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RESUMEN

En el 4mbito cosmético, la tecnologfa a escala nanométrica resulta atractiva para el
diseno de productos novedosos y funcionales. Asi, para el caso de las nanoparticulas
lipidicas, se ha demostrado su capacidad para incrementar la estabilidad de moléculas
activas y modificar su liberacién. Como un aporte en la bisqueda de alternativas inno-
vadoras para la preparacién de este tipo de transportadores (carriers), el presente
trabajo propone el aprovechamiento de las ceras provenientes de propéleos para la
preparacién de particulas lipidicas conteniendo extracto del 4rbol de té. Las parti-
culas obtenidas presentan tamaos cercanos a 200 nm con polidispersidades infe-
riores a 0,1. Los valores de potencial zeta cercanos a cero sugieren un mecanismo de
estabilizacion del sistema particulado via efecto estérico. De otro lado, la incorpo-
racién del activo dentro de la estructura de las particulas es confirmada por DSC.
En conjunto, los resultados evidencian la posibilidad de generar valor agregado a
un producto de la colmena reconocido y valorado por sus propiedades bioldgicas.

Ademis, ofrecen un material de partida que constituye una alternativa interesante
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para el desarrollo de productos cosméticos novedosos en los que podrian incorpo-

rarse moléculas activas.

Palabras claves: Emulsificacion-difusion, nanoparticulas sélidas lipidicas, propdleos,

aceite del 4rbol de té.

SUMMARY

Propolis based lipid nanoparticles as carriers of cosmetic actives:
Development, characterization and safety evaluation

In the cosmetic field, the technology at the nanometric scale is attractive for designing
novel and functional products. In the case of lipid nanoparticles, the ability of these
carriers for increasing the stability of active molecules and modifying their release
has been demonstrated. As a contribution in the research of innovative alternatives
for preparing these particles, this work proposes the use of the propolis waxes as
starting material. In this way, lipid nanoparticles containing tea tree oil were prepared
having particle sizes close to 200 nm with polydispersity indexes less than 0.1. The
zeta potential values near to zero suggest the stabilization of the lipid nanoparticles
via steric mechanisms. The incorporation of the active into the nanoparticle structure
is confirmed by DSC. As a whole, the results are appealing in order to give added
value to bechive product, recognized in Latin America for its biological properties.
Furthermore, these results offer a new alternative of lipid material which is interesting

for developing pioneering cosmetic products containing active molecules.

Keywords: Emulsification-diffusion, Solid lipid nanoparticles, Propolis, Tea tree oil.

INTRODUCCION

En el ambito cosmético, la nanotecnologia se ha convertido en uno de los ¢jes de inno-
vacion gracias al disefio de materiales a escala nanométrica que aprovechan desde modi-
ficaciones fisicas, que permiten lograr efectos de color, hasta modificaciones quimicas
que mejoran la solubilidad de algunos compuestos o disminuyen su reactividad [1, 2].
Dentro de dichos materiales se encuentran las particulas lipidicas, objeto de estudio en
la presente investigacion, debido a su potencial para la encapsulacion de sustancias sus-
ceptibles de degradacion [3], la liberacién controlada de moléculas [4] y la ventaja que
ofrecen respecto a la penetracién de compuestos activos en el estrato cérneo de la piel [5].
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Adems, por sus propiedades oclusivas contribuyen a la hidratacién de la piel [6], y por su
tamano y estructura, podrian emplearse como sistema alternativo de protecciéon UV [7].

Las particulas lipidicas son derivadas de las emulsiones. No obstante, las gotas lipidi-
cas son solidas a temperatura corporal y, segun los materiales de partida, pueden cla-
sificarse como nanoparticulas sélidas lipidicas (SLN, por sus siglas en inglés) o como
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC, por sus siglas en inglés). Para su
preparacion se emplean técnicas como la emulsificacién—difusion 8] utilizando lipi-
dos sélidos y liquidos, tensioactivos y solventes [9]. Sobre esta base, el presente trabajo
busca el aprovechamiento de estos componentes en la preparacién de particulas lipi-
dicas considerando que el propdleos contiene sustancias lipidicas (e.g., ceras) y que es
catalogado como de uso alimentario y GRAS (Generally Recognized as Safe) [10]. Asi,
se pretende proponer un nuevo material para ser usado en formulaciones cosméticas y
plantear una alternativa novedosa de utilizacién del propédleos, que genere valor agre-
gado a las ceras que contiene y que son catalogadas como contaminantes que afectan
desfavorablemente su calidad.

