiation and the formation and
function of the lipid bilayer (Baker et al. 2023). As shown in Figure 4B, skin pH values
did not change significantly after contact with the nanoformulations for 4, 6, and 8 h.
These findings are consistent with ex vivo studies by Silva-Flores et al. (2023) who
reported that the application of Eudragit® EPO nanoparticles loaded with Rosmarinus
officinalis and Lavandula dentata EO caused no significant changes in skin pH on porcine
skin. Previous studies have shown that formulations with an acidic pH help maintain the
skin’s natural acid mantle. In the present study, the applied nanoformulations did not alter
skin pH, suggesting that they preserve the acidic environment essential for microbiome
balance, thereby creating unfavorable conditions for the growth of pathogenic bacteria

and fungi.

It is well known that the water content of the SC (SCWC) plays a crucial role in the
appearance and health of the skin, as it influences its elasticity, flexibility, and functional
properties such as active ingredient permeation. The SC normally contains between 10
and 30% water (Logger, 2024). However, various factors, including environmental
exposure, surfactant use, solar radiation, or skin disorders, can reduce the SCWC to below
10%, affecting the enzymatic activity required for normal desquamation. This may lead
to decreased flexibility and a dry, scaly appearance of the skin (Bari ef al. 2024). Figure
4C shows the SCWC values following contact of the nanoformulations with the surface
of porcine skin. A statistically significant increase in SCWC levels was observed
compared with untreated skin. This increase may be attributed to the natural moisturizing
factor, which is composed of amino acids and their derivatives, such as pyrrolidone
carboxylic acid and urocanic acid, as well as lactates, urea, and electrolytes. These
components possess hydroscopic properties that may help retain the water present in the

nanoformulations, thereby contributing to skin hydration (Verdier-Sévrain and Bontg,
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2007). Furthermore, given that the nanoformulations are an aqueous suspension
containing more than 99% (w/w) water, this characteristic may, at least in part, account
for the increase in the SCWC observed after their application. Notably, the SCWC values
increased progressively with longer contact times of NP-EOL-R with the skin, suggesting
that the nanoformulation may promote sustained SC hydration, which is promising for the

development of topical systems with prolonged activity.

On the other hand, skin color changes can be evaluated as indicators of skin barrier
integrity. Human skin color is primarily determined by the presence of melanin,
hemoglobin, carotenoids, and bilirubin (Choi et al. 2014). Melanin not only contributes to
pigmentation but also protects the skin against oxidative stress induced by UV radiation,
air pollutants, and chemical compounds (Cho, 2021; Maddaleno ef al. 2021). Melanin
content varies with sex, age, ethnicity, lifestyle, environmental conditions, and exposure
to certain substances (Lim and Lee, 2002; Dave et al. 2020). In an in vivo study, the
melanin index of the skin was evaluated using a Mexameter probe after applying a cream
containing Olea europaea leaf extract. These results indicated no significant changes in
pigmentation after two months of treatment (Wanitphakdeedecha et al. 2020). These
findings are consistent with the results shown in Figure 4D, where no statistically
significant differences in the melanin index were observed between the skin treated with
the nanoformulations and untreated skin, suggesting that the formulations do not alter
melanin content on the skin surface. Moreover, the melanin index remained unchanged
for up to 8 h post-application, indicating that the nanoformulations do not induce changes

in skin melanin levels even after prolonged contact.

Regarding hemoglobin, which is present in red blood cells circulating through blood
vessels, it is associated with the red coloration of the skin because is strongly reflects
longer wavelengths while predominantly absorbing radiation in the shorter wavelength
range (corresponding to blue) (Setaro and Sparavigna, 2002). Under certain conditions,
such as contact with allergens, viral infections, or increased body temperature,
vasodilation is triggered, increasing blood flow to the superficial capillaries of the skin.
The accumulation of hemoglobin in these areas manifests as skin redness, known as
erythema (Abdlaty et al. 2020). Yotsawimonwat et al. (2010) used the same Mexameter

probe in an in vivo model to evaluate the erythema index after applying a cream containing
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Echinacea purpurea extract. Their results showed no increase in erythema levels during
the study period. As shown in Figure 4E, a statistically significant decrease in erythema
index values was observed following the application of the nanoformulations compared
with untreated skin. This result may suggest that the deposition of nanoparticles on the
skin surface, due to their nanometric size and solid nature, favors the dispersion of incident
light. Puentes Ossa et al. (2024) reported that conjugated fluorene silica nanoparticles
sized between 100 and 125 nm are capable of scattering light and exhibit low absorption
coefficients within the spectral range 300-800 nm, which encompasses the wavelengths
used by the Mexameter (568—880 nm). Therefore, the amount of radiation absorbed by
hemoglobin would be modified by the presence of the NPs, resulting in an apparent

decrease in erythema values.

To our knowledge, the antiviral activity of EOL in NPs has not been previously reported.

2.5. Conclusions

In the present study, NP-EOL were obtained with adequate physicochemical
characteristics for topical use. The results suggest that nanoencapsulation combined with
purified evaporation under reduced pressure potentiated the antiherpetic activity of Lippia
graveolens EO by about two times, and an improvement in the security profile. The
biophysical evaluation in skin demonstrated that the nanoformulations favors SC
hydration without compromising the skin barrier. Therefore, NP-EOL is a promising

alternative for topic treatment against viral infections caused by HSV-1.
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CAPITULO II1

Validacion de un método HS-SPME-GC para la
cuantificacion de nanoparticulas con aceite esencial de
Lippia graveolens y su analisis en muestras de piel para
un tratamiento potencial contra el herpes
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3.1. Introduccion

La Nanotecnologia es uno de los campos de estudio mas promisorios del siglo XXI.
Especialmente, en la Biologia y la Medicina, ha tenido importantes aportaciones en el
disefio de nuevas formas de liberacion de farmacos y moléculas biologicamente activas
(Rauta et al. 2020). Dentro de estos sistemas, las nanoparticulas poliméricas (NPs)
destacan como estructuras coloidales so6lidas cuyo tamafio varia entre 10 y 1000 nm
(Yadav et al. 2019). Los beneficios obtenidos de su uso como acarreadores de principios
activos se debe a sus caracteristicas fisicoquimicas: escala nanométrica, elevada area
superficial, versatilidad en sus propiedades de superficie y capacidad para proteger al
principio activo encapsulado (Ribovski ef al. 2021; Zielinska et al. 2020). Entre estas
propiedades, el tamafio de las NPs es un factor determinante, ya que influye en su
interaccion con células especificas y con barreras biologicas como la piel (Ghasemiyeh &
Mohammadi-Samani, 2020; Zoabi et al. 2021). Numerosas preparaciones
nanoparticuladas innovadoras han sido aplicadas sobre la superficie de la piel buscando
una accion terapéutica local (Donalisio et al. 2018; Dong et al. 2019; Guadarrama-
Acevedo et al. 2019; Mir et al. 2019; Sahle et al. 2017). Se ha demostrado que las NPs
cercanas a 200 nm tienden a acumularse principalmente en los foliculos pilosos y en los
pliegues de la piel, sin penetrarlo (Alvarez-Romén et al. 2004). Este comportamiento
disminuye de manera significativa los posibles efectos toxicos y alérgicos de los
compuestos encapsulados, asegurando un perfil de seguridad adecuado para su aplicacion

topica.

Por otro lado, los aceites esenciales (EO) son mezclas complejas de compuestos
aromaticos derivados del metabolismo secundario de las plantas y ampliamente
reconocidos por sus actividades bioldgicas benéficas en la piel (Mazzarello et al. 2018;
Rai et al. 2020; Talebi ef al. 2020). Particularmente, el EO de orégano ha destacado por
sus propiedades como antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio, antifingico y
antiviral (de Almeida et al. 2022; Mediouni et al. 2020; Mutlu-Ingok et al. 2021,
Sidiropoulou et al. 2022). Sin embargo, la aplicacion terapéutica de los EO se ha visto
limitada debido a su inestabilidad quimica, atribuida a la degradacion de sus componentes
por la luz y el oxigeno del aire (Badgujar Vaishnavi, Shinde Ananya, Nehete Jitendra, &

Bhambar Rajendra, 2021; Turek & Stintzing, 2013). Para superar estas limitaciones, se
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han desarrollado diferentes sistemas nanoparticulados con la intencion de proteger y
aumentar la vida media de los EO. Por ejemplo, Pifia-Barrera et al. (2019), encapsularon
el EO de Thymus vulgaris en NPs para su aplicacion en la conservacion de la uva de mesa
(Vitis vinifera L.). Los resultados demostraron que la estructura polimérica evito la rapida
evaporacion de los compuestos volatiles del EO, prolongando su permanencia en la
superficie del fruto y preservando su actividad antioxidante y antimicrobiana, lo que
contribuyo a prolongar la vida util del fruto. De manera similar, Silva-Flores ef al. (2023),
encapsularon el EO de Rosmarinus officinalis y Lavandula dentata en NPs para potenciar
su aplicacion antioxidante en el cuidado de la piel. La nanoencapsulacion evitd la
degradacion de los componentes de los EO, lo que permiti6 conservar su actividad
antioxidante y, al mismo tiempo, favorecid una mayor deposicion en el estrato corneo
(SC) en comparacion con los EO libres, contribuyendo a su potencial como agentes

dermoprotectores.

