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OBJETIVOS

Llevar a cabo una investigacion bibliografica extensiva sobre el rol histérico y
moderno de los nanomateriales y los polimeros en los productos del cuidado
personal.

Presentar las nuevas tendencias en el uso de los nanomateriales y los
polimeros en los productos del cuidado personal.

Identificar los efectos que han tenido los nanomateriales con los polimeros
como materia prima en los productos y definir si es seguro para el consumidor
el uso de la nanotecnologia en los productos del cuidado personal.

Identificar los métodos preparativos y de caracterizacion mas comunes en los
nanomateriales y polimeros empleados dentro de los productos del cuidado

personal.



ANTECEDENTES

El cuidado personal es uno de los aspectos fundamentales en un estilo de vida
saludable, se encuentra relacionado con una buena alimentacién, ejercicio fisico y
la salud mental. Al tener en cuenta estos aspectos se llega a prevenir la aparicion
de enfermedades, ademas de mantener independencia a medida que se envejece;
por ello, se han fabricado productos que ayuden a facilitar y mejorar el cuidado
personal, al rejuvenecer la apariencia de la piel, dar firmeza al cabello, disminuir
las imperfecciones, proteger de los rayos solares, ademas de ser productos para
la higiene. [']

Un producto cosmético es una sustancia destinada a aplicarse en las superficies
externas del cuerpo humano como la epidermis, cabello, ufas, labios, en los
dientes y membranas mucosas de la boca con la finalidad de limpiarlos,
perfumarlos, protegerlos, modificar su apariencia, mantenerlos en buen estado y/o
corregir los olores que emanan de ellos. Sin embargo, los productos que se
utilizan en la epidermis se denominan especificamente productos para el cuidado
de la piel y su efectividad depende de los ingredientes y la tecnologia utilizada
para prepararlos. [21 Al tener la facilidad de emplear una gran serie de
componentes como ingredientes dentro de dichos productos, se han considerado
nuevos materiales para mejorar su eficacia.

Actualmente se han utilizado los polimeros dado que se busca aprovechar las
propiedades de estos para impartir beneficios unicos a las formulaciones, son
clasificados por su origen o su utilidad, incluso dentro de una determinada clase
de polimeros, las variaciones estructurales también dictan el tipo de propiedades
que se obtienen, caracteristicas como el grado de polimerizacion, la cantidad de
ramificacion y la proporcion de unidades dentro de un copolimero pueden tener
impacto en los atributos de desempefo. Las aplicaciones de los polimeros en los
productos del cuidado de la piel se presentaron como formadores de pelicula,
emulsionantes, espesantes, modificadores, barreras protectoras y potenciadores

estéticos. B



Asi mismo, otro de los componentes a estudiar son los nanomateriales, los cuales
son materiales naturales y/o sintéticos que contienen particulas con una o mas
dimensiones en el rango de nanoescala. Los nanomateriales agregados a los
productos ofrecieron ventajas en su uso como el mejoramiento en la textura, la
estética, su proteccion UV, una mayor resistencia a las manchas y un aumento en
su vida util brindando beneficios tanto para la salud como al medio ambiente.

Para manejar de forma adecuada los nanomateriales, es necesario trabajar con la
nanotecnologia, dado que es una técnica multidisciplinaria cuyo objetivo es
entender, caracterizar, manipular y explotar las caracteristicas fisicas de la materia
a la nanoescala para generar innovaciones tecnologicas teniendo en
consideracion su impacto social y ambiental. 4]

Por ello, es necesario un estudio de investigacion de las posibles implicaciones del
manejo de los nanomateriales con polimeros en los productos del cuidado
personal, a fin de mejorar sus capacidades e identificar los métodos de
preparacion, ademas de determinar si es seguro el uso de dichos componentes

para el consumidor.



CAPITULO 1



1.1 TENDENCIA DE LOS PRODUCTOS DEL CUIDADO PERSONAL.

La innovacién en los productos va de la mano de una economia circular con un
desarrollo sostenible, las Naciones Unidas (Comision Brundtland) lo defini6 como
una prosperidad econdmica que "satisface las necesidades del presente sin
comprometer la capacidad de las generaciones futuras para satisfacer sus propias
necesidades". [°] Teniendo como objetivo una economia competitiva con un
desempefo de recursos y energia eficiente con un minimo de desechos y una
reduccion de la contaminacion por el efecto invernadero, de modo que los
productos de hoy sean también las materias primas del mafiana. €]

En este sentido, la nanotecnologia se abre paso ante la aplicacion de los
principios de la quimica verde, mediante la fabricacion de nanomateriales menos
peligrosos o con procesos de sintesis que utilizan materiales de partida, reactivos
y disolventes mas seguros y renovables. Al hablar de una seguridad en los
nanomateriales implica que los materiales no son peligrosos tanto para los seres
humanos como el medio ambiente, la produccién obtiene como objetivo nuevas
rutas eficientes de reciclaje y eliminacion.

En el mercado global, los productos del cuidado personal y belleza mostraron una
tendencia de crecimiento con ventas de $483 mil millones en 2020 a $511 mil
millones en 2021, con una prediccion que supere los $716 mil millones para 2025,
a su vez, los paises que ofrecen mayores oportunidades a las empresa nacionales
e internacionales para comercializar productos de mayor calidad se encontrd
principalmente en la regién Asia-Pacifico con 46 % y América del Norte con 24 %.
[7. 8]

Asi mismo, dentro de los productos del cuidado personal, los productos del
cuidado de la piel representaron el 40% del mercado, seguido del cuidado del
cabello y los cosméticos en 2019. Marcando una tendencia de crecimiento en
dichos productos, con un potencial para las subcategorias de proteccion solar y
los productos antienvejecimiento para el cuidado de la piel, por lo tanto, en la
industria se ve la necesidad de mejorar los niveles de calidad de los productos que

complazcan las nuevas demandas de los consumidores. !



En la actualidad, la pandemia de COVID-19 y los eventos globales asociados, han
marcado nuevas tendencias de mercado, puesto que la demanda se ha dirigido a

productos limpios, naturales, seguros y transparentes. [0
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2.1 PRODUCTOS COSMETICOS

Un producto cosmético estda compuesto por principios activos que le dan la funcién
principal al producto que le atribuyen una accion especifica para un efecto
determinado, el excipiente o vehiculo le da la estructura adecuada al producto
para transferir el ingrediente activo al sitio idébneo de aplicaciéon y asegura que
permanezca el tiempo necesario para surtir efecto, los aditivos son sustancias que
evitan el deterior del producto dandole una mayor conservacion, agregan color y
mejora el aroma, los correctores estabilizan la formula cosmética, mejoran las
propiedades, el aspecto y presentacion del cosmético. ']

Por otra parte, mediante la aplicacion de nanoparticulas se busca mejorar las
formulaciones cosméticas referente a la penetracion en la piel, la estabilidad y la
liberacion eficaz de los ingredientes activos, el aumento de la dispersabilidad del
producto y la calidad de la textura, contribuyendo a obtener efectos mejorados.

12



2.3 NANOMATERIALES EN FILTROS SOLARES
Existen diversos nanomateriales como principios activos en cosmética, los
utilizados en los filtros UV tienen la caracteristica particular de ofrecer una
aplicacién suave y una apariencia clara con una importante proteccion UV de

amplio espectro. [19]

2.3.1 Nanoparticulas de diéxido de titanio (NP TiO2)

Las nanoparticulas de dioxido de titanio (NP TiO2) presentan tres tipos de
estructuras cristalinas rutilo, anatasa y mas raramente, brookita, es un aditivo
pigmentado blanco de alta opacidad con propiedades de recubrimiento. Las
nanoparticulas utilizadas en cosmeéticos son de rutilo y anatasa, sin embargo, la
anatasa es mas quimicamente reactiva y es su forma mas toxica. Por tanto, el
rutilo es la opcién preferida para la sintesis de filtros solares, aun asi, en los
estudios se presentd solo el uso de anatasa en los productos o con una porcion de

ambos (Figura 1). [11.12,13]

-

(a) (b) (c)

Figura 1. La celda unitaria primitiva de TiO2 (a) rutilo, (b) anatasa y (c) brookita.
Reimpreso, Results in Physics, 6, Samat MH A. et al. Hubbard U calculations on
optical properties of 3D transition metal oxide TiOz2, pp. 891-896, Copyright (2016).
Con permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.rinp.2016.11.006. [13!

A su vez, las NP TiO2 son utilizadas en diferentes areas como la medicina,
agricultura, industria alimentaria y cosmética, es preferido por su efecto
antibacteriano de amplio espectro que prolonga la vida util de los productos

13



alimenticios. 'l En filtros solares, constituyen el 10 % en masa y tienen mayor
capacidad protectora que las particulas micrométricas, al ser utilizadas en la vida
diaria, es importante aclarar su impacto con regulaciones en futuras
investigaciones. ['4]

En las NP TiO2 por el tamano de las particulas, la estructura cristalina y el
recubrimiento, se ve afectada la carga superficial, la aglomeracion, la
sedimentacién, siendo estas caracteristicas clave en los efectos toxicos para las
células humanas. Los datos disponibles sobre la toxicidad de las NP TiO2 para los
seres humanos es limitada, por lo que el riesgo potencial aun esta en duda. Por
esa razon, se utiliz6 numerosos modelos toxicoldgicos, como células humanas, de
animales y de organismos acuaticos. [1?]

Una mejora en las investigaciones es el implemento de técnicas de modelado
molecular computacional, aportando mayor conocimiento en las propiedades de
las moléculas utilizadas contra los efectos perjudiciales de los rayos solares,
contribuyendo al desarrollo de protectores solares mas efectivos. Walters C. et al.
presentaron el uso del modelado molecular como parte de su investigacion,
utilizando el algoritmo ZINDO de moléculas CAChe™, software que ayuda a
predecir los espectros ultravioletas de los compuestos elegidos con picos en la
region UV, este nuevo giro permitid explorar compuestos que tienen el potencial
de funcionar en los protectores solares antes de realizarlo experimentalmente,
ayudando a minimizar costos y tiempo en investigacion. ['9]

Por otro lado, en ausencia de agentes estabilizantes, las NP TiO2 tienden a
aglomerarse e interactuar con los medios circundantes, para evitar la
aglomeracién de las nanoparticulas, se recomendd el recubrimiento con
polietilenglicol (PEG) debido a las propiedades dispersivas del polimero sobre el
TiO2. Lyndon N. et al. presentdé una evaluacion de la distribucion espacial de
las interacciones de NP TiO2 con sustratos de PEG/H20 en funcion de las
energias de interaccion obtenidas mediante simulaciones Monte Carlo. ['4

Este estudio lo realizaron con el fin de brindar una mejor comprension de los
fendmenos superficiales, algo que no se deduce facilmente experimentalmente,

obteniendo como resultado que las moléculas de agua podrian adsorberse en

14



TiO2, en presencia de PEG, se mejoré6 en gran medida las propiedades de
adsorciéon de NP TiO2 por el recubrimiento que dio mayor estabilidad, ademas de
ser clave para suprimir los efectos adversos en la superficie que eventualmente
producira filtros solares mas seguros, sin embargo, también se demostré que los
recubrimientos de PEG no tienen un espesor uniforme.

En la actualidad, esta en polémica si el uso de las NP TiO2son toxicas para el ser
humano, MacNicoll A. et al. investigd la absorcion y biodistribucion de NP TiO2
como de mayor tamafio utilizando un modelo in vitro de epitelio intestinal e in vivo
en ratas, en los resultados del estudio in vivo la administracién oral de 5 mg/kg de
peso corporal de NP TiO2 o de mayor tamafio no condujo a ninguna translocacion
significativa de TiO2 en sangre, orina o en varios érganos de ratas en cualquiera
de los intervalos de tiempo estudiados (96 h en total) después de la
administracién. La evidencia de los estudios in vivo e in vitro no respaldo que la
ingestion oral de nanoparticulas o particulas mas grandes de TiO2 produjera una
exposicion interna significativa en el consumidor. [16]

Para asimilar las nanoparticulas en el cuerpo humano, se debe pasar por las
regiones del tracto gastrointestinal (GIT), sin embargo, esto puede alterar sus
propiedades y cambiar su toxicidad potencial. El grado de absorcién depende de
factores como el tipo de particulas, el tamano, la dispersabilidad y la carga de
particula, se presentaron una serie de variables que causan demasiadas
incognitas al momento de querer regularizar el uso de NP TiOz. [ EI mecanismo
detras de la toxicidad de las NP TiO2 se presenta tedricamente por el estrés
oxidativo, sin embargo, se necesita mayor investigacion para encontrar la causa y
hasta cierto punto evitarla. Se ha sugerido que las nanoparticulas pueden ser mas
toxicos que las particulas mas grandes de la misma composicion quimica debido a
su mayor reactividad quimica, su area de superficie y su facilidad en la
penetracion celular. [16: 17]

De manera experimental los efectos perjudiciales se muestran especialmente
cuando se tiene una mayor exposicion a través de la inhalacion y la penetracion
de la piel. Dado que, el suministro regular de NP TiO2 en pequefias dosis puede

afectar la mucosa intestinal, el cerebro, el corazén y otros 6rganos internos, lo que
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puede conducir a un mayor riesgo de desarrollar diversas enfermedades, tumores
o acelerar procesos cancerigenos existentes. [ 12

Sayes C. et al. realiz6é la caracterizacién de la toxicidad de nanomateriales en
condicionas ambientales sobre cultivos celulares, donde a concentraciones altas
(100 pg/mL) se presentd citotoxicidad e inflamacion, estos efectos fueron
aumentando con el tiempo de exposicidon, sin embargo, no se presentd variacion
en los efectos de toxicidad por el cambio de tamafo de las nanoparticulas, pero si
fue afectada significativamente cuando se cambid la composicion de TiO2, dado
que la anatasa fue 100 veces mas toxico que una muestra equivalente de rutilo,
ademas de ser mas efectiva en generar especies reactivas de oxigeno (ROS).
Estos datos sugirieron que las muestras de NP TiO2 optimizadas para la
produccion de ROS en fotocatalisis también tienen mas probabilidades de generar
ROS daiiinas en cultivos celulares. [18

Existen otros estudios donde se confirma que las NP TiO2 son la razén principal
de enfermedades cronicas en los seres humanos como Athinarayanan J. et al.

