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RESUMEN

Sosa Gutiérrez Dalis Sofia. M. en C. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Enero del 2018. Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria del acido
betulinico empleando dos vehiculos acarreadores (hnanogeles y organogeles) de
aplicacién dérmica en un modelo murino. Asesores Dr. Hugo Sergio Garcia
Galindo, Dr. Andrés Antonio Acosta Osorio Dr. Jorge Fernando Toro Vazquez.

El acido betulinico (AB) es un compuesto lipofilico que ha demostrado resultados
benéficos en la inflamacién por via tépica. Existe una busqueda constante de la mejora
de vehiculos transportadores de farmacos. Los organogeles (OG), gracias a sus
componentes afines a las membranas de la piel, facilitan el atravesar las diferentes
capas de la piel a los farmacos que transportan. Actualmente no existen estudios de
organogeles acarreadores de acido betulinico, y hay pocos estudios que emplean
aceites vegetales como medio organico en estos sistemas. Por otro lado, los
nanogeles (NG) incrementan la absorcién de diversos farmacos en la piel debido al
reducido tamafio de particula. Ambos vehiculos tienen propiedades que los hacen
buenos candidatos para tratar enfermedades en la piel, por lo que en este estudio se
buscé evaluar y comparar la actividad anti-inflamatoria de ambos sistemas sobre un
edema auricular en ratones. Para lograr esto se elaboraron y caracterizaron cada uno
de los vehiculos. Los OG compuestos de lecitina, aceite de triglicéridos de cadena
media y acido betulinico, se evaluaron a tres concentraciones de gelante (25, 35, 45%)
y tres concentraciones de compuesto bioactivo para medir su efecto en las
propiedades termo-mecanicas. De forma paralela se desarrollaron los NG siguiendo el
meétodo de polimerizacion de emulsién, donde previamente se desarrollé una
nanoemulsién de AB, la cual se reticul6 con un polimero de poli acrilato (Carbopol
940%); en estos sistemas se evaluaron tres concentraciones de carbopol (0.5, 1, y
1.5%) y tres tiempos de activacion del polimero (6, 12 y 24h), y se caracterizaron
termo-mecanicamente y micro-estructuralmente. Finalmente, se evaluo la actividad

anti-inflamatoria del AB siguiendo un modelo de edema auricular inducido con TPA



para posteriormente determinar el porcentaje de inhibicion del edema por porcentaje

en peso y se corroboro histologicamente.

En general, los resultaros mostraron que los OG AB fueron termorreversibles y
estables hasta 74°C (a partir de estatemperatura los sistemas mostraron cambios de
fases, tendencia a fundirse o a tener un re-arreglo estructural); reolégicamente
demostraron tener valores altos de G' (mdédulo de almacenamiento), pudiendo
clasificarlos como geles fuertes, comparados con los NG. Los testigos [hidrogel
acarreador de 4cido betulinico (HG AB)] mostraron valores de G' alin mas bajos con
respecto a los NG, debido a la interaccion de los componentes (fosfatidilcolina de soya,
glicerol) de la nanoemulsion empleada para obtener el NG AB. Se encontré que a
mayor concentracion de reticulante, se produjo una mayor elasticidad para ambos
sistemas (NG y OG), y que el tiempo de activacion del reticulante, para el caso de los
NG, comenzé a ser significativo incrementando G' a partir de concentraciones de 1%
de carbopol. De manera paralela, en los OG se encontr6 que las concentraciones del
AB mostraron efecto sobre la elasticidad de los sistemas, el cual fue mas notorio a
35% de gelificante. Este efecto sugiere que el AB puede actuar como gelificante en
ATCM, o incluso actuar como co-gelificante. En cuanto al porcentaje de inhibicién de
la inflamacion, se encontré que los NG AB y OG AB inhibieron el edema (52 y 42%,
respectivamente), sin mostrar efectos adversos como el farmaco de referencia,
diclofenaco que produjo el 30% de defunciones. Histolégicamente, en los tejidos de
orejas tratadas con los nanogeles y organogeles no se evidencié discontinuidad en la
epidermis y dermis, a diferencia del grupo con el acido betulinico libre y el grupo testigo
con edema, y que ademas mostraban menos cantidad de infiltrado inflamatorio

respecto a estos mismos grupos.



ABSTRACT

Sosa Gutiérrez Dalis Sofia. M. en C. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Enero del 2018. Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria del acido
betulinico empleando dos vehiculos acarreadores (hnanogeles y organogeles) de
aplicacién dérmica en un modelo murino. Asesores Dr. Hugo Sergio Garcia
Galindo, Dr. Andrés Antonio Acosta Osorio Dr. Jorge Fernando Toro Vazquez.

Betulinic acid (AB) is a lipophilic compound that has shown beneficial results in topical
inflammation. There is a constant search for the improvement of drug transport
vehicles. The organogels (OG), thanks to their components related to the membranes
of the skin, facilitate the crossing of the different layers of the skin to the drugs they
transport. There are currently no studies of organogels carrying betulinic acid, and there
are only a few studies that utilise vegetable oils as an organic medium in these systems.
On the other hand, nanogels (NG) increase the absorption of various drugs in the skin
due to the reduced patrticle size. Both vehicles have properties that make them good
candidates to treat diseases in the skin. In this study, we pursued to evaluate and
compare the anti-inflammatory activity of both systems on auricular edema in mice. To
achieve this, each of the vehicles was prepared and characterized. The OG composed
of lecithin, medium chain triglyceride oil and betulinic acid, were evaluated at three
concentrations of gellant (25, 35, 45%) and three concentrations of bioactive compound
to assess their effect on their thermo-mechanical properties. In parallel, the NG were
developed following the emulsion polymerization method, where an AB nanoemulsion
was previously developed, which was cross-linked with a poly acrylate polymer
(Carbopol 940®). In these systems, three concentrations of carbopol (0.5, 1, and 1.5%)
and three times of activation of the polymer (6, 12 and 24h) were evaluated, and
characterized thermo-mechanically and micro-structurally. Finally, the anti-
inflammatory activity of AB was assessed following a model of atrial edema induced
with TPA to subsequently determine the percentage of edema inhibition by weight

percentage which was corroborated histologically.



In general, the results showed that OG AB were thermoreversible and stable up to 74°C
(from this temperature the systems showed phase changes, a tendency to melt or to
have a structural rearrangement); rheologically they showed to have high values of G'
(storage module), being able to classify them as strong gels, compared with the NG.
The controls [betulinic acid carrier hydrogel (HG AB)] showed even lower G' values with
respect to the NG, due to the interaction of the components (soy phosphatidylcholine,
glycerol) of the nanoemulsion used to obtain the NG AB. It was found that the higher
the concentration of crosslinker, the greater the elasticity for both systems (NG and
0G), and that the time of activation of the crosslinker, for the case of NG, began to be
significant increasing G'from concentrations of 1% carbopol. In parallel, in the OG it
was found that the concentrations of the AB showed effect on the elasticity of the
systems, which was more noticeable at 35% of gelling. This effect suggests that the
AB can act as a gelling agent in ATCM, or even act as co-gelling agent. Regarding the
percentage of inhibition of inflammation, it was found that NG AB and OG AB inhibited
edema (52 and 42%, respectively), without showing adverse effects as the reference
drug, diclofenac which produced 30% of deaths in experimental mice. Histologically,
discontinuity was not evident in the epidermis and dermis of tissues from ears treated
with nanogels and organogels, unlike the group with free betulinic acid and the control
group with edema, and also showed less inflammatory infiltrate compared to these

same groups.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El acido betulinico (AB) es un triterpeno pentaciclico de tipo lupeno que ha demostrado
resultados benéficos en la inflamacion por via tépica (Recio et al., 1994; Ciurlea et al.,
2010). Sin embargo, tiene baja solubilidad en medio acuoso. Debido a esto es
necesario desarrollar sistemas de suministro para mejorar la biodisponibilidad de dicho
compuesto bioactivo lipofilico.

Durante las dos ultimas décadas, los organogeles de lecitina se han convertido en uno
de los mas modernos sistemas portadores de compuestos bioactivos. Se prefiere a
estos sistemas debido a su larga vida de almacenamiento, termorreversibilidad,
estabilidad, y la capacidad de atrapar compuestos de tipo tanto hidrofilico como
lipofilico (Kumar y Karate, 2005). La lecitina o fosfatidilcolina (PC) es un agente
tensoactivo biocompatible y biodegradable, que actia como un gelificante y
potenciador de penetracién en la piel que al ser enriquecido con un acido graso
saturado (4cido estearico), ademas de potenciar la capacidad de gelificador ofrece
estabilidad oxidativa al vehiculo, proteccién del compuesto bioactivo y aporta a la piel
beneficios como hidratacion y poder de cicatrizacion (Lohan et al., 2016).

Por otro lado, los nanogeles han mostrado ser capaces de incrementar la absorcion
de diversos farmacos en la piel debido al reducido tamafio de particula, ademas son
considerados sistemas idéneos para la nanomedicina en la administracion dérmica de
medicamentos poco solubles (Shen et al., 2014).

Ambos vehiculos poseen propiedades que los hacen buenos candidatos para tratar
enfermedades en la piel, por lo que en este estudio se busco6 evaluar y comparar la
actividad anti-inflamatoria de ambos sistemas sobre un edema auricular en ratones.
Dentro de los estudios realizados donde emplean los organogeles y nanogeles como
vehiculos acarreadores de farmacos liposolubles, hasta el momento no existe alguno

donde desarrollen sistemas acarreadores de &cido betulinico para la entrega tépica
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para el tratamiento de la inflamacion. Por ello fue importante caracterizarlos

previamente y determinar si eran idéneos para el fin planeado.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Compuestos bioactivos

Inicialmente, las personas utilizaban las plantas con fines nutritivos, pero después del
descubrimiento de las propiedades medicinales de las platas, estas se convirtieron en
una fuente Gtil para la curacion de enfermedades y la promocién de la salud de diversas

comunidades humanas (Azmir et al., 2013).

Los compuestos bioactivos de plantas se producen en forma de metabolitos
secundarios. Todos los compuestos derivados de sistemas biolégicos se pueden
dividir en dos grandes grupos. Los primeros son los metabolitos primarios, en los
cuales estan incluidas las sustancias quimicas destinadas a crecimiento y el desarrollo,
tales como carbohidratos, aminoacidos, proteinas y lipidos. Los metabolitos
secundarios son aquellos que se producen en una fase posterior al crecimiento, no
tienen ninguna funcion en el crecimiento (aunque pueden tener funciéon de
supervivencia), tienen estructuras quimicas inusuales (Paulsen, 2010). Algunos
metabolitos secundarios que tienen efecto en los sistemas bioldgicos se consideran

como bioactivos.

Asi, una definicion simple de compuestos bioactivos en plantas es: metabolitos
secundarios de las plantas que pueden provocar efectos farmacol6gicos o
toxicoldgicos en humanos y animales. Se dice que un compuesto o0 una sustancia tiene
actividad bioldgica cuando ejerceun efecto directo en el organismo. Este efecto puede
ser positivo o0 negativo, dependiendo de la sustancia, dosis y la biodisponibilidad
(Paulsen, 2010).

Los “compuestos bioactivos” encontrados especialmente en los alimentos de origen
vegetal, son definidos como componentes de los alimentos que influyen en la actividad

celular y en los mecanismos fisioldégicos, con efectos beneficiosos para la salud
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(Chéavez, 2015). Estos han mostrado algun efecto benéfico en la salud, que va mas
alld del normalmente asociado con su papel en el crecimiento, desarrollo y alguna otra
funcién normal del organismo, ya sea en la prevencion 6 tratamiento de una o mas

enfermedades y mejorando actividades fisioldgicas especificas.

Cuando su origen es vegetal se les conoce como fitoquimicos bioactivos y
generalmente intervienen en el metabolismo secundario de las plantas, cumpliendo
funciones de colorantes, sustancias aromaticas, sustancias reguladoras del

crecimiento, protectores contra parasitos, entre otros (Liu, 2003).

2.2. Acido Betulinico

2.2.1. Distribucion y aislamiento del acido betulinico

Dentro de los compuestos bioactivos se encuentra el acido betulinico (AB), o acido 33-
hidroxi-20 lup-(29) en-28-oico, es un triterpeno pentaciclico tipo Lupeno ampliamente
distribuido en el reino vegetal. Cantidades considerables de acido betulinico (hasta
2.5%) estan disponibles en la corteza exterior de una variedad de especies de arboles
gue son valiosos para fines madereros, principalmente el abedul, del cual deriva su
nombre, aunque también se ha aislado de otras fuentes vegetales como Quisqualis
fructus, Coussarea paniculata,leguminosa argentina Caesalpinia paraguariensis, hojas
de Vitex negundo, llex macropoda, raices de Anemone raddeana, las hojas y la
madera de Doliocarpus schottiana, Tovomita krukovii, frutos del Chaenomeles

lagenaria, entre otras (Yogeeswari y Sriram, 2005).

2.2.2. Propiedades fisicas del acido betulinico.

El 4cido acido betulinico es un sdlido cristalino blanco que exhibe solubilidad limitada
en alcoholes organicos, tales como MeOH y EtOH, CHCIs, y éter, tiene una baja

solubilidad en H20, éter de petréleo, DMF, DMSO, y benceno, es altamente soluble en
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piridina y acido acético. El AB posee una formula molecular de C3H4sOscon una masa
exacta de 456.3603 (Cichewicz y Kouzi, 2004).

2.2.3. Propiedades bioactivas del 4cido betulinico

El AB posee una serie de efectos farmacologicos, destacando el anti-inflamatorio, el
anti-cancerigeno, y actividad anti-VIH. Aceite de la corteza del Abedul (Betulae pix) se
ha utilizado para enfermedades de la piel, como el eczema. En la Figura 1 se observa
la estructura quimica del AB y de la betulina, su semejante reducido (Moghaddam et
al., 2012).

CHz CHa
‘JL-"-’-.
HLC i
- ,-f"l"m
CHy TN
%":!
Betulinie acid Betulin
FIGURA 1. Estructuras de acido betulinico y betulina (Moghaddam et al.,

2012).

2.2.3.1. Actividad anti-VIH de derivados del acido betulinico

Informes indican que los triterpenos pentaciclicos son capaces de inhibir la replicacion
del VIH-1 en un modelo in vitro (Cichewicz y Kouzi, 2004). Entre estos compuestos, el
acido betulinico exhibe actividad inhibidora contra el VIH-1 en la replicacion en células
de linfocitos H9 con valores un valor de ICso de 1.4 pM, y los valores Tl de 9.3 uM,
respectivamente (Kashiwada et al., 1996). Sobre la base de su estructura quimica,
algunos derivados de acido betulinico se han reportado como inhibidores de VIH-1 de
entrada, el VIH-proteasa o de la transcriptasa inversa (RT). Se ha demostrado que
derivados de acido betulinico inhiben el VIH-1 en una etapa muy temprana del ciclo de

vida viral. Estos compuestos tienen el potencial de convertirse en complementos utiles
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a la terapia actual anti-VIH, que se basa principalmente en combinacion de RT e
inhibidores de la proteasa (Yogeeswari y Siriam, 2005). El derivado de dimetil succinil
de DSB30 betulina (también conocido como YK-FH312 y PA-457) actia como un
inhibidor de la maduracién del virus (Sami et al., 2006).

2.2.3.2. Actividad anticancerigena

El AB fue identificado como un inhibidor inhibidor altamente selectivo del crecimiento
del melanomahumano, neuroectodérmico y las células tumorales malignas, se informo
gue induce la apoptosis en estas células. Se han encontrado alteraciones de las
funciones mitocondriales tales como la permeabilidad de transicion (PT), las cuales
juegan un papel importante en el proceso de apoptosis 0 muerte celular inducida por
agentes quimioterapéuticos (Selzer et al., 2000).

Para comprender el mecanismo de accién del acido betulinico se han realizado
estudios en células de melanoma donde observaron su selectividad citotoxica, asi
como en otros tipos de tumores malignos incluyendo neuroblastoma, glioblastoma,
meduloblastoma, tumor de Ewing, leucemia y en muestras de tumores primarios, asi
como en modelos de xenoinjerto de raton (Thurnher et al., 2003). Se demostro que el
acido betulinico no tiene efecto citotoxico hacia células sanas, a diferencia de las
células cancerigenas, contra las que mostré6 una alta selectividad. Ademas, sélo
mostro su potente actividad antitumoral en células in vitro, ya que al realizar estudios
en modelos de ratdn xenoinjertos con melanoma y cancer de ovario su toxicidad
ejercida fue poca, prolongando la vida de estos ratones solo en un tiempo limitado
(Sawada et al., 2004).

El AB es activo in vivo contra tumores de ovario inducidos por TPA y melanoma en
ratones. No mostré ningun efecto toxico en los ratones incluso a una concentracionde
500 mg/kg. A dosis muy bajas de acido betulinico (5 mg/kg) se encontré que

obstaculiza de forma significativa el desarrollo de tumores (Cichewicz y Kouzi, 2004).
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2.2.3.3. Actividad antibacterial

El AB extraido de las hojas de Vitexnegundo demostr6 actividad antibacteriana contra
Bacillus subtilis a una concentracion de 1000 pg/disco con una zona de inhibicion de
18.8 mm?. El acido betulinico y sus tres derivados 7B-(oxi 4-hidroxibenzoil) &cido
betulinico, 7p-(oxi 4-hidroxi-3'-metoxibencil) acido betulinico y 27-(4-hidroxi-3'-
metilbenzoiloxi), aislados de la corteza del tallo de la planta medicinal brasilefia
Ziziphus joazeiro, mostraron una considerable actividad contra bacterias Gram-

positivas (Chandramu et al., 2003).

2.2.3.4. Actividad anti-malaria

El AB también se ha evaluado para la actividad antipalidica contra Plasmodium
falciparum. Bringmann et al. (1997) mostraron que el acido betulinico presentaba un
valor Clsoin vitro de 10.46 mg/mL contra P. falciparum. La actividad antipaltdica in vitro
del &cido betulinico también se estudio contra dos cepas de P. falciparum, K1y T9-96,
con valores Clso de 19.6 y 25.9 mg/mL, respectivamente. Sin embargo, experimentos
in vivo en ratones infectados con Plasmodium berghei mostraron que el acido
betulinico no tenia actividad a concentraciones de hasta 250 mg/kg/dia (Cichewicz y
Kouzi, 2004).

El AB aislado de Triphyophyllum peltatum y Ancistrocladus heyneanus también exhibio
una buena actividad antimalarica in vitro contra las fases eritrociticas asexuales de P.

falciparum, el parasito de la malaria humana (Yogeerwari y Sriram, 2005).

Las actividades del AB han sido investigadas en distintos sistemas modeloin vivo o in
vitro, simulando el suministro del compuesto bioactivo por algunas vias de
administracion tales como via oral (Melo et al., 2009; Cavazos, 2013; Chavez, 2015),
inyeccion intraperitoneal (Steele et al., 1999), via transdérmica o tépica (Ciurlea et al.,
2010).
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2.2.3.5. Actividad analgésica y anti-inflamatoria

Algunos triterpenos han demostrado ser eficaces como agentes anti-inflamatorios. La
betulina y el acido betulinico, son los compuestos mas eficaces en la inflamacion de la
piel y edema de la oreja inducido por mezereina, DPT (12-desoxi-forbol 13-
tetradecanoato), DPP (phorbol- 12-desoxi 13-fenilacetato)) o TPA (12-0-
tetradecanoilforbol-13-acetato) en ratones (Sami, 2006). La betulina 1 y el &cido
betulinico 2 se encontré que inhiben la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2, que
desempefia un papel crucial en el proceso de la inflamacion) a concentraciones 5 uM

en un 30% y 40%, respectivamente (Bernard et al., 2001).