Sin embargo, cuando el EO se encuentra encapsulado en matrices poliméricas, los
problemas mas frecuentemente encontrados en la cuantificacion de sus componentes es la
interferencia analitica del polimero y/o del agente tensoactivo. Una de las propuestas
analiticas de extraccion y posterior cuantificacion de los componentes del EO es la
microextraccion en fase solida (SPME) modalidad espacio de cabeza (HS), que permite
extraer la fraccion volatil de muestras complejas de manera simple, rapida y con una
reduccion en el uso de disolventes organicos, favoreciendo la preconcentracion de la
muestra (Lancioni ef al. 2022). El acoplamiento de HS-SPME con cromatografia de gases
(GC) ha mostrado ser altamente eficaz. Por ejemplo, se reportd la aplicacion de HS-
SPME-GC para determinar el porcentaje de eficiencia de encapsulacion del EO de Thymus
vulgaris a través de sus componentes mayoritarios en la formulacion de NPs. Los
porcentajes de eficiencia de encapsulacion de y-terpineno, timol y carvacrol fueron de 25,
68 y 3%, respectivamente (96% del EO total) (Lugo-Estrada ef al. 2019). La GC se ha
consolidado como una técnica ampliamente utilizada debido a que presenta una buena
precision y exactitud. En un trabajo, se desarrollo un método analitico por GC para la
cuantificacion de los EO de nuez moscada, menta y albahaca. El método mostro ser exacto
con valores de recuperacion de 97.43 — 100.86 % y con mediciones de precision intradia

de 1.083 y 7.296 % e interdia de 1.308 y 7.924 % (Lim et al. 2019). Otra de las ventajas
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de la GC es que permite alcanzar una alta resolucion (> 1.5) en todos sus picos, lo que se
traduce en una separacion completa que garantiza una adecuada cuantificacion de los
componentes (Brian, 2023). Ademas, esta técnica requiere una pequeia cantidad de
muestra para el analisis, normalmente entre 1 a 3 uL, lo que representa una ventaja debido
a la limitacion para obtener EO en grandes volumenes (Tollback et al. 2003). Asimismo,
la GC ofrece la posibilidad de elegir las herramientas de deteccidon tanto universales como
selectivos. Entre los mas empleados se encuentra el detector de ionizacion de llama (FID)
el cual proporciona un amplio rango de respuesta lineal que permite el analisis a una
elevada sensibilidad al detectar compuestos en concentraciones bajas (ppm o ppb) o
presentes en trazas (Makos et al. 2019). Pese a estos avances, ain existen pocos estudios
que empleen HS-SPME-GC para cuantificar EO encapsulados en NPs con aplicacion

topica, es decir que involucre muestras de piel.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue desarrollar un método analitico por HS-SPME-
GC para cuantificar el EO de Lippia graveolens en ensayos de deposicion ex vivo en piel

porcina para su futura aplicacion topica en el tratamiento del HSV-1.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material biologico y reactivos. El material vegetal de Lippia graveolens se recolecto
en Coahuila de Zaragoza (26°59° N 102°03°59°” OE), México durante el mes de junio. El
ejemplar fue identificado en el Herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon, México. La piel de oreja de cerdo se obtuvo de
un rastro (Monterrey, NL, México). El tejido se conservd a —4 °C y se utiliz6 durante las

siguientes cuatro semanas.

El metanol (Fisher Chemical, Waltham, MA, USA), la acetona y el alcohol isopropilico
(Tedia, Fairfield, OH, USA) eran de calidad HPLC. El agua destilada procedia de un
sistema de purificacion de agua Milli-Q (Veolia, Boston, MA, USA). La solucion estandar
de B-mirceno (=99.5%), p-cimeno (=97%), carvacrol (=98%) y anetol (99%) fue de grado
GC (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Eudragit L100 (copolimero de acido metacrilico-

metilmetacrilato (1:1)) fue donado amablemente por Helm (Naucalpan, Estado de México,
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México). Se utilizaron dos fibras: carboxeno/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS) y
poliacrilato (PA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

3.2.2. Extraccion de aceite esencial. E1 EO se obtuvo de plantas recién cortadas de Lippia
graveolens (EOL), mediante la técnica de hidrodestilacion. Para obtener el EOL, el matraz
se coloco en un aparato tipo Clevenger durante 4 horas a 100 °C. El EO se recolecto, se

almacend en una botella ambar perfectamente sellada y se mantuvo a —4 °C hasta su uso.

3.2.3. Caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial. La identificacion de los
componentes del EOL se realizO mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) (Gonzalez-Moreno et al. 2024). Para determinar la
proporcion de cada componente del EOL, se efectud un analisis cuantitativo por GC-FID
utilizando un cromatografo de gases Clarus 480 (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA)
equipado con una columna capilar Elite-5 (5% difenil — 95% polidimetilsiloxano, 30 m x
0.25 mm x 0.25 pm) (PerkinElmer, Shelton, CT, USA). El programa de temperatura del
horno fue el siguiente: 35 °C durante 9 min, posteriormente se increment6 hasta 150 °C a
una razén de 3 °C min~! y se mantuvo por 10 min. Después, la temperatura se elevé hasta
250 °C a 10 °C min™!, seguida de un aumento hasta 270 °C at 3 °C min~', manteniendose
durante 16 min. Las temperaturas del inyector y del detector se establecieron en 220 °C y
280 °C, respectivamente. El EOL se inyect a una concentraciéon de 2 mg mL~! en modo
split. El flujo del gas portador, helio (99.999%) fue de 1.0 mL min~!. La composicion
porcentual de los componentes del EOL se determiné considerando el area total de las

sefales obtenidas y el area correspondiente a cada componente (Silva-Flores ef al. 2019).

La densidad relativa del EOL se midi6 mediante un densimetro portatil Anton Paar
(DMA35, Ashland, VA, USA) segtin el método general 0251 de la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos (FEUM, 2011). Para determinar el indice de refraccion del
EOL se empled un refractometro Anton Paar (Abbemat 200, Ashland, VA, USA) con base
en el método 0741 de la FEUM (2011). La rotacion especifica se determiné en un
polarimetro (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) seglin el método 0771 de la FEUM

(2011). La densidad relativa y la prueba del indice de refraccion se realizaron a 25 °C por
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triplicado, mientras que la rotacion especifica se realizd por sextuplicado. En todas las

evaluaciones se utilizo6 el anetol como control (Lugo-Estrada et al. 2019).

Continuando con la caracterizacion, la estabilidad del EOL se determind mediante analisis
de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). El EOL se analizd
directamente, sin ningun tratamiento previo. Los espectros se registraron con un promedio
de 64 barridos en el rango de frecuencia de 4000 a 400 cm™! con una resolucion de 4 cm™!
utilizando un espectrometro Frontier FT-IR (PerkinElmer, Waltham, MA USA). El
analisis FT-IR del EOL se realizoé cada 6 meses durante un periodo de almacenamiento de
30 meses. Finalmente, se llevdo a cabo una correlacion de los espectros obtenidos

utilizando el programa QUANT.

3.2.4. Validacion del método HS-SPME-GC. El andlisis cuantitativo por HS-SPME-GC
se realizo utilizando soluciones estandar de los principales componentes del EOL (-
mirceno, p-cimeno y carvacrol). Se preparé una solucion madre (7.5 mg mL™!) que
contenia B-mirceno (1.4 mg mL™"), p-cimeno (0.6 mg mL™") y carvacrol (5.5 mg mL™)
en metanol. A partir de esta mezcla, se emplearon diferentes volimenes para construir la
curva de calibracion en cinco concentraciones totales (15-240 pg mL~"), manteniendo las

proporciones relativas de los tres componentes.

El anélisis de GC-FID se llevo a cabo empleando un cromatografo de gases Clarus 480
(Perkin Elmer, Shelton, CT, USA) equipado con una columna capilar Elite-5 (5% difenil
—95% polidimetilsiloxano, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) (PerkinElmer, Shelton, CT, USA).
El programa del horno inici6 a 60 °C y se increment6 hasta 116 °C a una velocidad de 5
°C min~! durante 1-min, luego se aument6 a 118 °C a una velocidad de 1 °C min™!, y
finalmente hasta 280 °C a una velocidad de 45 °C min~! con un mantenimiento de 4-min.

Las temperaturas del inyector y del detector se establecieron en 250 °C, utilizando el modo

splitless. El gas portador fue helio (99.999%) con un flujo de 1.0 mL min~!.

Para el andlisis por HS-SPME, se evaluaron dos tipos de fibras de silice fundida con

diferente recubrimiento y polaridad: CAR/PDMS y PA. Antes de su uso, las fibras fueron
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acondicionadas de acuerdo con las intrucciones del fabricante. Las condiciones de

extraccion se desarrollaron segun lo descrito por Lugo-Estrada et al. (2019).

El método fue validado en términos de linealidad, limite de deteccion (LOD), limite de
cuantificacion (LOD), precision y exactitud, conforme a las directrices de la Conferencia
Internacional sobre Armonizacion (ICH, 2005) y la Secretaria de Salud (Secretaria de

Salud, 2011).

La linealidad se evalu6 a partir de la curva de calibracion construida con cinco niveles de
concentracion, cada uno analizado por triplicado. El coeficiente de determinacion (R?) de
la regresion lineal se obtuvo mediante la ecuacion y = mx + b, donde y representa la

respuesta cromatografica (area del pico del analito) y x la concentracion.

El1 LOD (1) y el LOQ (2) se calcularon a partir de la curva de calibracion utilizando las

ecuaciones mostradas anteriormente.

LOD = ﬁ (1)
S
LOQ = % 2)

donde o es la desviacion estandar de los interceptos y S es la pendiente de la curva de

calibracion.

La precision interdia se determino calculando el porcentaje de desviacion estandar relativa
(%RSD) de la respuesta obtenida a partir de las NP-EOL junto con los estandares de
calibracion (rango 15-240 pg mL™'). Este parametro se evalué por sextuplicado y de

manera independiente.

La exactitud se evalu6 adicionando un volumen conocido de NP cargadas con EO a la
mezcla de los estandares de los componentes del EOL (15-240 ug mL"), por triplicado.
La exactitud se expres6 como el porcentaje de recuperacion de los componentes
principales. El valor promedio de concentracion obtenido para cada nivel se compar6 con

el valor teorico, considerando como 100% .
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3.2.5. Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas cargadas con EOL. Las NPs
cargadas con EOL se prepararon de acuerdo con el método de nanoprecipitacion
desarrollado por Fessi et al. (1989). La fase organica contenia 25 mg de Eudragit L100 y
50 mg de EOL disueltos en 15 mL de una mezcla de disolventes organicos
(acetona:isopropanol, 1:1). Esta fase orgéanica se inyectd bajo agitacion magnética
constante (400 rpm) en una fase acuosa que contenia 20 mL de agua destilada. La
eliminacion de la mezcla de disolventes se llevdo a cabo mediante dos técnicas de
purificacion: didlisis y evaporacion a presion reducida. Para la dialisis, la suspension de
NPs se colocdé en una membrana de celulosa regenerada Spectrum/Por®4 (Spectrum
Laboratories, Rancho Dominguez, CA, USA), la cual se sumergi6 en un recipiente con
agua destilada en agitacion a 25 °C durante 2 horas, realizando dos cambios de agua. Por
otro lado, para la evaporacion a presion reducida, la suspension de NPs se coloco en un
rotavapor Laborota 4003 control (Heidolph Instruments, Schwabach, Germany) a 20 °C,
con una velocidad de rotaciéon de 100 rpm durante 25 min. Las NPs cargadas con EOL
purificadas por didlisis se identificaron como NP-EOL-D, mientras que aquellas
purificadas por evaporacion se denominaron NP-EOL-R. Las NPs sin carga (NP-BCO) se

obtuvieron mediante el mismo procedimiento, sin afiadir el EOL.

La caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones se determind a partir de una
suspension acuosa de NP cargadas con EOL. El tamafio promedio de particula y el indice
de polidispersidad (PDI) se midieron por triplicado mediante dispersion dindmica de la
luz (DLS) utilizando un Zetasizer Nano-ZS90 ZS90 (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK).