METODOLOGIA

Materiales

El propéleos empleado en la presente investigacion fue gentilmente donado por el Jar-
din Botdnico de Medellin, siendo recolectado entre noviembre de 2014 y febrero de
2015 en la ciudad de Medellin (Antioquia, Colombia; 6° 13' 55" 098N, 75° 34' 05"
752W, altitud 1486 m.s.n.m.), en colmenas de abejas sin aguijon de la especie nativa
Tetragonisca angustula. También fueron utilizados triglicéridos caprico/caprilico
(CCT, Labrafac Lipophile WL 1349, obsequiado por Gattefossé), aceite del arbol de
té (TTO, Melaleuca alternifolia, Lipovol® Tea Tree, obsequiado por Lipo® Colombia
Ltda), aceite de ajonjoli calidad farmacéutica, poloxamer 188 (PLX, Kolliphor® P188,
Basf; obsequiado por Handler Colombia), alcohol polivinilico (PVA) 31-51 kDa y
87-89% de hidrlisis, adquirido en Sigma-Aldrich, acetato de etilo (AcOEt)(R.A.
Tedia®), n-hexano (R.A. JT. Baker), medio Eagle modificado por Dulbecco (Sigma
Aldrich), suero fetal bovino (Eurobia) y penicilina y estreptomicina (Life Sciences). El
agua destilada usada en todos los experimentos se obtuvo a partir del sistema Milli-Q.

Métodos
Control de calidad del propdleos, extraccion y caracterizacion del material lipidico extraido

Teniendo en cuenta que en Colombia no se dispone de una normativa para el control
de calidad del propdleos, en el presente estudio se estructuré una ficha de control de
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calidad a partir de las legislaciones argentina [11] y brasilera [12, 13] para establecer los
valores de especificacién. Los métodos utilizados fueron los oficiales de la Association
of Analytical Communities (AOAC, 2012), la farmacopea americana [14] y Standard
Methods [15]; asi como aquellos reportados en la literatura [16-20]. Para la extraccién
del material lipidico se investigaron los métodos Soxhlet, Goldfish y Randall (Unidad
Extractora de Solventes Ser 148 VelpScientifica); para los dos primeros se usé como
disolvente n-hexano, mientras que para la extraccién por el método Randall se uti-
lizaron n-hexano y AcOE:t (ver tabla 1).El material lipidico extraido fue caracterizado
por cromatografia en capa delgada (TLC), espectroscopia infrarroja (IR, IRAffinity-1
FT-IR Shimadzu), calorimetrfa diferencial de barrido (DSC, DSC 1 STAR® System-
Mettler Toledo) y difraccién de rayos X(XRD, X PertPRO PANalytical).

Tabla 1. Métodos de extraccién evaluados

, . ., Cantidad de material | Duracién de la extracciéon
Método Tipo de extraccién .
de partida (g) (hora)
Soxhlet Semicontinua 2-3 4
Goldfish Continua 2 4
Randall Contu?ua acellelrada por 3 I
inmersién

Preparacion y caracterizacion de particulas lipidicas empleando material lipidico del propdleos

Para la preparacién de las particulas lipidicas se utilizé el método de emulsificacion-
difusién propuesto por Quintanar et /. con algunas modificaciones [8]. En sintesis, se
dispersaron 100 mg del material lipidico extraido del propéleos en 10 mL de solvente
organico (AcOEt) previamente saturado con agua (Ika® C-Mag HS 7; 500 rpm, tem-
peratura ambiente). Dicha dispersién, denominada fase orgénica, se filtrd a través de
papel de filtro Whatman N. © 3, se adicioné al agente estabilizante previamente dis-
uelto en 40 mL de agua saturada con AcOEt (fase acuosa) y se emulsificé (Ultratur-
rax® T18 IKA®; 11200 rpm, 5 min). La emulsién obtenida se adiciond bajo agitacion
(Ika® C-Mag HS 7, 500 rpm) a 250 mL de agua destilada. Las particulas lipidicas se
formaron inmediatamente. Finalmente, el AcOEt y parte del agua fueron retirados
por evaporacion a presién reducida (Heidolph Hei-VAP Precision; 130 rpm, 40 °C).
Las condiciones mds adecuadas para lograr el menor tamano de particula, la menor
polidispersidad y el mayor porcentaje de drea de la senal principal, fueron deducidas
por medio de un disefio experimental del tipo Plackett-Burman para 12 experimentos
(Statgraphics Centurion V17.1.02), donde se investigaron los efectos a dos niveles del
agente estabilizante (PVA o PLX), de otros lipidos adicionados (CCT o aceite de ajon-
joli), y del tiempo y la velocidad de emulsificacién (ver tabla 2).
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Tabla 2. Factores evaluados mediante disefio experimental Plackett-Burman para deducir la formu-

lacién de particulas lipidicas a base de cera de propéleos

Factor Nivel inferior (-1) Nivel superior (+1)
PVA 2,5 % 5,0 %
PLX 2,5% 5,0 %
CCT 0 mg 10 mg
Aceite de ajonjoli 0mg 10 mg
Tiempo de emulsificacién S min 10 min
Velocidad de emulsificacién 11200 rpm 15600 rpm