[{

inform6 “..estas particulas pueden causar dafio a la membrana mitocondrial
celular que conduce a otras enfermedades cronicas como la diabetes y el cancer”,
['71 mientras que la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)
clasifico al TiO2 en forma de nanoparticulas como "...un posible carcinégeno para
los seres humanos". ['7- 19

A su vez, otra problematica es la presencia de NP TiO2 no descrita en los
diferentes productos comerciales, por ello se plantea en un futuro investigar
nuevas técnicas de caracterizacion que ayuden a evaluar la presencia de las
nanoparticulas antes de ser aprobada la comercializacion de los productos, con el
fin de regularizarlos y proteger su sobreexposicion. ['9 La realidad es que el uso de
nanoparticulas esta aumentando por los diversos beneficios que dan a los
productos, lo que se necesita es una regulacion en los requisitos de etiquetado,
donde los lineamientos estipulen la concentracion permitida en los productos que
mantenga a salvo a los consumidores y de un margen de maniobra a los
investigadores, por lo tanto, la utilizacién de estas nanoparticulas requiere mayor

cuidado, especialmente en alimentos y cosméticos.
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2.3.2 Nanoparticulas de 6xido de zinc (NP ZnO).

El 6xido de zinc es encontrado de manera natural en el mineral zincita, al ser
cristalizado adopta las estructuras: blenda de zinc y wurtzita, siendo la ultima la
mas estable. Es una sustancia blanquecina que actua como catalizador en
reacciones de alquilacion, oxidacion, hidrogenacion y desulfuracion. Se han
empleado en cosméticos con mezclas de polimeros y fotocatalizadores debido a
sus excelentes propiedades de proteccion de los rayos UV. [201 E| Informe de
Evaluacion de Riesgos de la Union Europea, autorizo el uso de ZnO en materiales
compuestos de caucho, productos de vidrio y ceramica, en cosméticos, se utiliza
en filtros UV y colorantes aplicados en la piel. 2]

A Igra R. et al. les interes6 mejorar el rendimiento de proteccion de rayos UV y
reducir la penetracion de las nanoparticulas en la piel, por ello propusieron la
sintesis de un hibrido-polimero con las NP ZnO, sin embargo, la problematica fue
el aumento de tamano, la agregacion y la inestabilidad quimica del material que al
final limitd el rendimiento, en dicha propuesta se probd diferentes polimeros,
dando mejores resultados la nanofibra de celulosa (CNF), siendo este un
biomaterial natural, hidrofilico y abundante. Al final propuso el hibrido ZnO-CNF
sintetizado mediante una reaccidon sol-gel simple, donde se mejord
significativamente las propiedades de proteccion UV, la estabilidad de la
dispersion, asi como el efecto blanqueador y la actividad fotocatalitica reducida.
Las particulas de ZnO en el hibrido ZnO-CNF se disperso uniformemente. 221

De modo que se han evaluado diferentes métodos de sintesis de NP ZnO
utilizados en protectores solares con la finalidad de evaluar sus propiedades,
descubrieron que aun si son obtenidos por diferentes métodos, estas estructuras
son muy similares y la mayoria de sus propiedades como la distribucion del
tamafo y la estructura cristalina coinciden entre si, aun con las particulas mas
grandes, sin embargo, se ha demostrado que las NP ZnO tienen una tasa de
disolucion mas alta que el ZnO a granel.

Por otro lado, desarrollar métodos analiticos para caracterizar los nanomateriales
en los productos se ha vuelto fundamental, Pei-Jia et al. analizé seis protectores

solares comerciales etiquetados con presencia de nanoparticulas mediante

17



microscopia confocal de barrido laser, microscopia de fuerza atdmica, difraccion
de rayos X (XRD) y microscopia electrénica de transmisién (TEM). Los resultados
mostraron que la microscopia confocal de barrido laser evalud los agregados y las
dispersiones de particulas primarias, pero no pudo dimensionar las nanoparticulas
debido a la resolucion limitada de difraccion de la microscopia 6ptica, en las
mediciones de microscopia de fuerza atdmica no se proporciona su composicion
elemental, en XRD se proporcion6 informacién sobre el tamafio de las particulas y
los cristales sin un tratamiento previo con protector solar. Al utilizar el método
TEM, lo combino con la espectroscopia de rayos X de energia dispersiva,
proporcionando informacién sobre el tamafio de las particulas y el analisis de
composicion, sin embargo, se debe tomar en cuenta los limitantes de los métodos,
en TEM se observo las nanoparticulas en la matriz, pero las muestras necesitan
estar en dilucién antes de la observacion, esta condicion de dilucion puede alterar
las nanoparticulas y no analizar el estado de agregacion/aglomeracion en los
productos finales, por lo tanto, la combinacion de XRD y TEM fue adecuada para
analizar NP ZnO en filtros solares comerciales. [2°!

El uso frecuente de nanoparticulas ha dado preocupacién por su seguridad al
utilizarlos, principalmente en cosmeéticos y protectores solares, dado que, para
afectar a las células, se necesita penetrar las capas epidérmicas mas externas de
la piel. Las NP ZnO en proteccion solar se han observado esporadicamente en
bajas concentraciones, en capas viables de la piel y especialmente en el caso de
exposiciones prolongadas. O’Keefe S. J. et al. presentd un estudio in vivo en
humanos, donde se indicé que al menos algo de Zn, derivado tanto de NP ZnO
como a granel se puede encontrar sistémicamente después de la aplicacion tépica
de protector sola. Esto se verifico al realizar el estudio con voluntarios humanos,
donde después de una exposicion de 2 h a un filtro solar que contenia NP ZnO, se
encontré nanoparticulas en las capas mas externas de la piel de los voluntarios
(por estrato corneo). Incluso en las porciones mas profundas de esa capa, la
concentracion de zinc no era mas alta que la que normalmente se encuentra en el

cuerpo. El aumento de la exposicion, mediante el uso del protector solar durante
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48 h, o la eliminacion de algunos corneocitos de la piel antes de la aplicacién, dio
resultados negativos. [?4]

Otra prueba fue de Gulson B. et al. con voluntarios utilizando protector solar dos
veces al dia durante cinco dias en la playa, el producto que usaron también
contenia nitrato de isopropilo que mejora la penetracién en la piel, después de
usar el protector solar con NP ZnO, las muestras de sangre y orina se analizaron
para ver si la composicidn isotopica de zinc en sus cuerpos estaba alterada. Hubo
alguna evidencia de absorcidén de zinc soluble en la prueba de la playa, pero las
cantidades fueron muy pequehas, dado que la ingesta dietética diaria
recomendada de zinc en la literatura es de 8 mg para mujeres y 11 mg para
hombres, las cantidades absorbidas del protector solar fueron entre 100 y 1000
veces menores que esto, sin embargo, las mujeres absorbieron un poco mas de
zinc que los hombres. [29]

En respuesta a la poca, pero posible penetracion en la piel por tiempo prolongado,
O’Keefe S. J. et al. evalud el peligro potencial en dichas aplicaciones comparando
directamente los perfiles de respuesta citotoxica e inmunitaria de las NP ZnO con
particulas de ZnO a granel y cinco filtros UV organicos convencionales. Su
comparacién con los filtros organicos se consideré acertada dado que son la
alternativa viable para los consumidores, sin embargo, en el estudio se demostré
que existe una penetracion dérmica muy limitada de las nanoparticulas en la piel
humana en comparacion con los filtros UV organicos. Ademas, se presento el
caso hipotético donde la limitante de la piel no ocurre y logra penetrar las capas de
piel entrando en contacto con las células inmunitarias y sus alternativas quimicas
organicas, con o sin exposicion a los rayos UVA, dando como resultado que las
NP ZnO son mas solubles en condiciones fisiologicas y menos biopersistentes,
combinadas con los efectos inmunomoduladores del zinc, es menos probable que
causen inflamacion crénica. 24

En este sentido, la penetracion transdérmica del zinc en los filtros UV es al menos
un orden de magnitud menor que la de los filtros UV organicos, sus perfiles de
respuesta a la dosis de bioactividad son similares en las células inmunitarias

humanas lo cual indicé que las nanoparticulas tienen un menor riesgo potencial de
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provocar efectos in vivo. Dicho esto, la liberacidon de las células inmunitarias de la
mayoria de las citoquinas investigadas se mantuvo sin cambios después de la
exposicion a ZnO o compuestos organicos.

Por otro lado, diferentes organizaciones clasificaron el uso de NP ZnO, la FDA

dicto . es generalmente reconocido como seguro" cuando se usa como filtro
UV de acuerdo con las directivas de cosméticos. En la Agencia de Proteccion
Ambiental de EE. UU. y la Comunidad Europea (dentro de la ley de Registro,
Evaluacion, Autorizacion y Restriccion de Sustancias Quimicas) se siguen
tomando medidas para evaluar los riesgos, sin embargo, todavia no existen
normas oficiales de seguridad para las nanoparticulas en particular. [ 26, 27, 28]

El mejoramiento de los protectores solares con base en NP ZnO aun requiere el
desarrollo en investigaciones para minimizar o eliminar los riesgos y optimizar la
eficacia del producto, presentando nuevas técnicas analiticas que controlen el
tamano de las nanoparticulas en su sintesis, desarrollando estudios en casos con
exposiciones subcronicos como quemaduras por el sol en la piel, con el fin de dar
seguridad a los consumidore. 2'- 231 Se debe tener en cuenta que los estudios
presentados hasta ahora sobre las NP ZnO no son un referente sobre el
comportamiento de todas las nanoparticulas del mismo material, no se espera que
comporten de la misma manera dado que el entorno, la aplicacion y hasta las
dosis pueden cambiar, por lo cual en otros casos se necesitara una nueva

evaluacion de toxicidad para la seguridad del consumidor.

2.3.3 Nanocristales de filtros organicos.

Los nanocristales son particulas de farmaco puro estabilizadas por tensioactivos
sin ningun polimero circundante o matriz lipidica, utilizados para aumentar la
solubilidad del ingrediente activo por su biodisponibilidad y penetraciéon a mayores
capas de piel, son procesados mediante diversas técnicas como molienda de
medios, homogeneizacion, evaporacion de solventes y microfluidizacion. La
nanocristalizacion es una solucién segura porque la formulacién final contiene solo
el ingrediente activo puro y su estabilizador, que es biodegradable y normalmente

aceptado por la piel. [29 30]
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Varias moléculas naturales potentes vy filtros organicos sufren la limitacion de ser
poco solubles en agua, dado que la cantidad de fase oleosa es generalmente
limitada y en algunos filtros son poco miscibles en aceites siendo su uso no
aprovechado, sin embargo, al emplear nanocristales producen una mejora
significativa en la solubilidad de los compuestos aumentando el rendimiento de
aplicacion. (30

Es una tecnologia factible industrialmente de rapido crecimiento, donde los activos
cosmeéticos como los flavonoides (antioxidantes), la luteina, el betacaroteno, la
coenzima Q10 entre otros, se producen con éxito como nanocristales con
caracteristicas mejoradas. 12

En su produccion se emplean técnicas con las tecnologias ascendentes,
descendentes y combinadas. Las ascendentes utilizan la cristalizacion de
farmacos o métodos de precipitacion controlada para producir nanocristales,
mientras que las descendentes reducen las particulas de ingredientes activos de
mayor tamafio en particulas mas pequenas por friccibn mecanica (molienda de
perlas u homogeneizacién a alta presion), las tecnologias combinadas, como su
nombre lo indica, combinan un paso de pretratamiento con un paso de reduccion.
[31] En 2001 surgié la segunda generacion de nanocristales, denominados
SmartCrystals, con una estabilidad fisica mejorada y particulas menores de 100
nm. Su ventaja se ve en productos dérmicos con ingredientes activos o
excipientes de electrolitos y su facil produccién a gran escala. 132

En 2006 se patenté los nanocristales para uso en formulaciones cosmeéticas
topicas y su método de produccion, en 2007 se presentd los primeros productos
cosméticos con nanocristales al mercado por la marca Juvena en Suiza, dicha
patente indica la aplicacion de una nanosuspension con un 5 % de rutina como
nanocristales no disueltos en la piel con una solucion al 5 % de Alpha-G-Rutin PS
soluble en agua respecto a la fotoproteccion de la piel (basada en la propiedad
antioxidante de rutina). En la cual, tiene una concentracion 500 veces menor de
rutina disuelta en la fase acuosa de la suspensién de nanocristales, sin embargo,

es 25 % mas eficaz en la fotoproteccion. Por lo tanto, la concentracion de activos
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formulados con nanocristales en la piel fue mayor en comparacion con el uso de
un derivado soluble en agua o del activo a granel. [

A pesar de varios estudios que demuestran claras ventajas en la penetracion de
agentes activos con poca concentracion, la falta de aplicacién de nanocristales en
los filtros solares se debe a que generalmente no alcanzan las etapas de ensayo
clinico necesarias para ingresar al mercado debido al alto costo de los estudios de
toxicidad, por ello, la falta de informaciéon sobre su toxicidad y citotoxicidad son
una limitante en su uso. B!