La PLAz2 corresponde a una clase de enzimas que catalizan la hidrolisis de
glicerofosfolipidos de membrana en la posicion sn-2 para liberar acidos grasos y
lisofosfolipidos. Cuando el &cido graso es el acido araquiddnico (AA), un metabolismo
complementario conduce a mediadores pro-inflamatorios tales como prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos y factores activadores de plaquetas (FAP). Por lo tanto, la
modulacién de la produccién de lipidos pro-inflamatorios mediante la inhibicién de la
actividad de PLA:z sigue siendo una estrategia potencial para el desarrollo de nuevos

farmacos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias (Seno et al., 2001).

En la Figura 2 se presenta la incorporacion del acido betulinico en la proteina. EI AB
representa un cilindro, de aproximadamente 13 A’ de largo con un diametro de 5 A’,

gue ocupa el lugar de los sustratos naturales, los fosfolipidos (Bernard et al., 2001).
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FIGURA 2. Introduccion del &cido betulinico al sitio de union de PLA2 bovina. (a)
Vista del sitio de unién de calcio. (b) Representacién del acido betulinico
insertado en el sitio de unién. El grupo carboxilico, ubicado en el fondo de la
cavidad, interactua con el atomo de calcio, no visible en esta perspectiva.
Fuente: (Bernard et al., 2001).

Kim y colaboradores (2016) investigaron el mecanismo y efecto anti-inflamatorio del
AB en macrofagos inflamatorios RAW264.7 estimulados por lipopolisacaridos (LPS).
Encontraron que el AB bloque0 las citocinas pro-inflamatorias en macréfagos RAW
264.7 inducidos por LPS. También suprimio los niveles de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y
el nivel de ARNm de varias citoquinas pro-inflamatorias, incluyendo al factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), las interleucina-1B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-12 (IL-12). Y de igual forma encontraron que el AB bloqued la produccion
de 6xido nitrico (NO) y la expresion de la proteina inducible 6xido nitrico sintasa
(INOS).

Los macréfagos son células criticas en el desarrollo de reacciones inflamatorias, ya
que producen o secretan varios mediadores pro-inflamatorios y citocinas. La COX-2
esta implicada en la sintesis de prostaglandinas E2 (PGEz2), que produce sintomas
inflamatorios, que incluyen fiebre y dolor. La supresion de citocinas y mediadores pro-

inflamatorios es vital para controlar las respuestas inmunes. EI NO juega un papel
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importante en la respuesta inflamatoria como una molécula pro-inflamatoria, que es
producida por INOS. La produccion incontrolada o excesiva de NO conduce al
desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias. Y al encontrar todos estos
hallazgos sugieren que el AB, al menos en los macréfagos RAW264.7 estimulados por
LPS, ejercen sus efectos anti-inflamatorios al limitar la expresion de enzimas y

citoquinas pro-inflamatorias (Kim et al., 2016).

2.3. Definiciéon de inflamacién

El término inflamacion comprende una compleja serie de respuestas de reparacion y
proteccion a lesiones en tejidos, ya sean causadas por infeccion o lesiones mecéanicas.
Se puede decir que es un proceso tisular constituido por una serie de fenbmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas,

guimicas o biologicas (Villegas, 2014).

La inflamacién es la respuesta del sistema inmunolégico del organismo, al dafio
causado a sus ceélulas y tejidos vascularizados, por patdégenos bacterianos y por
cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica, quimica, fisica 0 mecanica. Aunque
dolorosa, la inflamacion es, normalmente, una respuesta reparadora; un proceso que
implica un enorme gasto de energia metabdlica. En ocasiones, transcurre hacia una
situacion crénica que suele dar lugar a una enfermedad degenerativa como artritis,

arteriosclerosis o, incluso, cancer (Garcia, 2008).

La respuesta inflamatoria ocurre en tres fases distintas, cada una mediada

aparentemente por diferentes mecanismos:

(1) Una fase transitoria aguda, caracterizada por vasodilatacion local, hiperemia activa

e incremento en la permeabilidad capilar.

(2) Una fase sub-aguda tardia, visiblemente caracterizada por un periodo de

hiperemia pasiva, infiltracién de leucocitos y fagocitos

(3) Una fase proliferativa cronica, en la cual ocurrela degeneracion de tejidos, lesion
endotelial y fibrosis (Estrada et al., 2011).

10
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Cualquier agresion local a un organismo desencadena respuestas en tres niveles de
la organizacion: celular, tisular y organico. La respuesta celular es individual y aislada,
y tiene por objetivos defender su acervo génico y mantener la conformacion nativa de
sus proteinas. Para sobrevivir, los organismos deben enfrentarse con los efectos
adversos del estrés genotdéxico o agresiones que constantemente amenazan la
integridad y funcién de sus genes, y que pueden afectar a los exones o0 a las regiones
no codificantes como los promotores. Tales ataques provienen de agentes ambientales
como las radiaciones y los xenobidticos, y también enddgenos: productos metabdlicos
de las células propias que causan lesiones diversas en el ADN. En este contexto, la
exposicion repetida a la radiacion ultravioleta o a algun agente toxico provoca a corto
plazo inflamacion cutanea (eritemas y quemaduras solares) y, a la larga, cancer de
piel (Garcia, 2008).

2.4. Inflamacién: protocolos in vivo

En la busqueda de nuevos agentes anti-inflamatorios y vehiculos para llevarlos al sitio
diana, es importante el empleo de modelos experimentales en animales, ya que,
dependiendo del protocolo experimental, los resultados se pueden en parte extrapolar
al posible comportamiento en humanos. Existen varios tipos de protocolos en funcién
de la forma de aplicacion, agente irritante utilizado o duracion del proceso inducido. En
funcién de la forma de aplicacién se emplean métodos que provocan una irritacion
topica, aguda o subcrénica y son validos para el estudio de sustancias activas en
procesos inflamatorios de piel y mucosas. El agente irritante varia en funcién del
modelo que se quiera mimetizar; puede ser AA (acido araquidonico), TPA, serotonina
(5-HT), histamina, carragenina, bradicinina (BK), PLA2, entre otros. Unos de

administracion topica y otros de empleo parenteral (Yueqin, 2007).

11
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2.4.1. Mecanismo de inflamaciéon del TPA

El TPA (acetato de 12-O-tetradecanoilforbol-13) es un éster de forbol, y un potente
agente flogdgeno promotor de tumores que se encuentra en el aceite de croton (Croton
tiglium L.). La administracion tépica de TPA provoca un edema agudo con infiltracion
leucocitaria. EI TPA actla a través de la activacion de la proteincinasa-C (PKC),
dependiente de Ca?* y fosfolipidos. La PKC desempefia un papel importante en la
transduccion de sefiales de una gran variedad de sustancias que activan funciones
celulares y de proliferacion. La enzima es activada por diacilglicerol (DAG), mediador
liberado a partir de fosfolipidos deinositol de la membrana. El TPA y otros ésteres del
forbol cuando se intercalan en la membrana pueden actuar como sustitutos del DAG,
activando la PKC de forma mas permanente que el mediador enddgeno, ya que el TPA
es dificilmente degradable. La PKC activada actua a diferentes niveles, incluyendo la
liberacion de AA, formacion de prostanoides, incremento de radicales libres y sintesis

de diversas proteinas pro-inflamatorias (Young et al., 1989).

El edema de oreja de raton inducido por TPA se ha utilizado como un modelo animal
para probar la actividad anti-inflamatoria. En este modelo, se sabe que el edema de la
piel se asocia con un aumento en el contenido de eicosanoides, como la
prostaglandina E2 y el leucotrieno B4 (LTB4). Ademas, no solo los inhibidores de la
ciclooxigenasa o0 5-lipoxigenasa, sino también antagonistas para LTBa4 inhiben el
edema cutaneo inducido por TPA. Estos hallazgos sugieren que los eicosanoides
juegan un papel importante en la inflamacion cutanea inducida por TPA. El mecanismo
del aumento inducido de TPA de los eicosanoides no se conoce por completo, pero se
cree que incluye la activacién de la proteina C quinasa y la fosfolipasa Az, la induccién
de la ciclooxigenasa y la translocacion/activacion de la lipoxigenasa. Ademas de la
induccion de la produccion de eicosanoides, se ha demostrado que el TPA induce la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias en los queratinocitos, que también se sabe
gue desempefan algun papel en la inflamacion de la piel. Por ejemplo, un anticuerpo
para TNF-a abroga la hinchazén de la piel en la dermatitis de contacto inducida por
trinitroclorobenceno en ratones. En la reaccion cutanea bifasica mediada por IgE en

ratones, ademas, la exposicion al antigeno aumenta el nivel de ARNm de TNF-q, y el

12
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tratamiento con anticuerpo anti-TNF-a inhibe las reacciones cutaneas tanto de fase

temprana como tardia de la dermatitis (Murakawa et al., 2006).

2.4.2. Inflamacion auricular inducida por aplicacion repetida de TPA

El método empleado para inducir inflamacién fue el desarrollado por Stanley y
colaboradores (1991), se basa en el empleo repetido de TPA como agente irritante,
gue desencadena un proceso prolongado y caracterizado por el incremento del peso
de la oreja, infiltracién de células inflamatorias e hiperplasia epidérmica, caracteristicas
gue pueden recordar algunos de los signos de enfermedades de la piel tales como la
psoriasis. Se ha comprobado que los corticosteroides son los Unicos farmacos capaces
de reducir significativamente los tres parametros de esta reaccion inflamatoria,
posiblemente porque reducen la actividad de la PLAz y la consecuente produccion de
eicosanoides estimulada por el TPA. En la aplicacion repetida de TPA, inicialmente
hay una reaccion de caracteristicas parecidas al edema agudo en donde tras la
aplicacion de TPA en oreja de raton, se produce un eritema y vasodilatacion entre 1-2
h, y a las 3-4 h aumenta el grosor como consecuencia de la extravasacion de liquido,
siendo el edema maximo a las 6-8 h. Transcurridas 12-14 h, el edema desaparece,
aunque la vasodilatacion y el eritema persisten hasta las 24-48 h. A nivel histologico
se observa agregacion plaquetaria a las 2 h, agregacion y adherencia de leucocitos
PMN a las células endoteliales entre 4-6 h, y migracién hacia el tejido y desgranulacion
de mastocitos a partir de las 6 h. Al cabo de 6-24 h comienza el acimulo de leucocitos
en la dermis que dan lugar a abscesos subcorneales a las 48-72 h. Tras 48-96 h se
observa hiperplasia en la membrana basal epidérmica, debida al incremento del
namero de células en division. El estudio bioquimico demuestra un incremento de
AMPc, PGE2 y PGE2q, ademas de actividad de la enzima ornitin-descarboxilasa (ODC)

y de sintesis proteica.

Y finalmente el décimo dia, el peso de la oreja se incrementa, debido al edema dérmico
y también a la hipertrofia dérmica, la infiltracién celular y posible fibrosis (Stanley,

1991). La ventaja del método es que los farmacos se administran una vez que ya se

13
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ha producido la lesién, por lo que los resultados puedenser mas relevantes desde el
punto de vista clinico. Es un buen modelo para ensayar anti-inflamatorios tépicos
(Yueqin, 2007).

2.5. Administracion de compuestos bioactivos por via tépica

La evolucion de las nuevas tecnologias combinadas con los nuevos conocimientos en
biologia de la piel tiene innovaciones avanzadas en la disponibilidad de activos y
nuevos metodos de suministro de sustancias en la piel. El objetivo de la entrega
cutanea es proporcionar una cantidad eficaz de un compuesto activo en el sitio diana
de la piel, y por lo tanto optimizar la eficacia y reducir al minimo los efectos
secundarios. Esto se puede lograr por una comprension de la compleja estructura de
la piel y apoyandose en parametros fisicos y quimicos de los vehiculos aplicados a la
piel (Cornell et al.,, 2010). La administracion topica de farmacos y/o compuestos
bioactivos, con el fin lograr una entrega Optima del compuesto por via cutanea y
percutanea, presenta diversas ventajas (Kumar y Katare, 2005), como se muestran a

continuacion:

e Método no invasivo

e Facil aplicacion

e Aumenta el cumplimiento del paciente

e Aplicacion de dosis constante

e Liberacién del compuesto bioactivo en el sitio especifico

e Interrupcion de la administracion en el momento que se desee
e Reduce efectos secundarios

e Evita el tracto gastrointestinal

Fuente: (Kumar y Katare, 2005; Raza et al., 2014; Kaur y Singh, 2015).
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2.6. Lapiel como biomembrana

Hay compartimentos definidos y estructuras biolégicas dentro de la piel que
proporcionan oportunidades para ofrecer activos a través de la misma. La principal

barrera de permeacion a través de la piel es el estrato cérneo (Cornell et al., 2010).

Hay tres vias basicas mediante las cuales los activos penetran a través del estrato

cérneo:

e Penetracion transepidérmica, modulada por la secrecion de los apéndices
cutaneos. Esta ruta se puede subdividir en vias transcelulares e intracelulares.

e Algunas sustancias hidrofilicas pueden penetrar a través de las glandulas
sudoriparas.

e Finalmente, es posible para algunos compuestos penetrar a través de las

glandulas sebéaceas.

La via principal es la (1), la ruta transepidérmica (Figura 3), en la que el activo penetra
directamente a traveés de la capa cornea (intacta). La penetracion cutanea depende en
gran medida de las propias caracteristicas del compuesto. Hay algunos parametros
reconocidos relativos a la capacidad de penetracion percutanea que son comunes a
todas las sustancias quimicas, algunos son el peso molecular, la constante de
disociacion (Kq), la solubilidad del compuesto o el coeficiente de reparto octanol-
agua (Kow). Como norma general, las moléculas con un peso molecular inferior a
500Dapenetran mejor que moléculas de mayor peso molecular. La carga neta influye
en la penetracién de un activo: una molécula no-ibnica penetra mejor que una molécula
ionica (Wiechers, 1989).

El principal reto para formulaciones topicas hoy en dia es proporcionar una penetracion
suficiente del farmaco en la piel sin causar alteraciones irreversibles a la funcion de
barrera. Los agentes lipofilos se mueven a través de la barrera por un mecanismo
transcelular, mientras que los agentes hidrofilos son propensos a seguir una via

paracelular para cruzar la piel (Raut et al., 2012).
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FIGURA 3. Vias para penetrar o cruzar las capas de la piel: (1) através de la capa
cornea intacta; (2) a través de los foliculos pilosos con glandulas sebaceas
asociadas (3) a través de glandulas sudoriparas (Cornell et al., 2010).

2.7. Sistemas de entrega

En la busqueda de un vehiculo para la entrega del compuesto bioactivo en las capas
de piel (entrega cutanea), o través de la piel y en la circulacion sistémica (absorcion
percutdnea) han sido desarrollados diversos tipos de sistemas y estrategias de
formulacién. Las formulaciones basadas en lipidos han sido usadas durante décadas,
debido a que mejora eficientemente la penetracion de los compuestos a través de la
piel. La administracion tépica se ha intentado y realizado con éxito utilizando varios
sistemas basados en lipidoscomo, microesferas de lipidos, nanoparticulas lipidicas,
microemulsiones de lipidos y geles; estos ultimos conforman uno de los principales
grupos de sistemas de aplicacion dérmica, los cuales se han clasificado segun
diversos criterios, en esta investigacion tuvo como objetivo caracterizar los
organogeles y nanogeles para posteriormente evaluar el efecto anti-inflamatorio del
AB en varios vehiculos de aplicacion dérmica (Kumar y Karate, 2005).
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2.8. Geles

Existen diversas definiciones de estos sistemas; a continuacién, se mencionan algunas

de éstas.

Flory describié en 1974 los geles como unas estructuras continuas con dimensiones
macroscopicas que son permanentes en la escala del tiempo y que, desde un punto

de vista reoldgico, se comportan como un sélido.

La USP (United States Pharmacopeia) define a los geles como sistemas semisolidos
gue consisten de suspensiones compuestas por particulas inorganicas pequefias o

moléculas orgénicas grandes interpenetradas por un liquido (Gennaro, 2003).

Recientemente, se ha descrito a un gel como un sistema coloidal de aspecto sdlido

gue fluye al someterlo a esfuerzos relativamente débiles (Reyes-Arellano, 2008).

Un gel es una red polimérica tridimensional reticulada capaz de absorber una gran
cantidad de disolvente sin disolverse debido a los enlaces fisicos o quimicos formados

entre sus cadenas (Escalona y Quintanar, 2014).

2.8.1. Estructuras de formacion de los geles

Las propiedades macroscopicas del gel estan determinadas por la nano y
microestructura de la red fibrilar. Para entender mejor el mecanismo de formacion de
un gel, Estroff y Hamilton (2004), lo asemejan a una proteina, al fragmentar la red
tridimensional en estructura primaria, secundaria y terciaria. El esquema de formacion

de un gel se resume en la Figura 4.

En la estructura primaria, la escala considerada es de Armstrongs a nanémetros y
determina la interaccién anisétropa en una o dos dimensiones, a un nivel molecular. A
la hora de seleccionar moléculas que sean capaces de gelificar, se ha de tener en
cuenta que son necesarios en la estructura grupos que proporcionen interacciones de

tipo no covalente, como son los enlaces de hidrogeno, por ejemplo, a través de un
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grupo amida, interacciones por empaquetamiento TT-TT 0 grupos cargados para

provocar interacciones ionicas.

En la estructura secundaria, la escala considerada es de nanémetros a micrometros y
define la morfologia de los agregados formados por autoensamblaje. Dependiendo de
la estructura de la molécula y de variables como la concentracion, pH, fuerza ionica,
se obtienen diferentes agregados que construyen la estructura fibrilar entrecruzada y

son los que proporcionan rigidez a la misma.

En la estructura terciaria, la escala es de micrometros a milimetros y determina la
interaccion entre los agregados; es decir, el entrecruzamiento que da lugar a la red
fibrilar tridimensional. Aqui son importantes los nodos necesarios para la estabilidad

del gel y el grado de homogeneidad de los poros.