Finalmente, las particulas lipidicas obtenidas a partir de las condiciones mas adecuadas
fueron caracterizadas respecto a su tamaio e indice de polidispersidad por el método de
dispersién de luz dindmica (Zetasizer Nano ZS, Malvern®, 5 mediciones por muestra,
5 barridos por medicién, con una duracién de 10 s por barrido a una temperatura de
25 °C y un 4ngulo de 173°). El potencial zeta fue determinado mediante velocimetria
Doppler de laser empleando el mismo equipo. Para tal fin, se prepard una dispersién
diluida de particulas en NaCl 1 mM, realizando 5 mediciones por muestra, 10 barridos
por medicién, con una duracién de 10 s por barrido, a una temperatura de 25 °C.

Igualmente, se evalué la estabilidad a temperatura ambiente (18 °C + 3 °C) y en estufa
a40°C + 1 °C (Jouan IG150), de la dispersién acuosa de las nanoparticulas durante 45
dias, haciendo lecturas de tamafio y potencial zeta cada 15 dias + 1 dfa. Adicionalmente,
a través de una metodologia modificada a partir del trabajo de Avgoustakis ez al. [21], se
evaldo la estabilidad coloidal de las particulas lipidicas frente a la presencia de electroli-
tos. Para este ensayo de agregacion inducida con sulfato de sodio, se tomaron 250 uL de
dispersion de particulas y se adicionaron sobre 2,5 mL de soluciones de sulfato de sodio
de concentraciones diferentes desde 0 M a 1 M, incubadas a 37 °C en un bano maria
bajo agitacién constante (100 rpm; plancha de calentamiento Ika® C-Mag HS, 2102).
Transcurridos 10 min se determind visualmente la concentracion critica de coagulacion.

Para lograr una aproximacién a la composicién quimica de las particulas se identifica-
ron los principales grupos funcionales utilizando TLC y espectroscopia infrarrojo (IR,

IRAfhnity-1 FT-IR Shimadzu).

Evaluacién de la citotoxicidad in vitro de las particulas lipidicas

La citotoxicidad de las dispersiones de particulas preparadas a partir del material
extraido del propéleos fue evaluada a través de ensayos iz vitro en lineas celulares de
fibroblastos y queratinocitos.
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Citotoxicidad en fibroblastos 313/Balb-c medida a través de la captacion del colorante rojo neutro

Se utilizaron células en fase exponencial de crecimiento, cultivadas en el laboratorio y
sembradas en placas de 96 pozos en una densidad de 1,5x10* células/pozo, con medio
de cultivo suplementado (DMEM, medio Eagle modificado por Dulbecco + 5 % suero
fetal bovino y 1 % antibidtico penicilina/estreptomicina). Las células se adhirieron
durante 20 h + 4 h y se reemplazé su medio de cultivo. Posteriormente, se adicionaron
los tratamientos de forma directa sobre las células en concentraciones de 2000 ppm a
50 ppm y se incubaron en condiciones estindar de cultivo (37 °C, 65 % de humedad
relativa, 5 % de CO,). Tras 24 h + 2 h de incubacidn, las células se observaron por
microscopia invertida para evaluar los posibles dafios o cambios en la morfologia celu-
lar. Se retiraron los tratamientos y se adiciond colorante rojo neutro (NR). Las células
fueron incubadas nuevamente durante 3 h + 0,5 h bajo las condiciones previamente
expuestas y al cabo de ese tiempo se lavaron, se extrajo el NR de las células tratadas y se
cuantificé espectrofotométricamente a 550 nm.

A partir de las absorbancias obtenidas se calculd el porcentaje de supervivencia celular
de las células tratadas versus el control de crecimiento (blanco sin tratamiento). Para
obtener los valores de las concentraciones efectivas ECy, (relacionada con la potencia
de actividad) y ECs, (que define el grado de actividad sobre el sistema celular en estu-
dio) se realizd un andlisis de regresién no lineal del porcentaje de supervivencia versus
el logaritmo de la concentracion en estudio. El grado de irritacién se asigné segun los
criterios presentados en la tabla 3. La mdxima dosis tolerada (HTD) es un pardmetro
determinado a través de observaciéon microscopica, que representa la concentraciéon

que causa solamente los minimos cambios morfol6gicos comparados con los cultivos
control [22-24].