En la actualidad, los estudios en las aplicaciones de los nanocristales demostraron
propiedades unicas en comparacion con los protectores solares convencionales
con un gran potencial en el desarrollo futuro de nuevos productos, pero debido a
las incertidumbres sobre sus efectos secundarios en los seres humanos junto con
el medio ambiente, se presenta la necesidad de mayores investigaciones para la
innovacion continua.

En los denominados nanocristales, se encuentran diferentes tipos dependiendo de
la materia prima utilizada, se presenta el analisis de los nanocristales de celulosa
(CNC) dado que son los nanocristales de filtros organicos mas estudiados en la
actualidad por ser sostenible, biodegradable y amigable con el medio ambiente. 3]
A su vez, también se analizan los nanocristales de tris-bifenil triazina (TBPT) y los
nanocristales de metilen bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol (MBBT) que son
representativos por ser los mas utilizados en filtros UV, siendo ademas
autorizados por la Comision Europea 28, sin embargo, cabe aclarar que no son los

unicos en esta categoria.

2.3.3.1 Nanocristales de celulosa (CNC)

Estos nanocristales utilizan la celulosa, que es un material disponible en la
naturaleza con la caracteristica de ser renovable, degradable y seguro por sus
propiedades no toxicas, es un biopolimero abundante que se encuentra en las
plantas, ya que es uno de sus componentes estructurales, principalmente en
algas, algunos animales marinos y bacterias que lo producen, se compone de

partes amorfas, sin orden, y de partes cristalinas que tienen un ordenamiento y
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forma de prisma rectangular, cuyas dimensiones varian segun la fuente de la
celulosa. Los nanocristales de celulosa (CNC) son fibras cortas en forma de varilla

con un diametro de 5 nm a 10 nm y una longitud de hasta 100 nm (Figura 2). [34 3%]

Figura 2. Materiales a base de celulosa observados por SEM o TEM, (a) nanohilos
de celulosa (CNYs) por electrohilado a partir de acetato de celulosa, (b) seccién
transversal de una pelicula de celulosa preparada a partir de nanofibras de
celulosa. Reimpreso, Carbohydrate Polymers, 278, Meftahi A. et al.
Nanocelluloses as skin biocompatible materials for skincare, cosmetics, and
healthcare: Formulations, regulations, and emerging applications, pp. 118956,
Copyright (2022). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2021.118956. 3%

Los CNC es aislada por diferentes métodos que son clasificados como mecanico,
donde se tritura en un molino de alta energia para remover las partes amorfas y
dejar soélo las partes cristalinas, este paso se repite hasta tener cristales
uniformes, su desventaja es que cada paso disminuye su porcentaje de
cristalinidad; el método quimico involucra una digestion de la celulosa con un
acido seleccionado dependiendo la investigacion, como el tratamiento con
ultrasonido e hidrélisis acida fuerte con una seleccion de H2SO4 concentrado, HCI,
HBr o H3POs4, segun las propiedades requeridas. 134 36. 371 Sj Jos CNC son
obtenidos por hidrdlisis con HsPOs4 o H2SO4 se dispersan facilmente en agua
debido a la abundancia de grupos fosfato o sulfato altamente polares en su
superficie. 71 Por el contrario, los CNC fabricados por hidrélisis con HCI o HBr no
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se pueden dispersar facilmente ya que sus suspensiones acuosas tienden a
agregar particulas sélidas en la dispersion coloidal. [36. 38]

Los CNC cuentan con nuevas ventajas prometedoras debido a sus dimensiones,
pueden ingresar a los poros de la piel para penetrar a través de la capa lipidica y
la epidermis hacia los otros estratos, dando una mejor penetracion en la
membrana, presentando una alta adhesion, las suspensiones de CNC tienen un
pico de absorbancia UV maximo de alrededor de 278 nm, y su intensidad de
absorcion esta influenciada por la duracion de la hidrdlisis acida, el rendimiento de
bloqueo UV es compatible con los bloqueadores UV convencionales (NP TiO2z o
NP ZnO) que muestran un pico de absorcion entre 356 nm y 428 nm, son
nanocristales renovables e innovadores, que incorporadas y combinadas con otros
materiales pueden permitir desarrollar dispositivos multifuncionales, eficientes y
sostenibles. Por lo tanto, los CNC podrian ser una alternativa potencial a
las nanoparticulas de base mineral en cosmética con funciones de proteccion UV,
reparando el envejecimiento facial por exposicion solar. [3% 39

Al evaluar el impacto ambiental, desde la extraccion de las materias primas hasta
la eliminacion de su vida util, para los CNC se han presentado estudios con un
enfoque hacia los efectos de produccién, el potencial cambio climatico y el empleo
de combustibles fésiles, sin embargo, dado que cuentan con una serie de
procesos que demandan energia y materiales de alto impacto ambiental, se
estudid la posibilidad sobre el uso de acidos reciclables para la hidrdlisis de la
celulosa, haciendo su proceso de produccién mas rentable y favorable para el
medio ambiente. [37. 38401 | a caracterizacion de estos materiales es fundamental,
ya que la estabilidad y su comportamiento dependen en gran medida de la
densidad de carga superficial y el tamafo de las particulas. Por lo cual, es
necesario un mejoramiento en los métodos de produccion para obtener un
material estandar con rendimiento constante. 134

Las nuevas investigaciones han desarrollado métodos eficientes y ecoldgicos,
Meyabadi T. et al. propuso el método que podria reemplazar el tratamiento
quimico convencional (hidrélisis acida) para producir nanoparticulas de celulosa

sin contaminacién ambiental, el cual se planted en aplicarse a otros materiales
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fibrosos naturales, se trata de la preparacion de CNC mediante hidrélisis
enzimatica de fibras de algoddén de desecho y tratamiento con ultrasonidos. Al
caracterizar dieron como resultado un tamano de particula promedio menor a
100 nm después del proceso de hidrdlisis y sonicacion, de modo que mantuvo su
estructura cristalina, aunque disminuy6 su grado de polimerizacion. Ademas, la
degradacion térmica mostré que la hidrdlisis y la sonicacién del algodén no tuvo
efecto sobre las propiedades quimicas de la celulosa, por lo tanto, demostraron un
proceso de quimica verde que reutiliza las fibras de algodon de desecho y las
convierte en polvo de celulosa util sin cambios significativos en sus propiedades
beneficiosas y aplicables a otras fibras. €]

Otra investigacion orientada a ser sostenible y respetuosa con el medio ambiente
es de Zhang et al. desarrollaron CNC funcionalizados por una técnica de
esterificacion con cloruro de cinamoilo (Cin), obteniendo Cin-CNC a base de agua,
con caracteristicas no blanqueadoras, resistente al agua, sin alcohol, fotoestable y
alto factor de proteccion solar. Se compard los nanocristales obtenidos con un
protector solar comercial con factor de proteccion solar (SPF) 50, en
concentraciones de 5 % en peso, el producto comercial presenté un SPF de 10.0 y
el Cin-CNC de 20.3. Por lo tanto, los Cin-CNC sirvieron como protectores UV en
matrices de polimeros hidrofilicos e hidrofébicos, a su vez son nanomateriales
prometedores en el campo de la fotoproteccion. 4]

Ademas de poseer los CNC caracteristicas renovables y degradables, se
incrementd el interés en materiales hibridos que adquieren nuevas capacidades
como los nanocristales coloidales de ZnO que presentaron inestabilidad durante
su almacenamiento por lo que su reactividad superficial se vio reducida. Awan F.
et al. disefo y sintetizd un sistema nanohibrido 6ptimo y altamente poroso para
uso como filtro UV y agente fotocatalitico en la degradaciéon de pigmentos
colorantes o contaminantes organicos. A través de la estructura de CNC recubierta
de melamina-formaldehido (MF) SE proporciond un sustrato rico en nitrégeno
mesoporoso para el crecimiento quelado con las NP ZnO en solucidén acuosa, sin
necesidad de calcinacion a alta temperatura, tensioactivos o agentes de

proteccion. Logré demostrar que los CNC porosos de superficie modificada en
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solucién acuosa se pueden utilizar para controlar el crecimiento de nanocristales
semiconductores de ZnO, también se obtuvieron ventajas como limitar la energia
superficial y el crecimiento de las NP ZnO con alta eficiencia fotocatalitica.
Finalmente, se probd la capacidad de aplicarse en productos del cuidado de la
piel. (3¢

Ledo R. et al. evalud la técnica de produccion de los CNC a partir de fibras de
bagazo de cafia de azucar, para dicho analisis investigo la metodologia de
obtencion, donde los datos abarcaron la plantacibn de cana de azucar, el
pretratamiento, el blanqueo e hidrodlisis para la generacion de bagazo. Los doce
escenarios de extraccion de CNC que se investigaron consistieron en un
tratamiento con NaOH o NaClOz seguido de la hidrdlisis con H2SO4. Como
resultado, todos los escenarios mostraron que la etapa de pretratamiento fue la
que mas contribuyé al impacto ambiental, los nanocristales obtenidos de dos
procesos en particular demostraron el menor impacto ambiental basado en el
menor consumo de agua y el potencial de calentamiento global. EL primer proceso
trabajo con NaClO2/NaOH/H2SOs4 en 30 min y el segundo proceso con
NaClO2 /NaOH/HNO3/H2S04 en 30 min. Se demostrd la obtencion de los CNC a
partir de la cafa de azucar mediante hidrdlisis acida con potencial como agentes
de refuerzo en nanocompuestos. A su vez, contribuy6 al uso de fibras naturales
como materia prima, siendo una fuente renovable y un precedente a futuros
estudios para mejorar el desempefio ambiental de los productos, las nuevas
investigaciones deben buscar alternativas para mejorar los rendimientos de los
procesos y reducir el consumo de agua, la duracion del proceso y el uso de
solventes (o el intercambio de estos solventes) durante el pretratamiento. [38 40l
Por otro lado, esta la investigacion basada en materiales naturales es la de CNC
injertados con dietil-sinapato (CNC-DES), que demostré ser eficaz en bloquear los
rayos UV, el injerto DES es insoluble en agua, sin embargo, al combinarse son
CNC, se dispersa en formulaciones a base de agua y en glicerol al 10 %. Se
estudio la estabilidad coloidal y el rendimiento de bloqueo UV de CNC-DES en
glicerol acuoso (un humectante comun en formulaciones cosméticas sin petrdleo)

y en una crema humectante comercial. Una crema facial mezclada con 1.5 % en
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peso de CNC-DES exhibe un SPF 5.03, que es mas alto que un protector solar
comercialmente disponible con la misma concentracion de ingrediente activo (SPF
3.84). Las mediciones de citotoxicidad revelaron que el CNC-DES no causo una
citotoxicidad significativa en las células de fibroblastos después de 24 h de
exposicion. Las dispersiones de glicerol que contienen 0.1 % a 1.5 % en peso de
CNC-DES mostraron una actividad anti-UV muy alta. En general, CNC-DES
exhibe fuertes propiedades anti-UV con antioxidantes, dispersable en agua,
biocompatible, no graso y liviano, teniendo potencial como filtros UV en la proxima
generacion de formulaciones cosméticas, incluidas las destinadas a piel sensible.
[42]

En la actualidad el desafio es desarrollar sintesis ecoldgicas y respetuosas con el
medio ambiente garantizando la sostenibilidad, por lo que se necesita un enfoque
de disefio ecologico seleccionando procesos con perspectiva de implementacion a
escala industrial y escenarios con bajo impacto ambiental. 34 411 E| manejo de los
CNC en productos cosméticos vy filtros UV podrian ser una alternativa potencial por
su penetracién en la piel, su dispersion en formulaciones base agua, su alta
disponibilidad en la naturaleza con caracteristicas de renovables, degradables y

no toxicas.

2.3.3.2 Nanocristales de metilen bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol (MBBT)

Los nanocristales de metilen bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol (MBBT) son
compuesto de benzotriazoles fendlicos que le dan la capacidad de actuar como
protector solar al ser utilizado como agente absorbente de UV con caracteristicas
de dispersion y reflexion de los rayos UV. Ademas, se obtuvieron beneficios de los
filtros organicos e inorganicos dado por el efecto estabilizador sobre otros
absorbentes. Se encuentra en los protectores solares, asi como en productos para
iluminar la piel y en tintes fotoluminiscentes para aplicaciones organicas basadas

en electronica (Figura 3). [43]
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Figura 3. Estructura del 2,2-metileno-bis-(6-(2 H -benzotriazol-2-il))-4-(1,1,3,3-
tetrametilbutil)-fenol, abreviado como MBBT de Ciba Specialty Chemicals Inc.
Reimpreso, Journal of Colloid and Interface Science, 276 (2), Herzog B. et al.
Physical properties of organic particulate UV absorbers used in sunscreens: Il. UV-
attenuating efficiency as function of particle size, pp. 354-363, Copyright (2004).
Con permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.jcis.2004.04.009. 1“4l
Anteriormente se carecia de métodos analiticos y toxicoldgicos para tener un
control de calidad en la industria de los productos de proteccion solar y del
cuidado personal que tuvieran como objetivo el comprobar si dichos productos son
apegados a las clausulas establecidas en la legislacion de la Union Europea. Por
ello, Orsi D. et al. estudio y desarroll6 métodos analiticos para la cuantificacion de
11 filtros UV de clase UV-A y UV-B, cuyo uso es permitido y se encuentran entre
los mas utilizados por la industria cosmética. [4° 46]