3.2.6. Aplicabilidad del método HS-SPME-GC.

3.2.6.1. Determinacion del porcentaje de encapsulacion (%EL) and eficiencia de
encapsulacion (%EE). Una vez validado el método HS-SPME-GC, se determino la
cantidad de los componentes (3-mirceno, p-cimeno y carvacrol) presentes en las NPs. Con
los datos obtenidos, se calculd el %EL (3) y %EE (4) de acuerdo con las siguiente

ecuaciones:
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mg componente del EO encapsulado
%EL = (mg comp p )

100 3)

(mg de polimero + mg componente del EO total) x

(mg componente del EOL encapsulado)
%EE = x 100 (4)
(mg componente del EO total)

3.2.6.2. Cuantificacion de NPs cargadas con EOL en muestras de piel mediante la técnica
de tape stripping. Los estudios de permeacion se realizaron utilizando piel de oreja de
cerdo en celdas de difusion de Franz modificadas. La piel porcina se descongeld y se
colocd entre los compartimentos donador y receptor. El compartimento donador se llend
con 1.0 mL de NPs cargadas con EOL y NP-BCO, y se cubrid para prevenir la evaporacion
durante 4, 6 y 8 horas de tiempo de contacto con la piel. El medio receptor consistié en
una soluciodn salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7.4. Las muestras se mantuvieron
bajo agitacion constante a una temperatura de 36 + 0.5 °C. Después del tiempo de contacto,
la muestra de piel se retir6 de la celda de Franz, y la formulacion residual se eliminé de la
superficie cutdnea secando suavemente con algodon. Ademas, el medio receptor se tomo
a las 4, 6 y 8 horas y se analiz6 mediante el método HS-SPME-GC para cuantificar la
permeacion de los componentes a través de la piel. Asimismo, se utilizo la técnica de tape
stripping para determinar los componentes ([3-mirceno, p-cimeno y carvacrol) en las
muestras de piel después de la aplicacion de NP-EOL-R y NP-EOL-D. Se realizaron cinco
remociones sucesivas del SC utilizando tira adhesivas (845 Scotch® Book Tape, 3M,
Boca Raton, FL, USA) previamente acondicionada. Las cintas se colocaron en tubos con
10 mL de metanol y se sometieron a agitacion a 200 rpm durante 30 min. La cantidad de
los principales componentes del EOL presentes en el SC se determiné mediante el método
HS-SPME-GC previamente validado. La cantidad de SC removido se determiné pesando
individualmente las tiras antes y después de la remocion en una balanza semianalitica
(Scientech, SM50, Boulder, CO, USA). Asumiendo que la densidad del SC es constante
(1 g cm™) a lo largo de su espesor, los pesos del SC pueden convertirse a volimenes y,
dando que el 4rea removida es constante (2.54 cm?), se puede calcular la profundidad del

SC eliminado (Sekkat ef al. 2002).
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El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante una prueba ANOVA de dos
factores con el software GraphPad Prism version 8.0, seguida de una comparacion

multiple con la prueba de Tukey. Se consider6 un nivel de significancia de 0.05 (p < 0.05).

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Caracterizacion fisicoquimica de aceite esencial. En el presente estudio, el analisis
quimico del EOL por GC-MS y GC-FID permiti6 determinar los componentes
principales: B-mirceno (15.63%), p-cimeno (7.58%) y carvacrol (63.20%) (Figura 1).
Estos resultados coinciden con los reportados por Gonzalez-Moreno et al. (2024). Cabe
mencionar que Herrera-Rodriguez et al. (2019) reportd al p-cimeno (18.72%), timol
(31.66%) y carvacrol (14.58%) como los componentes mayoritarios del EO de Lippia
graveolens originario de Nextipac, Jalisco, Mexico. Esta variabilidad en la composicion
quimica y en la abundancia de los componentes de los EO depende de diversos factores,
tales como las condiciones de crecimiento, la temporada de colecta y el lugar de cultivo

(composicion del suelo, acidez, contaminacion y disponibilidad de nutricion mineral)

(Sousa et al. 2023).
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Figura 1. Cromatograma por cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama del EO de Lippia
graveolens. Los componentes son: (1) a-tujeno, (2) o-pineno, (3) mirceno, (4) a-terpineno, (5) p-cimeno,
(6) 1,8-cineol, (7) y-terpineno, (8) linalool, (9) terpinen-4-ol, (10) éter metilico de timol, (11) timol, (12)
carvacrol, (13) z-cariofileno, (14) a-humuleno, (15) butilhidroxianisol, (16) 6xido de cariofileno.
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Dada la variabilidad en la composicion quimica de los EO, es fundamental emplear
técnicas para evaluar su pureza y sus propiedades caracteristicas, como la densidad
relativa, el indice de refraccion y la rotacion especifica. Ademas, estas propiedades fisicas
son utilizadas como control para garantizar la autenticidad de los EO y el cumplimiento
de los estandares de calidad requeridos para su uso en productos cosméticos, alimentarios
y farmacéuticos (Yannick Stephane & Jean Jules, 2020). En una primera etapa, se utilizé
el anetol como estindar de referencia, debido a la similitud de sus propiedades
fisicoquimicas, al ser un componente presente de forma natural en algunos aceites
esenciales. Ademas, las propiedades fisicas del anetol estan reportadas en la FEUM
(2011). En la Tabla 1, se muestran los valores obtenidos experimentalmente del anetol
estandar los cuales coinciden con los valores de la FEUM (2011), estableciendo la
reproducibilidad y repetibilidad de los datos obtenidos. Por otro lado, los valores
obtenidos de densidad relativa, indice de refraccion y rotacion especifica del EOL
coinciden con la caracterizacion fisica del EO de Lippia graveolens realizada por
Gonzalez-Moreno et al. (2024). De igual forma, la densidad relativa e indice de refraccion
del EOL son similares a los reportados por Da Silva et al. (2020) quienes evaluaron el EO
de Lippia alba y obtuvieron valores de 0.936 g cm™ y 1.492, respectivamente. En cuanto

a la rotacion especifica Torrenegra Alarcon et al. (2015) reportaron un valor de —0.117

para el EO de Lippia alba, el cual fue similar al obtenido en este trabajo (—0.200).

Tabla 1. Caracterizacion fisica del anetol (estandar de referencia y FEUM) y del EO de Lippia graveolens.

i Densidad relativa ndice de Rotacion especifica
Parametro “\a <2 o\b
(gmL™) refraccion ©)
Anetol 0.987 £ 0.000 1.559 + 0.000 0.050 £ 0.000
Anetol (FEUM) 0.983 +0.000 1.557 £ 0.000 -0.150 £ 0.150
EO Lippia 0.931 + 0.000 1.503 + 0.000 ~0.200 + 0.000
graveolens

Los valores se expresan como £+ SD, }(n=3); *(n=6).

La adecuada conservacion de los EO es esencial una vez que han sido obtenidos, dado que
su alta volatilidad y termolabilidad los hace susceptibles a la degradacion, sus propiedades
organolépticas y biologicas podrian estar comprometidas. Condiciones tales como

temperatura y humedad elevadas, exposicion a la luz y presencia de oxigeno pueden
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acelerar su degradacion (Raveau ef al. 2020). La FT-IR permite detectar adulteraciones o
cambios en la composicion quimica a través del analisis de la intensidad y la posicion de
las bandas espectrales relevantes en la muestra (Agatonovic-Kustrin ef al. 2022) ademas
de ser una técnicas rapida, no destructiva y sencilla. En el trabajo de Puscas et al. (2020)
se utiliz6 la FT-IR para monitorear la oxidacion del aceite de semilla de calabaza durante
8 meses de almacenamiento a temperatura ambiente; los espectros mostraron cambios en
la intensidad y posicion de las bandas en las regiones de 1743 y 3008 cm™!, indicando el

inicio de procesos de oxidacion después de 5 meses de almacenamiento.

La estabilidad del EOL fue monitoreada durante 30 meses de almacenamiento. En la
Figura 2, se presentan los espectros del EOL obtenidos. Los espectros no mostraron

variaciones en las regiones de 3369.87 y 2959.55 cm™!

, asociadas a los picos
caracteristicos del estiramiento O—H y C—H, respectivamente. El grupo O—H fue atribuido
a la presencia del carvacrol, componente con un grupo funcional fendlico (Zinno et al.
2023) en su estructura y que se encuentra en una alta proporcion en el EOL (63.20%). En
cuanto a los grupos C-H, se encuentran en gran medida en los hidrocarburos
monoterpénicos, como el B-mirceno (Bafiuelos-Valenzuela et al. 2020), otro componente
del EOL presente en alta proporcion (15.63%). Cabe mencionar que todos los espectros
fueron analizados con el programa Quant y se obtuvo un coeficiente de correlacion de
0.998, sugiriendo que no se han producido cambios en la composicion quimica del EOL
debido a factores externos. Se considera que valores superiores a 0.80 indican una alta
similitud entre los espectros analizados (Lvova et al. 2024). De esta forma, la FT-IR se
destaca como una técnica rapida y efectiva para monitorear la estabilidad del EO y que,
combinada con los andlisis fisicoquimicos, permite la evaluacion integral de la calidad del
EOL, garantizando sus propiedades biologicas y por ende su potencial aplicacion tdpica

en el tratamiento del HSV-1.
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Figura 2. Espectros FT-IR sobrepuestos del EO de Lippia graveolens obtenidos durante 30 meses de
almacenamiento.

3.3.2. Validacion del método HS-SPME-GC. Diversas técnicas analiticas se han empleado
para cuantificar los EO, entre ellas la HS-SPME, la cual utiliza una fibra con un
recubrimiento polimérico donde los componentes del EO son adsorbidos de acuerdo con
su volatilidad, polaridad y peso molecular. La HS-SPME es un método sensible,
reproducible y facil de usar que permite la concentracion de los componentes de una
muestra, lo que la hace especialmente adecuada para el andlisis de los EO ya que estos
suelen estar formados por 20 a 60 componentes distintos presentes en bajas
concentraciones (Chouhan et al. 2017). Ademas, la HS-SPME ha ganado especial
atencion por su capacidad para extraer selectivamente el componente del EO incorporado
en las NPs, lo que minimiza el efecto de la matriz polimérica, disminuye los LOD y evita
procedimientos complejos y cantidades elevadas de disolventes. Por ejemplo, Gonzalez-
Moreno et al. (2025) desarrollaron un método HS-SPME-GC para cuantificar EO de
Thymus vulgaris encapsulado en NPs, demostrando que la matriz nanoparticulada no
interferia con el analisis y que el método alcanzaba LOD entre 0.42 y 1.01 pg mL™,

adecuados para la cuantificacion de componentes de EO en matrices complejas.