Estructura primaria Estructura Estructura terciaria
secundaria

*En la escalade Aanm. oEn escalade puma mm.
*RECONOCIMIENTO oEnla escalade nma um *|MPLICA LA
MOLECULAR «DEFINIDA POR LA INTERACCION DE LOS
e Agregados: vesiculas, MORFOLOGIA DE LOS AGREGADOS

micelas, etc. AGREGADOS: fibras, INDIVIDUALES,
cintas, hélices o ldminas. determina si se forma el

gel

FIGURA 4. Esquema de formacion de un gel

2.8.2. Clasificacion de los geles

Los geles se pueden organizar segun diversos factores (Figura 5). Asi se pueden
clasificar segun su origen. Si se obtienen de recursos naturales o se sintetizan en el

laboratorio; segun su constitucién, si son macromoleculares, es decir, que estan
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constituidos por macromoléculas o si son supramoleculares. Los geles de
tiposupramolecular, son aquellos que se forman por el auto-ensamblaje de moléculas
de bajo peso molecular. Dentro de los geles macromoleculares, atendiendo al tipo de
fuerza que dirige el entrecruzamiento, se pueden especificar los geles de naturaleza
covalente o no covalente. En los geles supramoleculares sbélo existe el
entrecruzamiento no covalente, los cuales se forman a partir de moléculas de bajo
peso molecular (LMOGs: Low MolecularMass Organic Gelators) generalmente < 3000
Da, y que se auto-organizan en una red de forma fibrilar (SAFINs: Self-Assembled
Fibrillar Networks). Lo que caracteriza a estos geles es que la unidon de sus moléculas
gelificantes se produce mediante interacciones no covalentes, como son los enlaces
de hidrégeno, las interacciones 1-1T, interacciones dador-aceptor, fuerzas solvofobas,
fuerzas de van der Waals, y otras, y pueden ser entendidos como “polimeros
supramoleculares”, ya que estan constituidos por unidades monomeéricas que se
ensamblan mediante interacciones secundarias direccionales y reversibles. Esta
reversibilidad supone una ventaja frente a los geles formados con interacciones
covalentes, ya que se puede pasar de un estado fluido a un estado no fluido mediante
la influencia de un estimulo externo, por ejemplo, la temperatura, el pH o la luz
(Edelsztein, 2010).

Segun el medio en el que se forman, se pueden obtener organogeles, si el disolvente
usado es de naturaleza organica, ohidrogeles, si el disolvente es agua, o aerogeles,
en el caso de que el medio sea un gas. Finalmente es posible obtener xerogeles,
cuando el medio ha sido eliminado. Existen también moléculas gelificantes, llamados
gelificantes anfifaticos, que son capaces de formar geles tanto en disolventes

organicos como en agua (Edelsztein, 2010; Oteo, 2013).

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad anti-inflamatoria del &cido
betulinico llevado en dos vehiculos distintos, encontrados en la clasificacion de
acuerdo al solvente para formar geles, en el apartado 2.9 se comienza haciendo
mencion de los organogeles y posteriormente en la seccion 2.10; se prosigue a

describir a los hidrogeles y enseguida de los nanogeles.
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l GELES l
| |
I Origen I I Constitucion I Solvente

NATURAL ARTIFICIAL SUPRA MACRO ORGANOGEL HIDROGEL
MOLECULAR MOLECULAR
Forma geles Forma geles
Agregados Polimeros y en solventes en agua
moleculares  oligdmeros discretos  0f9anicos
| [ Entrecruzamiento ]
Fisico Quimico
Interacciones no covalentes Interacciones covalentes
Geles lermorreversibles Geles no termorreversibles

FIGURA 5. Clasificacion de los geles (Edelsztein, 2010).

2.9. Organogel

Los organogeles son geles constituidos de liquidos no acuosos, se han mencionado
en diversas farmacopeas como entregas tépicas Utiles para farmacos lipéfilos. No sélo
ejercen un efecto local, sino que también son capaces de lograr un efecto sistémico a
través de la absorcion transdérmica, cuando su naturaleza lipofilica y efecto oclusivo
se incrementan por la presencia de un potenciador de penetracion (Pénzes et al.,
2005).

Los organogeles son sistemas coloidales bi-continuos que coexisten como un sélido
micro-heterogéneo (gelificante) y la fase orgéanica liquida (Toro-Vazquez et al., 2007)
también son llamados "oleogeles" cuando el disolvente es un aceite comestible (Lupi
et al., 2013). Los organogeles se forman por la inmovilizacion de un liquido dentro de
una red tridimensional, formado por el autoensamblaje de fibras, formados de
moléculas denominadas como gelificantes. La red detiene el flujo de liquido debido a
una alteracion de la tension superficial del liquido. El gelificante forma la red que da

una estructura de gel. Las interacciones entre las moléculas del gelificante son fisicas.
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2.9.1. Aplicaciones de los organogeles

Industria de la lubricacion: gelificando lubricantes de aceites y grasas con sales
metalicas del acido 12-hidroxiestearico, con el fin de restringir su movilidad una vez

gue se aplican a superficies metalicas (Co, 1974; Terech et al., 2000).

Industria alimentaria: Aplicaciones propuestas para la estructuracion de aceites

comestibles (Lopez-Martinez et al., 2015).

Los organogeles tienen la capacidad de gelificar aceites comestibles en
concentraciones muy bajas (~ 0.5 - 2.0% en peso). Las categorias generales de
estructurantes de aceite comestible formadores de redes incluyen: triacilglicéridos
(TAG), diacilgliceroles (DAGSs) (Hughes et al., 2009), monoacilgliceroles (MAGS) (Zetzl
y Marangoni, 2012) acidos grasos (Daniel y Rajasekharan, 2003), alcoholes grasos,
ceras, ésteres de ceras (Toro-Vazquez et al., 2007), y mono-estearato de sorbitan
(Murdan et al., 1999; Upadhyay, 2007).

La industria cosmética: utiliza la tecnologia de organogelacién para proporcionar la
estructura de los componentes polares de productos de cuidado personal, tales como

lapiz labial, cremas hidratantes y protectores solares (Hughes et al., 2009).

Destacando su empleo en la Industriafarmacéutica: en la estructuracion de

productos farmacéuticos dérmicos (Kumar y Karate, 2005).
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2.9.2. Propiedades de los organogeles

En la Tabla 1 se resumen algunas de las propiedades de los organogeles.

TABLA 1. Propiedades fisicoquimicas de los organogeles

Propiedades

Viscoelasticidad

Termorreversibilidad

Quiralidad

Efecto

Siguen el modelo de Maxwell de viscoelasticidad, se
comportan como un sélido a velocidades de corte
bajas, muestran propiedad elastica. Al aumentar la
tension de corte, las fuerzas de interaccion fisica entre
las fibras empiezan a debilitarse hasta que la tension
de corte es suficiente para interrumpir completamente
las interacciones entre las fibras, y aqui estos

comienzan a fluir.

Cuando se calientan por encima de su temperatura
critica empiezan a fluir; esto sucede debido a la
interrupcion de las interacciones fisicas entre las
moléculas del gelificante atribuidas al aumento de la
energia térmica dentro de los organogeles. Al ser

enfriados vuelven a su configuracion estable.

La presencia de centros quirales dentro de las
moléculas gelificantes, provoca que estos formen un
embalaje molecular compacto que proporciona la
estabilidad termodinamica y cinética a los

organogeles.

Fuente: (Mujawaret al., 2014; Kaur y Singh, 2015).
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2.9.3. Tipos de gelificantes que se han empleado para el desarrollo de

organogeles

Los gelificantes empleados para elaborar organogeles (organogelificantes), se
clasifican en dos categorias dependiendo de peso molecular del gelificante
(Balasubramanian et al., 2012) y pueden ser obtenidos de diversas fuentes como se

observa en la Tabla 2:

TABLA 2. Tipos de gelificantes empleados para el desarrollo de organogeles
Tipo de gelificantes Derivados de:
Antrilo y antraquinona
Esterol (colesterol, acidos biliares)
Colesterol- organometalicos
Organogelificantes de bajo peso Esterol- aminoacidos
molecular (LMOGS)

Algunos aminoacidos

Acidos grasos (fitoesteroles +

orizanol, lecitina plurdnica, lecitina)
Polietileno
Polietilenglicol
Organogelificantes poliméricos Policarbonato
Poliésteres

Etilcelulosa

Fuente: (Balasubramanian et al., 2012).

Diversas investigacionesque emplean fosfolipidos en combinacién con ciertos aditivos,

han demostrado que funcionan como un vehiculo muy prometedor de administracion
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tépica de farmacos conocidos como organogeles de lecitina (Shchipunov, 2001; Kumar
y Karate, 2005; Raut et al., 2012).

2.9.3.1. Lecitina como molécula gelificante

La industria farmacéutica se interesa por los lipidos y en particular, por la lecitina de la
soya, que, entre otras aplicaciones, se emplea como emulsionante y gelificante para
desarrollar diferentes formas farmacéuticas terapéuticas, cosméticas y nutracéuticas.
La lecitina (Figura 6), es un nombre comun para 1,2-diacil-sn-3 fosfocolina (Raut et al.,
2012). Pertenece a una clase biolégicamente esencial de sustancias denominadas

fosfoglicéridos o fosfolipidos.

O
/\/\/\/\/\/‘L s R
2 I
OH
I [ | |
Cadenas de acidos grasos Ghicerol Grupo Polar

FIGURA 6. Estructura de la 1,2-diacil-sn-3- fosfocolin (Tamargo et al., 2011).

La lecitina de soya es un complejo de fosfolipidosformado por fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol, cuya composicion exacta
depende de su origen, usualmente, huevos o granos de soya. Los constituyentes
principales son fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, los cuales se encuentran no
ionizados a un pH fisiolégico y no contribuyen a la carga superficial total (Tamargo et
al., 2011).
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2.9.3.2. Fosfolipidos

Los fosfolipidos (PLs) o fosfoglicéridos son diacilglicéridos que contienen una molécula
de acido fosférico unida al glicerol mediante un enlace éster y a su vez al acido se
enlaza una base (que puede ser nitrogenada, como la colina o la etanolamina), el

aminoacido serina o un alcohol como el inositol, como se puede observar en la Figura
7 (Cavazos, 2013).

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas que forman parte de las membranas
celulares y cumplen importantes funciones bioldgicas en el crecimiento, maduracion y
el propio funcionamiento de las células, siendo esenciales para la salud humana. Esta
propiedad de ser anfipética, es resultado de la presencia de grupos alquilo o acilos
hidrofobos y grupos hidréfilos polares. Su naturaleza anfipatica les permite formar
agregados con el agua, tales como micelas, micelas inversas o vesiculas de doble
capa. A nivel fisiologico, son los principales componentes de la membrana celular

(Chéavez, 2015). El fosfolipido mas abundante en la naturaleza es la fosfatidilcolina
(PC).

g CHCHN'CHDs  Fostatidilcolina (PC)
¢ -CHyCH,NH* Fosfatidiletanolamina (PE)
!4
0 ™! —o—t—R, ./
sn-2 o ididilali
H:—}:'—c: ‘ ) (o , CHyCH({OH)CH,(OH) Fosfatididilglicerol (PG)

|
&n-3 ':'—ll::—ﬂ'::x;\
o- & -CHCH(NH,HCOOH  Fosfatidilserina (PS)

1

..'\ R L
5 . @ Fosfatidilinositol (Pl)

! &H

1
L

i

&H

-H Acido fosfatidico (PA)

FIGURA 7. Representacion esquematica de la estructura quimica de algunos
fosfolipidos naturales (Vikbjerg, 2006).
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Ademas del papel biolégico que naturalmente desempefian, y como consecuencia de
su naturaleza anfifilica son empleados como emulsificantes y estabilizantes naturales
de productos farmacéuticos, cosméticos y alimentarios, donde presentan
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Su administracion puede ser via topica,
parenteral u oral, ya que posee afinidad por las membranas celulares sin causar

efectos negativos o téxicos (Cavazos, 2013).

Para mejorar sus propiedades emulsificantes, viscosidad y dispersabilidad, las
lecitinas crudas se someten inicialmente al desgrasado, modificacion fisica
considerada como el proceso de fraccionamiento mas importante en las lecitinas y
consiste en la separacion de los lipidos neutros, solubles en acetona, de los
fosfolipidos practicamente insolubles. Con este proceso se aumenta el contenido de
fosfolipidos en las lecitinas debido a la remocién de los triacilglicéridos sin modificar la
proporcion de las distintas especies de fosfolipidos. Esto da como resultado una
disminuciéon en la cantidad de emulsificante requerida y un aumento en su
funcionalidad. El fraccionamiento de lecitina desgrasada con alcoholes como el etanol
o el metanol, permite la separacion de la fosfatidilcolina y fosfatidilinositol; al ser la
primera de éstas mas soluble en estos solventes es extraida para obtener una lecitina
enriquecida en fosfatidilcolina, con una capacidad emulsificante superior a la de una
lecitina desgrasada, muy util en la emulsificacion de sistemas O/W, como en la

produccion de margarinas (Ochoa, 2013).
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2.9.3.3. Fofolipon 90H®

La lecitina hidrogenada y la fosfatidilcolina hidrogenada se obtienen por hidrogenacion
controlada de las respectivas fracciones de lecitina purificadas. La fosfatidilcolina
hidrogenada grado Il de ALC (PHOSPHOLIPON® 90 H, LIPOID S 100-3) es una
fraccion adicional purificada de Grado I, y tiene aproximadamente 95% de pureza. Solo
contiene pequefas cantidades de lisofosfatidilcolina (2% -3%) y los otros fosfolipidos

concomitantes (<0.1%).

Tiene una composicion de &cidos grasos de aprox. 85 % de acido estearico, aprox. 15
% de acido palmitico, considerado como un material con estabilidad quimica. Este Ha
sido empleado en la preparacion de liposomas y emulsiones para productos
cosmeéticos y farmacéuticos, empleado como protector en piel. Dentro de sus
caracteristicastiene una temperatura de transicién en forma hidratada de aprox. 55°C,
es un polvo blanco y cristalino al cual la FDA (Food and Drug Administration) lo
determinbcomo GRAS (generalmente reconocidocomo seguro), en 2014. Por ello se
han realizado diversos vehiculos donde se ha empleado y obtenido buenos resultados,

algunos de los cuales se citan en la Tabla 3.
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TABLA 3. Estudios donde han empleado Fosfolipon 90H® para el desarrollo de
vehiculos acarreadores de farmacos.

Referencia

Bhatia et al.,
2013

Momoh y
Esimone,
2012

Sinico et al.,
2005

Objetivo

Desarrollar y
optimizar un sistema
topico de
administracion de
farmacos basado en
un organogel de

lecitina acarreador de

tamoxifeno

Formular
de

utilizando

liposferas
gentamicina
lipidos vy
polietilenglicol 4000
(PEG-4000) para la

administracién oral

Estudiar la
administracion de
acido trans retinoico
(TRA) en dos
formulaciones de
liposomas basadas

en fosfatidilcolina de

soja diferentes

Metodologia
Fosfolipido y
demas
gelificadores se
mezclan con el

disolvente organico
y se agrego a-
tocoferol y propil

parabeno

Se
usando 30% p/p de

prepararon

Phospholipon
90H® en cera de

abejas como matriz

lipidica que
contenia PEG-
4000

Los liposomas se
prepararon a partir
de P90 o P90H®,
y TRA

obtener

colesterol
para

vesiculas cargadas
positiva 0

negativamente

Resultados

Sistemasde facil aplicacion y bio-
compatible. Con propiedades
deviscosidad, resistente a fluir,
buena capacidad de dispersion
los resultados también podrian
extrapolarse con éxito a otros
sistemas con otros farmacos de

administracion tépica

La encapsulacion y la capacidad
de carga del farmaco fue alta,
indicando la capacidad de los
lipidos para absorber el farmaco.
actividad

Mostrando  buena

antimicrobiana  especialmente

contra Pseudomonas

Los liposomas mostraron ser un
buen portador para la tretinoina
de la

en el tratamiento

enfermedad de la piel. Los

liposomas cargados
de

manaera mas eficaz la piel de

negativamente  hidratan

cerdo en el estudio in vitro

28



ANTECEDENTES

2.9.4. Organogeles de lecitina

La primera descripcién de los organogeles de lecitina fue al observar que la adicién de
pequefias cantidades de agua en soluciones no acuosas con lecitina de soya provoca
un aumento brusco de la viscosidad (104-10% veces), originando una transicion de la
solucion viscosa no inicial en un gel o estado gelatinoso (Kumar y Karate, 2005). Los
organogeles de lecitina son un sistema micelar Gnico, la matriz de estos sistemas se

compone principalmente de:

e Un tensoactivo (lecitina) como moléculas gelificantes,

¢ Un disolvente no polar como fase externa o continua

Estos sistemas son prometedores vehiculos debido a que ofrecen gran variedad de
agentes a través de la piel debido a que poseen propiedades de bases oleosas y en
base acuosa en su formulacion, por ello, se han empleado como vehiculos para
moléculas de farmacos hidrofilos e hidrofobos. Farmacos hidréfobos se disuelven en

la fase de aceite (lecitina + disolvente organico) (Raut et al., 2012).

Hasta el momento no existen reportados organogeles acarreadores de &acido

betulinico.

2.10. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes tridimensionales, hidréfilas y poliméricas capaces de
absorber grandes cantidades de agua o fluidos biol6gicos. Debido a su alto contenido
de agua, porosidad y consistencia blanda, simula estrechamente el tejido vivo natural,
mas que cualquier otra clase de biomateriales sintéticos (Cal6é y Khutoryanskiy, 2015;
Ramirez et al., 2016).

Los hidrogeles han cobrado popularidad en el disefio de sistemas de suministro de

farmacos, debido a que poseen caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas como:

e Capacidad de hincharse vy e Protegen al farmaco de

retener gran cantidad de agua ambientes hostiles
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e Sufren transicibn de fase con la temperatura, la fuerza idnica y
respecto a las condiciones campo eléctrico.
ambientales

e Controlan la liberacion del

farmaco en respuesta a los

estimulos externos como el pH,
Aunque son muy populares, estos hidrogeles tienen un inconveniente cuando se usan
en aplicaciones de respuesta a estimulos en los que la transduccion de sefales esta
limitada por la velocidad de difusion. Investigaciones han demostrado que la formacién
de redes capilares mediante la interconexion de los poros en la estructura polimérica
con la reduccién del tamafio de particula los hidrogeles disminuye el camino de

difusion, esto a su vez, di6 lugar al desarrollo de nanogeles (Maya et al., 2013).

2.11. Nanogeles

Los nanogeles (NG) también llamados nano-particulas de hidrogel (NPs) o nano-
hidrogeles con didmetros entre 1 nm y 1000 nm estdn compuestos de polimeros
hidrofilos reticulados y agua (Zha et al., 2011). Su tamafionanoescala y alto contenido
de agua hacen que sean uno de los nanoportadores mas eficaces para farmacos y

han despertado un interés significativo en aplicaciones biomédicas (Yuan et al., 2012).

A comienzos del 2000, el término nanogel fue definido oficialmente por la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC). En comparacion con otros
nanoacarreadores poliméricos, los nanogeles pueden contener una gran cantidad de
agua e incorporar farmacos bioactivos dentro de sus redes tridimensionales de

polimeros en nanoescalas (Tahara et al., 2015).

Actualmente solo existe un estudio donde desarrollaron un NG acarreador de acido
betulinico, el cual fue destinado a curar la retinopatia diabética, en dicho estudio
emplearon como reticulante Carbopol C974. EI NG ABse evaludé contra una nano-
suspension (NS) administrada via intra-vitrea. Para el desarrollo del NG se elaboro

previamente la NS y se liofilizé para posteriormente afiadirse al gel y ser neutralizadas
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finalmente con TEA (trietanolamida). Como resultados se obtuvo que los NG AB eran
eficaces en la etapa inicial de esta patologia y mostraron mejor actividad contra la NS
(Deepa Pathak, 2012).