Dicho analisis se realizé por la técnica analitica HPLC con un cromatégrafo de
liguidos que consté de una bomba binaria de suministro de disolvente con
desgasificador en linea, un inyector con bucle variable y un detector de matriz de
fotodiodos, para MBBT se trabajé con una elucién CH3OH/C2HsN 1:1 para la fase
movil, caudal de 1.0 mL/min con un volumen de inyeccién de 10 yL a 35 °C en
columna y con una longitud de onda 6ptima de 340 nm. Bajo estas condiciones,
los tiempos de retencion que presentaron los MBBT fueron de 3.4 + 0.1 min con
porcentaje de la desviacion estandar relativa de 0.3 %. Se comprobd que estos

procesos analiticos se aplicaron con éxito para el tratamiento y analisis de

28



muestras comerciales, ademas de ser posible su empleo en el control de calidad
para filtros UV de acuerdo con la legislacidn de la Unidén Europea. 45 48]

En el estudio de Thorel E. et al. se buscé la presencia de residuos de productos
farmacéuticos y del cuidado personal en medio acuatico, dado que se tiene poco
control en su liberacion y se han acumulado dichas sustancias en las aguas grises
afectando a los organismos vivos de los ecosistemas y la salud publica. La
toxicidad la evaluaron con organismos clave para establecer estandares de
calidad ambiental para los filtros UV, el primero fue con crustaceo marino Artemia
salina, que se determind por el conteo de larvas muertas después de una
exposicion de 48 h, donde a concentraciones altas (2 mg/L) no mostré toxicidad
los filtros con MBBT. Seguido se observo los efectos sobre las microalgas
Tetraselmis sp, después de 7 dias de exposicidn se analizé mediante citometria
de flujo (FCM), donde en la tasa de crecimiento, el impacto de la morfologia
celular y de la actividad metabdlica no fueron afectados por el filtro UV de MBBT,
por lo tanto, no son considerados téxicos para el medio ambiente, sin embargo
estos resultados se pueden considerar como datos preliminares y se ve la
necesidad de realizar mas ensayos en una amplia diversidad de especies para
monitorear una gama de ecosistemas.4’- 48l

En 2016 fue regulado el uso de MBBT en nanocristales para filtros UV por el
Comité Cientifico de Seguridad del Consumidor (SCCS), se tuvo en cuenta
resultados analiticos y toxicologicos de los estudios de genotoxicidad realizados
con formas nano y no nano de MBBT, en el analisis de toxicidad aguda por
inhalacion de 4 h en ratas, se expusieron a una dilucion al 10 % de MBBT. Al final
del periodo de observacion (15 dias) no observaron signos clinicos, muertes
prematuras ni efectos adversos toxicolégicamente relevantes sobre el peso
corporal. [4°]

Asi mismo, se estudid la penetracién dérmica in vitro de MBBT en tamano
nanomeétrico en piel de ratas y de humanos extraida de la grasa subcutanea, se
probo si existia una relacién comparable por penetracion, a las 24 h la cantidad de
muestra en las capas inferiores de la piel humana fue significativamente menor en

comparacién con las membranas de la piel de rata. Ademas, en las pruebas con
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MBBT micronizado con un tamafo de particula menor a 100 nm, se observé que
la velocidad de penetracion fue extremadamente baja y en una medida muy
limitada a través de las membranas de piel, siendo mayor en la piel de rata.

A su vez, se busco el rango de toxicidad en MBBT micronizado en un unguento
base, se aplicd el ungliento con concentraciones crecientes cada 6 h por 3 dias,
posteriormente, los animales recibieron la dosis mas alta (2000 mg/kg de peso
corporal) durante 6 h por 14 dias, demostrando que aun a esta concentracién no
tuvieron efectos adversos. En el segundo estudio, se aplicaron dosis dérmicas del
filtro UV MBBT suspendido en una pomada hidréfila a 500 mg/kg, 1000 mg/kg y
2000 mg/kg durante 39 semanas en muestras de piel de mini cerdos, se
examinaron los efectos sobre la viabilidad, los signos clinicos, el consumo de
alimentos y el peso corporal, donde no observaron hallazgos macroscopicos ni
microscopicos relacionados en 6rganos Y tejidos.

La SCCS basado en la evidencia que sugiere una absorcion muy baja de MBBT
en la piel humana y la ausencia de efectos adversos en los mini cerdos, aun con la
dosis mas alta probada, concluyeron que el uso de MBBT en nanocristales para
filtros UV es permitida en una concentracién de hasta 10 % en productos
cosméticos aplicados por via dérmica, por otro lado, debido al escaso potencial de
biodegradacion, no se excluian los efectos a largo plazo o la bioacumulacién de
MBBT en el medio ambiente, por lo que se clasifico como "posible potencial de
efectos a largo plazo en el medio ambiente acuatico", sin embargo, en analisis
recientes de MBBT se vio resultados satisfactorios en los estandares de calidad
ambiental por lo que actualmente no son considerados téxicos para el medio
ambiente. [47. 49

Esto no quiere decir que ha terminado la investigacion sobre el MBBT, aun quedan
incégnitas por responder como las posibles aplicaciones en filtros UV hibridos, los
posibles efectos cancerigenos a exposicion prolongada. Estos puntos no son
tratados a profundidad en los estudios presentados y lo dejan pendiente para
proximos analisis, por ello, se impulsa a progresar y contribuir en mayores

investigaciones con el fin de salvaguardar la salud y seguridad de los
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consumidores con el medio ambiente sin dejar de lado la innovaciéon y el

mejoramiento de los productos.

2.3.3.3 Nanocristales de tris-bifenil triazina (TBPT)

Los nanocristales de tris-bifenil triazina (TBPT) se utiliza como materia prima para
fitros UV por ser un absorbente UV organico micronizado con solubilidad
extremadamente baja en aceite y agua, muy fotoestable dado que el SPF y UVA-
PF (Factor de Proteccion UVA) no varian después de 2 h de irradiacion en un
simulador solar, ademas tiene potencial como fotoestabilizador para
combinaciones de filtros UVA y UVB por ser de amplio espectro. Es el primer filtro
que se afadio al Anexo VI del Reglamento (CE) n° 1223/2009 del Parlamento
Europeo y del Consejo por el que se establece la lista de filtros autorizados en

productos cosméticos en Europa desde 2013 (Figura 4). 14650, 51]
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Figura 4. Estructura de 1,3,5-triazina, 2,4,6-tris [1,1'-bifenil]-4-il, abreviado como
TBPT, de la base de datos BASF. Reimpreso, International Journal of
Pharmaceutics, 487, Couteau C. et al. Tris-biphenyl triazine, a new ultraviolet filter
studied in terms of photoprotective efficacy, pp. 120-123, Copyright (2015). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2015.03.077. 51

Se han desarrollado productos en aplicaciones de filtros solares afiadiendo nuevas

caracteristicas como antienvejecimiento, altos rendimientos y mayor seguridad por
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su mejorada estabilidad. Esto lo aplicaron utilizando la avobenzona (4-terc-butil-4'-
metoxidibenzoilmetano) (AVO) como base, el cual es el segundo filtro UV organico
mas utilizado por ser uno de los pocos filtros UV capaces de proteger contra los
rayos UVA 'y ser aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), sin
embargo, las limitaciones para su uso es ser fotoinestable con fotodegradacion
raplda [50, 52, 53]

Por ello, Scarpin M. S. et al. estudié los efectos de tres fotoestabilizadores de
avobenzona de uso frecuente: etilhexil metoxicrileno (EHMCR), citrato de tris
(tetrametilhidroxipiperidinol) (TTMHP) vy tris-bifenil triazina (TBPT), donde analizo
su fotoestabilidad y fototoxicidad con la combinacién de avobenzona (AVO),
metoxicinamato de octilo (OMC) y del derivado de la vitamina A, palmitato de
retinilo (RP). La fotodegradacion de los filtros UV puede afectar el rendimiento de
proteccion solar y provocar la pérdida de su eficacia, lo que comprometera la
seguridad al aumentar el riesgo de quemaduras solares o incluso producir
fotoproductos con potencial alérgico, se estudid la fotoestabilidad de los
compuestos después de una irradiacion UVA por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), donde OMC y AVO no fueron considerados fotoestables en
formulaciones sin fotoestabilizadores y el RP se considerd fotoinestable aun en
presencia de fotoestabilizadores. [47: 5]

En este sentido, el AVO se analizdé sin fotoestabilizador y se mostré una
fotodegradacién del 87 % de recuperacion, al combinarlo con diferentes
fotoestabilizadores se obtuvo un aumento significativo en su fotoestabilidad, donde
la adicion de EHMCR, TBPT y TTMHP presentd una recuperacion del 94 %, 98 %
y 100 % respectivamente. Al combinar el AVO con RP y un fotoestabilizador, los
resultados fueron similares, donde el EHMCR, TBPT y TTMHP dio una
recuperacion del 99 %, 92 % y 97 %. Por lo tanto, todos estos fotoestabilizadores
son efectivos para AVO en formulaciones que contienen RP. EI OMC sin
estabilizadores presentd una recuperacion del 90 %, con la adicion de RP-TBPT
dio 87 %, por lo que en ambos casos si se presentd una clara fotodegradacién. Sin
embargo, se observd una mejora significativa con las formulaciones OMC-TTMHP,
OMC-EHMCR Y OMC-TTMHP-RP con una recuperacion de hasta 98 %. En
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cuanto a RP, sin estabilizadores se obtuvo una recuperaciéon del 44 %, las
formulaciones con los fotoestabilizantes EHMCR, TBPT y TTMHP dio del 70 %, 58
%y 53 %.

Ademas, para la fototoxicidad se realiz6 el ensayo fototdéxico de captacion de rojo
neutro 3T3, adicionando EHMCR, TBPT y TTMHP en las formulaciones con o sin
RP, para el fotoestabilizador TBPT se mostré el potencial fototdxico con una
respuesta dependiente de la dosis, en el ensayo de cultivo celular, TBPT
probablemente es capaz de inducir la formacion de productos fototoxicos o la
generacion de ROS, por lo tanto, a pesar de su baja fotodegradacion, no pudo
estabilizar los filtros UV reduciendo la respuesta fototoxica, sin embargo, es
necesario mayores estudios sobre su penetracion cutanea dado que para inducir
un efecto fototdxico in vivo, el TBPT probablemente tenga una biodisponibilidad
reducida a través de la barrera del estrato corneo (capa mas externa de la
epidermis) y no entre en contacto con la epidermis viable para producir un efecto
fototdxico, demostrando que es necesario mayores investigaciones sobre los
posibles efectos de los productos en aplicaciones de filtros solares con una mayor
importancia en los ensayos de fototoxicidad complementarios.

Anadiendo nuevas herramientas de investigacion para comprender las
propiedades de las moléculas que protegen la piel de los rayos solares se
presentd el estudio de Santos B. A. et al, donde a partir de modelados
moleculares de los derivados de triazina y benzotriazol permitidos como filtros UV,
se reunen caracteristicas utiles para desarrollar protectores solares. Dicho estudio
se centr6 en etilhexil triazona (EHT), dietilhexil butamido triazona (DBT),
anisotriazina (BEMT) vy tris-bifenil triazina (TBPT), donde se presentd la
comparaciéon de los resultados tedricos del espectro de absorcion UV obtenidos
con los datos de espectros experimentales, a fin de validar la precision del
modelado molecular y la confiabilidad de la reproduccion de las principales

caracteristicas experimentales (Figura 5). 4
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Octyltriazone or Ethylhexyltriazone Dioctylbutamidotriazone or
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Figura 5. Derivados de triazina de filtros UV organicos, etilhexil triazona (EHT), la
dietilhexil butamido triazona (DBT), la anisotriazina (BEMT) y tris-bifenil triazina
(TBPT). Reimpreso, Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry,
356, Santos B. A. et al. Molecular modeling for the investigation of UV absorbers
for sunscreens: Triazine and benzotriazole derivatives, pp. 219-229, Copyright
(2018). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2017.12.036. >4

De modo que realizaron la busqueda conformacional aleatoria utilizando el
software SPARTAN 10 con el campo de fuerza MMFF94. Para la distribucion del
conformero TBPT dio como resultado una conformacion estable de baja energia
unica debido a su sustitucion de bifenilo en el nucleo de triazina. Posteriormente
optimizaron la geometria con el enfoque semiempirico PM6 (Método paramétrico
6) seguido de DFT/B3LYP con el conjunto de base 6-31G(d). Se optimizo la
estructura de los electrones centrales del compuesto con los calculos DFT
funcionales hibridos B3LYP y el conjunto base 6-31G(d), describiendo asi el
sistema electrénico mas probable y la respectiva densidad de estado fundamental,
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dicha investigacion la enfocaron en la prediccion e interpretacion cualitativa de las
propiedades del estado excitado considerando unicamente el filtro UV en vacio.
Se comparod los espectros de absorcion UV tedricos con los experimentales en
fase gaseosa, los datos de referencia fueron de la base de datos BASF
Sunscreen, que es una herramienta simuladora de proteccion solar con datos
experimentales, y realizaron la normalizacion de la absorbancia de acuerdo a la
intensidad maxima de cada espectro (Figura 6). Donde el coeficiente de
correlacion entre los resultados experimentales y teoricos fue de 0.8636
mostrando asi confiabilidad de los resultados, sin embargo, los calculos fueron
realizados pensando en filtros UV aislados (en vacio), por lo que al compararlos
con espectros de absorcion experimentales medidos en solventes, demostraron
que el método computacional funciona, e identificaron las desviaciones entre los

calculos en vacio y en solvente.
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Figura 6. Comparacion entre las longitudes de onda tedricas y experimentales de
los maximos de absorcion. Reimpreso, Journal of Photochemistry and
Photobiology A: Chemistry, 356, Santos B. A. et al. Molecular modeling for the
investigation of UV absorbers for sunscreens: Triazine and benzotriazole
derivatives, pp. 219-229, Copyright (2018). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2017.12.036. 4]
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En este sentido, referente a su interpretacion cualitativa, se sabe que el TBPT
contiene el nucleo de triazina y grupos arilo combinados que influyen en la
absorcién de alta intensidad en el espectro (maximo de absorcion calculado a 329
nm), ademas, es un filtro extremadamente fotoestable debido a sus grupos arilo
que permiten la dispersion de electrones y la conversion interna. Por lo tanto, este
método computacional abre una nueva gama de posibilidades, donde es posible
reproducir la absorcion UV experimental de un conjunto de derivados de triazina y
benzotriazol con la confianza de la precision y la velocidad computacional,
ademas, si en un futuro se presenta la posibilidad de crear nuevos productos,
dicha herramienta ayudara a predecir sus propiedades intrinsecas y definir si sera
util el filtro UV en su aplicacion antes de sintetizarlo, disminuyendo a su vez costos
y ahorrando tiempo.