Tabla 3.Clasificacién general de los irritantes para la prueba de captacion de rojo neutro [24].

Valor ECy, (ppm) Valor HTD (ppm) Clasificacién
> 500 ppm > 200 ppm Irritante minimo
<200 ppm . .
Irritante ligero
200 500 > 100ppm
ppm - 5T ppm < 100 ppm Irritante ligero-moderado
> 50 ppm
100 -200
PP ppm <50 ppm Irritante moderado
> 25 ppm
50 ppm - 100 ppm PP
<25 ppm Irritante severo
<50 ppm

HTD: Dosis mdxima tolerada.

152



Nanoparticulas lipidicas a base de propéleos

Citotoxicidad en lineas celulares establecidas de queratinocitos epidermales modificados humanos

(HaCaT) usando MTT (bromuro de 3 -(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-difeniltetrazol)

Se emplearon células en fase exponencial de crecimiento, obtenidas de los cultivos coti-
dianos del laboratorio y sembradas en placas de 96 pozos con una densidad de 5x10°
células/pozo, con medio de cultivo suplementado (DMEM, medio Eagle modificado
por Dulbecco + 10 % suero fetal bovino y 1 % antibiético penicilina/estreptomicina).
Los tratamientos fueron adicionados directamente sobre las células en concentraciones
de 2000 ppm a 50 ppm y se incubaron en condiciones estindar de cultivo. Después de
24 h + 2 h de incubacién los cultivos celulares se observaron por microscopia invertida
para evaluar los posibles dafios o cambios en la morfologia celular. Los tratamientos
fueron retirados, se adicioné colorante MTT y las células se incubaron durante 2 h +
0,5 h, bajo las condiciones previamente expuestas. Se realizé la extraccién de los crista-
les de formazéan producidos en isopropanol, y se cuantificaron por espectrofotometria
a 575 nm. Para obtener los valores ECy, y ECs, las absorbancias obtenidas se relacio-
naron con los controles de crecimiento mediante andlisis de regresién no lineal en una
curva de supervivencia celular en porcentaje versus concentracion.

Incorporacion de aceite del drbol de ¢ (TTO) en particulas lipidicas a base de material
lipidico extraido de propdleos

Utilizando la formulacién definida previamente para la preparacién de las particulas
lipidicas, se investigd su capacidad para incorporar TTO. Para tal fin, se evaluaron dife-
rentes concentraciones de este activo, que se adiciond en la fase org:’mica. Las particulas
obtenidas fueron caracterizadas como se ha descrito y la presencia de activo fue detec-
tada por TLC usando como fase estacionaria cromatofolios TLC Silica Gel 60 F 55,

(Merck Millipore) y confirmada por IR.
RESULTADOS Y DISCUSION

Control de calidad del propéleos

El propéleos es una sustancia resinosa natural que las abejas fabrican principalmente a
partir de los exudados de plantas, ceras y sustancias propias de su metabolismo con el
fin de utilizarlo para construir y proteger la colmena [25-27]. Fisicamente, se describe
como un material lipofilico y duro que al ser calentado se hace suave, flexible y pega-
joso. Tiene un olor caracteristico y su color varfa segtin su origen y antigiiedad, desde
amarillo o verde, hasta rojo o marrén [28].

Como se observa en la tabla 4, el propéleos empleado en la presente investigacién no
satisface todos los estindares de calidad definidos por las normativas de referencia.
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Esto puede ser atribuido a su composicién quimica, que depende de factores como el
método de extraccion, la época de recoleccién, la iluminacién, la altitud, la especie de
abejas, la diversidad vegetal circundante y las actividades paralelas de las zonas vecinas
a la colmena [27]. En efecto, las legislaciones en este tema estan basadas en el propé-
leos de cada regién y muchos son obtenidos de colmenas de abejas de mayor difusion
comercial, como es el caso de Apis mellifera L. [29].

No obstante, para este estudio son de particular interés los resultados obtenidos en los
ensayos de componentes solubles en etanol y ceras. Los componentes solubles en etanol
corresponden a la cantidad de resinas que recolectan las abejas de varias especies vege-
tales y que llevan a la colmena para elaborar el propdleos [33]. Asi, a mayor contenido
de resinas mayor actividad bioldgica, lo que a la vez guarda relacién directa con los
ensayos de cantidad de fenoles totales, contenido de flavonoides e indice de oxidacion.
De acuerdo con esto, al tener componentes solubles en etanol por debajo de la especi-
ficacién, el propdleos utilizado en esta investigacion es limitado respecto al contenido
de sustancias activas.