Un aspecto clave del proceso de SPME es la correcta seleccion de la fibra, ya que factores

como el material de recubrimiento de la fibra, su didmetro y longitud, influyen de manera
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significativa en la eficiencia de extraccion y la selectividad del analito. En la Figura 3 se
muestra la extraccion del B-myrceno, p-cimeno y carvacrol, componentes principales del
EOL, con las fibras CAR/PDMS y PA. En el caso de la fibra CAR/PDMS, las areas del
B-mirceno y p-cimeno fueron mayores que para la fibra PA, mostrando una mayor
afinidad por compuestos no polares como mencionado en estudios previos (Francisco et
al. 2019). Ademas, se observo una mayor desviacion estandar entre las areas obtenidas.
Esta fibra, al tratarse de una fibra mixta permite la adsorcién de compuestos con diferentes
caracteristicas fisicoquimicas lo cual podria haber afectado su selectividad hacia los
compuestos de interés, y por ende la repetibilidad de las areas obtenidas durante el analisis.
Por otro lado, cuando se utilizo la fibra de PA, se observo que el area del carvacrol fue
aproximadamente siete veces mas grande que con la fibra CAR/PDMS. Los resultados
obtenidos coinciden con lo reportado por Lugo-Estrada et al. (2019) con los componentes
mayoritarios del EO de Thymus vulgaris (y-terpineno, timol y carvacrol) evaluados con
cuatro fibras. Se establecieron mayores rendimientos de extraccion para timol y carvacrol
con la fibra de PA, mientras que el y-terpineno presentaba mayor afinidad por las fibras
PDMS, CAR/PDMS y DVB/CAR/PDMS (Lugo-Estrada et al. 2019). La fibra de PA, al
ser un material hidrofilico, presentd6 mayor afinidad para compuestos aromaticos polares,
como el carvacrol (Xia et al. 2004). Por lo tanto, en el presente trabajo, se seleccion6 la

fibra PA para cuantificar los componentes del EO Lippia graveolens.
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Figura 3. Comparacion de las areas de los picos de los componentes del EO de Lippia graveolens obtenidos
con fibras SPME mediante GC-FID (x+ SD, n=3).

62



La validacion de un método analitico es un proceso que permite establecer que el método
genera resultados confiables y reproducibles para la cuantificacion del analito en una
matriz determinada. El método de HS-SPME-CG fue validado en términos de linealidad,
LOD, LOQ, precision y exactitud de acuerdo con la guia ICH Q2(R1) de la ICH y los
criterios CCAYAC-P-058 de la SSA, cuyos resultados se presentan en la Tabla 1 y 2.

La linealidad se evalu6 mediante la construccion de una curva de calibracion con
estandares de B-myrcene, p-cymene y carvacrol (componentes mayoritarios del EOL) en
metanol con un intervalo de concentracién total entre 15-240 pug mL~'. Los

cromatogramas obtenidos de la curva de calibracion se muestran en la Figura 4.

Con el analisis de regresion se obtuvieron valores de R? igual o superior a 0.99 para los
tres estandares, cumpliendo asi con el criterio de aceptacion de linealidad establecido por

la ICH (2022). Con estos valores se establecid el comportamiento lineal entre la

concentracion del f-myrcene, p-cymene y carvacrol y la respuesta del detector.
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos a partir de la curva de calibracién simultanea de -mirceno, p-cimeno
y carvacrol (15-240 pg mL™") utilizando la fibra de poliacrilato mediante HS-SPME-GC.

En relacion al LOD del B-myrcene, p-cymene y carvacrol, se obtuvieron valores de 0.64,
0.34 y 2.82 ug mL~! respectivamente. En cuanto a los LOQ del B-myrcene, p-cymene y

carvacrol fueron de 1.93, 1.03 y 8.54 pg mL~! respectivamente (Tabla 2). Tanto los valores
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del LOD y del LOQ cumplen con las directrices de la SSA, al ser valores inferiores al
nivel de concentracion mas bajo utilizado en la curva de calibracion (SSA, 2011). Ademas,
estos resultados indicarian que el método seria suficientemente sensible para detectar y
cuantificar simultaneamente al [B-myrcene, p-cymene y carvacrol (componentes

principales del EOL) incorporados en las NPs.

Tabla 2. Parametros analiticos de los principales componentes del EO de Lippia graveolens en soluciones
estandar.

Componentes Ecuacion de Coeficiente de LOD LOQ

mayoritarios regresion correlaciéon (R?)  (ug mL™) (ug mL™)
B-mirceno  y =9495.9x - 15583 0.997 0.64 1.93
p-cimeno y =12802x - 10569 0.993 0.34 1.03
carvacrol y =2059.9x - 28368 0.990 2.82 8.54

Por otro lado, la precision se evalud con los %RSD de los factores de respuesta de [3-
myrcene, p-cymene y carvacrol y los valores calculados fueron de 3.50, 2.43 y 7.72%,
respectivamente. Segun los criterios de la ICH, se considera que los tres valores son
aceptables al ser inferiores al 20% (European Commission, 2017). Finalmente, la
exactitud se determind mediante la técnica de adicion estandar, obteniendo porcentajes de
recuperacion entre el 87.67, 96.11 y 98.06% en los cinco niveles de concentracion
analizados. Estos resultados se situan dentro del rango de aceptacioén entre 70—110%
establecido (European Commission, 2017). Los porcentajes de recuperacion obtenidos
indican que la matriz polimérica no influyd en el desempefio del método permitiendo la
cuantificacion simultanea del B-myrcene, p-cymene y carvacrol incorporado en la NPs.
Los datos obtenidos coinciden con lo reportado por Lugo-Estrada ef al. 2019) quienes
desarrollaron y validaron un método de HS-SPME-CG para cuantificar los componentes
del EO de Thymus vulgaris en NPs, obteniendo porcentajes de recuperacion cercanos al

100%.
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Tabla 3. Parametros analiticos de precision y exactitud de los principales componentes del EO de Lippia
graveolens incorporado en NPs.

i‘:;;gg?aegzs Precision (% RSD + SD)  Exactitud (% recuperacion = SD)
-mirceno 3.50+£0.85 87.67+13.14
p-cimeno 7.72 £ 4.30 96.11 £ 4.89
carvacrol 243 +0.44 98.06 £ 19.52

Existe poca informacion sobre la validacion de métodos analiticos para cuantificar los
componentes de EO incorporados en NPs. En la Tabla 4 se mencionan métodos
cromatograficos de gases y de liquidos de alta resolucion para cuantificar componentes de
EO incorporados en matrices vegetales, nanoemulsiones y nanoparticulas. Oliveira
Louchard et al. (2017) validaron un método por HPLC-DAD para cuantificar de timol del
EO de Lippia sidoides incorporado en NPs. Se obtuvieron LOD de 0.4 pg mL~' y LOQ
de 1.02 ng mL~! valores semejantes a los obtenidos en nuestra investigacion. De igual
forma, la precision (< 2.27%) y la exactitud (recuperacion de 97.2-98.2%) del método son
similares a las establecidas en nuestra investigacion y que permiten cuantificar el timol

incorporado en las NPs de forma precisa y exacta.
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Table 4. Estudios relacionados con la cuantificacién de los componentes del EO en diferentes matrices.

) , LOD LOQ Precision Exactitud )
Componente Matrices Método (g mLfl) (g mL*I) (% RSD) (% Recuperacion) Referencias
y-terpineno 0.690 2.110 7.02-10.60 99.35
Nanoparticulas (Lugo-
timol cargadas con EO GC 0.400 1.220 10.33-10.60 109.40 Estrada et
Thymus vulgaris al. 2019)
carvacrol 0.390 1.200 8.60—10.99 98.84
mirceno 0.047 0.142 4.92 95.50-106.50
p-cimeno 0.021 0.065 nd 112.20-116.50
o-pineno 0.022 0.068 7.54 97.50-108.20
o-terpineno 0.038 0.115 13.86 78.80-81.80
Extracto de (Krill et al.
. GC
y-terpineno cannabis 0.046 0.139 5.61 101.60-108.90 2020)
trans-cariofileno 0.092 0.326 2.31 112.20-116.50
humuleno 0.021 0.065 2.60 90.70-98.30
B-cis-cariofileno 0.388 1.177 1.65 62.00-87.70
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oxido de

) 0.252 0.764 3.80 69.00-84.80
cariofileno
Extracto Piper (Patindra
eugenol sarmentosum GC 0.187 0.567 0.11-0.22 99.16-100.15 Purba et al.
Roxb. 2021)
Nanoparticulas (Espinosa-
carvacrol cargadas con GC 3.472 10.521 10.69 92.83 Carranza et
carvacrol al. 2021)
0-cimeno 0.420 1.280 7.30 102.32
Nanoparticulas (Gonzalez-
y-terpineno cargadas con EO GC 0.350 1.060 3.45 101.72 Moreno et
Thymus vulgaris al. 2025)
timol 1.010 3.060 2.79 105.71
carvacrol 0.600 1.800 1.70-2.60 96.80-98.40 i i
EO Thymus (Hajimehdi
. HPLC poor et al.
' vulgaris L. 2010
timol 2.800 8.600 0.80-1.90 96.70-98.70 )
] (Laothawee
carvacrol EE})”IO’ZESTm HPLC 0.970 1.950 nd nd rungsawat
gare & et al. 2020)
Nanoemulsiones (Krawczak
limoneno cargadas con EO HPLC 5.970 18.100 0.64—0.86 83.50-92.00 et al. 2022)

de mandarina roja

nd = no detectado.
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3.3.3. Aplicabilidad del método de HS-SPME-GC

3.3.3.1. Componentes incorporados en NPs purificadas por dos métodos de eliminacion
de disolventes.

El método validado de HS-SPME-GC permiti6 establecer que el proceso de eliminacién
del disolvente (dialisis o evaporacion a presion reducida) favorece la incorporacion de
algunos componentes del EOL en las NPs. El analisis de DLS se correlaciona con los
cromatogramas presentados en la Figura 5, en el cromatograma de las NPs purificadas por
evaporacion a presion reducida (Figura 5B), las cuales presentan un tamafio de 145.9 +
5.89 nm, se observan solo 6 sefales atribuidas a seis de los componentes presentes en el
EOL, mientras que en el cromatograma de las NPs purificadas por didlisis (Figura 5A), el
tamafio de 232.1 + 13.50 nm, se distinguen las 16 senales atribuidas a la incorporacion de
todos los componentes del EOL. Ephrem et al. (2014) evaluaron como el método de
evaporacion a presion reducida a 25 y 40 °C asi como a presion normal afectaba la pérdida
del EO de Rosmarinus officinalis L. en NPs. Los resultados mostraron que la eliminacion
de los solventes presentes en las NPs, por evaporacion a presion reducida, favorece la
pérdida de aproximadamente el 50% del EO incorporado en las NPs a diferencia de la

evaporacion a presion normal con una pérdida insignificante del EO.
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Figura 5: Distribucion del tamafo por la técnica DLS y cromatograma por GC-FID de NP-EOL-D (A) y
NP-EOL-R (B) (rn =3).
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3.3.3.2. Porcentaje de encapsulacion y de eficiencia de encapsulacion del EOL en NPs.

