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Resumen

La aplicacion de las nanoparticulas poliméricas en el area dermatologica ha adquirido una gran relevancia debido a que pueden
liberar activos para que tengan un efecto local o sistémico. El objetivo del presente estudio fue desarrollar y optimizar una
formulacion de nanocapsulas poliméricas (NC) cargadas con un agente antioxidante natural (carvacrol, CRV) para su potencial
aplicacion local en la piel. Se obtuvo una formulacion de NC biodegradables con CRV que presentaron un tamafio promedio de 180
nm con un IP de 0.083, un potencial C=-17.8 mV y un porcentaje de encapsulacion del 51 %. Por microscopia electronica de
barrido se observo que las poblaciones de NC-CRV eran esféricas y homogéneas. La formulacion fue estable por al menos 16
semanas. Ademas, la técnica de nanoprecipitacion resultd ser un buen método de preparacion, ya que, se logré obtener una
eficiencia de encapsulacion mayor al 90 %. Finalmente, se concluy6 que las caracteristicas y propiedades de la formulacion de NC-
CRV son las adecuadas para que sea usada como sistema acarreador de CRV con una potencial aplicacion para prevenir el cancer de
piel causado por la sobreexposicion al sol.
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1. Introduccion

Las nanoparticulas poliméricas han generado interés en los ultimos afios debido a su potencial como sistemas
acarreadores de moléculas con actividad biologica. Estos sistemas coloidales pueden ofrecer ventajas como: i) la
proteccion del activo contra la degradacion por agentes de su entorno, ii) el direccionamiento del farmaco a sitios
especificos de accion (i.e. célula o tejido), iii) el control de la liberacion del principio activo por tiempos
prolongados y iv) el transporte y la liberacion de moléculas biologicas tales como péptidos, proteinas y
oligonucleotidos. Basicamente, las ventajas conferidas por estos coloides en su aplicacion como sistemas de
liberacion se deben a sus caracteristicas fisicoquimicas, incluyendo su tamafio submicrénico, su amplia area
superficial especifica, sus versatiles propiedades de superficie (i.e. carga, hidrofobicidad) y su composicion
polimérica variable. Adicionalmente, dependiendo de su composicion, las formulaciones de nanoparticulas
pueden ser administradas por las vias oral, parenteral o topica (i.e. mucosas y piel) [ 1-4].

En particular, la aplicacion de las nanoparticulas poliméricas en el area dermatologica ha adquirido una gran
relevancia debido a que pueden liberar activos para que tengan un efecto local o sistémico [5, 6]. Por ejemplo, se
han preparado nanoparticulas biodegradables cargadas con un protector solar con la finalidad de aumentar su
penetracion y permanencia en la piel [7]. Asimismo, se ha reportado que las nanoparticulas pueden ser
potencialmente ttiles para la liberacion en piel de genes [8]. Otros estudios han abordado el uso de nanoparticulas
para la administracion transdérmica de antiinflamatorios [9]. En general, estas posibilidades de aplicacion de las
nanoparticulas en la piel se deben tanto a su versatilidad para incorporar sustancias activas de diferentes
caracteristicas fisicoquimicas (i.e. hidrofilicas, hidrofébicas, so6lidas, liquidas) como a su capacidad para
interaccionar a diferentes niveles con los componentes de la piel (i.e. estrato corneo, anexos cutaneos) [10, 11].

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue desarrollar y optimizar una formulacion de
nanoparticulas poliméricas, especificamente nanocéapsulas (NC), cargadas con un agente antioxidante natural
para su potencial aplicacion en la prevencion del cancer de piel causado por la sobreexposicion al sol. En base a
estudios previos [7, 10], se determind que la formulacion idonea para esta aplicacion debia constar de NC con un
tamafio promedio alrededor de 200 nm y con un aceptable porcentaje de encapsulacion del activo (mayor al 50%).
Como agente antioxidante modelo se utiliz6 carvacrol (CRV), el cual es un compuesto fenolico monoterpenoide
presente en los aceites esenciales de tomillo y orégano. A pesar de su importante actividad antioxidante, el uso de
CRYV como antioxidante se ha visto limitado por sumarcada volatilidad (2.5 hPaa 25 °C). Por lo tanto, la
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incorporaciéon del CRV en NC seria una buena aproximacion para generar un sistema acarreador que permita
mejorar tanto su permanencia y estabilidad en una formulacion, como su funcion y desempefio una vez que es
aplicado en el 6rgano blanco, es decir, la piel.