De otro lado, respecto a las ceras, se espera una baja proporcion debido a la ausencia de
moléculas activas en ellas [20]. En efecto, un elevado contenido de ceras en el propdleos
(> 40 %) se considera un criterio para su clasificacién como material de baja calidad, lo
cual es un inconveniente para la preparacién soluciones concentradas de propéleos [34,
35]. Como se observa en la tabla 4, el contenido de tales componentes en el propéleos
bajo estudio es bastante elevado. Sin embargo, la presente investigacion busca aprove-
char esta aparente desventaja para darle un valor agregado y convertirlo en materia prima
para la preparacién de particulas lipidicas con aplicacién en el campo cosmético.

Extraccidn y caracterizacién del material lipidico a partir del propoéleos

Inicialmente, se investigo la extraccién del material lipidico del propdleos empleando
diferentes métodos y solventes (n-hexano y AcOEt). Como se observa en la tabla I,
se evaluaron tres métodos de extraccién. Sin embargo, el método Soxhlet presentd
inconvenientes de orden practico debido a que el material lipidico se deposita en el
brazo del sifén, dificultando la extraccidn, razdn por la cual no fue posible alcanzar un
valor confiable en la determinacién y se descarta este método para la continuidad del
trabajo. De los dos métodos continuos, el de Randall fue seleccionado porque si bien
la eficiencia de extraccidn es algo menor (ver tabla 5), el tiempo de calentamiento del
material es inferior al requerido por la técnica de Goldfish, lo que preserva la integridad
del extracto. Al caracterizar por TLC los lipidos extraidos (ver figura 1) se detecta la
presencia de compuestos de cardcter terpénico o fenilpropanoide [36], los que segtin
reportes previos pueden corresponder a monoterpenos que le dan el olor caracteristico
[37] y a derivados de los 4cidos cindmico, benzoico y fenilpropanoico [38].

154



Nanoparticulas lipidicas a base de propéleos

Tabla 4. Control de calidad del propéleos crudo del Jardin Botédnico de Medellin

Rango establecido como

Ensayo Método Resultado
aceptable
L. Caracteristico: resinoso .
Olor Organoléptico [30] o balsimico ** Resinoso
Color Organoléptico [30] An.l.a tillo, pa1:do, verdoi(s, Marron
rojizo, marrdén y otros oscuro
Caracteristico: de
Sabor Organoléptico [30] suave balsdmico a fuerte Balsdmico
y picante *°
Consistencia N Organoléptico [30] Maleable a rigido *° Rigido
temperatura ambiente
L Homogéneo o .

Aspecto Organoléptico [30] heterogénco * Heterogéneo

tedi fxi 0/ 2.

Perfilda por Gravimétrico [31] Mlax‘lmo 8 % L 5,2% £+ 0,3 %
calentamiento o secado maximo 10 %

Cenizas Gravimétrico[32] Maiximo 5 % 1,2% + 0,3 %
Masa mecanica o Gravimétrico; extracciéon Maximo 40 % % 25,9 % + 0,8
cuerpos extrafos con solventes [16] Miximo 25 % ® %

Ceras Gravimétrico; extraccién Maximo 25 % 3 58,6 % + 2,1
con solventes [16] Miximo 40 % ® %
Solubles en etanol Gravimétrico; extraccién Minimo 35 % % 15,7% + 1,6
con solventes [16] Minimo 30 % ® %
Tiempo de decoloracién
Indice de oxidacién solucién KMnO, 0,1 Maximo 22 segundos ** 120s+7s
N[16]
o . 0
Compuestos fendlicos Espectrofotométrico Mmlmo/S.A) (c)/(p.resadbos 29%+ 0.3 %
[17-19] como 4cido gélico) *
% +
Flavonoides Espectrofotométrico [20] Minimo 0,5 % ** 0.2 A)(y_ 0.01
0

Senales caracteristicas de

Presenta un

Espectro de absorcidn E wrofotométrico [16] las principales clases de ml:mm(')/de
UV-VIS spectrototometrico flavonoides entre 200 y eztsr(e)rZC;(())ny
a b
400 nm*, 270y 315nm". 315 nm.
Plomo Ensayo limite [14] Maximo 2.0 mg/Kg"® <2,0mg/Kg
Arsénico Plasma de acoplamiento Maximo 1,0 mg/Kg® 0,2 mg/Kg

inductivo [15]

“Legislacién brasilera [12, 13]. *Legislacién argentina [11].
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Tabla 5. Eficiencia de extraccién del material lipidico del propéleos utilizando diferentes méto-

dos (n-hexano).