Se utiliz6 el método validado de HS-SPME-GC para cuantificar de forma precisa y exacta
los componentes mayoritarios del EOL incorporados en las NPs purificadas por dilisis y
evaporacion a presion reducida. La determinacion de la cantidad de estos componentes en
las NPs, es fundamental para asegurar su dosificacion en su potencial aplicacion biologica
(e.g. en el tratamiento del HSV-1) (Espinosa-Carranza et al. 2025). En la Tabla 5 se
presenta la cantidad de los tres componentes mayoritarios del EOL: B-mirceno, p-cimeno
y carvacrol, expresada en terminos del %EL y %EE. En forma general, el %EL es un
parametro que indica la proporcion del EO encapsulado en relacién con el polimero
formador de las NPs, mientras que el %EE representa la cantidad del EO efectivamente
incoporado en relaciéon con la cantidad total de EO empleado inicialmente en la
formulacion. Al cuantificar el EOL incorporado en las NPs con el método de HS-SPME-
GC desarrollado permitid establecer que el proceso de evaporacion a presion reducida
afecta la nanoencapsulacion de [-mirceno y p-cimeno, ya que no se detecta sefal
cromatografica. Esto se atribuye a que al ser ambos componentes volatiles (presion de
vapor de 7.0 mm Hg para -mirceno y 1.5 mm Hg para p-cimeno), las condiciones de
presion reducida favorecen su evaporacion a temperaturas mas bajas (Sigma-Aldrich,
2017, 2024). Sin embargo, el carvacrol mostré6 un mayor porcentaje de encapsulacion
(%EL = 9.06) cuando se utilizdé la evaporacion a presion reducida debido a que la
eliminacion del solvente se llevo a cabo en un tiempo mas corto, minimizando la difusion

del carvacrol de la matriz polimérica hacia la fase externa acuosa.

Por otro lado, en el cromatograma de las NPs purificadas por didlisis, si se observan
sefiales cromatograficas atribuidas al B-mirceno y p-cimeno las cuales permitieron
calcular el %EL de 0.66 y 3.22, respectivamente. En el caso del carvacrol, se obtuvo un
%EL siete veces menor que con la evaporacion a presion reducida. Este comportamiento
se atribuye a que durante el proceso de didlisis, el carvacrol difundi6 de forma gradual y
prolongado de la matriz polimérica al medio de didlisis a favor de un gradiente de
concentracion entre el interior y el exterior de la membrana (difusion de Fickian) (Galvao

et al. 2020).
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De acuerdo con la Tabla 5, las NP-EOL-R tuvieron un %EL y un %EE total de 9.06% y
16.23%, respectivamente, valores superiores a los obtenidos para las NP-EOL-D, con
%EL total de 5.2% y un %EE total de 29.61%. De este modo, el andlisis cuantitativo por
HS-SPME-GC permitié6 demostrar que se obtiene %EL mayor cuando se utiliza la
evaporacion a presion reducida como técnica de purificacion de NPs en comparacion con
la purificacion por dilisis; en contraste, el %EE es aproximadamente del doble cuando se
utiliza la didlisis. Estos resultados coinciden con aquellos presentados por Gonzalez-
Moreno et al. (2024) con NPs de Eudragit L100-55 cargadas con el EO de Lippia
graveolens. Es importante sefialar que la encapsulacion de productos naturales tan
complejos como los EO representa un desafio significativo, afectado por diversos factores,
como las caracteristicas fisicoquimicas del activo, el pH del medio, la cantidad y
naturaleza del polimero, la cantidad del activo afiadido a la formulacion y el tipo de

surfactante empleado (Zielinska et al. 2020).

Tabla 5. Contenido de mirceno, p-cimeno y carvacrol en NPs de EO Lippia graveolens purificadas por
evaporacion a presion reducida y por dialisis.

Técnica de purificacion Comp qnegtes %EL %EE
mayoritarios
Evapor;aecgzzli 3 af)resmn B-mirceno nd nd
p-cimeno nd nd
carvacrol 9.06 £0.79 16.23 +1.42
Dialisis B-mirceno 0.66 £ 0.08 278 £0.33
p-cimeno 3.22+0.12 2447 £0.88
carvacrol 1.32+0.25 2.36 £ 0.44

nd = no detectado; Valores expresados como £+ SD, (n = 3).
3.3.3.3. Deposicion de EOL en NPs en aplicacion topica.

Una vez cuantificados los componentes mayoritarios del EOL en las NPs, se aplicaron ex
vivo las NP-EOL-R y NP-EOL-D en piel de cerdo durante 4, 6 y 8 h, utilizando las celdas
de difusion de Franz modificadas. Posteriormente, se removieron las capas del SC

mediante la técnica de fape stripping para evaluar la deposicion del B-mirceno, p-cimeno
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y carvacrol en el SC tras la aplicacion de las NPs. Con el método validado de HS-SPME-
GC se establecio la cantidad de los tres componentes mayoritarios del EOL a una
profundidad acumulada del SC de 4.63 + 0.23 um. La Figura 6 muestra la cantidad de -
mirceno, p-cimeno y carvacrol depositada en el SC posterior a la aplicacion ex vivo de la
NP-EOL-D (negro) y la NP-EOL-R (gris). De este modo, en analisis cuantitativo por HS-
SPME-GC permitio establecer que se depositaron 52.33 + 1.97 ug de B-mirceno, p-
cimeno y carvacrol por cm? de piel tras la aplicacion de las NP-EOL-D. En el caso de la
aplicacion de las NP-EOL-R sobre la piel de cerdo se observo que el carvacrol se deposito
en funcion del tiempo de contacto de las NPs con la piel. Es decir, después de 4 h de
contacto de las NP-EOL-R, se depositaron 17.08 + 1.39 g de carvacrol por cm? de piel.
Cabe mencionar que ninguno de los componentes del EOL fue detectado en el medio
receptor de las celdas de Franz, lo que indica que las NPs favorecerian la deposicion de
algunos de los componentes de los EO en el SC (profundidad de 4.63 + 0.23 um) sin pasar

a capas mas profundas.

80 %%k * %k

<
(=]

Ed p-mirceno (NP-EQL-D)
M p-cimeno (NP-EQL-D)
carvacrol (NP-EOL-D)

carvacrol (NP-EOL-R)

I
=)

Cantidad de componentes en SC (ug cm_z)
]
(=]

Tiempo(h)

Figura 6. Cantidad de componentes en el estrato corneo para NP-EOL-D (negro) y NP-EOL-R (gris) a
diferentes tiempo de contacto con la piel (= SD, n=35). Asterisco simple (*) indica diferencias significativas
(» £0.05) entre los tiempo de contacto para una misma formulacion. Doble asterisco (**) indica diferencias
significativas (p < 0.05) entre formulaciones para un mismo tiempo de contacto, nd = no detectado.

En relacion a la actividad bioldgica del EOL, en nuestro grupo de trabajo, se determino

mediante ensayos in vitro en células Vero que las concentraciones de NP-EOL-R y NP-
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EOL-D necesarias para reducir el nimero de placas virales de HSV-1 fue de 25.83 y 36.60
ug mL~!, respectivamente (Espinosa-Carranza et al. 2025). Ahora, aunado con la
cuantificacion de los componentes del EOL en el SC por HS-SPME-GC, se establece que
la cantidad del EOL incorporado en las NPs y depositada en la piel es mas que suficiente

para asegurar la inhibicion de HSV-1.

Finalmente cabe destacar que con nuestro método de HS-SPME por GC validado se
realizo la cuantificacion simultanea de los tres componentes principales del EO de Lippia
graveolens con pequefias cantidades de disolventes organicos y sin procedimientos
prolongados, lo que favoreceria la implementacion de un método mas eficiente, seguro y

sostenible.

3.4. Conclusiones

En este estudio, el método analitico de HS-SPME-GC validado que mostré ser simple,
preciso y exacto para la cuantificacion de los tres componentes mayoritarios del EO de
Lippia graveolens en NPs, asi como la cuantificacion del componente mayoritario el
carvacrol en muestras de piel porcina. Las nanoparticulas obtenidas podrian tener un

potencial como alternativa en el tratamiento de las infecciones de la piel.
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CAPITULO IV

Perfil de liberacion in vitro de nanoparticulas
poliméricas con aceite esencial de Lippia graveolens y su
incorporacion en gel topico
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4.1. Introduccion

Las nanoparticulas poliméricas (NP) han demostrado ser efectivas para la aplicacion
topica de aceites esenciales (EO), ya que, favorecen su disponibilidad cutdnea, los
protegen de la degradacion ocasionada por factores ambientales, disminuyen su toxicidad
y permiten una liberacion controlada y sostenida (Albuquerque et al., 2022). Para lograr
el efecto biologico deseado, es fundamental que el EO alcance concentraciones adecuadas
sobre la piel. Por ello, resulta esencial analizar el perfil de liberacion del principio activo
desde el sistema terapéutico, ya que, permite determinar la velocidad y el mecanismo
mediante los cuales los activos son liberados, garantizando asi niveles seguros y

terapéuticamente efectivos (Eltaib, 2025).

Una vez caracterizado el comportamiento de liberacion del EO, las NP deben incorporarse
en una forma farmacéutica adecuada, ya que, su aplicacion directa no garantiza su
retencion suficiente sobre la piel. En este sentido, los geles representan una opcion idonea,
pues son preparaciones semisélidas que destacan por su rapida absorcion, textura no grasa,
buena capacidad de extension y un efecto refrescante (Strazzabosco et al., 2025).
Basandose en estas caracteristicas, los geles pueden ser considerados vehiculos adecuados
para favorecer la aplicacion de NP en la piel con el fin de mejorar el efecto del principio
activo encapsulado. Por ejemplo, Zhang et al. (2016) desarrollaron un gel con NP cargadas
con ciprofloxacino. Dicho sistema mostr6 una mayor retencion y adhesion del antibiotico
en la piel de ratones, sin causar reacciones cutaneas, ni toxicidad, lo que respalda el

potencial de las NP en gel para el tratamiento de infecciones microbianas.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el perfil de liberacion in vitro de una
formulacion de NP cargadas con EO de Lippia graveolens (EOL). Posteriormente, las NP
se incorporaron en un gel disefiado como forma farmacéutica final y se caracterizd en
funcién de sus propiedades fisicoquimicas y reologicas. Ademads, se llevd a cabo un

ensayo sensorial para determinar su aceptabilidad y potencial de aplicacion cutanea.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Materiales

El polimero formador de nanoparticulas, Eudragit® L100 (copolimero de acido
metacrilico-metacrilato de metilo, 1:1), fue donado amablemente por Helm (Naucalpan,
Estado de México, México). El 4cido poliacrilico (PM ~3,000,000), la goma xantana y el
monooleato de sorbitan polioxietilenado (Tween® 80) se adquirieron de Sigma Aldrich

(St. Louis, MO, USA).