2.11.1. Métodos de sintesis de nanogeles

Los métodos utilizados para la preparacion de hidrogeles se pueden aplicar para
sintetizar micro y nanogeles. No obstante, en los nanogeles la estabilidad coloidal
juega un papel muy importante. Estos métodos de sintesis se dividen segun el
mecanismo de formacion de particulas en dos grupos: reticulacion de polimeros y
polimerizacion reticulacion de monoémeros (Figura 8). Ambos enfoques se pueden
realizar en solucion o en compartimentos bien definidos tales como sistemas
micelares, micro y nanoemulsiones, dispositivos microfluidificados o en nanomoldes

(Escalona y Quintanar, 2014).

Entre los métodos de polimerizacion heterogéneos, el mas comunmente utilizado es

la polimerizacion en una emulsion heterogénea(Yuan et al., 2012).

2.11.1.1. Polimerizacién en emulsion, micro y nanoemulsiones.

Una emulsion es un sistema heterogéneo que consiste en dos fases liquidas
inmiscibles, una fase dispersa en pequefias gotas y una fase continua que las rodea.
Ademas, un tercer componente, los tensoactivos, son necesarios para estabilizar la
emulsion. Las reacciones de polimerizacién que resultan en la formacion de nanogeles
se pueden llevar a cabo en emulsiones de tipo agua en aceite (W/O) o aceite en agua

(O/W) como se aprecia en la Figura 9.

Con las nanoemulsiones se obtienen tamafos de nanogeles entre 150 y 300 nm. El
enfoque de nanoemulsion W/O ha sido utilizado para la aplicaciéon de diferentes
técnicas de polimerizacion de radicales controlados. La polimerizacion en
microemulsion inversa W/O, forma emulsiones termodindmicamente estables
(Escalona y Quintanar, 2014; Pich y Richtering, 2012).
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FIGURA 8. Métodos para preparacion de nanogeles. Fuente: (Escalonay

Quintanar, 2014).

Las ventajas de las técnicas de polimerizacion de micro y nanoemulsion en

comparacién con la polimerizacién por precipitacion de tensoactivos, es que las

primeras se originan a partir de que las reacciones son producidas en gotitas muy

pequefias las cuales determinan el tamafio de las particulas coloidales. En tales

condiciones, se pueden preparar nanogeles extremadamente pequefios y un amplio

espectro de mondémeros, los cuales son utilizadosen el proceso de polimerizacion

(Escalona y Quintanar, 2014).
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a 2 3  Fase Oleosa

;
Biceceet Bidecett Nanogel

FIGURA 9. Sintesis de nanogeles mediante polimerizacion en emulsiones: a)
Polimerizacion de mondémeros (1) Agentes reticulantes bifuncionales (2)
Polimerizacion en emulsiones W/O estabilizadas con tensoactivos. (3) Los
nanogeles pueden ser transferidos a un medio acuoso mediante la eliminacién
de tensoactivos y solventes organicos b) Polimerizaciobn de mondmeros en
emulsiones O/W estabilizadas con tensoactivos. Fuente: (Kabanov vy
Vinogradov, 2009).

2.11.2. Polimeros empleados en la preparacién de hidrogeles y nanogeles

Estos polimeros tipicamente contienen grupos hidrofilicos tales como: -OH, -COOH,
NHz, -CONHz, -CONH-, SOsH. Los polimeros cominmente utilizados en la preparacion
de hidro, micro y nanogeles con aplicaciones farmacéuticas y biolégicas, son de origen
natural y sintético (Kokkarachedu et al., 2017; Escalona y Quintanar, 2017). Algunos
ejemplos de polimeros y mondmeros son resumidos en la Tabla 4. Ademas, en
algunos métodos de sintesis se utilizan agentes reticulantes, tensoactivos e iniciadores

(Escalona y Quintanar, 2014).
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TABLA 4. Polimeros y mondmeros utilizados en la preparacion de hidro, micro

y nanogeles.

Polimeros Naturales
Anidnicos

Acido Hialuronico (AH)

Acido Alginico (ALG)

Carboximetil Celulosa

(CMC)

Carragenina(CAR)

Sulfato de
(SDEX)

Dextrano

Sulfato de

Condroitina (SC)

Polimeros Sintéticos
Anidénicos

Poli(acido acrilico) (PAA)

Poli(acido metacrilico)

(PMAA)

Catidnicos

Poliamidoamina

(PAMAM)

Polietilenamina (PEA)

Polietilenamina (PEI)

Polivinilamina (PVAM)

Fuente: (Escalona y Quintanar, 2014)

2.11.3.

Monomeros
Acido Acrilico (AA)

Acido Metacrilico (MAA)
Acido

Acrilamidofenilborénico
(APBA)

Acrilamida (AAm)

Butil acrilato (BA)

Dietilaminoetil metacrilato
(DEAEMA)

Dimetilamino
(DEAP)

propilo

Etilenglicol (EG)

Polimeros sintéticos del acido poliacrilico (PAA): Carbopol

Particularmente, los hidrogeles formados por polimeros de acido poliacrilico son muy

interesantes ademas de poseer las ventajas dichas de los nanogeles, también han

demostrado ser plataformas ventajosas de suministro controladas por la piel debido a

su capacidad para adherirse sobre los tejidos biolégicos, fenbmeno conocido como

biomucoadhesion. Este fenbmeno se produce por la interaccion de las cadenas
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poliméricas con las glicoproteinas de moco o células epiteliales superficiales,
permitiendo un contacto mas cercano con la superficie biolégica por un tiempo
prolongado y también un gradiente local incrementado de la concentracion de farmaco
en el sitio diana. Asi, puede aumentar la absorcion del farmaco y disminuir su frecuente
administracién, siendo el mayor beneficio sobre los sistemas farmacéuticos
tradicionales. Estos polimeros han sido utilizadosen el desarrollo de sistemas de
suministro controlado de farmacos en diferentes vias, tal como la via transdérmica,

subcutanea, ocular, rectal, vaginal, pulmonar, dérmica y nasal (Calixto et al., 2015).

Los polimeros de PAA mas comunmente empleados en el desarrollo de hidrogeles
farmacéuticos bioadhesivos son el Polycarbophil y el Carbopol (también llamado
carbomer) debido a su naturaleza hidréfila y estructura reticulada, son interesantes

para controlar la liberacion de farmacos (Calixto et al., 2015).

El carbopol es identificado dentro de una familia de polimeros basada en la quimica
del &cido acrilico reticulado modificado (la estructura unitaria del polimero) (figura 10a).
Los polimeros se producen a partir de particulas de polimero primario de
aproximadamente 0.2 a 6.0 um de diametro. Cada particula puede ser vista como una
estructura de red de cadenas poliméricas interconectadas por reticulacion (Figura
10b). Dichos polimeros estan disponibles como polvos blancos esponjosos (Figura
10c), absorben agua, se hidratan e hinchan. Son modificadores de la reologia
utilizados para impartir beneficios de espesamiento, suspension y estabilizacion. Los
grupos carboxilo proporcionados por el esqueleto de acido acrilico del polimero son

responsables de los beneficios del producto (Di Giuseppe et al., 2015).

Los enlaces de hidrogeno sélo se forman cuando se protonan los gruposcarboxilicos;
esto implica que el hinchamiento de los hidrogeles es dependiente delpH.Los
hidrogeles formados por enlaces de hidrégeno tienen propiedades viscoelasticas
debido a las extensas interacciones de estos enlaces. Estas uniones son relativamente
débiles y pueden alterarse por las fuerzas de cizalla permitiendo su administracion
(Martinez, 2016).
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FIGURA 10. Aspecto del Carbopol a) Reacciéon quimica de acido poliacrilico con
una base, hidréxido de sodio (NaOH); b) Polimero reticulado seco, se hidrata y
se hincha; c) Polimero en polvo. Fuente: (Di Giuseppe et al., 2015).

2.11.4. Nanogeles a partir de nanoemulsiones (NE) empleando carbopol

Los beneficios asociados con el uso transdérmico de nanoemulsiones son mayor
solubilidad del farmaco, buena estabilidad termodinamica y efecto potenciador sobre
la capacidad transdérmica. La aptitud de la nanoemulsién para aumentar el gradiente
de concentracion y la actividad termodindmica hacia la actividad en la piel con aumento
de la permeacion de sus componentes hace que el sistema sea mas eficaz para la
administraciéon transdérmica. Sin embargo, la baja viscosidad de la nanoemulsion
limita su aplicacion en el suministro transdérmico debido al uso incémodo. Los geles
biocompatibles que tienen una interaccion débil con surfactantes ya han sido
explorados para modificar el comportamiento reolégico de la nanoemulsion. Las
matrices de gel variante tales como el carbopol han sido estudiadas para aumentar la

viscosidad de la nanoemulsion para aplicaciones transdérmicas. Por lo tanto, la
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incorporacion de nanoemulsién en la matriz de gel puede dar lugar a nanoemulgel o

nanogel, que puede ser mas relevante para la aplicacion transdérmica en comparacion

con la nanoemulsion (Arora et al., 2014).

En la Tabla 5 se resumen algunas investigaciones donde han empleado el carbopol

como reticulante en nanoemulsiones para el desarrollo de nanogeles.

TABLA 5. Investigaciones donde emplean carbopol en la elaboracion de

Referencia

Shen et al .,
2014.

Aroraet al.,
2014

Objetivo
Formular
nanogeles de
Ganoderma
lucidum (GLT)
para

administracion

topica con el fin de
mejorar el efecto
terapéutico de la

congelacion.

Desarrollo de un
NG como sistema
de administracion
de

poco

transdérmica
farmacos
solubles en agua,

ketoprofeno.

nanogeles.

Método
Formulacién de
Nanosuspensiones de

GLT por la técnica de
homogenizacion a alta
(APV) vy se

gelificaron con carbopol

presion

940® comparandolo con
un gel convencional de
con

carbopol polvo

grueso de GLT.

El Carbomer 940°® se
afadi6 como matriz de
gel para convertir la
nanoemulsion en

nanogel.

Resultados
El nanogel de  GLT
incremento la cantidad

acumulativa de GLT en la
epidermis cinco veces en

gel
de carbopol

comparaciéon con el
convencional
con GLP, mostrando que los
nanogeles son eficacespara
el suministro dérmico
adecuada de farmacos poco

solubles.

El perfil de permeaciéon in

vitro de la formulacion
optimizada se compar6 con
la nanoemulsion. La
velocidad de penetracion del
nanoemulgel fue dos veces
mayor que la de la solucién

del farmaco.
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dérmica. dispersado en agua y de cadena media después
neutralizado con de la incorporacion en
trietanolamina para ser hidrogeles.

mezclado con la NE.

2.12. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones (NE) son transportadores coloidales (un sistema formado por dos

0 mas fases inmiscibles que pueden ser solidas, liquidas o gaseosas) que se
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componen de dos liquidos inmiscibles, generalmente aceite y agua. Se caracterizan
porque uno de los liquidos se dispersa en pequefias gotas (fase dispersa) en el otro
(fase continua) con una distribucion de tamafio de unos 20 hasta 200 nm, estabilizadas
con pequefas cantidades de emulsificantes no i6nicos y/o polimeros. Son
particularmente atractivas por su transparencia y relativamente alta estabilidad cinética
(Ochoa, 2013).

Las nanoemulsiones pueden emplearse eficientemente como sistemas de liberacion
de principios activos a través de la piel, debido a que por su pequefio tamafio de
particula pueden depositarse uniformemente y penetrar a través de la piel y, por su
transparencia, fluidez y baja densidad pueden utilizarse estéticamente sobre ella. Sin
embargo, sus propiedades reoldgicas se tienen que mejorar para estos fines debido a
que al ser aplicado en la piel debe fijarse un tiempo prolongado. Por ello, en esta
investigacion se usaron como base para el desarrollo de un nanogel que cumpla con
todas las propiedades que haran posible suministrar farmacos por via dérmica. Sin
embargo, las nanoemulsiones no son un sistema en equilibrio, y por lo tanto muestran
una tendencia a separarse; no obstante pueden tener cierta inestabilidad a lo largo del

tiempo (Gutiérrez et al., 2008).

2.13. Caracterizacion de nanoemulsiones

La manera directa de evitar las inestabilidades de las emulsiones es conocer sus

propiedades.

2.13.1. Tamafio de particula

El tamafio de particula en una nanoemulsién es una de las propiedades claves en su
caracterizacion puesto que influye en el tiempo de almacenamiento y estabilidad, las
propiedades Opticas, reologicas, biodisponibilidad, sabor y textura del producto
(Mcclements, 2009). El numero de particulas en una emulsion es extremadamente
grande y aumenta al disminuir el tamafio de particula (McClements, 2011; Acevedo,

2017). El tamafo de globulo de una emulsién es usualmente expresado como el
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didmetro de los glébulos de la fase dispersa; considerando que todos estos tuvieran el

mismo volumen en todo el sistema (Chavez, 2015).

2.13.2. Polidispersion

Otra manera de caracterizar las nanoemulsiones es a partir de la polidispersidad del
sistema, queindica la uniformidad de una distribucion de tamafios, es decir, cuantos
tamanfos diferentes estan presentes en el medio; los cuales pueden ser representados
graficamente en funcion al nimero de picos que estan relacionados en la distribucién
del tamafio de particula. Estos graficos se definen como monomodal y multimodal, y
se pueden observar en la Figura 11 (McClements, 2011; Loyo, 2017). Las
distribuciones se conocen como "monodispersas” si la polidispersion es <0.2. Esta
distribucion es la deseada debido a que muestra una homogeneidad de tamafio de

particula, y esto se observa con una alta tasa de estabilidad.

La polidispersién de la distribucion de tamafio se define normalmente como se muestra

en la ecuacion 1:
7 . . g .z da 2
Indice de polidispersion = (;) Ec.1

Donde:

e Ja es el cuadrado de la desviaciéon estandar

e aes lamedia de los diametros
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FIGURA 11. Determinacion del tamafio de particula, representacién gréafica de
modelos: a) Monomodal b) bimodal (McClements, 2011).

2.14. Caracterizacion de geles

Para caracterizar los geles en general (incluidos NG y OG), es necesario estudiar su
estructura desde la escala molecular a la escala macroscopica pasando por la escala
nanométrica. Para el estudio de los geles se han utilizado una combinacién de
diferentes técnicas dentro de las que destaca la reolégicas, microscopia avanzada,
técnicas de microscopia electronica o de fuerza atbmica, espectroscopia y técnicas de
difraccion. La informacién proporcionada por cada una de estas técnicas se ha de
combinar, ya que las escalas de medida son diferentes y hay que tener especial
cuidado cuando dichas medidas no pueden realizarse en las condiciones normales de
gelificacion. Por ejemplo, si requieren el tratamiento o secado de la muestra, ya que la
estructura sin disolvente puede colapsar y no ser exactamente la misma que en el
medio humedo o gel (Clemente Oteo, 2013). A continuacion, se describiran algunas

de las técnicas mas empleadas para caracterizar estos sistemas.

2.14.1. Determinacion de la CCG por método del tubo invertido

La concentracion critica gelificante (CCG) se define como la cantidad minima de

gelificante que se requiere antes de que pueda inducir la gelificacién a temperatura
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ambiente (Takafuji et al., 2007; Mallia et al., 2009). Si la concentracién del gelificante
esta por debajo de esta concentracion, el gelificante fallara al inducir la gelificacion y
permanecera en fase liquida. De manera similar, si la cantidad de concentracién de la
fase acuosa esta por encima del limite critico superior, la gelificacion no se produce o
se produce un sistema bifasico, donde el exceso del solvente no es retenido en la
estructura de la red. Este fendbmeno de desorganizacion en la estructura gelificada con

la adicion de exceso de agua se conoce como solvatacion del gel.

El método méas simple para determinar si se forma o no un gel, es llevar a cabo el
método de prueba-tubo invertido (Li et al., 2007; Nam et al., 2008). Después de
homogeneizar, se permite la formacion del gel (la duracién de gelificacion varia
dependiendo de la composicidn del gel). A continuacion, se invierte el tubo de ensayo
y si el contenido del tubo de ensayo fluye, el sistema se considera como sol (o tal vez
un organogel débil), lo que indica que la composicién particular ha fallado para inducir

organogelacion (Figura 12).

(b)

FIGURA 12. Método del test tubo invertido: a) organogel y b) un organogel
fallido. Fuente: (Sagiri et al., 2013).

2.14.2. Caracterizacion estructural (microestructura)

Segun el mecanismo de formacion del organogel, la estructura molecular de la red
tridimensional varia entre organogeles. La arquitectura del gelificante en disolventes

orgénicos incluye formas tales como vesiculas, tubulos, fibras sélidas, cristales,
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varillas, laminas dispuestas en paralelo, hélices, en forma de estrella etc. La mayoria
de los productos alimenticios son mezclas de varios componentes. Por lo tanto, la
observacion microscopica del arreglo estructural de los elementos nos ayuda a
comprender posibles interacciones entre ellos. EI método de caracterizacion mas
simple para analizar las caracteristicas estructurales de organogeles es el analisis de

microscopia (Sagir et al., 2014).

2.14.2.1. Microscopia de luz polarizada (MLP)

Se ha utilizado para analizar la naturaleza cristalina de los organogeles elaborados
con ceras y aceites comestibles, donde es posible evaluar el efecto de las condiciones
de almacenamiento, velocidad de enfriamiento en los organogeles y birrefringencia de
las estructuras cristalinas formadas. La MLP ha mostrado coloides de varios
micrometros de diametro con intrincadas redes de fibras de geladores ramificados
(Sagir et al., 2014).

La microscopia de fase caliente con luz polarizada emplea un elemento de
calentamiento controlado unido a una platina del microscopio. La muestra mantenida
dentro de un portaobjetos es calentada de manera controlada y monitoreada
continuamente a través del microscopio, revelando la secuencia de eventos que se
producen durante el ciclo térmico; por ejemplo, la formacién de micelas inversas,
toroides y su alargamiento en forma de varillas, tubulos o fibras, asi como transiciones
de fase (Jibry et al., 2004).

2.14.2.2. Microscopia avanzada

Dentro de las técnicas microscoépicas, la microscopia de fuerza atomica (AFM), la
microscopia electronica de barrido (SEM) y la microscopia electronica de transmisién
(TEM), en sus diferentes variantes, son muy Utiles para el estudio de la estructura del

gel en la escala desde micras hasta hanométros.
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En TEM y SEM, la resolucion llega a los 0.2 nm, pero convencionalmente implica

trabajar a alto vacio, lo que supone secar las muestras.

En SEM se pueden obtener imadgenes de alta resolucién (aproximadamente de 3-4
nm) de la superficiede la muestra. Las imagenes tienen una apariencia tridimensional
y son Uutiles para la investigaciéon de la estructura superficial de organo, micro y
nanogeles. La preparacion de la muestra no es sencilla, en muchos casos requiere de
recubrimiento con una capa delgada de un material conductor y condiciones de vacio

(Esacalona y Quintanar, 2014).