En 2011, el SCCS presento la opinion sobre 1,3,5-triazina, 2,4,6-tris[1,1'-bifenil]-4-
ilo, conocido como TBPT de tamafio nanométrico, donde se realizaron estudios de
toxicidad oral aguda, por inhalacion y dérmica aguda, ademas analizaron la
irritacion en la piel, la absorcion dérmica/percutanea y la fototoxicidad del material
a tamafo nanométrico. En la toxicidad oral aguda, no se observé mortalidad ni
signos clinicos de toxicidad en ninguno de los animales de estudio, en la toxicidad
aguda por inhalacién, se presenté un aumento en el numero de neutréfilos en los
analisis del lavado broncoalveolar (BALF) en el segundo dia de la prueba, lo que
es indicativo de una reaccién inflamatoria, ademas, en el dia 15, algunos
parametros confirmaron la reaccion adversa después de la inhalacion de TBPT.
Para la absorcion dérmica/percutanea, el elemento de prueba absorbido fue de
1.38 % y 0.06 % de la dosis aplicada para piel de rata y humana, respectivamente,
por lo que, la tasa de penetracidn percutanea en la piel humana y de rata fue muy
por debajo de las concentraciones cuantificables confiables. [5°

Asi mismo, la fototoxicidad es una respuesta cutdanea aguda provocada por
sustancias fotoreactivas en presencia de la luz solar, que se pueden categorizar
como fotoirritacion, fotoalergia y fotogenotoxicidad. Los resultados presentados
por SCCS del TBPT en tamafio nanométrico con y sin radiacion UV, indicaron que

no se afecté negativamente la formacion de edemas, arrugas o el grosor de los
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pliegues de la piel, por lo que no se generé formas toxicas alternativas ni se
aumento los efectos adversos por radiacion UV, dando un efecto protector eficaz,
por lo tanto, es seguro su aplicacion en productos cosmeéticos de un maximo de
concentracion del 10 %.

Finalmente, en dichas investigaciones se comprobd que los TBPT son capaces de
mejorar las limitantes en los productos ya existentes con mayores rendimientos, a
su vez, se mostraron herramientas capaces de comprender las propiedades de las
moléculas cuyo objetivo es proteger la piel de fuentes externas, abriendo asi
nuevas posibilidades que ayudaran a predecir sus propiedades
y definir si seran utiles en los filtro solares, con la cualidad de reducir costos de
produccion aun menor tiempo, sin embargo, se ve la necesidad de mayores
investigaciones sobre los posibles efectos de toxicidad en la piel, para proteger a

los seres vivos y su interaccion con el medio ambiente.

2.3.4 Nanodiamantes (ND)

Los nanodiamantes (ND) son nanomateriales ampliamente investigados debido a
su excelente biocompatibilidad, factor importante para su aplicacién en el cuidado
de la piel, son particulas policristalinas con una forma y tamafo variable no
uniforme, ademas de potentes antioxidantes que pueden ser utilizados como
aditivos, en filtros UV son eficaces dado que protegen las células del dano de los
rayos UVB atenuando la irradiacion a través de la absorcion y la dispersion con
caracteristicas fotoestables, al no tener actividad fotocatalitica, es propuesto como
solucion para la toxicidad de otros nanomateriales en filtros solares. [10: 561

Sin embargo, para que se pueda utilizar como antioxidantes, debe retener la
generacion de las especies ROS durante periodos prolongados, que son
producidas por el metabolismo aerdbico fisiolégico de forma natural, que a
grandes concentraciones puede alterar la funcién celular y promover el dafio
celular, por ello se presentd la encapsulacion en filtros UV, donde las
nanoparticulas bioadhesivas pueden evitar la penetracién en la piel de productos
quimicos nocivos y al mismo tiempo bloquean los rayos UV de forma eficaz

utilizando dosis mas bajas. %6 571
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En la investigaciéon de Lin Q. et al. presentaron una propuesta para mejorar la
toxicidad de las NP TiO2, dado que se conoce que sus nanoparticulas
fotoactivadas generan especies ROS y provocan dafios celulares, por ello,
evaluaron las ventajas de incorporar ND en los protectores solares como aditivos
en presencia de TiOz con implicaciones para otros productos para el cuidado de la
piel. [56]

Por ello, para medir el impacto de la irradiacién solar en las propiedades
antioxidativas realizaron el experimento DPPH 100 uM, donde el aumento de la
actividad antioxidante de los ND después de la irradiacion se observo incluso en
presencia de NP TiOz2, mostrando potenciales de barrido mejorados después de la
irradiacion, donde al momento de la irradiacion los grupos reactivos se debilitan
permitiendo reaccionar facilmente con otros radicales y obtener una mayor
capacidad antioxidante. Para medir las propiedades anti-UV, se mostré los
espectros de transmitancia UV de ND y NP TiO2 suspendidas en agua
desionizada a 25 pg/mL, se dio un desplazamiento ascendente minimo en los
espectros de ND después de 3 h de irradiacion continua, esto confirmo que son
aditivos estables para aumentar las propiedades anti-UV del TiOzen los
protectores solares.

Ademas, presentaron prototipos de cremas de proteccidon solar y compararon sus
propiedades de fotoestabilidad y antioxidantes, dichos prototipos contenian 0.5 %
en peso de ND y 8.75 % en peso de NP TiOz2, estas cremas fueron estables sin
observar separacion de fases después de una semana inerte, los estudios de
fotoestabilidad se realizaron irradiando peliculas delgadas y registrando los
espectros cada hora, donde la incorporacion de ND en la crema base produjo
cremas con potencial de eliminacion mejorado, después de la irradiaciéon, estas
cremas exhibieron un aumento adicional significativo en los potenciales de barrido,
se confirmod que las propiedades antioxidantes de ND se mantienen durante
periodos prolongados de tiempo dado que son filtros UV altamente fotoestables y
efectivos capaces de eliminar las especies ROS generadas por las NP TiOz2

fotoactivadas in situ, proporcionando asi una proteccion adecuada contra el estrés
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oxidativo intracelular. Por lo tanto, en los protectores solares es recomendado
utilizar ND como aditivos para el principio activo.

Meng-Si W. et al. evalué si los ND no muestran una actividad fotocatalitica
después de la irradiaciéon, se analizd cuatro nanomateriales mediante
experimentos de degradacion con azul de metileno (MB), donde los ND a 5§ nm y
10 nm no exhibieron actividad fotocatalitica obvia en comparacion con el grupo MB
control, por otro lado, las muestras de rutilo y anatasa (NP TiO2) degradaron
considerablemente MB. Por ello, estos resultados dan mas confianza en que los
ND no presentan actividades fotocataliticas por UVB, no inducen a la generacion
de ROS o a dafios celulares. 7]

Se necesita a su vez visualizar los efectos que tendrian los ND en el ser humano,
Perevedentseva E. et al. presentd varios métodos de evaluacion para analizar la
interaccion de los ND con la piel murina in vitro a diferentes tamafos de particula,
asi como estimar su penetracion y distribucidn en las capas de la piel. Primero se
analizé los ND por diferentes técnicas de sintesis, los obtenidos con alta
temperatura y presion tuvieron un tamafo de 100 nm (100 ND) y 50 nm (50 ND),
los ND por detonacion fueron de un tamafo promedio de entre 3 nm a 10 nm
(DND), las imagenes por SEM mostraron que los ND son particulas policristalinas
con forma y tamafno no uniforme, las suspensiones 50 ND y DND tuvieron grandes
dispersiones entre los agregados, mientras que los tamafos de los ND y sus

estructuras se confirmaron mediante los espectros Raman (Figura 7). 58]

39



1 100 nm ND
100,000 —

50 nm ND
i DND
80,000 —
60,000 -
=: E
« 40,000 4
= - =
z
3 4000
=

3000 -M

1000

l L 1 ¥, 1 .
1200 1400 1600 1800

Raman shift,cm”

(b)

Figura 7. Caracterizacion de ND. (a) imagenes SEM de ND secados en un
sustrato de Si; (b) espectros Raman de ND en sustrato de Si. Reimpreso,
Materials, 12 (22), Perevedentseva E. et al. Optical Studies of Nanodiamond-
Tissue Interaction: Skin Penetration and Localization, pp. 3762, Copyright (2019).
Con permiso de MDPI. https://doi.org/10.3390/ma12223762. [58]

Al estudiar su aplicacion en la piel, se mezclaron suspensiones acuosas de ND en
la solucion fisiologica PBS (buffer fosfato salino) a una concentracion de 1 mg/mL.
Se analizé por tomografia de coherencia optica (OTC) obteniendo imagenes 2D
que ilustré la interaccion entre la piel murina y los ND, en la muestra control se
aprecio la estructura de la piel, con la suspension de 100 ND y DND no se mostré
diferencias significativas en su estructura, sin embargo, en la capa externa de la
piel se presentd una mayor reflexion, por lo que, es posiblemente que sea la
presencia de ND adheridos en el estrato cérneo junto con queratinocitos muertos
(Figura 8).
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Figura 8. Imagenes 2D OCT. Muestras de piel murina (a) control compuesta por la
epidermis, la dermis separada por una capa basal (linea amarilla) y los foliculos
pilosos (puntas de flecha rojas), (b) 100 ND y (c) DND, con capa del estrato
corneo a mayor reflexion (flecha blanca). Reimpreso, Materials, 12 (22),
Perevedentseva E. et al. Optical Studies of Nanodiamond-Tissue Interaction: Skin
Penetration and Localization, pp. 3762, Copyright (2019). Con permiso de MDPI.
https://doi.org/10.3390/ma12223762. 58]

Por otro lado, se analizé por microscopia laser confocal (MLCF) y microscopia de
excitacion de dos fotones (MP) para observar la distribucion de los ND en la piel y
analizar su penetracion; por microscopia de tiempo de vida de imagen fluorescente
(FLIM) se analizé la distribucion de la vida util. Finalmente encontraron que la
sefal de los ND se localiza predominantemente en los foliculos pilosos, aunque
los datos presentados sugirieron que pueden penetrar en células endoteliales
vasculares cultivadas y en apéndices con aberturas en la superficie, por ejemplo,
las glandulas sebaceas o los poros de las glandulas sudoriparas, proporcionando
vias alternativas, sin embargo, el comportamiento de los ND en la piel depende en
gran medida de su tamafo, por lo tanto los mecanismos aun no estan claros y
necesitan mas investigacion.

Se evalué la seguridad de los ND en filtros solares por el modelo de cultivo celular,
comparando los NP ZnO, NP TiO2 y ND de 5 nm y 100 nm a diferentes
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concentraciones, donde a una concentracion mayor (2 mg/cm?) todas las
nanoparticulas protegieron a los queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT) y
a los fibroblastos embrionarios de raton (MEF) del dafio de los rayos UVB
principalmente los ND de 100 nm fueron éptimos para la proteccion aun después
de 20 min, superando a los ND de 5 nm, sin embargo, a bajas concentraciones (1
mg/cm?) todas las nanoparticulas no ofrecieron una proteccion adecuada, por otro
lado, debido a que el modelo de cultivo celular puede no reflejar de manera
integral la complejidad de la piel humana, se diseii6 un modelo animal para
estudiar la eficiencia del bloqueo de UVB de los ND a partir de ratones, estos se
sometieron a irradiacion UVB por 20 min durante tres dias, los ratones que
recibieron NP TiO2 y los ND de 100 nm (2 mg/cm?) solo mostraron lesiones leves
en comparacidén con los cubiertos con el control, ademas el dafio de la piel se
desarroll6 a partir del tercer dia.

Ademas, se analizé el papel protector de los ND en las funciones de barrera
epidérmica, por el experimento de exclusion de colorantes, obteniendo que la
radiacion UVB dafndé la funcion de barrera epidérmica de los ratones
experimentales, lo que provocd niveles mas altos de retencién de tinte en los
tejidos de la piel. Por el contrario, las muestras de piel protegidas con NP TiOz2y
ND de 100 nm, tendieron a mantener una funcion de barrera epidérmica
relativamente intacta, siendo mas efectiva que los grupos de control. Por lo tanto,
los ND atenuaron la intensidad de los rayos UVB, se aumento la viabilidad de las
células de queratinocitos humanos (HaCaT) y MEF, ademas de mejorar las
respuestas inflamatorias de la piel del raton a exposicion a los rayos UVB, sin
generar ROS, siendo su eficacia comparable a las NP TiO2y NP ZnO.

En general, las nuevas investigaciones se van orientando a nuevas aplicaciones
que se van descubriendo sobre los ND en presencia de otras nanoparticulas con
el fin de obtener mejores productos a menores costos de produccion, para eso se
toma en cuenta las propiedades de las particulas como si conducen a variaciones
en su penetracién y su distribucion, sin embargo, los mecanismos aun no estan

claros y necesitan mayor investigacion.
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2.4 NANOMATERIALES HIDRATANTES Y ANTIENVEJECIMIENTO

La piel esta expuesta a muchos factores en el transcurso del dia incluyendo la
contaminacion, la exposicion a los rayos solares ultravioleta, el humo del cigarrillo,
etc. Estos son responsables de la produccidn de especies ROS, cuyo exceso
induce el estrés oxidativo que dafa las células, el ADN y las proteinas provocando
el envejecimiento de la piel. Por ello, los cosméticos son dirigidos a proteger la piel
proporcionando una fuente adicional de antioxidantes, entre ellos existen
diferentes ingredientes a considerar como encapsular el agente activo en
liposomas de alta penetracion en la piel, consiguiendo mayor potencial
antioxidante, asi como un aumento de la sintesis de colageno. Ademas, se
pueden incorporar diversas sustancias antioxidantes que ayudan a neutralizar los

darios celulares provocados por los radicales libres. [59. 60, 61]
2.4 .1 Liposomas hechos de fosfolipidos insaturados y saturados.