4.2.2. Estudio in vitro de liberacion de EOL a partir de NP-EOL-R

En este trabajo se empled una formulacion de NP cargadas con EO de Lippia graveolens
preparada por la técnica de nanoprecipitacion y purificada por evaporacion a presion
reducida (NP-EOL-R). La preparacion y caracterizacion de la formulacion se describen

en el Capitulo 2.

El perfil de liberacion del EOL se evalu6 adicionando 0.95 mL de la suspension de NP-
EOL-R a 0.95 mL de tampon fosfato salino (PBS) (20 mM, pH 6) que contenia Tween 80
al 0.01% (p/v). El sistema se mantuvo en agitacion constante a 300 rpm a 37 °C. En los
intervalos de tiempos preestablecidos (1, 4, 6, 24, 48, 60 y 72 h), las muestras fueron
centrifugadas (Allegra™ 64R Centrifuge, Beckman Coultier, Brea, CA, USA) a 25,000
rpm durante 10 min. El sobrenadante recuperado se analiz6 mediante el método de
microextraccion en fase solida en modalidad headspace acoplado a cromatografia de
gases (HS-SPME-GC), previamente validado y descrito en el Capitulo 3, con el fin de
cuantificar los tres componentes de seguimiento del EOL (i.e. B-mirceno, p-cimeno y

carvacrol). Cada ensayo se realizo por triplicado.

4.2.3. Cinética de hinchamiento, erosion y disolucion de las nanoparticulas

La cinética de hinchamiento, erosion y disolucién de las NP se realizé segun lo descrito
por Sahle et al. (2017) empleando NP de Eudragit® L100 blanco, es decir, sin EO (NP-
BCO). Se mezclé 1 mL de la suspension de NP-BCO con 1 mL de amortiguador de
fosfatos (20 mM) ajustado a pH de 4.5, 6.0 y 7.5. Las muestras se mantuvieron a 25 °C 'y

se registraron los cambios en el tamafio de particula mediante dispersion dinamica de la
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luz (Zetasizer Nano-ZS90, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Las mediciones se

realizaron cada 10 min durante 50 min y por triplicado.

4.2.4. Formulacion de un gel con NP-EOL-R

En primer lugar, se prepar6 un gel con acido poliacrilico al 1% (p/v), al que se le adiciond
5 mL de la suspension de NP. Por otra parte, se prepard un gel de goma xantana al 2%
(p/v), al que se le adiciond 5 mL de la suspension de NP. Los geles con NP se denominaron
A-NP (acido poliacrilico con NP-EOL-R) y X-NP (goma xantana con NP-EOL-R).
Asimismo, se elaboraron geles control de cada polimero, preparados de la misma manera
que los anteriores, pero sin afiadir la suspension de NP-EOL-R. Dichos geles se

denominaron A-BCO (4cido poliacrilico) y X-BCO (goma xantana).

4.2.5. Caracterizacion de las formulaciones de gel

o pH

El pH se determin6 con un pHmetro (Conductronic.mod. pH120, Puebla, Puebla, México)
previamente calibrado con soluciones amortiguadoras a pH 4 y 7. Todas las mediciones

se realizaron por sextuplicado.

e Gravedad especifica

La densidad de cada formulacion se determin6d empleando un matraz aforado de 5 mL.
Cada muestra de gel se introdujo cuidadosamente en el matraz, evitando la formacion de
burbujas, y se peso en una balanza analitica (Scientech, Boulder, CO, USA) a 25 °C. La
densidad se calculd como la relacion entre la masa de gel (g) y el volumen del matraz

(mL). Todas las mediciones se realizaron por sextuplicado.

o Adhesividad

Las propiedades adhesivas de los geles se evaluaron mediante un analisis de perfil de
textura (APT), utilizando un texturoémetro CT3 Texture Analyzer (Brookfield-Ametek,
Middleborough, MA, USA). Para cada formulacion, se colocaron 16 g de gel de cada

formulacion en frascos de vidrio (25 mm de didmetro x 40 mm de altura). Las muestras
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se cubrieron con Parafilm, se sonicaron durante 5 minutos para eliminar burbujas y se

almacenaron a 25 + 2 °C por 24 h antes del analisis.

El ensayo se realiz6 a 25 °C con una sonda cilindrica de 12.7 mm de didmetro, la cual
descendid a una velocidad de 1 mm/s hasta contactar la superficie del gel. Posteriormente,
se aplico una fuerza de compresion de 0.05 N, deformando la muestra hasta un 40% y la
sonda fue retirada a la misma velocidad (1 mm/s). Cada formulacién se evalué por
sextuplicado. A partir de los datos obtenidos, se calculd la adhesividad como el area
negativa bajo la curva fuerza-distancia, correspondiente al trabajo requerido para vencer

las fuerzas de atraccion entre la sonda y la superficie del gel.

e Viscosidad

La viscosidad de los geles se evalu6 en un reémetro Rheolab QC (Anton Paar, Graz,
Estiria, Austria) equipado con un sistema de cilindros coaxiales CC27. Se colocaron
aproximadamente 35 g de cada formulacion y se sometieron a un barrido de velocidad de
corte en el rango de 0.1 a 350 s a una temperatura de 25 + 2 °C. Todas las determinaciones

se realizaron por sextuplicado.

4.2.6. Evaluacion sensorial de geles con NP-EOL

La aceptacion sensorial de los geles con NP se evalué mediante un panel de 70 voluntarios
no entrenados, cuyas edades oscilaron entre los 20 y 55 afios. Las formulaciones A-NP y
X-NP se presentaron en volimenes iguales dentro de recipientes individuales adecuados,
con el fin de asegurar la uniformidad en la presentacion. Las muestras fueron

correctamente etiquetadas como gel A (A-NP) y gel B (X-NP).

Durante la prueba, los participantes aplicaron una porcién de cada gel sobre la piel del
dorso de las manos y evaluaron los atributos sensoriales previamente definidos: textura,
absorcion, olor y sensacion residual en la piel. La percepcion se registro empleando una

escala de 5 puntos, donde 1 correspondio a la menor apreciacion 'y 5 a la mayor.
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Figura 1. Hoja de respuesta para prueba sensorial.
4.3. Resultados

En el presente estudio se evalud el perfil de liberacién in vitro del EOL a partir de las NP-

EOL-R en funcion del tiempo (Figura 2). La NP-EOL-R present6 un comportamiento

bifasico, con una liberacion inicial rapida (~37% en la primera hora), seguido de una

liberacion sostenida que alcanzo hasta el 74% después de 72 h.
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Figura 2. Perfil de liberacion de EOL in vitro a pH de 6 a partir de NP-EOL-R en funcion del tiempo

(£+ 8D, n=3).
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Con el fin de comprender el papel de la matriz polimérica en la liberacion del EOL, se
evaluo la cinética de hinchamiento, erosion y disolucion a través de cambios en el tamafio
hidrodinamico de las NP de Eudragit® L100 en amortiguadores de fosfatos a pH 4.5, 6.0
y 7.5 (Figura 3). En condiciones de pH 6, el tamafio promedio aument6 de 114.10 £0.15
nm a 164.76 £ 1.22 nm, lo que representa un incremento absoluto de ~50 nm, mientras
que a pH 7.5 se observo una disminucioén de 50 nm, de 113.59 £ 0.10 nm a 63.64 + 1.66

nm. En contraste, a pH 4.5 el tamafio de la NP permaneci6 constante durante el periodo

de estudio.
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Figura 3. Cinética de hinchamiento, erosion y disolucién de NP de Eudragit® L100 en amortiguadores de
fosfatos a diferentes valores de pH expresada por cambios en el tamafio de particula (£+ SD, n=3).

Con el objetivo de evaluar la idoneidad de las formulaciones en gel para su aplicacion
topica, se determinaron pardmetros fisicoquimicos clave, incluyendo el pH, densidad y

trabajo de adhesion (Tabla 1). Los geles presentaron un pH promedio de 4.5, una densidad
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cercana a 1 g/mL y un trabajo de adhesion aproximado de 0.7 mlJ, sin diferencias

significativas entre las formulaciones de los cuatro geles.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones en gel (£« SD, n=6).

Formulacion pH Densidad (g/mL) Trabajo de adhesion (mlJ)
A-BCO! 448 +£0.21 1.0034 +0.0259 0.84 £ 0.04
A-NP? 4.56+£0.14 1.0342 +£0.0148 0.82 +£0.07
X-BCO? 4.46+£0.20 1.0315+0.0141 0.76 +£0.08
X-NP* 4.62+0.17 1.0061 + 0.0645 0.68 +0.06

'A-BCO: gel blanco de 4cido poliacrilico al 1%; 2A-NP: gel de 4cido poliacrilico al 1% con NP-EOL-R; *X-BCO: gel blanco de goma
xantana al 2%; *X-NP: gel de goma xantana al 2% con NP-EOL-R.
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< A-BCO = X-BCO - A-NP -~ X-NP

Figura 4. Viscosidad de las diferentes formulaciones: A-BCO (gel blanco de acido poliacrilico al 1%), X-
BCO (gel blanco de goma xantana al 2%), A-NP (gel de acido poliacrilico al 1% con NP-EOL-R), X-NP
(gel de goma xantana al 2% con NP-EOL-R) a diferentes velocidades de cizallamiento a 25 °C (¥ + SD,
n=0).
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En relacion con las propiedades reologicas se evalud la viscosidad de las formulaciones
en gel. En la Figura 4 se observa que todas las formulaciones mostraron una reduccion de
la viscosidad al aumentar la velocidad de cizallamiento, lo que indica un comportamiento
pseudopléstico (no newtoniano). Entre las formulaciones A-NP y X-NP se observaron
diferencias en la viscosidad inicial, siendo el gel elaborado con 4cido poliacrilico el que

present6 los valores mas altos.