Método de extraccién Resultados
Goldfish 58,6 % +2,1%
Randall 46,9% +4,1%

Figura 1. Cromatofolio del material lipidico extraido de propéleos con n-hexano por los métodos

de: A) Randall y B) Goldfish. Fase mévil: cloroformo, revelador Godin.

Teniendo en cuenta que el método de preparacién de las particulas lipidicas usual-
mente emplea AcOEt como solvente orgénico, se investigd la eficiencia de extraccién
utilizando este solvente y el método de Randall. Los resultados indican un 63,5 % +
1,6% de eficiencia de extraccién, mayor a la obtenida con n-hexano, donde ademas de
los lipidos, el AcOEt podria extraer una mayor diversidad de componentes del propé-
leos (ver figura 2).

Figura 2. Cromatofolio del material lipidico extraido de propéleos a través del método Randall usando

como solventes AcOEt y n-hexano (H). Fase mévil: cloroformo: AcOEt (70:30), revelador Godin.

El material lipidico extraido a partir del propéleos, tanto con n-hexano como con
AcOEt, se caracterizé por diferentes técnicas. La figura 3 presenta los resultados del
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andlisis por DSC, observindose durante el calentamiento una sefial endotérmica
correspondiente a la fusién y durante el enfriamiento la sefial exotérmica propia de
la cristalizacién del material. Los rangos de fusion y de cristalizacion son amplios (ver
tabla 6), lo que sugiere una mezcla de sustancias.

Tabla 6. Resultados del andlisis por DSC del material lipidico extraido por el método de Randall.

Material Rango de fusién Rango de cristalizacion
ateria
, Seial de AH de Seiial de AHde
extraido ici i ici i
con: Izt)lg)o fusién lz(l)r(lja)l fusién I?’lg)o cristaliza. l;:?:a)l cristalizac.
(°C) (J/g) (°C) (J/g)

n-hexano 50,6 64,7 68,0 44.8 63,8 61,5 49,2 -40,1
AcOFt 52,4 67,5 69,6 42,1 65,0 61,5 50,6 -36,1

20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 °C
— n-hexano AcOEt

Figura 3. Termograma del material lipidico extraido del propédleos por el método de Randall utili-

zando n-hexano o AcOEt como solventes.

Los resultados de espectroscopia IR (KBr) (ver figura 4) presentan las sefiales caracteris-
ticas de la cera de abejas segtin como lo reportan Birshtein y Tul'chinskii [39]. Asi, por
ejemplo, existe una senal intensa alrededor de 1710 cm™ atribuida a grupos carboxilo
no ionizados. La banda ancha entre 3200 cm™y 3450 cm™" corresponde a la vibracién
de estiramiento de los grupos hidroxilo de los alcoholes, y las bandas a 2851 cm™y
2916 cm™' se presentan por las vibraciones de estiramiento de enlaces CH, complemen-
tado por la sefial en 1462 cm™ de vibraciones de deformacion CH, y en 721 cm™ de
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deformaciones esqueléticas no planares de cadenas largas hidrocarbonadas, tal como se
esperaba debido a la presencia de alcanos.

%T
25
20

15

10

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
AcOEt

n-hexano

Figura 4. Espectros de infrarrojo (KBr) del material lipidico extraido del propéleos segtn el solvente

de extraccion. En rosado: AcOEt; en gris: n-hexano.

De otro lado, de acuerdo con los resultados de XRD (ver figura 5), el material lipidico
extraido del propdleos tiene zonas cristalinas que son similares independientemente
del solvente utilizado para la extraccién.

Counts PrJBH Counts
10000
15.4° 16.1° ]
10000

2500
2500

200 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70
Position [2Theta] (Copper (Cu)) Position [2Theta] (Copper (Cu))

Figura 5. Difraccién de rayos X (XRD) del material lipidico extraido: A) n-hexano; B) AcOEt
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Preparacion y caracterizacion de particulas lipidicas a partir del material extraido del propdleos

Utilizando como método de preparacion la técnica de emulsificacion-difusion se inves-
tigaron la formulacién y las condiciones de operacién mas adecuadas para la obtencion
de particulas lipidicas, a partir del material extraido del propéleos. Con el propésito de
favorecer la incorporacién de componentes activos, se prefirié la preparacién de trans-
portadores lipidicos nanoestructurados (NLC, Nanostructured Lipid Carriers), lo que
requiere la inclusién de un lipido liquido en la formulacion.