Los liposomas estan compuestos por una capa bilipidica de fosfolipidos que son
anfipaticos (con parte hidréfoba e hidrofilica) en medio acuso y adquieren una
estructura esférica, estos son capaces de actuar como nanoesferas vy
nanocapsulas. Las nanoesferas son sistemas que incluyen las sustancias activas
entre las redes de los polimeros que la conforman, mientras que las nanocapsulas

encierran en el interior de su estructura a la sustancia activa (Figura 9). 159
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Figura 9. Estructura de las nanoparticulas. Reimpreso, Nature Reviews
Neurociencia, 10, Orive G. et al. Biomateriales para promover la proteccion,
reparacion y regeneracion cerebral, pp. 682-692, Copyright (2009). Con permiso
de Nature Reviews Neurociencia. https://doi.org/10.1038/nrn2685. 62

43



Los liposomas son clasificados por su tamafo y numero de bicapas, sin embargo,
el tamano adecuado para propositos de administracion cosmética varia entre 50
nm y 200 nm, son utilizados preferentemente por su capacidad de controlar la
liberacion del nucleo, aplicar el ingrediente activo en un sitio especifico, por su
biocompatibilidad, biodegradabilidad, su baja toxicidad, ademas de ser atraidos
naturalmente por la piel junto con la capacidad de encapsular ingredientes activos
hidrofilos como lipdfilos, sin embargo, presentan desventajas que incluyen baja
estabilidad, alto costo de produccién, son termodinamicamente inestables que
tienden a agregarse, fusionarse, degradarse o hidrolizarse, lo que da como
resultado la fuga de los ingredientes activos, con una vida util corta y una rapida
eliminacién de la circulacion sanguinea, aun asi, son los nanoportadores mas
utilizados en cosmética. [59 63

Chen-Tan et al. presentd la problematica al utilizar los liposomas dado que son
termodinamicamente inestables. Por ello, idearon nuevas estrategias para mejorar
el rendimiento de los liposomas con la integracion de sistemas hibridos de
biopolimero-liposoma con propiedades clave de biocompatibilidad
y biodegradabilidad, los sistemas mas estudiados son los liposomas de superficie
modificada, compuestos de polimeros recubiertos o injertados en las superficies
de los liposomas, dando como resultado una estabilidad biolégica mejorada, un
direccionamiento especifico al sitio y una propiedad de circulacion a largo plazo.
[64]

El estudio realizado para la aplicacion de liposomas en las formulaciones es
presentado en 2021 por Allaw M. et al. donde utilizaron el arbusto Pistacia
lentiscus para obtener el aceite de lentisco, el cual tiene un alto contenido de
bioactivos e incluye una fraccidn insaponificable responsable del efecto en la
cicatrizacion de la piel lesionada, en este caso prepararon vesiculas a partir de
lecitina de soya natural con un método de quimica verde y libre de solventes
organicos, obteniendo asi vesiculas esféricas homogéneamente dispersas. El
aceite de lentisco se analizO a concentraciones crecientes, estudiando sus
principales propiedades fisicoquimicas, la eficiencia de atrapamiento, estabilidad

de almacenamiento y capacidad de penetracion en la piel, obteniendo a su vez
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una evaluacion preliminar de sus capacidades bioldgicas, como biocompatibilidad
y proteccidn contra dafios oxidativos. [61]

Asi mismo, al caracterizar estas vesiculas se realizé el analisis de microscopia de
transmision de electrones criogénicos (Cryo-TEM), donde el diametro promedio, el
indice de polidispersidad y el potencial Z lo determinaron mediante el método de
espectroscopia de correlacion de fotones (DLS). Para la cuantificacion del aceite
de lentisco se midié el éster metilico de acidos grasos (FAME) por cromatografia
de gases acoplada en un detector de ionizacién de llama. Se observo en las
imagenes de Cryo-TEM que el aceite de lentisco a grandes concentraciones (40
mg/mL y 50 mg/mL) provocd la formacion de vesiculas grandes, altamente
polidispersas e inestables, mientras que a una concentracién de 10 mg/mL, 20
mg/mL y 30 mg/mL las vesiculas presentaron un menor tamafio,
homogéneamente dispersas con forma esférica y uniformes, esto se comprobo
con los resultados de los analisis de DLS (Figura 10).

Por otro lado, los liposomas sin aceite tuvieron un tamano promedio de 122 nm,
fueron ligeramente polidispersos y cargados negativamente, al agregar el aceite, a
10 mg/mL se present6 una disminucion significativa de tamafio a 104 nm, con 20
mg/mL y 30 mg/mL se produjo la formacién de vesiculas ligeramente mas grandes
con un diametro similar al de las vacias, por lo tanto, la homogeneidad se vio
afectada por la cantidad de aceite de lentisco incorporado, posteriormente se
almacenaron a temperatura ambiente por 90 dias y se evaluaron, los liposomas
vacios aumentaron su tamafo hasta 200 nm, los liposomas con 10 mg/mL y 20
mg/mL de aceite pasaron de 104 nm a 121 nm hasta 150 nm, para los otros
parametros se detectd variaciones importantes, los liposomas con la mayor
cantidad de aceite de lentisco (30 mg/mL) fueron casi constantes y por ello,

contaban con una mejor estabilidad en el almacenamiento.
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Figura 10. Imagenes Cryo-TEM representativas de (A) 10 liposomas de lentisco,
(B) 20 liposomas de lentisco y (C) 30 liposomas de lentisco. Reimpreso,
Biomedicine & Pharmacotherapy, 144, Allaw M. et al. Formulation of liposomes
loading lentisk oil to ameliorate topical delivery, attenuate oxidative stress damage
and improve cell migration in scratch assay, pp. 112351, Copyright (2021). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.112351. 61

También realizaron el estudio de piel in vitro a partir de células Franz, utilizaron las
vesiculas preparadas a diferentes concentraciones de aceite de lentisco en piel de
cerdo recién nacido marcadas con un fosfolipido ligado a la rodamina fluorescente,
lo que permitié la visualizacion de la distribucién en los diferentes estratos de la
piel. Se encontré6 que las vesiculas vacias se detectaron principalmente en la
superficie de la piel con poca penetracion independientemente del tiempo (4 ha 8
h), sin embargo, a 20 mg/mL y 30 mg/mL después de 8 h, la fluorescencia fue mas
evidente y se encontré bien distribuida en los estratos mas profundos de la piel,
confirmando una fuerte penetracion de los componentes lipidicos, dando la
posibilidad de que el aceite de lentisco libre podria actuar como potenciador de la
penetracion.

Por otro lado, para evaluar la biocompatibilidad y la proteccion que aportan los
liposomas frente al estrés oxidativo celular de las formulaciones, cultivaron células
HaCaT vy fibroblastos embrionarios de raton primarios, los cuales se estresaron
con H20:2 al 30% diluido 1:30 v/v con PBS, durante 4 h y se traté simultaneamente
con aceite de lentisco en dispersion o cargados en liposomas, al final se midio la
supervivencia de las células usando la prueba de viabilidad celular con MTT
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(bromuro de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) (Figura 11). El aceite de
lentisco en dispersion presento variaciones, de 30 ug/mL a 60 pg/mL fue menor al

77 %, mientras que a concentraciones de 0.03 a 3 pg/mL fue del 93%.

Figura 11. Estructura de MTT (bromuro de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolio). Reimpreso, Acta Histochemica, 114 (8), Stockert J. C. et al. MTT
assay for cell viability: Intracellular localization of the formazan product is in lipid
droplets, pp. 785-796, Copyright (2012). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.acthis.2012.01.006. [6°]

En dicho el estudio, lo mas relevante fue el empleo de los nanomateriales con un
método de preparacion simple con componentes naturales derivados de plantas
que adquirieron la capacidad de permanecer estables durante 3 meses en
almacenamiento a temperatura ambiente, ademas se demostroé que el aumento de
la concentracion contribuy6 a la penetracion de las vesiculas en los estratos mas
profundos de la piel, principalmente se acumulé exitosamente en la dermis cuya
capa esta implicada en la regeneracion del proceso de cicatrizacion, otra ventaja
es su inexistente toxicidad aun a concentraciones en exceso, ademas la
dispersion de liposomas cargados con aceite mejoré la proliferacion de
queratinocitos como de fibroblastos, mostrando una gran capacidad para
contrarrestar los dafios inducidos en la piel.

Una nueva estrategia de investigacion fue dirigida hacia el campo de la

nanomedicina, donde siguen el mismo principio en el uso de los liposomas, se
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administran de forma topica los productos naturales para el tratamiento de la
inflamacion cutanea, Barone A. et al. presentd la sintesis y caracterizacion
fisicoquimica de los liposomas ultradeformables (UL) cargados con glicirricinato de
amonio (AG), evaluaron su liberacién y permeacion por la epidermis e investigaron
el efecto antiinflamatorio en voluntarios humanos sanos. El AG es una sal derivada
del acido glicirricico, donde ambas tienen una actividad antiinflamatoria similar, sin
embargo, no tiene la capacidad de atravesar la piel debido a su alto peso
molecular y propiedades fisicoquimicas, que dificultan su permeacion intacta a
través de la piel. 166!

Anteriormente se han presentado nanoformulaciones aplicables para |la
penetracion del AG, sin embargo, a pesar de sus ventajas se mostraron
limitaciones para la distribucion del farmaco dentro del torrente sanguineo, por
esta razon se analizé una nueva via de aplicacion con los UL, dado que cuentan
con una mayor eficacia de encapsulacion debido a que no contienen alcohol y
tienen mayor estabilidad fisica ya que su bicapa no es mayoritariamente
surfactante, ademas de una rapida penetracion gracias a su elevada elasticidad
usando el gradiente acuoso transmembrana a través de la piel, se mueven
intactos por pequefios canales acuosos de union estrecha entre los corneocitos
hasta la dermis, donde alcanzan la circulacion sanguinea por transporte
pilosebaceo y capilar.

Para la sintesis se utilizo la técnica de evaporacion de capa delgada, se analizo su
morfologia, sus propiedades superficiales y deformables por TEM y AFM, tanto de
los UL vacios como los AG-UL, con AG al 0.3 % p/v, la cual es cantidad maxima
de carga util que produce nanoportadores distribuidos pequenos, estables y de
tamano estrecho. En los resultados se presentaron tamanos promedio de 109 %
3.8 nm en UL vacios y de 128 + 4.6 nm para AG-UL. El analisis TEM mostro
nanoparticulas con forma esférica con estructura unilamelar, ademas la carga de
AG no modifico significativamente la forma y el cuerpo lamelar de los liposomas,
aunque los tamafos de las nanoparticulas coloidales fueron ligeramente mas
grandes que los vacios, pero no son significativas estas diferencias. El analisis de

microscopia de fuerza atomica (AFM) demostré que los UL vacios y AG-UL tienen
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una morfologia esférica sin rugosidad superficial y el atrapamiento de cargas utiles

no afecta la morfologia de las nanoparticulas coloidales (Figura 12).
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Figura 12. Imagenes (A) TEM de UL vacios, (B) AFM de UL vacios, (C) TEM de
AG-UL, (D) AFM de AG-UL. Reimpreso, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
193, Barone A. et al. Ammonium glycyrrhizate skin delivery from ultradeformable
liposomes: A novel use as an anti-inflammatory agent in topical drug delivery, pp.
111152, Copyright (2020). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2020.111152. 166l

Los estudios de estabilidad de los UL vacios y AG-U se realizaron durante 4
semanas a 25 °C y 37 °C por DLS. Los resultados obtenidos a 25°C no
presentaron cambios significativos en los tamafos promedio para ambas
muestras, sin embargo, a 37 °C los tamafios promedio de AG-UL aumentaron
significativamente después de la segunda semana, en el estudio en UL la
liberacion in vitro, se cuantificé utilizando células de difusién de Franz, donde entre
el donante y receptor se coloc6 una membrana sintética y se recolectaron

muestras a diferentes tiempos (hasta 24 h). Para la permeacion in vitro se empled
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el mismo método, solo reemplazando la membrana sintética por una epidermis del
estrato corneo (SCE) humana y se analizé por la técnica HPLC. Dio como
resultado para AG-UL, que el 35 % de AG se liberd en las primeras 10 h de su
aplicacién, mientras que otro 10 % fue liberado hasta 24 h después, dando como
consecuencia que no se liberé6 por completo AG de los UL, sin embargo, al
comparar los resultados obtenidos sobre su permeacioén, la carga de AG dentro de
los UL que pasa a través de la SCE, debido a sus propiedades intrinsecas de
deformabilidad son capaces de atravesar las uniones estrechas de las células sin
ninguna interaccion con los queratinocitos y corneocitos de la piel aumentando su
permeacion relativa.

Asi mismo, se evalu¢ la tolerabilidad cutanea in vivo en ocho voluntarios humanos
sanos de 25 a 30 afos de edad, utilizaron un espectrofotometro visible de
reflectancia, este método presenta la ventaja de no ser invasivo dado que mide la
variacion del indice de eritema (A E.l.) relacionado con la modificacion del color de
la melanina en el antebrazo, en los voluntarios se aplicé 200 pL de UL vacios, AG-
UL y solucién salina, dando como resultado que los AG fueron bien tolerados por
los voluntarios y no se presentd algun indicio de toxicidad a pesar del contacto
prolongado entre la piel y los UL.