En la Figura 13 se muestra la micrografia de un nanogel elaborado con un carbopol
como reticulante, el cual es un vehiculo acarreador de triterpenos obtenidos de
Ganoderma lucidum, el cual fue desarrollado para el tratamiento de congelacion. Como
se puede observar la imagen no muestra buena resolucién, lo cual no favorece una

buena interpretacion y caracterizacion de dicho sistema.

a

3.00um

FIGURA 13. Micrografia de un Nanogel acarreador de triterpenos aislados de

Ganoderma lucidum (Shen et al., 2014).
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2.14.2.3. Técnicas espectroscoépicas aplicadas a geles

La resonancia magnética nuclear (RMN), el dicroismo circular (CD), la espectroscopia
infrarroja y en algunos casos la fluorescencia, son técnicas espectroscopicas que
ayudan a entender la estructura primaria del gel, es decir, las interacciones a nivel
molecular. Ademas, estas técnicas son sensibles a la temperatura por lo que pueden

servir para determinar temperaturas de gelificacion (Estroff y Hamilton, 2004).

La resonancia magnética nuclear da informacion de los enlaces formados durante la
gelificacion y de la temperatura de gelificacion. Los tiempos de relajacién pueden dar
una idea de las partes de la molécula cuyos movimientos conformacionales o

rotacionales disminuyen durante la gelificacion (Steed, 2011).

Los estudios de espectroscopiainfrarroja pueden confirmar la presencia de puentes de
hidrégeno y determinar el estado de protonacion de los acidos carboxilicos, pero en el
caso de las sefiales correspondientes al enlace NH, no se puede obtener informacion
cuando se trata de hidrogeles, ya que estan ocultas por las bandas del OH del agua
(Estroff y Hamilton, 2004; Escuder et al., 2006).

2.14.3. Caracterizacion reoldgica

La reologia permite describir propiedades macroscépicas del gel. En concreto, en el

estudio reoldgico dinamico, se estudia la respuesta del material a un estrés oscilatorio.

Estudiando los modulos en funcion de la frecuencia de oscilacidn, el estrés, la
temperatura y la concentracion del gelificante se puede caracterizar el gel (Estroff y
Hamilton, 2004). La caracterizacion reoldgica es (til en la descripcidbn de las
propiedades fisicas de los organogeles, tales como viscosidad, viscoelasticidad y
resistencia mecénica (Barnes, 2000). Se ha encontrado que la mayoria de
organogeles muestran propiedades reoldgicas plasticas (Pénzes, et al., 2005). Desde
una perspectiva biomédica, la deformacion de geles es necesario después de la
aplicacion de suficiente cizallamiento para la difusion facil y mejoramiento de la

permeacion de farmacos después de la aplicacion dérmica. A medida que aumenta la
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tasa de corte, la tensién dentro de las muestras aumenta inicialmente de forma no

lineal y se acerca progresivamente a la linealidad (Barnes, 2000).

2.14.3.1. Anadlisis oscilatorio de baja amplitud

Los analisis oscilatorios son frecuentemente el tipo de prueba viscoelastica mas
utilizado. Esta prueba consiste en someter un fluido a un esfuerzo (1) o deformacion
(y) sinusoidal de una frecuencia dada (w). Durante este movimiento periédico, el
esfuerzo y la velocidad de deformacion (Y) evolucionan sinusoidalmente en funcion
del tiempo con la misma pulsacion, pero presentando un cierto desfase (¢) una con
respecto a la otra como se muestra en la Figura 14. Es importante resaltar, que en
gran parte de la literatura se utiliza el desfase denotado por el simbolo “6”, que esta
dado por el desfase entre el esfuerzo y la deformacion o respuesta (Espinosa, 2014).

Ambos desfases estan relacionados por la ecuacion 2:
§=>-¢ Ec. 2

A
‘ Esfuerzo ‘ Respuesta ‘ |"— d:%::: 0

N\ N\
‘\/‘\/

FIGURA 14. Interpretacion de pruebas oscilatorias, angulo de desface. Fuente:
(Rheology Theory an Applications. TA Instruments).

Las propiedades como de sélido de un fluido a cualquier frecuencia son representadas

por el médulo elastico o modulo de almacenamiento (G’), mientras que como liquido
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son descritas por el médulo viscoso o médulo de pérdida (G”). La unidad de ambos
moédulos esel pascal (Pa) en el Sistema Internacional y estan definidos por las

ecuaciones 3y 4.

G =G -cosé Ec. 3
G' =G -sené Ec. 4

Donde G* representa el mdédulo complejo de cizallamiento. A partir de estas
ecuaciones, el desfase (0) se puede relacionar al moédulo elastico y viscoso por la

ecuacion 5:

G
tand = — Ec.5
G/

Con la ecuacion 5 se demuestra que el &ngulo de desfasaje tiene un valor que varia
entre 0° (para un solido elastico, G” = 0°) y 90° (para un liquido viscoso, G’ = 90°). En
este sentido, si el &ngulo de desfase es un indicador de la presencia de propiedades
elasticas o viscosas de un fluido, se puede establecer que si el valor de 6 esta
comprendido entre 0°y 45° el fluido tiene un comportamiento méas elastico que viscoso,

o0 viceversa, cuando d esta comprendido entre 45° y 90° (Espinosa, 2014).

2.14.3.2. Barridos de deformacion

Se sabe que tanto los barridos de deformacion como de tension proporcionan una base
excelente para comparar los productos alimenticios de naturaleza visco-elastica. Se
han usado éste tipo barridos para diferenciar geles débiles y fuertes, los geles fuertes
pueden permanecer en la region visco-elastica lineal sobre cepas mayores que geles
débiles (Steffe, 1996).

Estos barridos miden la respuesta del material al aumento de la amplitud de
deformacion (deformacion o tensién), la cual es controlada a una frecuencia y
temperatura constante y permiten determinar la regién lineal visco-elastica (RLV), asi
como los valores del esfuerzo y la deformacion criticos. El intervalo visco-elastico lineal

comprende aquel rango de esfuerzodonde los valores de las funciones viscoelasticas
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no varian significativamente. Se han elegido como funciones viscoelasticas de control,
G’, relacionado con la energia que acumula el material bajo estudio por ciclo de
oscilacion y G”, asociado con la energia que se disipa y por tanto con la componente

viscosa (Alfonso et al., 2013).

En la region lineal (Figura 15), las propiedades reoldgicas no dependen de la tension
ni del estrés. Los mddulos de almacenamiento y pérdida versus el parametro de

barrido se representan en la Figura 15.

Region Lineal:
Modulos
independientes de
la deformacidn

Region No-lineal

G '

Stress

Y. = Deformacion critica

Strain (amplitude)

FIGURA 15. Determinacion de la region lineal visco-elastica por medio de un
barrido de deformacion. Fuente: Rheology Theory an Applications (TA
Instruments).

El estudio de pardmetros dinamicos reoldgicos, la viscosidad de cizallamiento (n), G',
G" y tiempo de relajacion (tt) permiten dilucidar las propiedades reoldgicas de
organogeles. En este tipo de materiales la elasticidad, medida con G', es mayor que la
energia disipada o comportamiento viscoso, determinado por G" (Terech y Weiss,
1997). La medicion se realiza colocando una capa fina de gel, la cual se encuentra
entre un componente estacionario y otro movil. Los tipos de platos estacionarios o

moviles pueden ser de tipo paralelos, cilindricos concéntricos, cono-plano, entre otros.
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Los modulos estan relacionados con el almacenamiento de energia elastica y la
disipacion de la energia viscosa, respectivamente. Mediante el uso de estos
parametros la viscoelasticidad lineal o los parametros reologicos G* y 'n se pueden

calcular (Pénzes et al., 2004).

En términos reoldgicos, un gel se define como un material en el que el médulo de
elasticidad y el modulo de viscosidad son independientes de la frecuencia y el angulo

de desfase (d) es bajo en un determinado rango de frecuencias (Yang, 2008).

Las propiedades reologicas de los organogeles se ha estudiado ampliamente
(Shchipunov y Hoffmann, 1998). Se ha informado de que hay un aumento de 104 -
10° veces en la viscosidad después de la adicién de cantidades pequefias de agua en
comparacién con la solucion inicial de lecitina (Han et al., 2013), pero en ocasiones, la
viscosidad puede aumentar en un factor de 10'° inmovilizando aproximadamente 105
moléculas de liquido por molécula gelificante. La composicion quimica de un gelificante
también afecta significativamente las propiedades reoldgicas. Los geles disefiados
para uso farmacéutico a menudo llevan medicamentos y éstos pueden afectar su

comportamiento reolégico (Sagir et al., 2014).

2.14.4. Caracterizaciéon Térmica

Organogeles que involucran enlaces fisicos son termoestables y pueden permanecer
estables durante méas de dos afios (Edelsztein, 2010). La temperatura de transicion de
gel a sol se ha estudiado utilizando la técnica de caida de bola (Terech, et al., 2000),
el analisis térmico diferencial (DTA), calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Toro-

Vazquez et al., 2007) y también por medio de reologia (Lupi et al., 2013).

DSC es una técnica experimental dinamica que permite determinar la cantidad de calor
gue absorbe o libera una sustancia, cuando es mantenida a una temperatura
constante, durante un tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada a
velocidad constante, en un determinado intervalo de temperaturas. Es eficaz para
caracterizar las propiedades fisicas de los polimeros que componen a los nanogeles y

organogeles. Esto permite determinar las temperaturas de fusién, cristalizacion, y
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temperaturas de transicién de fases, asi como los cambios de entalpia, entropia, la
transicion vitrea (Ramirez et al., 2016) y otros efectos que muestran cambios en la
capacidad calorifica o de calor latente (Schick, 2015). Ademas, se puede determinar
la presencia de agua asociada a los nanogeles y la no asociada, lo que podria ser de

utilidad para conocer el grado de hinchamiento.

En los organogeles la temperatura de transicion gel-sol (Tgel-sol), es la temperatura
por a la cual se produce la rotura de los agregados auto-ensamblados y se obtiene un

sistema fluido, por debajo de la misma se produce la gelificacion.

Andlisis DSC y DTA de organogeles reportan transiciones térmicas en términos de
picos exo y endotérmicas, respectivamente. Durante el calentamiento de un organogel,
existe un pico endotérmico a la transiciéon de gel a sol marcado por el inicio de la
interrupcién en la estructura de red (cuando el gel empieza a fluir). Del mismo modo,
durante el enfriamiento, el sistema se somete a su transicion de sol a gel como una
funcion de la temperatura. Un pico exotérmico resulta, por la formacion de estructuras
enredadas. Si el organogel es isotropico en la naturaleza, la gama de temperaturas de
transicion no debe ser mas de 3-5 °C. Ademas, su correspondiente calor de
gelificacion (Hg) y el calor de fusion (Hm) se puede determinar (Toro-Vazquez et al.,
2007).

2.14.5. Fundamentos del DSC

Un sistema DSC funcional tiene tres componentes principales: el instrumento en si,
gue contiene la electronica del sistema; la celda, que monitorea el flujo de calor

diferencial y la temperatura; y un accesorio de enfriamiento.

El sensor de celda consiste de dos plataformas elevadas separadas para contener la
muestra y la referencia. Las cuales estan conectadas al bloque de calefaccion (base)
por tubos de pared delgada que crean resistencias térmicas entre las plataformas y la
base. Los detectores de area (termopares) en la parte inferior de cada plataforma

miden la temperatura de la muestra y la referencia (Schick, 2016). Un tercer termopar
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mide la temperatura en la base, en la Figura 16 se observa una descripcion grafica de

los componentes.

__Q
/T\

Termopares

Horno

FIGURA 16. Esquema grafico del fundamento del funcionamiento del DSC
(Schick, 2015).

En un DSC de "flujo de calor", el material de muestra encapsulado en una bandeja, y
la referencia en una bandeja de vacia, se colocan en un disco termoeléctrico rodeado
por un horno. A medida que se cambia la temperatura del horno, generalmente por
calentamiento a una velocidad lineal, el calor se transfiere a la muestra y se hace
referencia a través delos termopares. El flujo de calor diferencial a la muestra y
referencia se mide mediante termopares de &rea utilizando el equivalente térmico de

la Ley de Ohm.
q= R Ec. 6
Donde:

e (= flujo de calor de la muestra
e AT= Diferencia de temperaturas entre la muestra y la referencia

e R= Resistencia de del disco termoeléctrico

Esta relacion no tiene en cuenta el flujo de calor extrafio dentro del sensor o entre el

sensor y la bandeja de muestra.

La ecuacion 7 muestra el modelo de red térmica que representa esta disposicion de

celda, y la resultante expresién de flujo de calor que describe esta disposicion.
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q= - +4T, (F=52) + (€, - C))

. dT dAT
RyR;

C

— — Ec. 7
dt T dt

Donde:

e AT=temperatura medida de la muestra (Ts) menos temperatura medida de la
referencia (Tr)

e ATo= Temperatura medida de la base del sensor menos la temperatura
medida de la muestra (To-Ts)

e To=Temperatura para el control

¢ R/= Resistencia térmica del sensor de la referencia

e Rs=resistencia térmica del sensor de la muestra

e C= Capacidad calorifica del sensor de la referencia

e Cs= Capacidad calorifica del sensor de la muestra

El primer término en esta expresion es el equivalente de la expresién convencional de
flujo de calor DSC. El segundo y tercer término explican las diferencias entre la muestra
y las resistencias de referencia y capacitancias respectivamente. Estos términos tienen
su mayor impacto durante las regiones de la curva térmica donde la capacidad de calor
de la muestra es el contribuyente predominante al flujo de calor. El cuarto término
explica la diferencia en la velocidad de calentamiento entre la muestra y la referencia.

Este término tiene su mayor impacto durante los eventos entalpicos (p. €j., Fusion).
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3. JUSTIFICACION

El 4cido betulinico es un compuesto que ha demostrado resultados positivos sobre la
inflamacion, sin embargo, por su cardcter lipofilico y poca solubilidad, requiere un

sistema acarreador para incrementar su efecto.

Los organogeles, gracias a sus componentes afines a las membranas de la piel,
facilitan a los farmacos que transportan atravesar las diferentes capas de la piel.
Actualmente no existen estudios de organogeles acarreadores de acido betulinico, y
existen pocos estudios que emplean aceites vegetales como medio organico.

Por otro lado, los nanogeles han mostrado incrementar la absorcion en la piel de

diversos farmacos debido al reducido tamafio de particula.
Ambos vehiculos se han convertido en sistemas portadores potenciales de diversos

compuestos bioactivos por lo que en este estudio se busca evaluar la bioactividad

antiinflamatoria de ambos sistemas sobre un edema auricular en ratones.
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4. HIPOTESIS

La administracion tépica de un nanogel y un organogel, como acarreadores de
compuestos bioactivos, logrardn una mayor disminucion de la inflamacién auricular en

comparacién con otros sistemas de liberacion.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

e Evaluar la actividad antiinflamatoria del acido betulinico probando dos vehiculos
acarreadores (nanogeles y organogeles) de aplicacién dérmica en un modelo

murino.

5.2. Objetivos especificos

e Formular, desarrollar y caracterizar organogeles de lecitina como vehiculo
acarreador de acido betulinico.

e Formular, desarrollar y caracterizar nanogeles (desarrollados a partir de una
nanoemulsién) como vehiculo acarreador de acido betulinico.

e Evaluar la bioactividad de ambos vehiculos (nanogeles y organogeles) en un

modelo de ratones con edema auricular.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

La PC (95 % PC de soya) se adquirié de la compafiia Avanti Polar Lipids (Alabaster,
AL), Fosfolipon 90H, fue donado por el laboratorio de fisicoquimica de alimentos de la
UASLP, la fuente de &acidos grasos de cadena media para desarrollar ambos sistemas
fue un aceite comercial (Premiun brand 100% Pure MCT Oil) de la compariia Swanson
Health Products (Fargo, Dakota del Norte, Estados Unidos); el &cido betulinico (Grado
técnico, 90% de pureza) y el 13-Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) fue
adquirido de Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany); el glicerol fue grado reactivo (J. T.
Baker). El reticulante para los NG (Carbopol 940) fue adquirido de la drogueria

cosmopolita.

6.2. Metodologia general

Esta investigacion estuvo compuesta por cuatro etapas generales, las cuales se
presentan en el diagrama de flujo en la Figura 17. La primera etapa es el desarrollo y
caracterizacion de nanoemulsiones de acido betulinico (NE AB) para posteriormente,
en la segunda etapa formular y caracterizar los nanogeles acarreadores de &cido
betulinico (NG AB), la tercera etapa es el desarrollo y caracterizacion de los
organogeles (OG AB) y finalmente la cuarta etapa, evaluar la bioactividad

antiinflamatoria del acido betulinico en cada uno de los sistemas.
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FIGURA 17. Diagrama de flujo de las etapas de la investigacion
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6.2.1. Desarrollo de las nanoemulsiones de acido betulinico

Para el desarrollo de las nanoemulsiones se siguié la metodologia de Chavez (2015)
y Alegria (2017), con algunas modificaciones; para ello cada una de las fases
(oleosa:acuosa en la proporcion 5:95) fue preparada por separado: en la fase
dispersante (acuosa) fue disuelta 1 g de fosfatidilcolina Avanti en el agua Mili-Q a 45°C
y se adiciond glicerol, primeramente se homogenizan de forma manual y después se
somete a un bafio ultrasonico Aquawave 9376 (Barnstead/Labline) por 2 minutos, y
por otro lado, en la fase dispersa (oleosa) se pesaron 25 mg de &cido betulinico al cual
se adicionaron 0.5 gramos de aceite de triglicéridos de cadena media y al igual que la
fase dispersante esta mezcla fue sometida al bafio ultrasénico a 45°C hasta que se

solubiliz6 completamente el compuesto bioactivo.

Posteriormente, se mezclaron las dos fases y se obtuvo una emulsién gruesa usando
un homogenizador tipo rotor-stator Ultraturrax (T25 digital, IKA) a 20,000 rpm durante
tres minutos. Una vez obtenida esta, se sometié a un procesador ultrasénico digital
Branson (S-450D, Branson) con una amplitud de 20% durante tres minutos, logrando

con esto, disminuir el tamafio de particula y obtener la nanoemulsion.

6.2.2. Caracterizacion de las NE AB
6.2.2.1. Analisis del tamafo de particula

Se determind el tamafio de particula y el indice de polidispersidad (PDI) en el equipo
Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments Inc.); este equipo emplea la técnica de
Dispersion de Luz Dinamica (DLS) que permite determinar estos dos parametros, el
rango de deteccion de particula es de 0.3 nm a 5 ym. Lasmuestras, antes de
someterlas al analisis, se prepararon de acuerdo con Loyo (2017) y Acevedo (2017)
consistié en diluir con agua destilada desionizada, utilizando un factor de dilucién 1:100
(nanoemulsién: agua), el analito se coloco en la celda Versa Flour Cuvette 170-2415
para la determinacién de tamafo de particula. Las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente con un angulo de dispersion de 90° inmediatamente después

de su preparacién (TO) y al tercer dia de almacenamiento.
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6.2.2.2. Evaluacion de la estabilidad de almacenamiento

La estabilidad de la NE AB, se determind con el equipo Turbiscan Lab® Expert
(Formulaction, 2016). El principio de medicidén se basa en la dispersiéon multiple de la
luz estatica con muestras (Acevedo, 2017). Para ello, las muestras fueron depositadas
en una celda cilindrica de vidrio y se analizaron por la incidencia de un haz de luz a
una longitud de onda de 880 nm que escanea la muestra de arriba abajo, las
condiciones de medicion fueron a 25 °C durante tres dias, esto con el objetivo de
asegurar la estabilidad de dicho sistema antes de ser gelificado. Para el andlisis de las
muestras el equipo cuenta con un detector de transmitancia que mide la cantidad de
luz que pasa a través de la muestra y el detector de retrodispersion que mide la luz
reflejada por la muestra (Figura 18). El analisis de estabilidad se lleva a cabo como
una variacion de los perfiles de retrodispersion y transmitancia que permiten detectar
cambios en el tamafio de particula y la presencia de fendmenos de inestabilidad como

agregacion de particulas y sedimentacion entre otros (Loyo, 2017).