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

El Eudragit® RL100 fue amablemente donado por HELM M¢éxico (R6hm Pharma Polymers). Poli(e-
caprolactona) (Sigma-Aldrich), Tween 80 (Sigma-Aldrich), carvacrol (97 % (GC), Fluka Analytical), acetona
(Grado HPLC, Burdick & Jackson), columna 100 % polidimetilsiloxano (AT-1, Grace, 30 mx 0.53 mmx 1.5 um),
microfibras (poliacrilato 85 pum, Supelco). El resto de los reactivos fueron de grado analitico.

2.2. Métodos

Preparacion de las nanocdpsulas. Las formulaciones de NC se obtuvieron por la técnica de
nanoprecipitacion. Brevemente, una fase organica constituida de acetona, del polimero formador de las NC y de
CRV fue inyectada a 20 mL de una fase acuosa con tensoactivo (Tween 80 al 3%, p/v). La difusion de la acetona en
la fase acuosa indujo la agregacion del polimero y la formacion espontanea de las nanocéapsulas con carvacrol
(NC-CRV). El solvente contenido en la suspension de NC fue eliminado por evaporacion a presion reducida
(Rotavapor Heidolph). Posteriormente, se realizaron diferentes caracterizaciones fisicoquimicas a la suspension
acuosa de NC-CRV. Con la finalidad de determinar su influencia sobre las caracteristicas de las NC, a partir de
este procedimiento base, se modificaron distintas variables experimentales incluyendo el tipo de polimero
formador de las NC (poli(e-caprolactona) o Eudragit” RL100 ) y las concentraciones de CRV y de polimero en la
fase organica.

Caracterizacion de las formulaciones de nanocdpsulas. A la suspension acuosa de NC-CRYV se le hicieron
diferentes evaluaciones: i) el tamafio e indice de polidispersidad (IP) se determinaron por espectroscopia de
correlacion fotonica (Zetasizer Nanoseries, Malvern, mod. Nano-Zs90), ii) el potencial £ de la formulacion se
midi6 usando el mismo instrumento y iii) la morfologia de las NC se determiné mediante microscopia electronica
de barrido (Microscopio Jeol JSM-6490LV).

Cuantificacion de carvacrol en las nanocapsulas. La cantidad de CRV presente en las NC se determin6 por
cromatografia de gases con microextraccion en fase solida por headspace (HS-SPME, por sus siglas en inglés).
Brevemente, esta técnica consiste brevemente en extraer el CRV presente en las muestras, que se colocan en
viales (relacion 1:1, muestra:headspace), mediante la adsorcion en una fibra de silice fundida recubierta por
poliacrilato (85 pm) que se introduce en el espacio del headspace, seguida de la desorcion del carvacrol mediante
temperatura en el inyector del cromatografo de gases. El programa de temperatura del horno del cromatografo de
gases inicid a 130 °C (manteniéndose 1 min), se calent6 hasta 190 °C (a 30 °C/min), después hasta 210 °C (a 10
°C/min.) y finalmente hasta 270 °C (a 30 °C/min) manteniéndolo durante 4 min. Los parametros analiticos del
método a un intervalo de concentracion de CRV de 0.1-2.5 pg/mL fueron: ecuacion de la curva de y=0.7182 x —
0.0168, coeficiente de correlacion (') de 0.9991, limite de deteccién (LDD) de 0.07 pg/mL, limite de
cuantificacion (LDC) de 0.18 pg/mLy precision <15% (R/) [12].