El aspecto macroscopico de las formulaciones en gel se presenta en la Figura 5. Los cuatro
geles mostraron apariencia homogénea. No se observo separacion de fases ni precipitacion
visible. Ademas, la adicion de las NP-EOL-R no modificé de manera significativa el color

ni la textura de los geles en comparacion con los geles sin NP.

Figura 5. Aspecto macroscopico de las formulaciones de gel: (A) gel blanco de acido poliacrilico (A-BCO);
(B) gel de acido poliacrilico con NP-EOL-R (A-NP); (C) gel blanco de goma xantana (X-BCO); (D) gel de
goma xantana con NP-EOL-R (X-NP).

Con relacion a la evaluacion sensorial realizada a 70 voluntarios no entrenados de
diferentes edades, los resultados se presentan en la Figura 6. La formulacion A-NP obtuvo
las puntuaciones mas altas en tres de los cuatro atributos evaluados (i.e. olor, absorcion y
sensacion en la piel), mientras que, la textura mostr6 niveles de aceptacion similares entre

ambas formulaciones.

En cuanto a la preferencia global por producto, se observd una marcada inclinacion hacia
el gel A-NP, con un 83% de aceptacion en comparacion con el 17% registrado para el gel

X-NP (Figura 7).
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Figura 6. Efectos de las evaluaciones sensoriales de las formulaciones de geles de acido poliacrilico y goma
xantana con NP-EOL-R (n=70).
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Figura 7. Preferencia sensorial de los evaluadores hacia las formulaciones de geles de acido poliacrilico al
1% con NP-EOL-R (A-NP) y geles de goma xantana al 2% con NP-EOL-R (X-NP) (n=70).
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4.4. Discusion
La seguridad y eficacia de las nuevas formas de dosificacion a escala nanométrica

dependen en gran medida de sus propiedades intrinsecas, entre ellas el tamafio de
particula, la carga superficial, la morfologia, la hidrofilicidad y, de manera destacada, el
perfil de liberacion del compuesto activo (Sethi et al., 2014). Esta tltima hace referencia
a la velocidad y al mecanismo mediante los que el compuesto se libera desde su forma de

dosificacion y se encuentra disponible en el sitio de accion (Jasak, 2024).

La importancia de llevar a cabo un perfil de liberaciébn se centra en mantener la
concentracion del compuesto activo dentro de la llamada ventana terapéutica, es decir, por
encima de la concentraciéon minima efectiva y por debajo de la concentracién minima
toxica. Alcanzar este objetivo es un requisito indispensable para asegurar la eficacia

terapéutica y minimizar riesgos de toxicidad (Adepu & Ramakrishna, 2021).

El proceso de liberacion depende de diversos factores que incluyen las propiedades
fisicoquimicas del compuesto, las caracteristicas de la matriz que lo encapsula, asi como,
las condiciones del medio en el que se encuentre (e.g. pH, temperatura, fuerza idnica y
presencia de enzimas) (Abbasnezhad et al., 2021). De ahi la relevancia de realizar ensayos
que permitan establecer los mecanismos que rigen la liberacion del activo y predecir el

desempetio de las formulaciones.

El perfil de liberacion puede evaluarse mediante ensayos in vivo o in vitro. Sin embargo,
las limitaciones éticas de los estudios in vivo han favorecido el uso de métodos in vitro
como herramientas de referencia (D’Souza, 2014). Entre los métodos mas empleados
destacan la técnica de membrana de dialisis y el método de muestro y separacion. El
primero utiliza una membrana semipermeable que separa las nanoparticulas del
compuesto liberado (Van Gheluwe et al., 2021). Su limitacién principal es que solo
cuantifica el compuesto liberado al medio externo, lo que puede subestimar la liberacion
real desde las nanoparticulas (Weng et al., 2020). Por otro lado, el método de muestreo y
separacion consiste en la toma de muestra a intervalos definidos, seguida de la separacioén
del compuesto libre por filtracion o ultracentrifugacion y su cuantificacion mediante
espectrofotometria UV-Vis o cromatografia. El método de muestreo y separacion destaca
por su simplicidad y por proporcionar informacion directa sobre la fraccion liberada del

compuesto desde las NP (Zhou et al., 2016).
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En el presente trabajo se empled el método de muestreo y separacion para evaluar el perfil
de liberacion in vitro del EOL encapsulado en la formulacion NP-EOL-R, con el objetivo
de determinar su comportamiento como sistema de liberacion controlada para aplicacion
cutanea. Para ello, las NP se incubaron en un sistema con condiciones que simularan el
ambiente de la piel (pH 6 y 37 °C), y la concentracion del activo liberado en cada sistema
se determind mediante cromatografia de gases. El perfil de liberacion obtenido se presenta
en la Figura 2. La formulacion exhibié un comportamiento bifasico a lo largo del estudio
de liberacion de 72 h. En la primera fase, correspondiente a la primera hora, se observo
una liberacion en rapida (efecto burst) de aproximadamente 37%, atribuible a la difusion
inmediata de las moléculas de EOL localizadas en la superficie o en regiones cercanas a
la superficie de las NP. Posteriormente, se registro una segunda fase mds lenta y sostenida,
que se mantuvo estable hasta el final del ensayo (72 h). Este comportamiento coincide con
lo descrito por Saadallah y col. (2022) quienes reportaron un perfil bifasico para
nanoparticulas de Eudragit® L.100 cargadas con rosuvastatina célcica, observando un 20-
31% de liberacidn inicial en los primeros 30 minutos (dependiendo del pH), seguido de

una fase de liberacion sostenida que alcanzo6 hasta 67% tras 5 h de ensayo.

En relacion con la segunda fase del perfil de liberacion, esta se aproxima a un modelo de
orden cero, en el cual la velocidad de liberacion es independiente de la concentracion del
compuesto en el sistema. Este tipo de comportamiento es altamente deseable en sistemas
de liberacion controlada, pues garantiza un aporte constante del activo y puede contribuir
a mantenerlo dentro de la ventana terapéutica por periodos prolongados (Heredia et al.,
2022). No obstante, es importante mencionar que esta interpretacion aplica principalmente
a la fase sostenida y que futuros estudios deberdn incluir comparaciones con otros modelos
cinéticos (e.g. Higuchi, Korsmeter-Peppas, entre otros) para confirmar el mecanismo

predominante (Adepu & Ramakrishna, 2021; Lee & Yeo, 2016).

Con el fin de comprender el papel de la matriz polimérica en la liberacion del EOL, se
evalud la cinética de hinchamiento, erosion y disolucion de las NP de Eudragit® L100 a
diferentes valores de pH (Figura 3). A pH 6 se observé un aumento en el tamafio
hidrodinamico de 114.10 £ 0.15 nm a 164.76 + 1.22 nm. Este resultado se explica porque

los polimeros anionicos como el Eudragit® L100 contiene grupos carboxilicos (pKa ~
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6.45) que, al ionizarse parcialmente cerca de su pKa, generan repulsion electrostatica entre
las cadenas del polimero, favoreciendo la entrada de agua y el hinchamiento de la red,
observando un incremento del tamafio de particula (Rizi et al., 2011; Van Gheluwe et al.,
2021). En contraste, a pH 4.5 no se observaron cambios significativos en el tamafio, lo
cual se atribuye al estado predominantemente protonado de los grupos carboxilo (-COOH)
que minimiza la repulsion entre cadenas y favorece que se mantenga la estructura de la
NP. Finalmente, a pH 7.5 se observo una disminucion del tamafio hidrodindmico de 113.59
+ 0.10 nm a 63.64 £ 1.66 nm, lo que se asocia a la completa ionizacion de los grupos
carboxilo y al inicio de procesos de erosion/disolucion progresiva de la matriz polimérica

(Cetin et al., 2010).

La combinacion de estos resultados con el ensayo de liberacion sugiere que, bajo
condiciones fisiologicas (pH 6, 37 °C), la liberacion de los componentes del EO se deben
al hinchamiento parcial de la matriz polimérica, que permite la liberacion sostenida del
EOL durante 72 h, tiempo que coincidié con la duracion de los ensayos in vitro de
actividad antiviral reportados en el Capitulo 2. Estos resultados sugieren que seria posible
reducir la frecuencia de aplicaciéon del tratamiento en comparaciéon con productos

comerciales, sin comprometer la eficacia antiviral.

Si bien las NP-EOL-R mostraron una liberacion controlada, y una potencial actividad
antiviral frente el HSV-1, su aplicacion directa sobre la piel presenta limitaciones
practicas. Lo anterior refuerza la importancia de avanzar hacia su incorporacion en una
forma farmacéutica que, ademds de conservar sus propiedades fisicoquimicas y
biologicas, ofrezca caracteristicas tecnologicas que faciliten su aplicacion y favorezcan la
aceptacion por parte del usuario. En este contexto, los geles constituyen una alternativa
1donea, ya que. su naturaleza semisdlida permite una facil aplicacion en diversas regiones
corporales, entre ellas la region orofacial (Wang et al., 2025). En este estudio se
seleccionaron dos polimeros ampliamente empleados en la formulacion de geles: goma
xantana y acido poliacrilico. La goma xantana es un polisacarido natural aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para su uso en formulaciones
farmacéuticas orales y topicas debido a su elevada viscosidad a bajas concentraciones, su
resistencia a la degradacion y su sencillo procesamiento (Fantatto et al., 2024). Por su

parte, el acido poliacrilico es un polimero sintético ampliamente empleado en la industria
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farmacéutica y cosmética por su capacidad espesante, estabilidad y facilidad de ajuste
reoldgico (Dejeu et al., 2022). Estas propiedades hacen que ambos polimeros sean
candidatos ideales para generar una matriz de gel capaz de mejorar la aplicacion de las
NP. En el presente trabajo, los geles A-NP, A-BCO, X-NP y X-BCO se caracterizaron
segun sus propiedades fisicoquimicas (i.e. pH, densidad y adhesividad) y reoldgicas,

evaluando su potencial para aplicacion cutanea en un tratamiento contra el HSV-1.

En relacion con el pH, los valores obtenidos oscilaron entre 4.46 y 4.62 (Tabla 1). Estos
resultados se consideraron adecuados por encontrarse cercanos al pH fisiologico de la piel,
que es ligeramente acido, entre 4.1 y 5.8 (Proks et al., 2018). Mantener un pH en este
intervalo resulta esencial, ya que, valores demasiado bajos pueden disminuir la
permeacion del compuesto activo, mientras que, valores elevados, particularmente
superiores a 7, pueden inducir irritacion o eritema cutaneo (Wang et al., 2025). Ademas,
el pH constituye un parametro critico en la evaluacion de la calidad de los geles, pues
influye directamente en la estabilidad y la liberacion de los compuestos encapsulados. En
este sentido, los valores obtenidos sugieren que los geles son seguros para la aplicacion
cutanea y que los componentes del EO permanecen retenidos durante el almacenamiento.
Cabe destacar que la incorporaciéon de las NP-EOL-R no provocod variaciones
significativas en el pH, lo que evidencia la compatibilidad de la nanoformulacion con la

matriz de gel.