FIGURA 18. Incidencia de luz en la muestra y representacion esquematica de
las partes del Turbiscan (Formulaction, 2016; Loyo, 2017).
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6.3. Desarrollo de nanogeles de acido betulinico

Una vez que han sido desarrolladas y caracterizadas las nanoemulsiones, se procedio
a la realizacion de los nanogeles para ello se siguié la metodologia de polimerizacion
de nanoemulsién, la cual ya se describi6 en el apartado 1.9.1.1 para ello se tomé como
referencia el trabajo de De Vargas et al. (2012) y de Shen et al. (2014) con algunas

modificaciones.

Como primer paso se adicioné una concentracion determinada de carbopol 940®
(0.5%, 1% o 1.5%, segun el disefio) a la nanoemulsion previamente elaborada y se
mezclaron en un agitador magnético durante diez minutos y posteriormente se
mantuvo en stock durante un periodode tiempo especifico (4, 12 o 24 horas), para
propiciar la activacion del polimero a temperatura ambiente. Después del periodo de
activacion se adiciono la trietanolamida al sistema y se neutralizaron a pH cercanos a
siete y se mezclaron para fomentar la formacion de las redes poliméricas que forman
al gel. Finalmente, los sistemas se almacenaron 24 horas para permitir su

estabilizacion antes de ser caracterizados.

6.3.1. Disefo experimental para la formulacién de los nanogeles.

Para el desarrollo de los nanogeles se evaluaron tres concentraciones de reticulante
(carbopol 940®) y tres tiempos de activacion para determinar si estas variables tenian

algun efecto en las propiedades reoldgicas de los sistemas.

Las variables a estudiar son: la concentracion de gelante y el tiempo de activacion del
mismo, estudiando tres niveles en cada una, se realizdé un disefio factorial de 32, el
cual se muestra en la tabla 6. Haciendo un total de nueve muestras mas sus

respectivas réplicas.
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TABLA 6. Factores y niveles del disefio factorial para la preparaciéon de
nanogeles acarreadores de acido betulinico con un disefio factorial 32

Tratamiento Gelificante Tiempo de
Carbopol 940® activacion (horas)
(% p/p)
1 0.5 4
2 0.5 4
3 0.5 4
4 1 12
> 1 12
° 1 12
7 1.5 24
8 1.5 24
9 1.5 o4

6.3.2. Caracterizacion reologica de los NG AB

Los Nanogeles elaborados a partir de una NE AB empleando carbopol 940® como
reticulante fueron medidos utilizando un reémetro modelo Discovery HR2 (TA
Instruments, NewCastle, DL, USA) con geometria de cono plato (40 mm de diametro
con 2° de angulo del cono) equipado con un control de temperatura Peltier situado en
la base de la geometria. Las mediciones reolégicas se obtuvieron estableciendo la
posicion inicial del hueco entre la geometria y la muestra de 500 um. Se permitié que
la anchura del hueco variara con el espesor del gel para imponer una fuerza normal

de cero durante las mediciones.

Se realiz6 un barrido de deformacion o esfuerzo fijando entre 0.1 y 1000 por ciento de
deformaciéon, a una frecuencia y temperatura constante de 1 Hz y 25 °C

respectivamente.
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Los barridos de esfuerzo permiten determinar la region visco elastica lineal (RVL) asi
como los valores del esfuerzo y la deformacion criticos. La RVL comprende aquel
intervalo de esfuerzos para el cual los valores de las funciones viscoelasticas no varian
significativamente (Alfonso et al., 2013). Para este estudio se eligieron como funciones
viscoelasticas de control, el modulo de almacenamiento o elastico (G’), relacionado
con la energia que acumula el material bajo estudio por ciclo de oscilacion y el modulo
de pérdida (G”), asociado con la energia que se disipa y por tanto con el componente
de viscosidad. El punto de corte entre G'y G", oy (“yield stress”), representa el punto
donde al aplicar un determinado estrés el gel se rompe y comienza a fluir; este punto

se reconoce cuando G'=G" (Clemente Oteo, 2013).

6.3.3. Caracterizacion microscoOpica de los NG AB

Para analizar la estructura de los nanogeles se utilizé un microscopio electronico de
barrido (FE- SEM) modelo MIRA3 marca TESCAN de alta resolucion
(aproximadamente de 1.5nm), con Beam Deceleration Technology (BDT9) para una
resolucién con bajos voltajes de haz, debido a que los sistemas son orgéanicos, es
necesario trabajar con estas condiciones, por el contrario, se dafaria la muestra, el
modo de operacion del microscopio electrénico de barrido que fue necesario utilizar,
para obtener las imagenes de mayor calidad fue trabajando sobre bajo vacio en un
modo de operacion de la Optica electrénica: Resolution con el detector de electrones
secundarios (SE), los voltajes que se trabajaron para obtener las imagenes, en
diferentes campos fueron entre 9 y 10kv, con distancias de trabajo de 9 mm entre el
stup y el condensador y magnificaciones de 78kx, las imagenes se capturaron con el
software atla en formato TIF. Como primer requisito las muestras deben estar exentas
de liquido, ser lo mas planas posibles para que asi se genere una imagen mas
homogénea y la muestra debe ser conductora ya que, de no ser asi, se carga durante
la irradiacion por una acumulacion de carga que desvia el haz electronico y, como
consecuencia de ello aparecen distorsiones en la imagen, para evitar este problema la

muestra en colocada sobre una cinta de carbono.
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Para optimizar la visualizacion de los sistemas, se realizaron diferentes tratamientos a
la muestra:

El primer tratamiento fue liofilizar los sistemas, con el fin de eliminar en su totalidad la
actividad de agua de los geles, utilizando una liofilizadora de la marca Freezzone, a
las siguientes condiciones de trabajo: 0.035mBar, con una temperatura de -53°C por
12 horas. Una vez liofilizados se montaron en el portamuestra del equipo sobre una
cinta de carbono, para su posterior analisis.

El segundo tratamiento es realizar una deshidratacién con solventes por gradiente de

polaridad, con diferentes tiempos de contacto entre el solvente y la muestra.

- EtOH/An (7:3) y EtOH/An (5:5)

6.4. Formulacién de organogeles acarreadores de acido betulinico

Para el desarrollo de los organogeles se siguié la metodologia de Dassanayake et al.
(2009) y Toro-Vazquez et al. (2007) con algunas modificaciones. Para la preparacion
de las formulaciones de los organogeles, previamente se realizo la prueba del tubo
invertido la cual se describe en la seccibn 6.4.1. para determinar la CCG
(concentracion critica gelante) y una vez obtenida esta se prosigue a plantear el disefio
experimental (seccion6.4.2.). Las muestras fueron preparadas de la siguiente forma,
el compuesto bioactivo junto con el Fosfolipon 90H® (como agente gelificante) se
pesaron en viales con diametro de 1.5 cm en las concentraciones que se muestran en
la Tabla 7 para posteriormente dispersarlos en la fase organica (aceite de triglicéridos
de cadena media) a 110°C hasta obtener la fusion de todos los componentes del
sistema. Una vez logrado solubilizar cada uno de los componentes, las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente y consecutivamente se sometieron a una
temperatura de almacenamiento de 15°C para favorecer la formacion de agregados

gue daran lugar a las redes tridimensionales que impiden el flujo del aceite.

63



METODOLOGIA

6.4.1. Método del tubo invertido

El método del tubo invertido o del vial invertido es el método mas comun para confirmar
la gelificacion. En este método, la cantidad pesada de un gel (3 g) se toma en un tubo
de ensayo (dimensiones en cm: 1.5 x 10), este es calentado cuidadosamente a una
temperatura Optima para fundir completamente el sistema, en este caso a 110°C. A
continuacién, se deja enfriar el vial durante un tiempo suficiente antes de invertir
(Balasubramanian et al., 2012; Sagir et al., 2014), tres horas a 15 °C (Shi et al., 2014).
Después de la inversion durante una hora, la ausencia de flujo indica la formacién de
gel puede suponerse que la muestra ha establecido elasticidad, es decir tiene un limite
de elasticidad (Sagiri et al., 2012).

6.4.2. Disefo experimental parala formulacién de los organogeles

Las variables a estudiar son: concentracion de la fosfolipon 90H y acido betulinico, se
realizé un disefio factorial de 32. Haciendo un total de 9 muestras mas sus respectivas

replicas. Todas las concentraciones son expresadas en porcentaje en peso.
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TABLA 7. Factores y niveles del disefio factorial para la preparaciéon de
organogeles acarreadores de acido betulinico con un disefio factorial 32

Tratamiento Gelificante (%) Fase organica Compuesto bioactivo

FFN 90h (%) (%)

ATCM AB

1 25 75 0.17
2 25 75 0.17
3 25 75 0.17
4 35 65 0.5
5 35 65 0.5
6 35 65 0.5
7 45 55 0.83
8 45 55 0.83
9 45 55 0.83

6.4.3. Caracterizacion de los organogeles

Después del proceso de organogelacion se realizd la caracterizacion de los
organogeles con la finalidad de estudiar la influencia de las condiciones de gelificacion
en las caracteristicas de los organogeles, tal como lo son el comportamiento reoldgico

y las temperaturas de transicion de fases.

6.4.4. Comportamiento reolégico de los OG AB

Organogeles de lecitina acarreadores de acido betulinico fueron medidos utilizando un
redmetro modelo Discovery HR2 (TA Instruments, NewCastle, DL, USA) con
geometria de placas paralelas (40 mm; la placa superior) equipado con un control de

temperatura Peltier situado en la base de la geometria y una placa calentadora
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superior (UHP). Las mediciones reoldgicas se obtuvieron estableciendo la posicion
inicial del hueco en 500 um. Sin embargo, se permitié que la anchura del hueco variara
con el espesor del gel para imponer una fuerza normal de cero durante las mediciones.
El control del equipo se realiz6 a través del software TRIOS version 3.2.0.3877 (TA
Instruments-Waters LLC, New Castle, DL, USA). El barrido de deformacion se realiz6
entre 0.1 y 1000 por ciento de deformacion, fijando la frecuencia y la temperatura a 1
Hz y 5 °C respectivamente. Previamente al barrido de deformacion se llevé la muestra
a una temperatura de 110 °C y posteriormente se enfri6 a 5°C con una rampa de
10°C/min.

Para los seis tratamientos (mas réplica), se obtuvieron del médulo de almacenamiento
o elasticidad (G") en funcion de la deformacion oscilatoria y se determind su RLV asi

como el punto de cruce de G'y G".

6.4.5. Determinacion de temperatura de transicion de fases

Para determinar los cambios de fase en los organogeles se siguié la metodologia
reportada por Toro-Vazquez et al., (2007), para lo cual se emple6 el equipo de
Calorimetria Diferencial de Barrido o DSC (TA Instruments DSC Modelo Q2000
acoplado con un sistema de enfriamiento RCS), el equipo fue calibrado y se utilizé para
los estudios de gelificacion y de fusion dinamicos. Las muestras de las distintas
formulaciones de organogeles de lecitina se pesaron (5-7 mg) y sellaron en recipientes
de aluminio (pans), se fundieron a 110°C durante 20 min y después se enfriaron a 15°C
a una rampa de 10°C/min. Posteriormente, de una isoterma de dos min a 15°C se
calentd nuevamente el sistema hasta los 110°C a una rampa de 5°C/min. Se calculé
la energia endotérmica para provocar la fusion del sistema (AHm), asi como la
exotérmica de gelificacion (AHg), y se determind la temperatura a la cual los sistemas
mostraban el pico de la endotermia de fusién (Tm), y la temperatura la cual el sistema
comienza a tener un reacomodo molecular para formar nuevamente el gel (Tg) por
mediodel software del equipo (Andlisis universal TA-Instruments 2000, v. 4.0). Tmy Tqg

se calcularon utilizando la primera derivada del flujo de calor. Tges la temperatura a la
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gue la primera derivada de la capacidad calorifica de la muestra parte inicialmente a
partir de la linea de base. Por el contrario, Tp es la temperatura a la que la primera
derivada de la capacidad de calor asociado a la endoterma de fusién cruzando la linea
de base. Los valores AHg y AHm corresponden a las areas bajo la reaccidn exotérmica

gelificacion y de fusion endotérmico, respectivamente.

Una vez caracterizados los sistemas se eligié una formulacion de nanogel y una de
organogel con base a sus propiedades reoldgicas para finalmente evaluar la actividad

anti-inflamatoria del AB en cada vehiculo.

6.5. Evaluacién de bioactividad in vivo

Se trabajé con ratones de la cepa CD-1 de 7 semanas de edad, que fueron asignados
al azar en siete grupos de cinco ratones cada uno, se alimentaron con dieta comercial
y agua ad libitum, y se mantuvieron en un ambiente climatizado de 22 + 1°C con ciclos
de 12 h de luz y oscuridad. El cuidado de los animales se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones de la Norma Oficial Mexicana- NOM-062-Z00-1999.

Se tuvo un total de dos testigos y cuatro grupos como se observa en la Tabla 8.

TABLA 8. Grupos experimentales para el estudio de actividad anti-inflamatoria
del AB acarreado en diversos vehiculos

GRUPO1 GRUPO2 GRUPO GRUPO4 GRUPO GRUPO GRUPO

3 5 6 7
SANO TPA TPA TPA TPA TPA TPA
TESTIGO EDEMA NG AB OG AB HG AB ABL FR

Donde:

e NGAB: Nanogel acarreador de &cido betulinico
e OG AB: Organogel acarreador de acido betulinico

e HG AB: Hidrogel convencional acarreador de acido betulinico
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e ABL: Acido betulinico libre

e FR: Farmaco de referencia

6.5.1. Inflamacion crénicainducida por aplicacion repetida de TPA en oreja

de ratén

Se siguié el método propuesto por Stanley (1991) y Yueqin (2007). Los animales se
distribuyeron aleatoriamente en grupos de cinco, previamente al analisis, se permitid
un periodo de adaptacion de dos semanas a los ratones. El TPA se administrd en dosis
de 2ug/oreja en 20uL de acetona, depositando 10 pL a cada lado de las dos orejas del
raton. El agente irritante se aplicé topicamente cinco veces en dias alternos por la
mafana. Los vehiculosevaluados se aplicaron durante la segunda semana con dos
dosis diarias, el ultimo dia de experiencia sélo se aplico por la mafiana y 6 horas mas
tarde se sacrificaron los animales por desnucamiento y se extrajeron porciones de las
orejas de 7mm de didmetro con un sacabocados. En la Figura 19 se muestra un

diagrama donde resume lo anterior.

TPA 2 pgforejaen 20 pL de acetona TRPA
(10 pL a cada lada)

|
! { ’ V V

Aplicacion de sistemas
acarreadores de AB
(0.5%)

FIGURA 19. Esquema del modelo parainducir inflamacién crénicay evaluar la
actividad anti-inflamatoria de diversos sistemas.
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Se pesaron las orejas y se determind el edema por diferencia de peso con respecto a
un grupo control. La actividad antiinflamatoria se evalu6 mediante el célculo del

porcentaje de inhibicién del edema, segun la siguiente expresiéon matematica:

AP—APy,
AP,

%I = x 100 Ec.8

Donde:

APc = Media de pesos de las orejas tratadas con TPA (grupo edema) — Media de pesos

de las orejas del grupo sano.

APp = Media de pesos de las orejas tratadas con el sistema acarreador — Media de

pesos de las orejas del TPA (grupo edema).

6.5.1.1. Anaélisis estadistico

Los resultados de los disefios fueron analizados mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y la comparacion de medias mediante la prueba Tukey, con un nivel de

significancia del p<0.05 utilizando el software estadistico MINITAB 17.

6.6. Analisis histoldgico

Una vez obtenidas y pesadas las porciones de las orejas, los tejidos se conservaron
en formaldehido neutralizado al 10% para realizar el estudio histolégico de cada uno

de los tejidos sano y enfermos.

Posteriormente se realizaron tres cortes en cada una y se encapsularon en un
histocassete dejandolo un periodo de 24 horas en formol al 100%, a este paso se le
conoce como fijacién y tiene como objetivo fijar y preservar el tejido manteniéndolo
intacto por un largo periodo evitando que se deteriore por efectos de autolisis o por

ataque de microorganismos.

Consecutivamente se pasaron al procesador automatico de tejido, los pasos que se
llevaron a cabo dentro del procesador son los siguientes. Deshidratacion, aqui se

deshidrataron los tejidos con alcohol al 70, 80, 90 y 100% durante 8 horas, esto para
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gue haya un desprendimiento celular de manera gradual y obtener finalmente la
muestra deshidratada para facilitar la incorporacion de la parafina. En el aclarado, las
muestras se sometierona xilol (3 horas) donde es un lavado entre el alcohol y la
parafina, después se vertié parafina al tejido a una temperatura de entre 50-60°C y se
dejo reposar hasta que la parafina se secd. Posteriormente las muestras se volvieron
a meter en parafina a 60°C para que se deshiciera el bloque formado previamente y
se colocaron en un molde de inclusién al cual se le agregé nuevamente parafina
liguida. Se enfriaron a 4°C y finalmente se desmontd el bloque de parafina que

contenia la muestra. Este proceso es llamado inclusion.

A continuacion, se realizaron los cortes transversales (5 pm) de la muestra con ayuda
de un micrétomo de deslizamiento (Microm), los cortes se desparafinaron en una
estufa convencional a 60 °C para eliminar los restos de parafina y se utilizaron una
serie de alcoholes decrecientes para rehidratar el tejido y este pueda ser tefiido por los

colorantes acuosos.

Y finalmente se concluye el proceso con la tincién, una vez tenidos los tejidos
nuevamente hidratados se colocaron en hematoxilina por cinco minutos (encargada
de tefiir los ndcleos de color azul o violeta), se volvieron a lavar con agua y se pasaron
por bafio rapido de alcohol acido. Posteriormente, las muestras fueron colocadas en
carbonato de litio, se volvieron a lavar con agua y se pusieron en cuatro bafos de
eosina para teflir los citoplasmas de color rojo. Se colocaron en alcohol al 96% por tres
minutos, alcohol absoluto por dos minutos y xilol-absoluto, por Gltimo, se colocaron en

xilol para montar la muestra en el cubreobjetos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizacion de nanoemulsiones
7.1.1. Tamafio de particula

La nanoemulsibn O/W de acido betulinico empleada para el desarrollo de los
nanogeles se desarrollé a una relacién 5:95 bajo las mismas condiciones reportadas
por Chavez (2015) y Alegria (2017). La fase oleosa utilizada fue aceite de triglicéridos
de cadena media, constituido por acido caprilico (68.93 %), acido caprico (30.77 %) y
una fase continua con 10% de PC sin modificar. Estas condiciones se sometieron en
el equipo de emulsificacion a una amplitud del 20% (90 W) y un tiempo de sonicacién
de 3 minutos, obteniendo tamafios hanométricos con un promedio de 97.35 nm (DS=
9.713). Con esto se puede corroborar que estos sistemas son adecuados y cumplen

con la descripcion de una nanoemulsion (rango de 50 a 500 nm) (McClements, 2011).