Las suspensiones de NC-CRV se sometieron a centrifugacion a 20,000 rpm durante 2 h a4 °C para obtener la
pastilla y el sobrenadante. La pastilla se seco y, posteriormente, se solubiliz6 en metanol y se analizd por
inyeccion directa por cromatografia de gases con el método antes mencionado. El sobrenadante obtenido se
diluyo y se cuantificé el CRV no incorporado en las NC por HS-SPME. Una vez cuantificado el CRV incorporado
en las NC, se calcularon tanto el porcentaje de encapsulacion como el porcentaje de eficiencia de encapsulacion
de las formulaciones de NC-CVR. Los célculos se realizaron utilizando las ecuaciones 1 y 2, respectivamente.
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Estabilidad de la formulacion de nanocapsulas. La estabilidad de la dispersion acuosa de NC-CRV fue
evaluada durante 16 semanas para lo cual se determind periddicamente el tamafio de particula y el IP. Asimismo,
se realizaron valoraciones visuales para detectar la presencia de agregados de polimero o de material oleoso en la
superficie de la suspension de NC.

3. Resultados y discusién

3.1. Optimizacién de la formulacién de nanocapsulas con carvacrol

Efecto de la concentracion de polimero sobre el tamario de nanocdpsulas. Durante la optimizacion de la
técnica de nanoprecipitacion para la obtencion de formulaciones de nanoparticulas con un tamafio promedio
alrededor de 200 nm, inicialmente, se hicieron ensayos para determinar el efecto de la concentracion de polimero
formador de NC en la fase organica sobre el tamafio de las NC. Es importante precisar que, considerando las
evaluaciones biologicas que se realizaran posteriormente con las nanoparticulas, se utilizaron por separado dos
materiales poliméricos formadores de NC: i) la poli(e-caprolactona) como polimero modelo biodegradable, y ii)
el Eudragit® RL100 como polimero modelo no biodegradable. Como puede apreciarse en la figura 1, el
incremento en la concentracién de polimero de la fase organica, particularmente Eudragit® RL100 (25-210
mg/mL), induce un aumento en el tamafio de las NC (87-360 nm). El aumento en la concentracién de poli(e-
caprolactona) en la fase organica (2-5 mg/mL) siguié la misma tendencia observandose un incremento en el
tamafio de las NC (178-292 nm). Este comportamiento puede explicarse considerando el mecanismo de
formacion de las nanoparticulas: al entrar en contacto la fase acuosa y la fase organica, el solvente de esta ultima
difunde hacia la fase acuosa acarreando consigo cadenas de polimero. La completa incorporacion de la acetona
en el agua induce la agregacion y deposicion del polimero en la superficie del material oleoso, llevando asi a la
formacion de las NC. Al aumentar la concentracion de polimero en la fase organica, existe una mayor cantidad de
cadenas poliméricas por unidad de volumen de solvente, lo cual conduce a la formacion de NC de mayor tamafio.
Este comportamiento fue consistente hasta que se llegé a 210 mg/mL de Eudragit® RL100 y 5 mg/mL de poli(e-
caprolactona) en la fase organica. Con concentraciones mayores de polimero, se observd que se formaban
agregados poliméricos irregulares, lo cual afectaba, considerablemente, tanto el rendimiento de obtencion de
nanoparticulas, como la eficiencia de encapsulacion del CRV [13].
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Figura 1. Influencia de la concentracién de polimero (Eudragit® RL100 [A] y poli(e-caprolactona) [B]) en la fase organica

n

i}

(8]

=

w

O

7}

&

sobre el tamafio de nanoparticulas preparadas por nanoprecipitacion (media + D.E., n=3). 5
=
[}
T
(@]

QUIMICA HOY




QUIMICA HOY CHEMISTRY SCIENCES Julio - Septiembre de 2011

Efecto de la concentracion de carvacrol sobre el tamario de particula. Una vez obtenidas las nanoparticulas
con el tamafio deseado (~ 200 nm), se procedio a determinar la influencia de la concentracion de CRV en la fase
organica sobre el tamafio de las NC-CRV a fin de obtener las condiciones para incorporar eficientemente la
mayor cantidad de CRV en las NC. Primeramente, se evaluaron dos concentraciones de Eudragit® RL100 (25 y 40
mg/mL) con concentraciones crecientes de CRV (2-30 mg/mL) en la fase organica. Como se muestra en la figura
2, utilizando 25 mg/mL de Eudragit® RL100 se obtuvieron NC-CRV con tamafios promedio de 63 a 106 nm,
mientras que con 40 mg/mL de polimero los didmetros variaron de 83 a 101 nm. En general, fue evidente que al
aumentar la concentracién de CRV, también se incremento el tamatfio de las NC, lo cual se debi6 a que se tenia una
mayor cantidad de material oleoso disponible para formar el niicleo de las NC-CRV. El comportamiento es
consistente con los obtenidos en otros estudios con otros estudios [11, 14].