En la figura 6 se presentan los resultados del diseno estadistico de Plackett-Burman a
partir de los que se deduce que la velocidad de emulsificacién y el agente estabilizante
PVA influencian el tamafio de particula; el aceite de ajonjoli y la velocidad de emulsifi-
cacién gobiernan la polidispersidad, y ningtin factor tiene efecto significativo en la no
formacién de agregados. La interpretacion en conjunto de los resultados obtenidos, en
los que se busca el menor tamafio de particula, la mas baja polidispersidad y la menor
posibilidad de formacion de agregados, sustenta la formulacion prototipo y las condi-
ciones de trabajo a utilizar.

En sintesis, las particulas se pueden preparar a partir de 100 mg de material extraido del
propdleos, 10 mg de CCT, 10 mL de AcOEt previamente saturado con agua y 40 mL
de una fase acuosa previamente saturada en AcOEt que contiene como agentes estabili-
zantes PLX (0,5 g) y PVA (0,5 g). Como condiciones de emulsificacién se prefiere una
velocidad de 11200 rpm durante 5 min. Las particulas resultantes tienen un tamano
aproximado de 226 nm + 7 nm y un indice de polidispersidad inferior a 0,09 + 0,02. La
senal principal de tamano de particula corresponde al 100% de la respuesta.

De otro lado, el potencial zeta de las particulas lipidicas preparadas a partir del material
extraido de propdleos es menor a + 2 mV y no es afectado por el pH del medio en el
que se realiza la lectura (ver figura 7A). Esto sugiere un mecanismo de estabilizacion del
sistema particulado en el que predomina el efecto estérico. De hecho, se ha reportado
que el PLX se adsorbe en la superficie de la particula considerando la posible afinidad
de su bloque central de polioxipropileno con los lipidos. Los bloques hidrofilicos de
polioxietileno permanecen en la fase acuosa estabilizando el sistema por repulsién esté-
rica [40]. Por otro lado, considerando el pequefio tamano de la unidad monomérica del
PVA, este podria interactuar con los lipidos ubicdndose tanto en la superficie como al
interior de las particulas, e¢jerciendo igualmente un efecto estérico [41]. Para verificar
lo anterior, se realiz6 un ensayo de agregacién inducida de las particulas obteniendo
una concentracion critica de agregaciéon de 0,7 M de Na,SO,. Una vez agregadas las
particulas es imposible su redispersién (ver figura 7B).
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Figura 6. Resultados de los efectos de las diferentes variables investigadas en el disefio experimental
de Plackett-Burman en la preparacion de particulas lipidicas a partir de material extraido del pro-
poleos. A) Graficas de efectos principales; B) Diagramas de Pareto estandarizados: gris, nivel alto;
negro, nivel bajo. Variables respuesta: 1) Tamano de particula; 2) Polidispersidad; 3) Porcentaje
de la senal principal. En niimeros romanos: I: PVA; II: PLX; III: CCT; IV: Aceite de ajonjoli; V:
Tiempo de emulsificacién; VI: Velocidad de emulsificacion. Las estrellas sefialan las variables con

efectos significativos.

Para verificar que atin con un bajo potencial zeta se garantiza un minimo de estabili-
dad de los sistemas lipidicos preparados, las dispersiones de particulas obtenidas, segun
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las condiciones anteriores y utilizando material extraido tanto con AcOEt como con
n-hexano, fueron evaluadas respecto a su estabilidad a temperatura de laboratorio y a
40 °C. Como se observa en la figura 8, las variaciones del didmetro hidrodinamico de
las particulas en funcién del tiempo no superan los 30 nm, lo que en la practica del
trabajo con sistemas nanoparticulados no se considera significativo.

A

=

£

s 2 |24 LX]|
g k?.- *"*AEVA
= 3 3 e

2 - Tx

g 4 D TR 2)
5 AR

A5

—-= n-Hexano = EtAc

Figura 7. A) Comportamiento del potencial zeta de particulas lipidicas a base de propéleos en fun-
cién del pH, segtin sean preparadas utilizando n-hexano o AcOEt como solvente orgénico. En el
recuadro se ilustra la posible estructura de la particula: 1) Particula lipidica sin agente estabilizante;
2) Particula lipidica con agentes estabilizantes. B) Comportamiento de las dispersiones frente a di-
ferentes concentraciones de Na,SO, (M). CCA: Concentracién Critica de Agregacion.

300 A 300 g
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Figura 8. Comportamiento del tamafio de particula durante el estudio de estabilidad de dispersiones

acuosas de particulas lipidicas: A) 18 °C + 3 °C; B) 40 °C + 1 °C.