7.1.2. Polidispersidad

El indice de polidispersidad mide la dispersion de la distribucion del tamafio de
particula y, por lo tanto, valores pequefios de Pdl indican una distribucion de tamafio
de particula estrecha (Yuan et al., 2008), valores cercanos a 0.2 representan una
buena estabilidad, mientras que valores cercanos a 1 indican una baja calidad y un
nivel muy alto de polidispersidad (Klang et al., 2011). Los resultados observados de
Pdl=0.198 sugieren una buena estabilidad y son cercanos a los reportados por Alegria
(2017). La Figura 20 muestra un perfil tipico de la distribucion del tamafio de particula
en las nanoemulsiones, la intensidad de la dispersion de una particula es proporcional
a la sexta potencia de su diametro (a partir de la aproximacion de Rayleigh's). Las

distribuciones de tamario de particula fueron monomodales y aqui se corrobora con la
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distribucion de tamafio (Percentil D90) el cual fue de 197 nm, este indica el valor que
esta por debajo del 90% (Percentil D90) de la distribucién.

Size Distribution by Intensity
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FIGURA 20. Distribucion de tamafos de particulas de las NE AB.

7.1.3. Estudio de estabilidad de la NE AB

También se evalud la estabilidad de las NE AB por tres dias mediante el equipo
Turbiscan Lab® Expert, con la finalidad de comparar y comprobar los resultados
obtenidos por el Zetasizer. En la Figura 21 se muestra la apariencia translicida de las
nanoemulsiones de AB y en la Figura 22 se comprueba que el sistema permanece
estable por tres dias después de la elaboracién, a una temperatura de almacenamiento
de 15°C.

Con los resultados obtenidos al caracterizar estos sistemas se puede determinar que
los sistemas fueron estables al menos tres dias después de su elaboracion,

presentando tamarios de particula favorables para reticularlas con el carbopol 940°.
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FIGURA 22. Gréfica de estabilidad de la NE AB a los dias de su preparacion.
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7.2. Caracterizacion de Nanogeles acarreadores de AB

7.2.1. Caracterizacion reolégica de los NG AB

El barrido de deformacion o esfuerzo se realizo entre 0.1% y 1000% de deformacion,

fijando la frecuencia y la temperatura a 1 Hz y 25 °C, respectivamente.

Los barridos de esfuerzo permiten determinar la region viscoelastica lineal (RVL) asi
como los valores del esfuerzo y la deformacién criticos. La RVL comprende aquel
intervalo de esfuerzos para el cual los valores de las funciones viscoelasticas no varian
significativamente (Alfonso et al., 2013). Para este estudio se eligieron como funciones
viscoelasticas de control, el médulo de almacenamiento o elastico (G’), relacionado
con la energia que acumula el material bajo estudio por ciclo de oscilacion, y el médulo
de pérdida (G”), asociado con la energia que se disipa y, por tanto, con el componente
de viscosidad. El punto de corte entre G' y G", oy (yield stress), representa el punto
donde al aplicar un determinado esfuerzo de corte, el gel se rompe y comienza a fluir.

A este punto se reconoce cuando G'=G" (Clemente Oteo, 2013).

En la Tabla 9 se muestran los parametros que determinan la viscoelasticidad de los
sistemas evaluados, el modulo de almacenamiento o elasticidad (G') y el punto de
corte en funcion de la concentracion del reticulante y del tiempo de activacion del
mismo. Los parametros resultantes de la regresion fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y la comparaciéon de medias mediante la prueba Tukey,
con un nivel de significancia del p=0.05, utilizando el software estadistico MINITAB v.
17.Los resultados muestran que el sistema con mayor % de carbopol y tiempo de
activacion (tratamiento 1.5%, 24h) fue significativamente diferente de los demas
tratamientos en ambos parametros analizados, mostrando una media mayor de G', lo
gue se traduce en una mayor elasticidad del sistema. Se observa que conforme
disminuye la concentracion del carbopol, disminuye esta propiedad del material para
regresar a su forma original, o casi original, después de ser sometido a un esfuerzo de

deformacion
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Islam et al. (2004) reportaron valores de punto de cruce de 86 y 89 Pa para geles
elaborados con el mismo reticulante donde el disolvente fue agua con polietilenglicol
(30% p/p) y glicerol (1% p/p); estos valores, como era de esperarse, tuvieron valores
mas altos que los hidrogeles testigos, elaborados en este estudio, los cuales se
desarrollaron con agua, reticulante y el AB previamente diluido en acetona; sin
embargo, fueron menores que los valores obtenidos en todas las formulaciones de NG
AB (ver Tabla 9).

TABLA 9. Determinacion del intervalo viscoelastico lineal a través del médulo

de almacenamiento y punto de cruce.

MODULO DE
PUNTO DE CRUCE ALMACENAMIENTO (G")
TRATAMIENTO Media Tukey Media Tukey
(Pa) (Pa)
1.5%24h 154.71 A 834.29 A
1.5% 12h 140.27 AB 806.40 B
1.5% 6h 138.20 AB 772.30 C
1% 24h 120.06 B,C 682.29 D
1% 12h 115.00 C 665.22 D,E
1% 6h 112.6 C 652.13 E
0.5% 24h 108.17 C 614.74 F
0.5% 12h 112.37 C 615.89 F
0.5% 6h 108.17 C 603.50 F
0.5% Testigo 58.22 D 255.93 G
1% Testigo 52.23 D 280.48 G
1.5% Testigo 43.85 D 276.79 G
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La Figura 23 es una representacion de todos experimentos, en donde se puede
observar que G' es superior en al menos un orden de magnitud a G"; un

comportamiento caracteristico de los geles, ya que son materiales mas elasticos que
viscosos (Menger y Caran, 2000).
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FIGURA 23. Barrido de deformacion (Tratamiento 0.5%-6h)

A bajos esfuerzos de deformacion se alcanza una meseta o “plateau, en la que el
modulo elastico”, que se caracteriza por poseer modulos relativamente elevados, en
esta investigacion se denota como G'. De los cuales se obtuvieron valores de 600 a

800 Pa, los cuales difieren con el trabajo anteriormente mencionado donde exhibieron
valores de 345-436 Pa (Islam et al., 2004).
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La region visco elastica lineal (RVL) de los NG se vuelven dependientes de la
deformacion ay > 7%. La elasticidad del gel disminuye constantemente a medida que
aumenta la deformacion. Los nanogeles elaborados a partir de nanoemulsiones de
acido betulinico mostraron mayores valores de elasticidad G', sin embargo en la Figura
24 se puede observar que los hidrogeles testigos mostraron una regién visco elastica
lineal de G' mas extensa que los nanogeles,donde se puede apreciar que los HG
testigos son dependientes de la deformacién hasta y > 30%, lo que se significa que los
NG tienden a ser no solo mas elasticos sino también mas fuertes que los hidrogeles
controles (Steffe, 1996).

En la Figura 24 también se observan los sistemas a una concentracion de 0.5% de
carbopol a los tres tiempos de activacion evaluados, se observa que el tiempo de

activacion del polimero no repercute en la viscoelasticidad final de esta concentracion.

Aumentar la amplitud de la deformacion oscilatoria hace que los materiales fluyan,
debido a que induce la rotura de la red inicial. Dos factores que contribuyen a la
elasticidad de las estructuras del nanogel. Cuando se neutralizan con TEA, las
particulas de microgel hinchadas forman una estructura estrechamente unida
formando asi unared elastica. El entrelazamiento entre los segmentos de cadena larga
y las cadenas laterales de las microparticulas vecinas también ayuda a formar la

estructura de red (Islam et al., 2004).
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FIGURA 24. Médulo elastico de NG a concentracion de 0.5% con diferentes
tiempos de activacion versus porcentaje de deformacién.

Los valores de G' de los nanogeles fueron mayores (por mas de 300 Pa) con respecto
a los HG testigos, lo cual se debe a que las NE AB con las que se desarrollaron los
NG, presentaron mayor viscosidad causada por los componentes de la nanoemulsién
(glicerol y fosfatidilcolina), estos generan mayores fuerzas de atraccion entre las
particulas dispersadas debido a interacciones polimero-disolvente favorables. En los
HG testigos (donde se empled agua como disolvente) requeriria una concentracion de

carbopol mucho mayor para obtener valores mayores de G'y y, como lo reportan Islam
et al. (2004).

En la Figura 25 se puede observar que a menor concentracion de reticulante la

elasticidad de los nanogeles decrece ligeramente como una funcién del esfuerzo de
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cizalla aplicado, indicativa de un "empaguetamiento” mas préximo en los microgeles
con altas concentracion de reticulante. Aparentemente, las esferas mas pequefias
necesitan a menor esfuerzo para inducir la ruptura de éstas, como lo indica Naé y
Reichert (1992). De igual forma, Todica et al. (2010) mencionan que un aumento de la

concentracion polimérica facilita la formacion de las conexiones entre las cadenas y
conduce al aumento de la viscosidad.
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FIGURA 25. M6dulo de almacenamiento de NG AB a tres concentraciones de

reticulante activado a las 6 horas.

Diversos autores han citado que vehiculos con mayor viscosidad reflejan coeficientes

bajos de difusion haciendo mas dificil atravesar las membranas de la piel. Ademas,
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tomando como referencia a los hidrogeles testigos, se decidié emplear el tratamiento
con menor cantidad de reticulante (0.5%) y optimizando el tiempo de activacion (6h)

debido a que en esta concentracion no hubo diferencia significativa.

7.2.2. Caracterizacion microscoépica de los nanogeles

A los nanogeles previamente liofilizados se les realizaron lavados, los cuales
mostraron un efecto positivo en la resolucién de las micrografias, sin afectar la

estructura del sistema.

A continuacion, se puede apreciar menor a mayor aumento la muestra de los NG 0.5%-
6h, donde en la Figura 26a se observa la topografia de la muestra (colocada en el
portamuestras tipo PIN stub), la cual muestra porosidad y algunos relieves no
uniformes, en la Figura 26b se muestra a un acercamiento de 9 kx se comienza a
observar una especie de agregados que conforman las redes tridimensionales, las
cuales son la estructura principal que define estos sistemas; mas adelante, a mayores
aumentos, en la Figura 26¢ y 26d se logra observar mas detalladamente estas redes,
gracias a la capacidad del SEM de producir imagenes en 3D, se aprecia que no todas
las estructuras estan sobre un mismo plano. Y finalmente, en la Figura 26e es posible
apreciar que estas redes que dan la estructura al gel estan formadas de agregados,
en su mayoria, de forma esférica, o casi esférica, los cuales se visualizaron con
tamafios de diametro por debajo de los 100 nm, corroborando con esto, que los

sistemas obtenidos cumplen el rango de particula para ser clasificado como nanogel.
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FIGURA 26. Micrografias obtenidas con SEM de NG AB de menor a mayor
aumento: a) Micrografia de la topografia de la muestra a 80x, b) Micrografia a 9
kx, ¢) Micrografia a 40 kx de las redes polimericas que conforman la estructura
del gel, d) Micrografia a 80 kx, e€) Micrografiaa 120 kx de los agregados esféricos
gue conforman lared tridimensional.
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7.3. Caracterizacion de organogeles acarreadores de acido betulinico

7.3.1. Prueba de tubo invertido y determinacion de la concentracion critica

gelante

Se realiz6 la determinacion de la concentracion critica gelante (CCG) de
doscompuestos gelificantes de lecitina de soya [Lecitina de soya al 95% de pureza
(Avanti Polar Lipids, Inc. Alabaster, AL), y lecitina con 85% de acido estearico

(Fosfolipon 90H®)] en aceite de triglicéridos de cadena media.

En la Figura 27 se observan los organogeles elaborados usando como gelificante el
fosfolipon (PC con 85% acido estearico) en concentraciones del 1% a 30% y se
determind en este sistema una concentracion critica gelante el 25% para el sistema
aceite triglicéridos de cadena media y fosfolipon. La gelificacion de estos sistemas se
debe a que este gelificante tiene en su composicion grandes cantidades de acidos

grasos saturados.

22% 23% 24% 25% 26%

FIGURA 27. Determinaciéon de CCG de sistemas de aceite de triglicéridos de
cadena mediay PC con 85% de acido estearico tipo comercial (fosfolipon).
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Por otro lado, al emplear lecitina de soya (Avanti) en concentraciones de 40% y 30%,
no se observo algun efecto de gelificacion en ninguno de los sistemas (Figura 28). Esta
lecitina tiene en su mayor composicion (65%) acido linoleico (C18:2), el que es un
acido graso poli-insaturado, para lecitinas con este tipo de &cidos grasos ya se han
obtenido organogeles (Richards et al., 2006); sin embargo, Richards y colaboradores
(2006) empleaban grandes concentraciones de Pluronic F-127, el cual es un poliol
tensoactivo no iénico (peso molecular de aproximadamente 12,500 daltons) que facilita
la solubilizacion de materiales en medios fisioldgicos, y utilizan agua para formar
micelas inversas, las cuales al agruparse forman redes tubulares que dan soporte al

liguido donde se encuentran. Y en el presente estudio no se emple6 dicho poliol.

FIGURA 28. Prueba de tubo invertido para determinar la CCG de sistemas de
aceite de triglicéridos de cadena media y de la lecitina Avanti (con acidos
grasos insaturados).
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7.3.2. Propiedades térmicas de los OG AB

Bajo las condiciones experimentales estudiadas, los organogeles desarrollados por
fosfolipon 90H® (FFN 90H) en aceite de triglicéridos de cadena media (ATCM)
mostraron un comportamiento termorreversible. Esta propiedad es caracteristica de
los organogeles y ha sido reportada en diversos sistemas como cera de candelilla en
aceite de cartamo con alto contenido de trioleina (Toro-Vazquez et al., 2007),
monoestearato y monopalmitato de sorbitan en aceite de canola o de oliva
(Dassanayake et al., 2011), monoglicérido en aceite de cartamo con alto contenido de
trioleina (Toro-Vazquez et al., 2013). La Figura 29 muestra los termogramas de
enfriamiento y calentamiento de los tratamientos con 25%, 35%, 45% de FFN 90H,
con 15 mg de AB a los cuales se sometieron a dos ciclos térmicos, aplicando una

rampa de enfriamiento de 10°C/min.
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FIGURA 29. Termo-reversibilidad de las formulaciones de FFN 90H y AB en
ATCM, al someterlas a dos rampas de calor.
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Los termogramas de dispersiones de FLN en aceite de TCM con acido betulinico
mostraron dos picos. El pico presente por encima de la linea base del termograma de
enfriamiento (Figura 30) se asoci6 a la gelificacion del sistema al ser una reaccion
exotérmicay al pico endotérmico (Figura (31), con la fusion de los OG. Se determinaron
las temperaturas a las cuales comenzaba la re-estructuracion de los agregados
moleculares que conforman las redes que le dan rigidez al sistema, la que se denominé
como temperatura de gelificacién (Tg), y la temperatura a la cual las moléculas
comienzan a tener una entropia, temperatura de fusiébn (Tm). Para todas las
formulaciones de los OG AB, ambas temperaturas fueron analizadas mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y la comparacién de medias mediante la prueba Tukey,
con un nivel de significancia del p=0.05 utilizando el software estadistico MINITAB v.
17 y no se encontraron diferencias significativas, a diferencia de otros autores que han
obtenido que al aumentar la concentracion de gelificante incrementan las temperaturas
de fusién y gelificacion, como es el caso de losorganogeles de cera de candelilla 'y de
cera de arroz (Dassanayake et al., 2009). Sumado a esto, las Figuras 30 y 31 sugieren
gue los sistemas tuvieron estabilidad térmica hasta los 70°C, y a partir de ésta los
sistemas comenzaron a fundirse, y posteriormente en la rampa de enfriamiento a
temperaturas de 79°C, parecian tener un arreglo molecular que conferia estabilidad y

rigidez al sistema.
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FIGURA 30. Exotermia de gelificacion de los OG AB enfriando a una rampa de
10°C/min.

También se determinaron los valores de las entalpias de gelificacion (AHg) y entalpias
de fusion (AHm), que corresponden a las areas bajo la curva de la exotermia de
gelificacion y la endoterma de fusion, respectivamente, los cuales fueron calculados
con el software del equipo (TA-Instruments Universal Analysis 2000, v. 4.0). Los
pardmetros resultantes fueron evaluados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y
la comparacién de medias mediante la prueba Tukey, con un nivel de significancia del
p=0.05 utilizando el software estadistico MINITAB v. 17.
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FIGURA 31. Termogramas de endotermia de fusién, calentando los sistemas de
OG AB aunarampade 5°C/min.

Los parametros asociados a la fusidn de organogeles, especialmente AHm se
consideraron como mediciones directamente asociadas con el orden estructural de las
moléculas de gelante dentro de las unidades de ensamblaje que forman el organogel
(Toro-Vazquez et al., 2007). Dentro de este marco los valores de AHm, bajo la prueba
de Tukey (Fig. 32b) mostraron una dependencia significativa Gnicamente de la
concentracion del gelificante, donde se observa que a mayor concentracion de FFN
90H®, mayor es la cantidad de calor necesario para fundir el gel. Esto indica que los
sistemas con 45% de gelificante tuvieron mayor estabilidad con respecto a las otras
concentraciones evaluadas, y al ser suministrados en la piel esnecesaria mayor

energia para poder permitir que el sistema difunda a través de las membranas de la
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piel. En el gréafico de interacciones (Figura 32a) se puede apreciar de manera mas
evidente que el AB no reflejo un efecto significativo en las formulaciones de los
organogeles; esto puede deberse a que las cantidades que se agregaron son muy

bajas comparadas a las del FFN 90H®,
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FIGURA 32. Entalpias de fusion de los OG AB: a) Grafico de interacciones AB-
Gelante b) Prueba de Tukey.

De igual forma que en las entalpias de fusion, para las entalpias de gelificacion sélo la
concentracion de gelificante tuvo efecto sobre este parametro y se encontré que a
mayores concentraciones de FFN 90H®durante la rampa de enfriamiento el sistema
libera energia y debido a esto sufre una re-estructuracion molecular que da a lugar a
la formacion de las redes que conforman y dan rigidez al organogel. En la Figura 33a
se observa que a mayor concentracion de gelificante, mayor es la energia exotérmica
implicada en la formacion del gel, y de igual forma en el gréafico de interacciones (Figura
33b) se comprueba, al igual que en la endotermia de fusién, que el acido betulinico no
tiene efecto en el los picos endotérmicos y exotérmicos que se obtienen al someter a

dos rampas de calor los sistemas.