120 230
220 B
110 3 A 210
200
- 100 -
E *i ¥ £ 190 i
; 90 4 * é * 25 mg/mL de Eudragh RL-100 & :?g b
8 8 * F 840 myim.de Euseagt RL-100 2 160
E 7 % 150
& } ¢ ¢ E 140
60 = 130
50 120
110
40 100
04
0 5 10 15 20 25 30 35 0 1 2 3 - 5 6
C: on de carvacr ) Concentracionde Carvacrol (mg/mL)

Figura 2. Efecto de la concentracion de carvacrol en la fase orgéanica sobre el tamafio de nanocépsulas de

A) Eudragit® RL 100 y B) poli(e-caprolactona) preparadas por nanoprecipitacién (media + D.E., n=3).

También se pudo observar que, utilizando concentraciones de CRV mayores a 20 mg/mL, una fraccion de
éste no era encapsulada, la cual era ficilmente detectada como una mancha oleosa en la superficie de la
suspension de NC. Es probable que en este punto el exceso de CRV interfiriera con la agregacion/deposicion del
polimero en la interfase CRV/fase acuosa y, en consecuencia, con la formacion de las NC-CRV.

En general, empleando poli(e-caprolactona) a 3 mg/mL con concentraciones variables de CRV en la fase
orgénica se obtuvo el mismo comportamiento que para el Eudragit® RL100. Como se observa en la figura 3, se
realizaron lotes de NC-CRV con una concentracion de polimero de 3 mg/mL y concentraciones de CRV entre 2 y
4 mg/mL en la fase organica, lo cual permitié obtener tamafios promedio de las NC de 181 a 167 nm,
respectivamente. La concentracion critica en la cual una fraccion de CRV no era encapsulada correspondi6 a 3.4
mg/mL. Practicamente, puede apreciarse en la figura 2 que a partir de esta concentracion la variabilidad (D. E.=
16.9) entre los lotes fue elevada, lo cual hace suponer que el exceso de CRV interfiere con la
agregacion/deposicion del polimero en la superficie de las NC, afectando la formacion de las NC.

En investigaciones recientes se ha demostrado que las nanoparticulas con un diametro alrededor de los 200
nm, aplicadas en piel, se acumulan principalmente en los foliculos pilosos y en los pliegues mas profundos del
estrato corneo, sin penetrarlo. En base a lo anterior, las condiciones experimentales que permitieron obtener NC
con didmetros cercanos a los 200 nm, con un rendimiento del 100 % en la conversiéon de polimero a
nanoparticulas (es decir, sin agregados irregulares) y con una encapsulacion dptima de CRV, fueron: una fase
orgéanica compuesta de 5 mL de acetona con poli(e-caprolactona) a 15 mg/mL y CRV a 3 mg/mL; asimismo, una
fase acuosa constituida de 20 mL de Tween 80 al 3 % (p/v). Las NC-CRV con la formulacion optimizada
presentaron un didmetro promedio de 180 nm con un IP de 0.083. En particular, el IP resulta aceptable si se
considera que varia de 0 a 1, donde el valor mas cercano a cero indica una distribucién homogénea de
nanoparticulas.
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3.2. Caracterizacion de la formulacion de nanocapsulas con carvacrol

Con el método de cromatografia de gases con HS-SPME previamente validado, se cuantifico la cantidad de
CRV presente en las NC-CRV preparadas con poli(e-caprolactona). Considerando las ecuaciones 1 y 2, se
calcularon el porcentaje de encapsulacion y la eficiencia de encapsulacion, cuyos valores correspondieron a 50.9
%+2.40 (media£D.E., n=3)y 90.8 %+ 0.20 (media+ D.E., n=3), respectivamente [ 12].