Evaluacion de las particulas lipidicas respecto a su potencial citotéxico i vitro

La toxicidad de los sistemas nanoparticulados es relevante teniendo en cuenta su
potencial aplicacion en los campos farmacéutico y cosmético. La mayoria de estudios
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de viabilidad celular de los nanotransportadores (e.g. NLC) se han desarrollado por el
ensayo de MTT [42]. Sin embargo, la técnica que usa NR también es util, porque se
fundamenta en que este colorante penetra con rapidez la membrana celular por difu-
sién no idnica, acumuldndose especialmente dentro de los lisosomas. Los cambios celu-
lares ocasionados por los tratamientos hacen que las células pierdan su capacidad de
incorporar y unir las moléculas de rojo neutro [43].

En esta investigacion se llevaron a cabo pruebas en las lineas celulares de fibroblastos
murinos 3T3/Balc-c y queratinocitos epidermales modificados humanos, debido a que
son modelos biolégicos alternativos vélidos para la evaluaciéon de seguridad de pro-
ductos cosméticos. Los resultados presentados en la tabla 7 evidencian que la muestra
evaluada no tiene efecto citotdxico en ninguna de las dos lineas celulares, lo que indica
un buen margen preliminar de seguridad para uso en la formulacién de productos des-
tinados a aplicacién tépica.

Tabla 7. Ensayos de citotoxicidad de las dispersiones de particulas lipidicas preparadas

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

Muestra Concentracion empleada | HTD (ppm) | ECyy(ppm) | Concepto final

Dispersiones de 8 concentraciones

particulas lipidicas | diferentes de 50-2000 ppm > 2000 > 2000 Trritance minimo

Citotoxicidad en queratinocitos humanos (MTT)

Muestra Concentracién empleada EC,,(ppm) EC,, (ppm)
Dispersiones de 8 concentraciones
particulas lipidicas | diferentes de 50-2000 ppm 2000.3 272:3

Incorporacion de aceite del arbol de té en NLC preparados a base de material

extraido del propdleos

Con el propdsito de verificar la posible aplicacién de las particulas lipidicas, obteni-
das a partir del propéleos como transportadores de activos de interés cosmético, se
investigé la incorporacién del TTO, un reconocido agente antifingico y antibacterial
[44]. La encapsulacion de este activo se evalué preliminarmente por TLC (ver figura
9). Los resultados de la observacién al ultravioleta, y al revelar con anisaldehido-4cido
sulfurico, detectan la presencia de terpenoides y de propilpropanoides [36], tanto en
la composicién del propdleos como del TTO. Como se observa, los cromatogramas
de las particulas que incorporan aceite son notablemente diferentes a aquellos de las
particulas blanco. Sin embargo, por medio de esta técnica no fue posible confirmar
la incorporacién de TTO debido, posiblemente, a la baja concentracion adicionada
(mdximo 5 mg) y a la similitud en la polaridad de los componentes del aceite y del
material lipidico empleado para la preparacion de las particulas.
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Ademds, para complementar lo anterior, se llevaron a cabo analisis por espectroscopia de
IR a partir de los que se evidencia el atrapamiento del TTO. Como se observa en la figura
10, en el espectro de las particulas se incrementa la intensidad de la senal en 2345 cm™, la
que es caracteristica del espectro del aceite esencial.

Fase mévil tolueno: EtAc (93:7)

Figura 9. TLC usando como fase mévil tolueno: AcOEt (93:7) A) Cromatofolio visto a 365 nm
previo a revelar. B) Cromatofolio revelado con anisaldehido-dcido sulfirico. a) Material lipidico

extraido en n-hexano; b) Formulacién prototipo liofilizada sin inclusién de TTO; ¢) Formulacién

con inclusién de TTO; d) TTO.
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Figura 10. A) Espectros IR (KBr) de particulas lipidicas liofilizadas. Arriba: conteniendo aceite del
drbol de té; abajo: particulas blanco. B) Espectro IR (ATR) del TTO.
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CONCLUSIONES

El material lipidico y otros extractables en AcOEt o n-hexano, presentes en el pro-
pdleos, pueden ser utilizados exitosamente en la preparaciéon de NLC y brindan una
novedosa alternativa para disefiar sistemas a escala nanométrica de posible aplicaciéon
como portadores de ingredientes activos, tales como el TTO. Esto ofrece un impacto
positivo tanto para el campo apicola como para el cosmético, al darle valor agregado a
este producto de la colmena y al abrir nuevas posibilidades de investigacion conducen-
tes al desarrollo de productos cosméticos innovadores.
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