Por otro lado, la determinacion de la densidad en formulaciones en gel constituye un
parametro relevante, ya que, permite evaluar la uniformidad estructural y la
reproducibilidad entre lotes, aspectos criticos en el control de calidad. Variaciones
significativas en este parametro pueden evidenciar inconsistencias durante el proceso de
preparacion, como atrapamiento de aire o dispersion incompleta de los polimeros y
excipientes (Farmacopea, 2010). En la Tabla 1 se muestran las densidades de las
formulaciones en gel. Los valores de densidad de las formulaciones A-NP y A-BCO
fueron de 1.0342 £0.0148 y 1.0034 = 0.0259 g/mL, respectivamente, consistentes con los
reportados por Tocai et al., (2024), quienes sefialaron densidades de 1.003 g/mL para geles
a base de acido poliacrilico al 1%. En el caso de las formulaciones X-NP y X-BCO, se
obtuvieron valores de densidad de 1.0061 + 0.0645 y 1.0315 = 0.0141g/mL,

respectivamente. Hasta donde alcanza la revision realizada, no se encontraron reportes
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previos sobre la densidad de geles elaborados con goma xantana. Cabe destacar que las
densidades determinadas se aproximan al valor del agua (1 g/mL), lo cual resulta
coherente considerando que el gel corresponde a un sistema acuoso en el que la goma
xantana act@la principalmente como agente estructurante y se encuentra en baja

proporcion.

Otro parametro evaluado en las formulaciones de gel fue la adhesividad, definida como la
fuerza necesaria para superar la union entre el gel y la superficie de aplicacion, como la
piel o la mucosa labial. Esta propiedad es clave en formulaciones topicas, ya que
contribuye a evitar la rapida eliminacion del producto y a prologar el tiempo de residencia
del compuesto activo en el sitio de aplicacion, favoreciendo asi su eficacia terapéutica
(AL-Smadi et al., 2025). En la Tabla 1 se muestran los valores de trabajo de adhesion
obtenidos para los geles obtenidos. La formulacion X-NP present6 un valor de 0.68 £+ 0.06
mJ, mientras que, el gel A-NP mostr6 un valor de 0.82 + 0.07 mJ. Aunque el valor del gel
a base de acido poliacrilico fue ligeramente mayor, la diferencia entre ambas
formulaciones no result6 estadisticamente significativa. Esto sugiere que, a pesar de las
diferencias estructurales entre los polimeros ambos confirieron un comportamiento
adhesivo comparable. Cabe sefialar que, si bien no existe un valor estandarizado de
adhesion, se ha reportado que valores entre 0.020 y 2.5 mJ son adecuados para asegurar
la permanencia de formulaciones topicas en la superficie de aplicacion (Wang et al.,
2025). En este sentido, tanto la goma xantana como el 4cido poliacrilico demostraron
conferir una adhesion suficiente para mantener el gel en contacto con la piel durante el
tiempo necesario para favorecer la liberacion del EO desde las NP, sin alcanzar niveles

excesivos que pudieran resultar incomodos para los usuarios.

Los parametros reologicos son atributos de calidad criticos de los geles, ya que, influyen
en su proceso de fabricacion, apariencia, estabilidad, rendimiento y propiedades
sensoriales. Dentro de las pruebas reologicas se suele evaluar la viscosidad, la cual se
define como la resistencia de un material al flujo y describe la facilidad con la que una
formulacion puede deformarse frente a la aplicacion de una fuerza externa (Adeboye et
al., 2024). La viscosidad adquiere particular relevancia en formulaciones topicas, ya que
condiciona no solo la extensibilidad y la uniformidad de la aplicacidon sobre la superficie

cutanea, sino también la liberacion y permeacion del compuesto activo hacia las capas
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mas superficiales de la piel. Asimismo, constituye un factor determinante en la
satisfaccion y aceptacion de un producto dermatoldgico (Saraiva et al., 2023). En la Figura
4 se presentan los resultados de la medicion de la viscosidad de los geles A-NP, A-BCO,
X-NP y X-BCO. Todas las formulaciones se caracterizaron por su comportamiento
pseudopléstico y propiedades no newtonianas al aumentar la velocidad de corte. Esto
significa que, a baja velocidad de corte, las formulaciones mostraron una alta viscosidad,
lo que representa la estabilidad fisica/firmeza inicial del producto. Al aumentar la
velocidad de corte, la viscosidad de la formulacion disminuy6 rapidamente, lo que
representa su facil extensibilidad en una aplicacion topica (Manian ef al., 2022). Aunque
todas las formulaciones tuvieron un comportamiento pseudoplastico, los geles elaborados
a partir de goma xantana presentaron una viscosidad 4 veces inferior a la viscosidad de
los geles obtenidos con 4cido poliacrilico, evaluada a una tasa de corte de 0.1 s™'. Este
comportamiento coincide con lo reportado por Mulye et al. (2013), quienes observaron
que el 4cido poliacrilico form6 redes mas densas y viscosas que los geles obtenidos a partir
de goma xantana a la misma concentracion. Cabe destacar que la adicion de las NP-EOL-

R no afect6 las propiedades de viscosidad de los geles.

Ademas de las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas, las formulaciones de gel se
evaluaron mediante inspeccion visual (Figura 5). El gel de 4cido poliacrilico se caracterizo
por una apariencia blanca y traslicida, mientras que el gel de goma xantana present6 una
coloracion blanco-amarillenta y opaca. En ninguna de las formulaciones se evidenciaron
fendmenos de separacion de fases, precipitacion ni alteraciones visuales atribuibles a

inestabilidad fisica.

Considerando las evaluaciones previas, se determin6 que ambas formulaciones presentan
caracteristicas adecuadas para su aplicacion cutanea. Por ello, se realizo un anélisis de las
propiedades sensoriales, ya que aspectos como la facilidad de aplicacion, la extensibilidad,
la rapidez de absorciodn, la sensacion residual en la piel y la aceptabilidad general, resultan
determinantes, tanto para la funcionalidad, como para el éxito comercial de los productos
dermatologicos (Meneguello et al., 2025). En la Figura 6 se presentan los resultados del
andlisis sensorial de las formulaciones A-NP y X-NP, realizado con 70 voluntarios de
diferentes edades. La formulacion A-NP obtuvo puntuaciones superiores en tres de las

cuatro categorias evaluadas: olor, absorcion y sensacion en la piel, lo que sugiere que el
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acido poliacrilico puede mejorar estos atributos sensoriales. En cuanto a la textura, ambos

geles mostraron un nivel similar de aceptacion.

En la Figura 7 se presenta la preferencia general de los consumidores. El gel formulado
con acido poliacrilico fue preferido por el 83% de los participantes, frente al 17% que optod
por el gel con goma xantana. La mayoria prefirieron A-NP por su textura, rapidez de
absorcion, sensacion de frescura y agradable fragancia. Estos resultados confirman que
las propiedades de la formulacion influyen significativamente en la aceptacion del

consumidor.

4.4. Conclusiones

En el presente trabajo se caracteriz6 una formulacion de NP cargadas con EO de Lippia
graveolens en funcidon de su perfil de liberacion in vitro. La formulaciéon mostrd un
comportamiento de liberacion del EOL sostenido y controlado en funcién del tiempo y

condiciones de pH.

Por otra parte, se incorporaron las NP-EOL-R en un gel como forma farmacéutica final
para su caracterizacion fisicoquimica, reologica y sensorial. Los geles obtenidos
mostraron valores de pH, densidad y adhesividad adecuados para su uso cutaneo. La
evaluacion de la viscosidad indic6é un comportamiento pseudopléstico favorable para una
aplicacion facil y uniforme. El andlisis sensorial mostr6 una alta aceptacion del gel a base
de 4cido poliacrilico con NP-EOL-R, particularmente, en términos de olor, absorcion y

sensacion en la piel, alcanzando una preferencia global del 83%.

En conjunto, estos resultados indican que las formulaciones de gel con NP con EOL
obtenidas en este trabajo son seguras y funcionales, con un potencial para su uso topico
en el tratamiento del HSV-1, y sientan las bases para estudios posteriores de eficacia

clinica y optimizacion de la aplicacion cutdnea.
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CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo contribuy6 al avance en el disefio de sistemas nanoparticulados con
potencial terapéutico frente a infecciones virales cutdneas, particularmente aquellas

causadas por el HSV-1.

En este contexto, las NP cargadas con EO de Lippia graveolens presentaron caracteristicas
fisicoquimicas que favorecen su deposicion en la piel y su evaluacion in vitro frente al

HSV-1.

La nanoencapsulacion permitid potenciar la actividad antiviral del EOL, incrementandola
1.85 veces respecto al EOL libre. Asimismo, se observd un aumento en la viabilidad
celular en células Vero tratadas con las NP-EOL, lo que se reflejé en un mayor SI, y por

ende, en una mejor relacion eficacia/seguridad del agente antiviral.

Por otra parte, la validacion del método analitico HS-SPME-GC represent6 un aporte
metodoldgico relevante, al permitir la cuantificacion precisa y exacta de los principales

componentes del EOL en las NP, asi como su posterior cuantificaciéon en muestras de piel.

La valoracion biofisica de la piel mostroé que las nanoformulaciones aumentan los niveles
de hidratacion, conservan los valores de pH y melanina y no altera los valores de TEWL,
por lo que se sugiere que no comprometen la integridad de la barrera cutanea, lo que

respalda su potencial aplicacion topica en el tratamiento del herpes labial.

Finalmente, la incorporacion de las NP-EOL en una formulacion en gel demostro ser una
estrategia viable para su aplicacion. La formulacion presento propiedades fisicoquimicas,
reoldgicas y sensoriales adecuadas, asi como una aceptacion favorable por parte de los
usuarios, reforzando su potencial como formulacion innovadora y segura para el

tratamiento topico de infecciones por HSV-1.

En conclusion, los resultados obtenidos demuestran que las NP cargadas con EO de Lippia
graveolens constituyen una alternativa prometedora para el desarrollo de nanomedicinas
antivirales de aplicacion cutanea, contribuyendo a la busqueda de alternativas terapéuticas

eficaces y seguras.
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PERSPECTIVAS

Establecer el mecanismo de accion de la NP-EOL contra la infeccion por HSV-1.

Ampliar la caracterizacion fisicoquimica del gel incorporado con NP-EOL.

Evaluar la actividad antiherpética in vivo de las NP-EOL en un modelo de herpes

cutaneo en raton.
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