Esta dependencia de la entalpia al variar las concentraciones de gelificantes

concuerda con algunos autores (Co y Marangoni, 2012; Toro-Vazquez, 2013).
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FIGURA 33. Entalpias de gelificacion de los OG AB a) Prueba de Tukey b)
Gréfico de interacciones.

7.3.3. Caracterizacién reoldgica de los OG AB

Los barridos de deformacion obtenidos para las formulaciones de FFN 90H a
concentraciones de 25% y 35%, AB en ATCM mostraron que el modulo de
almacenamiento, cuando se mantuvo en la regién lineal viscoelastica, fue siempre
mayor, al menos en un orden de magnitud que el médulo de pérdida, evidenciando
gue tienen comportamientos mas elasticos que viscosos, una propiedad particular de
los geles (Menger y Caran, 2000). Como representacion a lo anteriormente citado se
observa la Figura 34.
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FIGURA 34. Reograma del barrido de deformacion de la formulacién 25% FFN
90H®y 15mg de AB en ATCM.

En la Tabla 10 se muestra un parametro que determina la viscoelasticidad de los
sistemas evaluados, el modulo de almacenamiento o elasticidad (G'). Estos valores
fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de
medias mediante la prueba Tukey, con un nivel de significancia del p=0.05. Para
realizar la prueba de Tukey previamente se normalizaron los valores obtenidos de G/,
los cuales se transformaron con el logaritmo natural. Los valores de log (G') Pa a
concentraciones de 35% de FFN 90H, muestran similitud a los obtenidos por Alvarez-
Mitre et al., (2012), quien utilizé concentraciones de 3% de cera de candelilla en aceite
de cartamo, obteniendo valores incluso mas altos de log (G') Pa donde evalud las
condiciones de cizalla durante el proceso de gelificacion, velocidad de cizalla y tiempo
de almacenamiento. De dicha prueba se obtuvo que todas las formulaciones

sometidas al barrido de deformacion indicaron diferencias significativas entre si,
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informando que tanto la concentracion de gelificante como AB tuvieron un efecto en la

elasticidad de los sistemas.

TABLA 10. Prueba de Tukey para G' y log (G') para todas las formulaciones de

OG AB.
TRATAMIENTO G LOG Tukey
(Pa) (G)
35.25AB 69,177 4.8352 a
35.15AB 50,485 4.694 b
35.50AB 35,852 4.5382 c
25.25AB 14,170 4.1495 d
25.15AB 7,538 3.8715 e
25.50AB 5,316 3.7244 f

Lo anteriormente sefialado se puede evidenciar en la Figura 35 en el gréfico de
interacciones, donde se puede apreciar que la concentracién de AB tuvo un efecto en
la elasticidad de los OG AB, evidenciando que a mayor concentracion de AB, se
incrementan los modulos de elasticidad, pero dicho efecto fue mas notorio a la
concentracion de 35% de FFN 90H®. Esto sugiere que el AB puede fungir como
gelificante empleando ATCM. Cabe destacar que este triterpeno pentaciclico ha sido
estudiado en 22 solventes organicos y se determiné que tiene poder de formar
agregados estructurales que dan lugar a la gelificacién (Gopal y Shankar, 2011). Sin
embargo, el mayor efecto observado fue al incrementar la concentracion de gelificante,

ya que los sistemas aumentaban G' al menos en un ciclo logaritmico
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FIGURA 35. Gréfico de interacciones del efecto de G' a diferentes
concentraciones de FFN 90H® y AB

7.4. Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vivo

El TPA (encontrado en el aceite de crotén (Croton tiglium L.) posee propiedades
irritantes, pro-inflamatorias y promotoras de tumores. La aplicacion del TPA
desencadena todos los eventos propios del proceso inflamatorio: vasodilatacion y
eritema, extravasacion y edema (Young et al., 1989). En la Tabla 11se puede observar
gue el grupo tratado unicamente con TPA mostro la media mas alta de pesos en mg,
mientras que los grupos que presentaron las medias mas bajas fueron el grupo sano
y el grupo tratado con el farmaco de referencia, lo que antecede permite deducir que

la inflamacién crénica fue inducida de manera eficaz.
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TABLA 11. Prueba de Tukey para media de los pesos (mg) de las orejas

evaluadas.

Sano 99 + 0.709 @
Farmaco de 11.22 + 1.429 2
Referencia

Nanogel de acido 14.24 + 1.643°
betulinico
Organogel de acido 15.09 + 1.668°¢
betulinico
Hidrogel de acido 16.33 + 0.702 ¢4
betulinico
Acido betulinico libre 17.2+ 1.339 de
TPA 1892 + 2.073¢

Estos resultados confirman el efecto del edema inducido al elevar a casi el doble de
peso del grupo sano, debido a la hiperplasia, extravasacién y engrosamiento
epidérmico causados en el tejido, tal como se observa en la Figura 36b, donde se
muestra el grupo testigo TPA con las caracteristicas citadas previamente, asi como un
efecto notorio de eritema y zonas de la epidermis ligeramente ulcerada. Esto es
inversamente a lo observado en el testigo sano que no evidencié ninguna de las
reacciones citadas y tuvo un color blanco grisaceo de consistencia ahulada (Figura
36a).
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FIGURA 36. Representaciéon de los grupos testigos: a) Grupo sano b) Grupo con

inflamacioén crénica

Los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicion (Figura 37) del edema en
diversos vehiculos acarreadores de acido betulinico muestran que el grupo tratado con
el farmaco de referencia (diclofenaco) no mostré diferencia significativa con el grupo
sano, y que fue el vehiculo que mejor respuesta anti-inflamatoria denot6. Sin embargo,
es importante mencionar que al emplear este sistema provocoé la muerte del 30% de
la poblacién a evaluar. Existen diversos ensayos clinicos y estudios observacionales
gue vienen cuestionado el riesgo cardiovascular asociado al uso de los AINEs (anti-
inflamatorios no esteroideos), como el diclofenaco. Estudios por Batlouni (2009) y
Mcgettigan y Henry (2006) demostraron que el diclofenaco es altamente selectivo a la
COX-2, inhibiéndola hasta en un 94% y que por lo tanto aumenta el riesgo de eventos
cardiovasculares trombaéticos. En otro estudio desarrollado por Ferran (2014), que tuvo
como objetivo analizar la evidencia disponible sobre el riesgo cardiovascular asociado
al uso de AINEs concluy6 que el diclofenaco (después del ibuprofeno), se asocio con

mayor riesgo relativo (RR) de accidente cerebrovascular (RR=2.86; 1C95%: 1.09-8.36)
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y junto con etoricoxib se asocié con mayor riesgo de muerte cardiovascular para esta
investigacion (RR=3,98; 1IC95%: 1,48-12,7).

En la Figura 37 se observa que a pesar de que los sistemas evaluados en esta
investigacion (nanogeles y organogeles) no mostraron diferencias significativas entre
si, los nanogeles mostraron un 52% de inhibicién contra 42% de los organogeles. Esto
se atribuye a tres factores principales: la encapsulacién en tamafios nanométricos del
AB, al trabajar con sistemas de menores magnitudes (micro y nanogeles) ofrecen
diferentes ventajas en los sistemas de liberacidén sobre sistemas macroscopicos, ya
gue favorecen las propiedades de encapsulacion a nivel subcelular y son ajustables a
diferentes areas superficiales. Los microgeles son mecanicamente flexibles, lo cual
favorece la modulacion de la absorcion celular y la biodistribucion (Espinosa y Garcia,
2017; Yadav et al., 2017), las propiedades humectantes de los componentes del

sistema y finalmente al pH el cual es mas cercano al de la piel.

También el diclofenaco administrado via tépica se ha descrito como uno de los
compuestos mas frecuentemente implicados en enfermedad hepatica secundaria a
medicamentos en las Ultimas décadas, junto con la isoniazida y la amoxicilina-acido
clavulanico (Tejada, 2010). Un ensayo clinico con tres periodos de tratamiento (gel de
diclofenaco sédico topico 16 g/dia (una rodilla siy la otra no), 48 g/dia (las dos rodillas
y las dos manos), diclofenaco oral 150 mg/dia), en 40 pacientes sanos, con 14 dias de
lavado entre cada tratamiento, puso de manifiesto que las concentraciones maximas
en plasma del diclofenaco eran entre 40 y 150 veces superiores con diclofenaco oral.
Este estudio, de alguna forma cuestiona la antigua teoria de que la eficacia de los
AINEs tdpicos se produce en la medida en que se absorben y pasan al torrente

sanguineo para su actuacion sistémica (Kienzler et al., 2010).
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FIGURA 37. Porcentaje de inhibicion del edema
Donde:

e FR: Farrmaco de referencia

e AB L: Acido betulinico libre

e NG AB: Nanogel acarreador de acido betulinico

e OG AB: Organogel acarreador de acido betulinico

e HG AB: Hidrogel acarreador de acido betulinico

Los nanogeles presentan varias ventajas sobre los hidrogeles. Dado el tamafio
nanométrico, los nanogeles tienen potencial en zonas donde los hidrogeles no lo
poseen (Escalona y Quintanar, 2014). Se puede comprobar en la figura anterior que
los NG AB contra el gel convencional de carbopol 940®(HG AB) y el AB libre si
mostraron diferencia significativa demostrando, y también que los NG ABy los OG AB
fueron los mejores vehiculos para inhibir el edema y las razones coinciden con las
mencionadas anteriormente, y que a pesar de no mostrar valores tan altos de inhibicion
como el gel comercial, mostro ser seguro en el modelo estudiado y reflejaron mas del

doble de inhibicién que el compuesto libre.
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7.5. Histologia

Las muestras de las orejas de raton fueron analizadas luego de las dos semanas de
tratamiento en los siete grupos mencionados anteriormente en la seccion de
metodologia. En la Figura 38 se muestra un corte histologico del tejido de oreja de
ratdon del grupo sano donde se puede apreciar las diferentes capas de la piel y demas
componentes celulares del tejido con una estructura celular adecuada, mostrando
epidermis, dermis, foliculos, cartilago, musculo estriado, sin alteraciones histologicas
Contrario al grupo de ratones enfermos tratados con el inductor de inflamacion, el TPA,
desarrollaron inflamacion cronica severa como se puede observar en la Figura 39,
donde se evidencia discontinuidad en la epidermis (o sea, Ulcera), denso infiltrado
inflamatorio, e inclusive existe evidencia de quemaduras, lo cual se relacioné con el
agente inductor de inflamacién. Con esto se clasifico como el grupo con mas dafio
tisular, tal como era esperado. De manera similar al grupo TPA, el grupo tratado con
el acido betulinico libre (Figura 40) evidencié denso infiltrado inflamatorio y alin mostré
Ulceras en la piel, aunque en areas mas pequenas que el grupo anteriormente descrito.
En el caso de los hidrogeles convencionales (Figura 41) se pudo comprobar que las
capas de la piel se mostraron uniformes sin discontinuidad; sin embargo, mostraban
absceso con destruccién en la unidad pilo-sebacea y denso infiltrado inflamatorio en
areas amplias del tejido.

Los ratones tratados con los organogeles (Figura 42) y nanogeles (Figura 43)
acarreadores de acido betulinico, evidenciaron que el epitelio de las capas que
conforman la piel tenia una arquitectura normal, con una morfologia regular,
compuesta por epidermis y dermis. Se observa estructura de la epidermis homogénea,
sin mostrar discontinuidad, similar al tejido del grupo testigo sano y al tratado con el
farmaco de referencia (Figura 44). Sin embargo, en los grupos NG AB y OG AB,
comenzaron a hacerse presentes pequefos focos de infiltrado inflamatorio, aunque en
menor densidad que el grupo tratado con el inductor de inflamacion. Cabe resaltar en
estos tratamientos (NG AB y OG AB), al igual que el grupo sano y el tratado con el

farmaco de referencia no mostraron dafos severos como discontinuidad en epidermis
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0 abscesos en alguna estructura celular como fue el caso de los hidrogeles
convencionales y el 4cido betulinico libre.
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FIGURA 38. Andlisis histologico de oreja de ratén del testigo sano tefiido con HE
en 20x y 10x, visto en un microscopio Olympus BX51. a) Tejido laxo, b) Cartilago
elastico, c) Foliculo piloso, d) Musculo estriado, e) Dermis y f) Epidermis.
Obsérvese que el epitelio se muestra una morfologia regular al igual que las
demés estructuras celulares que conforman el tejido auricular.

FIGURA 39. Andlisis histolégico de oreja de ratén del grupo al que Unicamente
se le aplico el inductor de inflamacion (TPA) con HE en 10x, respectivamente
visto en un microscopio Olympus BX51. c) Pérdida en la continuidad de la
epidermis (Ulcera), asi como denso infiltrado inflamatorio rodeando a ésta, a)
efecto de quemadura quimica de los tejidos, b) Coagulacién del colageno y en la
luz de los vasos sanguineos. Se observa cambios reactivos en dermis y capa
muscular.

V-2
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FIGURA 40. Anélisis histolégico de oreja de raton del grupo tratado con &cido
betulinico libre con HE en 20x y 10x, visto en microscopio Olympus BX5. a)
Pérdida en la continuidad de la epidermis con tejido de granulacién y abundante
polimorfo nuclear. b) Infiltrado inflamatorio constituido por polimorfos

nucleares.

FIGURA 41. Analisis histolégico de oreja de raton del grupo tratado con
hidrogeles de acido betulinico tefiido con HE en 20x y 10x, visto en microscopio
Olympus BX51. a) Denso infiltrado inflamatorio agudo en los tejidos blandos
(tejido adiposo y musculo estriado), b) Absceso con destrucciéon de la unidad

pilo-sebéacea.
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FIGURA 42. Analisis hlstologlco de oreja de raton tenldo con HE en 20x y 10x
del grupo tratado con organogeles de acido betulinico visto en microscopio
Olympus BX51. Detalle del infiltrado inflamatorio constituido por neutréfilos,
linfocitos y macrofagos; obserevese el denso infiltrado agudo cronico en el
estroma sub epitelial.

FIGURA 43. Analisis hlstologlco de oreja de raton tenldo con HE en 20x y 10x,
del grupo tratado con nanogeles acarreadores de acido betulinico visto en
microscopio Olympus BX51. a) Infiltrado inflamatorio moderado en focos b)
ligero infiltrado tipo agudo localizado en la dermis. Nétese que no existen dafios
en ninguna capa del epitelio, la cual se presenta con una estructura celular
adecuada.
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FIGURA 44. Analisis histolégico de oreja de raton del grupo tratado con el
farmaco de referencia tefiido con HE en 10x y 20x, respectivamente visto en
microscopio Olympus BX51. Ligero infiltrado inflamatorio, se observa: a) dermis
y b) epidermis con anexos, c) cartilago, d) estromalaxo, €) escaso tejido adiposo,

f) capa de musculo estriado.

Se aprecia, por lo tanto, que la actividad antiinflamatoria del nanogel acarreador de
acido betulinico es mayor que el &cido betulinico libre, activando diversos mecanismos
ya documentados que involucran la activacion de mediadores antiinflamatorios.

Los efectos farmacolégicos del &cido betulinico han sido revisados, incluyendo sus
propiedades antiinflamatorias (Yogeeswari y Sriram, 2005). Este triterpeno ha
demostrado, en diversos estudios previos su capacidad para inhibir significativamente
los edemas agudos inducidos por carragenina y serotonina en pata de raton, y por
propiolato de etilfenilo (EPP) y TPA en oreja de raton, ademas, el efecto
antiinflamatorio es modificado por la presencia de cicloheximida y actinomicina D, pero
no por progesterona, lo que indica un mecanismo de accion en el cual la sintesis de
proteinas esta implicada, pero no el receptor glucocorticoide (Recio et al., 1994). El
acido betulinico tampoco posee efecto sobre la inflamacién subcrénica inducida tras
administraciones repetidas de TPA en oreja de raton, aunque si modifico la infiltracion
leucocitaria (Mafiez et al., 1997). Estos resultados indican que el acido betulinico es
efectivo en los procesos inflamatorios en los cuales esta implicada la enzima PKC, y
la produccién de radicales libres, pero no aquellos que implican inflamacion

neurogénica ni metabolismo del acido araquidonico por la via lipoxigenasa (Huguet et

101



RESULTADOS Y DISCUSION

al., 2000. Sin embargo, un estudio realizado por Tseng y Liu (2005) demostraron que
el acido betulinico es capaz de interaccionar con diversas PLA2, como la de pancreas
de bovino o veneno de Naja nigrocollis, lo que implica directamente a este triterpeno
con el metabolismo del acido araquiddnico, si bien lo hace a nivel de su liberacion

mediada por la enzima PLA2, pero no por el metabolismo LOX (Yueqin, 2007).

Ciurlea et al. (2010) realizaron un estudio donde evaluaron el efecto de aplicaciones
topicas (unglento) y sistémicas (nanoemulsiones) de &cido betulinico sobre la
actividad del acido betulinico contra cancer de piel. La conclusion principal es que es
efectiva tanto en nevos experimentales tépicos como en melanoma metastasico en
etapas tempranas. Se realizaron pruebas al inicio y durante la induccion del melanoma
y se observd, midiendo eritema y melanina (los cuales a niveles altos estan
relacionados con la inflamacién), que el AB mostraba niveles mas bajos de estos

parametros en los estadios iniciales de esta patologia (Ciurlea et al., 2010).
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8. CONCLUSIONES

En todas las formulaciones de NG AB se obtuvo que G’ fue mayor en un orden
de magnitud que G”, comprobando que los sistemas tienen mayor elasticidad
gue viscosidad (propiedad caracteristica de los geles), demostraron que amayor
concentracion de reticulante (carbopol 940) se obtuvo una mayor elasticidad y

gue el tiempo de activacion del reticulante incremento valores de G’.

En los NG AB, se lograron apreciar estructuras nanométricas en forma de

esferas y agregados.

Los hidrogeles mostraron una RLV mas extensa en comparacion con los
nanogeles, evidenciando que son dependientes de la deformacion hasta un
28% de deformacion (mientras los NG hasta 7%), lo que se significa que los NG
tienden a serno solo mas elasticos, sino que también son considerados como

geles debilescomparandolos con los hidrogeles (efecto de la PC y glicerol).

Reoldgicamentelos OG AB demostraron que al aumentar la concentracion del

gelificante incrementaba la elasticidad de los sitemas.

Calorimetricamente se sugiere que el acido betulinico puede actuar como
gelificante en la fase oleosa empleada y que paratodas las formulaciones de los
OG AB, mostraron estabilidad térmica hasta 70°C, y, ademas, se confirmo en

todos los sistemas de organogeles propiedad de termo reversibilidad.

Los nanogeles y los organogeles de &cido betulinico inhiben el edema (52 y
42%, respectivamente), sin mostrar efectos adversos, como el farmaco de

referencia (30% de defunciones).

Histol6gicamente, los grupos de los vehiculos evaluados (organogeles y

nanogeles) no mostraron dafos graves (infiltrado inflamatorio severo, ulceas,
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guemaduras) causados por el TPA, a diferencia del grupo al que se le aplicé el
AB libre y del grupo tratado Unicamente con TPA los cuales mostraron

histolégicamente todos los dafios mencionados previamente.
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