Por otro lado, la actividad antiinflamatoria de la soluciéon AG y AG-UL se probo
mediante estudios in vivo, en voluntarios humanos sanos por espectrofotometro de
reflectancia visible, los sujetos fueron tratados previamente con una solucioén de
nicotinato de metilo al 0.2 % p/v para estimular quimicamente el eritema en un
area especifica de la piel, seguido se traté con diferentes muestra, la solucién
salina (NaCl al 0.9 % p/v), AG en solucion, AG-UL y UL vacios, dando como
resultado que la solucidon AG fue capaz de actuar como antiinflamatorio, sin
embargo, su desventaja se present6 en las primeras dos horas con un aumento de
la inflamacion, pasado ese tiempo empezo a surtir efecto su aplicacion, por otro
lado, con la solucion AG-UL, en la primera hora, se observd una disminucién de la
inflamacion 15 veces mayor a la solucién salina y al final fue 30 veces mejor en
comparacién con la solucién salina (control). Por lo que, el AG si presenta

actividad antiinflamatoria y dicho efecto es potenciado significativamente por los
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UL en administracion topica, dado que son biocompatibles y deformables,
demostrando ademas que los UL pasan intactos a través de la piel y no presentan
toxicidad en las zonas aplicadas, lo que posibilita su aplicacion en terapias
antiinflamatorias cutaneas a partir de productos naturales, esto demuestra que la
innovacién para el cuidado de la piel no solo se presenta para aplicaciones
estéticas, sino que también se da para el desarrollo de la nanomedicina.
Actualmente para el atrapamiento y administracién celular de farmacos se han
utilizaron liposomas, dado que son capaces de incorporar un farmaco lipofilico
dentro de las bicapas de la membrana, Caddeo C. et al. estudio el resveratrol,
farmaco que se disuelve en solventes organicos (DMSO o acetona), poco soluble
en agua, de débil absorcion después de la administracion oral e inestable a
medida que se convierte en la forma cis (forma menos activa), particularmente por
exposicién a la luz ultravioleta, por ello se planted la posibilidad de una aplicacion
tépica con liposomas para superar estas limitantes, el resveratrol se produce de
manera natural en varias plantas como respuesta a una lesidén o si se encuentran
bajo el ataque de patdbgenos como bacterias u hongos, su aplicacién fomenta la
supervivencia celular y protege de la apoptosis inducida por la radiacion, ademas
brinda proteccion contra los rayos UV-B por sus fuertes propiedades antioxidantes
(Figura 13). [60]
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Figura 13. Estructura quimica del resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno).
Reimpreso, International Journal of Pharmaceutics, 363 (1-2), Caddeo C. et al.
Effect of resveratrol incorporated in liposomes on proliferation and UV-B protection
of cells, pp. 183-191, Copyright (2008). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2008.07.024. (60
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Inicialmente se estudio el efecto del resveratrol en células HEK 293 por medio del
ensayo colorimétrico con MTS, dado que es un método econdmico, rapido,
sensible y especifico para evaluar la viabilidad celular y la citotoxicidad in vitro
basado en la reduccibn por deshidrogenasa mitocondrial en células
metabdlicamente activas, donde la intensidad del color producido es la indicacion
de la viabilidad de las células, por ello la reduccion de esta intensidad indica dafio
celular. El resveratrol a 100 uM fue ineficaz en proteger las células HEK 293
contra el dafo UV-B, sin embargo, a concentraciones de 50 uM y 10 uM se
proporcion6 un fotoprotecciéon de hasta 3 h.

Por otro lado, el efecto del resveratrol sobre la morfologia de las células HEK 293
se examindé mediante microscopia de fluorescencia, donde se observé cualquier
alteracion estructural que produjo en las células, a bajas concentraciones de
resveratrol se aumentd el numero de células sin ninguna evidencia de toxicidad,
por otro lado, a 100 uM se presentd una pérdida de la integridad de la membrana
debido a la degradacion de la actina polimerizada, lo que perjudicé el estado
funcional normal de las células. Se desarrollaron diferentes formulaciones de
liposomas con resveratrol que se probaron en células HEK 293, los liposomas se
obtuvieron por extrusion, técnica para obtener una distribucion homogénea del
tamano de las vesiculas a 100 nm, se evalud la estabilidad quimica aplicando la
técnica HPLC por 60 dias a 4 °C y no se detecté cambios a 288 nm (absorcion A
de cis-resveratrol), cuya medicion es un indicativo la isomerizacion trans/cis.

En este sentido, por microscopia de fluorescencia se estudié la interaccion de los
liposomas con las células HEK 293, se agrego resveratrol a 10 yM y 100 uM,
donde en todos los casos no se mostro signos de citotoxicidad en las células
tratadas. Bajo el microscopio de luz invertida, se evidenci6 un aumento en el
namero de células y una apariencia morfolégica normal, lo que mostré la
biocompatibilidad y la no toxicidad de los liposomas, ademas de confirmar la
eliminacion de la citotoxicidad del resveratrol en altas concentraciones. En
condiciones de estrés causado por la irradiacion UVB, se midi6é el aumento en el
crecimiento celular para liposomas cargados con resveratrol, la viabilidad celular

aumentd hasta un 223 % del control después de 3 h de irradiaciéon. Por lo tanto,
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los liposomas promueven la proliferacién celular dado que aumentan la capacidad
de las células para sobrevivir al estrés oxidativo, esto se ve incrementado al entrar
en contacto con el resveratrol.

Finalmente se concluye que la actividad celular fue inversamente proporcional a la
dosis de aplicacion del resveratrol libre, sin embargo, el resveratrol puede
comportarse tanto como antioxidante como prooxidante dependiendo de su
concentracion. El resveratrol en liposomas aumentd significativamente la
proliferacion celular y se elimin6 la citotoxicidad en altas concentraciones del
farmaco, esto probablemente se deba a una absorcién mas lenta en comparaciéon
con el farmaco libre. Por lo tanto, los liposomas necesitan ser mas investigados en
diversas areas de la nanotecnologia, con la propuesta de mejorar sus propiedades
y disminuir sus desventajas que incluyen su baja estabilidad y alto costo de

produccion.

2.4.2 Nanoparticulas de lipidos solidos (SLN).

Con el fin de superar las desventajas en las propiedades de los liposomas que
provocan la pérdida del agente activo, se presentaron las nanoparticulas de lipidos
solidos (SLN), particulas esféricas compuestas de lipidos sélidos a temperatura
ambiente, con la adicidon de un agente emulsionante se disuelven en la fase
acuosa, son capaces de encapsular los farmacos hidrofilos e hidréfobos a baja
toxicidad, con excelente biodisponibilidad, a bajo costo y de facil produccion. [67: 8]
Se han desarrollado nuevas investigaciones, Steiner D. et al. propuso un método
que consumiod menos recursos al preparar nanoemulsiones y SLN de alta calidad
a partir del proceso simultaneo de centrifugacién dual, principalmente para los
nuevos ingredientes farmacéuticos activos poco solubles en agua con una red
cristalina altamente estable que refleja una alta temperatura de fusién. Ademas, se
evaluo la técnica para la deteccion de formulaciones lipidicas con temperatura de
fusidon superior a 50 °C. La centrifugadora dual se basa en la superposicion de
dos movimientos por la implementacion de una segunda rueda de rotacion que
cambia la orientacion de las muestras continuamente dando altas intensidades de

estrés en las formulaciones, se considera aceptable el proceso de fabricacidon
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cuando los tamanos de particula son menores de 200 nm con una distribucién de
tamano de particula estrecha. Se utilizé6 una centrifuga doble modificada con un
serpentin de calentamiento en la parte inferior que permitié trabajar mayores a

temperaturas (Figura 14). 669
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Figura 14. Principio de funcionamiento de la centrifuga dual con superposicion de
la rotacidn principal de la centrifuga y la rotacion del portamuestras (relacién de
velocidad 3:1). Reimpreso, International Journal of Pharmaceutics: X, 3, Steiner D.
et al. Influence of process and formulation parameters on the preparation of solid
lipid nanoparticles by dual centrifugation, pp. 100085, Copyright (2021). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.ijpx.2021.100085. 69

A su vez, para los estudios comparativos, se precalentd por separado la fase
lipidica (10 % de trimiristina) y la solucion emulsionante (P188 disuelto en agua) a
65 °C, se mezcld y se homogeneizo a alta presién (Figura 15y 16), posteriormente
se agrego el conservante (azida de sodio 0.0005 %) y se dividi6 en dos partes.
Una parte se enfrié a temperatura ambiente y se almacendé como nanoemulsion, la
otra se enfrié en un bafo de hielo para cristalizar las gotas de lipidos obteniendo
los SLN y se almacené a temperatura ambiente, el analisis de tamafio de
particulas, se empled la espectroscopia de correlacion de fotones (PCS)
determinando el diametro medio y el indice de polidispersidad (Pdl), la distribucién
del tamafio de particula se midioé por difraccién laser (LD), en las nanoparticulas
lipidicas se supuso un indice de refracciéon de 1.46 y un indice de absorcidon de
0.01.

54



8 O
>;ECH;:3!E—[;L—,J
O
0}

(CHzha——cHy

Figura 15. Estructura quimica de trimiristina. Reimpreso, Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, 396 (20), Hong B. et al. Kinetics on
formation of super water repellent surfaces from phase transformation in binary
mixtures of trimyristin and tripalmitin, pp. 130-136, Copyright (2012). Con permiso
de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2011.12.056. [7°

Figura 16. Estructura quimica de Kolliphor® P188 (poloxamero 188). Reimpreso,
Journal of Pharmaceutical Sciences, 111 (8), Soeda K. et al. Impact of Poloxamer
188 Material Attributes on Proteinaceous Visible Particle Formation in Liquid
Monoclonal Antibody Formulations, pp. 2191-2200, Copyright (2022). Con permiso
de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.xphs.2022.04.012. ['1]

Asi mismo, por el estudio PCS se observd en la nanoemulsion un tamafo de
particula de 175 nm y en los SLN de 193 nm, en el Pdl se obtuvo valores de 0.16 y
0.19 respectivamente, ademas, en el perfil de temperatura durante el proceso de
emulsificacion, a los 2.5 min se alcanzo6 una temperatura de 65 °C, a los 10 min la

temperatura fue de aproximadamente 90 °C, sin embargo, el aumento de la
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presion en los viales por exceso de la temperatura (mayor a 90 °C) caus6 que los
viales se rompieran, por lo tanto, el tiempo de centrifugacion no debe durar mas de
10 min. En el estudio LD a los 10 min se confirmd un tamafio de particula
semejante entre la nanoemulsion y los SLN, siendo las nanoparticulas

homogéneas entre si (Figura 17).
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Figura 17. (a) Progreso de emulsificacion con los tamanos de particula, valores de
Pdl y temperaturas de muestra de una emulsién y suspension de trimiristina al 10
%. (b) Distribuciones de tamafio de particula de emulsiones a 7.5 min y 10 min.
Reimpreso, International Journal of Pharmaceutics: X, 3, Steiner D. et al. Influence
of process and formulation parameters on the preparation of solid lipid
nanoparticles by dual centrifugation, pp. 100085, Copyright (2021). Con permiso
de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.ijpx.2021.100085. 9

A su vez, para verificar que todo el lipido sélido del vial se fundié durante el
procesamiento de preparacién, la emulsidn de trimiristina se analizd por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y los resultados se compararon con el
proceso de fusion de una suspension de trimiristina. A 53.8 °C se present6é una
entalpia de fusion especifica de 16.4 J/g para la suspensioén, por otro lado, al
compararse con la nanoemulsion solo se presentd una diferencia de 0.3 J/g, por lo

tanto, durante el proceso de centrifugacion dual es poco probable que algun lipido
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solido quede en el vial, ademas, para confirmar que el proceso de preparacién no
influye significativamente en los resultados de la emulsificacion, se compard una
emulsion premezclada con la preparada experimentalmente, en los resultados, la
diferencia de tamafio mas grande de particula se obtuvo en el menor tiempo
registrado (2.5 min), se le atribuyd a que mientras la mezcla preparada
experimentalmente necesitaba derretirse en el vial durante el proceso, la emulsion
premezclada ya se encontraba fundida, por lo que la centrifugadora dual aumento
su homogeneidad, resultando en un menor tamano de particula y se confirmé que
durante la preparacion se ahorré tiempo y no se genero desventajas significativas
con respecto a los tamanos de particulas resultantes o las distribuciones de
tamano en comparacion con la emulsion premezclada.

En este sentido, este método fue adecuado para estudios de deteccion cuando es
necesario preparar muchas formulaciones con una disponibilidad de material
limitada, pero no es recomendable cuando se busca una distribucion de tamano
de particula muy estrecha (Pdl < 0.10). Una de las ventajas de fabricar SLN con la
centrifugadora dual es que las muestras se prepararon facilmente a temperatura
ambiente, por lo tanto, este es un proceso robusto para la preparacion de los SLN
en paralelo en corto tiempo.