En cuanto al porcentaje de encapsulacion (Tabla 1), el cual indica las partes de molécula activa incorporadas
por cada 100 partes que constituyen la NC, el valor calculado muestra que practicamente el 51% de las NC estan
formadas por CRV y el resto corresponde al polimero formador de las NC, la poli(e-caprolactona). Elresultado se
considera aceptable, sobre todo si se toma en cuenta que la eficiencia de encapsulacion fue elevada. Por otra parte,
el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (90.8 %) indica que solo el 9.2 % de CRV contenido en la fase
organica no quedd encapsulado en las NC. Este dato permite afirmar que el método de preparacion fue eficiente,
bajo las condiciones establecidas, para la incorporacion de CRV en las NC. En general, se puede decir que la
eficiencia de encapsulacion fue muy elevada, lo cual resulta congruente con estudios anteriores en los cuales
establecio que el método de nanoprecipitacion es recomendado para incorporar moléculas de caracter lipofilico
[7,11,15].

Ano 1, No. 4

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la formulacién de nanocéapsulas de poli(e-caprolactona) con carvacrol

obtenidas por nanoprecipitacion.

Caracteristicas fisicoquimicas Determinacion
Tamaiio ¢ [IP] 180 nm [0.083]
Porcentaje de encapsulacion 50.9
Eficiencia de encapsulacion 90.8
Potencial -17.8 mV
Estabilidad 16 semanas
Morfologia Esférica

Laestabilidad de la formulacion de NC-CRYV se determiné midiendo periddicamente el diametro promedio de
las NC por espectroscopia de correlacion fotonica y realizando una evaluacion visual para detectar la presencia de
agregados de polimero o de restos de CRV en la superficie de la suspension de las NC. Después de 16 semanas,
practicamente, el didmetro de las NC se mantuvo cercano a 180 nm y no varié de forma significativa. Asimismo,
no se observo la presencia de agregados poliméricos o de CRV libre en la superficie de la suspension de
nanoparticulas.

Estos resultados sugieren que la formulacion de NC-CRYV es estable fisicamente, por lo menos, durante este
periodo de tiempo. Es probable que el potencial { de las NC, el cual correspondié a -17.8 mV haya sido el factor
que influy6 para mantener a las NC en suspension, evitando su agregacion. Dicha carga superficial suele ser
negativay produce fuerzas de repulsion electrostatica entre las particulas vecinas, 1o que permite su suspension en
el medio que las contiene. Esto concuerda con estudios llevados a cabo por otros autores en donde se ha
demostrado que NC poliméricas pueden presentar estabilidad hasta por 6 meses [ 15].

Finalmente, en las micrografias (Figura 3), obtenidas por microscopia electronica de barrido, se observo que
la formulacion de NC present6 una poblacion de particulas homogénea. Ademas se pudo apreciar que las NC son
esféricas con tamanos aproximados de 200 nm. La homogeneidad de la poblacion de las nanoparticulas, tanto en
tamafio como en forma, resulto favorable y hace suponer que el desempefio individual de éstas sera uniforme y
consistente durante las evaluaciones bioldgicas a las que seran sometidas posteriormente.
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Figura3. Micrografia electronica de barrido de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) cargadas con carvacrol.

4. Conclusiones

En conclusion, se logré obtener una formulaciéon de NC con CRV con las siguientes caracteristicas
fisicoquimicas: un tamafio promedio de 180 nm con un IP de 0.083, un potencial { =-17.8 mV y un porcentaje de
encapsulacion del 51 %. Asimismo, la formulacion present una distribucion de tamafios de particula homogénea,
lo cual se reflejo en el bajo indice de polidispersidad (IP de 0.083). Dicha uniformidad en cuanto a tamafio, y
también en cuanto a morfologia, se confirmé por microscopia electronica de barrido. Asimismo, la formulacién
resultd ser estable por al menos 16 semanas. En cuanto al proceso de preparacion, la técnica de nanoprecipitacion
resulto ser un buen método de preparacion ya que se lograron obtener eficiencias de encapsulacion mayores al 90
%. Finalmente, se puede concluir que la formulacién obtenida presenta las caracteristicas y propiedades
adecuadas para servir como un potencial sistema acarreador de un agente antioxidante (carvacrol) para su
aplicacion en piel con el objetivo de potenciar su efecto antioxidante en su uso como auxiliar preventivo contra el
cancer de piel.
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