Otro rasgo importante sobre la sintesis y aplicacion de las SLN es la
administracion de farmacos a través de nanoparticulas, Fazly-Bazzaz B. et al.
presento el estudio de las SLN con aceite esencial (EO) de Eugenia caryophyllata
(clavo de olor), con la esperanza que sean capaces de reducir la resistencia
microbiana, se sabe que el eugenol es el componente principal de los aceites
esenciales de Eugenia caryophyllata, pero es muy volatil, inestable y sensible a
condiciones ambientales como la luz y la temperatura. Por ellos, se prepararon
formulaciones de SLN a partir de diferentes componentes, para las fases lipidicas
son el precirol (P), acido estearico (SA) y monoestearato de glicerilo (GMS) vy
como tensioactivos son el Tween 80 y poloxamero 188 (2.5 % y 1.25 %), por el
método de ultrasonido y homogeneizacion de alto cizallamiento, ademas para la
preparacion de las SLN cargada con el farmaco, se disolvio el EO en la fase

lipidica por sus propiedades hidréfobas. [72
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Asi mismo, se obtuvo la optimizacion del tamafo de particula de modo que solo
las formulaciones SLN-GMS-EO, SLN-P-GMS-EO y SLN-SA-EO fueron
seleccionadas, para ser llevado a cabo los estudio DLS, TEM y DCS. En el estudio
DCS, los puntos de fusion de los SLN se encontraron a una temperatura mas baja
que el de los lipidos a granel, por otro lado, en los estudios de estabilidad las
formulaciones de SLN se mantuvieron estables a una temperatura de entre 2 °C a
8 °C durante 3 meses. En el estudio TEM, los SLN-GMS-EO presentaron un
tamafo de 700 nm con estructura casi esférica y uniforme (Figura 18), para la
formacién SLN-SA-EO su tamafio fue de alrededor de 200 nm (Figura 19).

Figura 18. Imagen TEM de SLN-GMS-EO preparada mediante el método de
sonicaciéon con sonda. Reimpreso, Letters in Applied Microbiology, 66, Fazly-
Bazzaz B. et al. Solid lipid nanoparticles carrying Eugenia caryophyllata essential
oil: the novel nanoparticulate systems with broad-spectrum antimicrobial activity,
pp. 506-513, Copyright (2018). Con permiso de John Wiley and Sons,
https://doi.org/10.1111/lam.12886. [72]
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Figura 19. Imagen TEM de SLN-SA-EO preparada mediante el método de
sonicacion con sonda. Reimpreso, Letters in Applied Microbiology, 66, Fazly-
Bazzaz B. et al. Solid lipid nanoparticles carrying Eugenia caryophyllata essential
oil: the novel nanoparticulate systems with broad-spectrum antimicrobial activity,
pp. 506-513, Copyright (2018). Con permiso de John Wiley and Sons,
https://doi.org/10.1111/lam.12886. ['?]

Asi mismo, se analizé la actividad in vitro de los antibiéticos a partir de las pruebas
de concentracion minima inhibitoria (MIC), la concentracion bactericida minima
(MBC) y la muerte microbiana, contra bacterias Gram-positivas (Staphylococcus
aureu), bacterias y hongos Gram-negativos (Salmonella typhi y Pseudomonas
aeruginosa). En los andlisis sobre la muerte microbiana se encontrd que para las
bacterias Gram-positivas son menos efectivas las SLN a comparacién del EO
libre, sin embargo, para bacterias y hongos Gram-negativos, los SLN fueron
efectivos en la destruccidon microbiana especialmente con SA.

Por lo tanto, los resultados presentaron que la capacidad mejorada de los SLN
estd relacionada principalmente con las composiciones lipidicas de las
formulaciones y la pared celular de los microorganismos, por lo cual los
nanoportadores lipidicos tienen la capacidad de ser aplicados para el tratamiento
de infecciones microbianas e incluso puede mejorar la actividad bioldgica del EO.
Por lo tanto, en las formulaciones de SLN con SA y GMS se mostr6é propiedades
antimicrobianas, fisicoquimicas, térmicas y morfolégicas ventajosos para su

aplicacion en farmacos a través de nanoparticulas.
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Suter F. et al. desarroll6 SLN que mejoraron la entrega de péptidos en la piel con
ventajas en la administracion evitando el uso de disolventes organicos en el
proceso de preparacion, dio proteccion a las moléculas sensibles al medio
ambiente y caracteristicas de liberacion controlada, para su preparacion se realizo
el método de homogeneizacién en caliente a alta presidén utilizando lecitina
hidrogenada como agente emulsionante, manteca de karité (P7) como lipidos
fundidos y portador del péptido insoluble en grasa y aceite, los SLN-P7 resultantes
se enfriaron a temperatura ambiente. El tamafio medio de las particulas, la
distribucién del tamafio y el potencial Z de la formulacion se determind por PCS,
para visualizar la morfologia, la forma y el tamafo de las particulas fue necesario
utilizar TEM, la determinacion del péptido encapsulado se realizd6 por
cuantificacion por HPLC, ademas, los termogramas se registraron por DCS. €8l

Los resultados de TEM presentaron una forma vesicular uniforme del SLN-P7 con
tamano aproximado de 170 nm, en el analisis HPLC se determiné que la eficiencia
de atrapamiento en el nucleo fue mayor al 90% y por DSC se presenté su

temperatura de fusion de 27 °C y de recristalizacion 8 °C (Figura 20).
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Figura 20. Imagen TEM de SLN-P7. Reimpreso, European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 108, Suter F. et al. Heptapeptide-loaded
solid lipid nanoparticles for cosmetic anti-aging applications, pp. 304-309,
Copyright (2016), con permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2016.0
6.014. [68]
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Igualmente, para el analisis de expresion génica en explantes de piel humana de
biopsia abdominal, se compard el SLN-P7 al 2 % con un placebo, se aplico
tépicamente durante 6 h y dio como resultado una fuerte estimulacion de las
enzimas de defensa antioxidante; para la prueba de proteccion multicelular ex vivo
se analizé el efecto protector de SLN-P7 al dafo celular, se aplico una
concentracion del 0.037 % y 0.11 % de SLN-P7 con referencia de la crema solar
SPF 30 y se expuso a los rayos UV por 24 h, obteniendo como resultado que la
aplicacion de SLN-P7 en explantes de la piel que produjo una proteccion
significativa y dependiente de la dosis contra la radiacion UV, a su vez, la
concentracion de SLN-P7 al 0.037 % inhibié la formacion de células por
quemaduras solares en un 20 %, mientras que una concentracion 0.11 % dio
como resultado una inhibicion del 75 %.

Por otro lado, las células de Langerhans (LC) estan presentes en el sistema
inmunoldgico de la piel, se observaron mediante microscopia de epifluorescencia y
se determind la proporcion de LC en la epidermis para cada tratamiento, dando
como resultado que a 0.037 % de SLN-P7 se inhibi6 el agotamiento de LC en un 6
%, mientras que a 011 % resulté en una inhibicion del 39 %, por lo tanto, el efecto
protector de SLN-P7 esta presente de manera efectiva sobre la piel.

Asi mismo, se evaluo el efecto protector de SLN-P7 contra los dafios oxidativos en
la piel a partir de la técnica de ampolla de succion, donde el grado de estrés
oxidativo se determind por la concentraciéon del marcador de dafio del ADN (8-
OHdG) en la epidermis después de la radiacion UVA durante 14 dias, dando como
resultado que la piel con SLN-P7 al 2 % tuvo una disminucion significativa del
dafo del 20 % en comparacion con el placebo, demostrando asi, que las SLN
mejoraron la entrega de péptidos en la piel dado que se presentd una disminucion
del dafo al ADN en la epidermis después de la radiaciéon UVA

Por lo tanto, los SNL son capaces de ser utilizados con farmacos para aumentar la
inhibiendo las quemaduras solares, ademas, se ha demostrado su capacidad para
ser utilizadas a nivel industriales con caracteristicas prometedoras en mayores
investigaciones por la proteccion en la piel de los rayos UV, fomentando asi el

cuidado de la piel.
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2.4.3 Portadores de lipidos nanoestructurados (NLC).

Los portadores de lipidos nanoestructurados (NLC), tienen como base mezclas de
lipidos sdlidos y liquidos que generan una matriz imperfecta, son conocidos como
la segunda generacion de nanoparticulas lipidicas que superan las desventajas de
los SLN conformados unicamente por lipidos sélidos, incluyen una mejor
capacidad de carga de los ingredientes activos, la técnica de encapsulacion
posibilidad cambiar el estado cristalino de los bioactivos para aumentar su
solubilidad promoviendo su absorcion, disminuyen los riesgos de fuga durante su
almacenamiento, no presentan toxicidad para el ser humano, son ideales para el
procesamiento industrial y presentan control en la liberacion de sustancias activas.
Sin embargo, una de las mayores desventajas son los efectos citotdxicos
relacionados con la concentracion y el efecto irritante de algunos tensioactivos. 67
73, 74]

En investigaciones recientes se van presentando nuevas aplicaciones en el area
médica para el uso de los NLC e indirectamente se mejora la calidad de vida de
las personas contribuyendo asi a nuevos productos del cuidado personal. Los
farmacos necesitan nuevas vias de administracion topica, cuyas ventajas son una
menor aparicion de efectos secundarios, beneficios para tratar padecimientos de
la piel con menores cantidades de ingrediente activo y una mayor absorcion
superficial. Cirri M. et al. mostro interés en el ketoprofeno (Keto), es un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo utilizado en tratamientos como osteoartritis, la artritis
reumatoide y principalmente en trastornos musculo-esqueléticos, su principal
desventaja por via tdpica es su baja solubilidad en agua, por lo cual, se investigd
en base a la complejacion del farmaco ciclodextrina (Cd) y los NLC, mejorar la

eficacia de administracion del Keto (Figura 21). [29. 73, 74]
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Figura 21. Estructura quimica de ketoprofeno (Keto). Reimpreso, The Journal of
Chemical Thermodynamics, 178, Mendes F. S. et al. On the diffusion of ketoprofen
and ibuprofen in water: An experimental and theoretical approach, pp. 106955,
Copyright (2023), con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.jct.2022.106955. [7°]

En dicho trabajo, el B-Cd-epiclorhidrina (EPI-BCd) y el carboximetilado-B-Cd-
epiclorhidrina (EPI-CMBCd) fueron comparados por su desempefio como
derivados poliméricos hidrosolubles de ciclodextrina para la complejacion del Keto,
se evaluo la eficacia de las técnicas de preparacion, co-molienda y co-liofilizacién,
para investigar la influencia de la preparacion en las propiedades del producto
final, se seleccion6 el mas efectivo y se utilizé en los NLC, para finalmente ser
caracterizado por el tamafno de particula, la eficiencia de atrapamiento y las
propiedades de liberacion del farmaco. Los productos de NLC cargados mas
eficientes se formularon en hidrogel de xantano y se evalud sus propiedades de
permeacion. Se preparé el Keto con EPI-BCd y EPI-CMBCd por mezclas fisicas
combinando los polvos en un mezclador de turbula; para la técnica de co-
molienda, se puso la mezcla fisica en un micromolino vibracional de alta energia a
24 Hz en diferentes tiempos (10 min, 20 min, 30 min o 60 min), en presencia de
humedad al 10% o en condiciones secas. En co-liofilizacién, se disolvié la mezcla
fisica en una solucion minima de etanol, se congelo a -40°C y se realizd la
liofilizaciéon, los productos obtenidos se caracterizaron por DCS y DLS,

comparandose con las correspondientes mezclas fisicas (Figura 22). 129 73]
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Figura 22. Estructura quimica del polimero B-ciclodextrina-epiclorhidrina (EPI-BCd)
y polimero B-ciclodextrina-epiclorhidrina  carboximetilada  (EPI-CMBCd).
Reimpreso, European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 80 (1),
Cirri M. et al. Development of a new delivery system consisting in “drug — in
cyclodextrin — in nanostructured lipid carriers” for ketoprofen topical delivery, pp.
46-53, Copyright (2012). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2011.07.015. 73]

Asi mismo, en los parametros térmicos y del grado relativo de cristalinidad, por co-
molienda, en condiciones secas se disminuydé de manera progresiva la
temperatura de inicio del farmaco y del pico de fusién, en EPI-BCd el proceso se
amortizacion se completé en 30 min, mientras que en EPI-CMBCd fue de 30 min.
En condiciones de humedad al 10%, la mezcla de EPI-BCd con Keto se favorecio
la interaccion entre ambos facilitando el proceso de amortizacion a 30 min, sin
embargo, para EPI-CMBCd con Keto solo se observd la morfizacion completa de
la muestra después de 120 min, siendo estas condiciones perjudiciales para la
muestra; en el proceso de co-liofilizacion se presentd la perdida completa de la
cristalinidad del farmaco en ambas formulaciones. Se midi6 la distribucién del
tamano de particula por Pdl y se analizé por DLS, dio como resultado, que en la
técnica co-molienda en condiciones secas y la co-liofilizacion son las que
presentaron satisfactoriamente nanoparticulas en el rango de 300 a 500 nm, en el
proceso de co-molienda en condiciones humedas fueron perjudiciales para la

formacion de nanoparticulas, en su lugar, las condiciones de humedad facilito la
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formacion de microagregados. Finalmente, se selecciond las técnicas co-molienda
en condiciones secas y la co-liofilizaciéon para agregarlos en NLC.

A su vez, en la preparaciéon de las NLC se afiadio Labrafac lipéfilo (triglicéridos
caprilico/ caprico) y Compritol® 888 ATO (behenato de gliceril), esta fase lipidica
se disperso en solucion de Lutrol® F68 (tensoactivo) a 70 °C en un agitador de
alta velocidad, se zonificé durante 5 min a 75 °C, finalmente se dejé enfriar para
obtener los NLC cuya concentracién del farmaco en la dispersion fue 0.4 mg/mL y
se caracterizaron por tamano de particula, Pdl y eficiencia de atrapamiento. Los
NLC vacios presentaron un tamano de particula de 460 £ 14 nm, los NLC
cargados con Keto de 494 + 47 nm y los NLC combinados con Keto-Cd
poliméricos (EPI-BCd y EPI-CMBCd) se encuentran en un rango de 393 nm a 500
nm, por lo tanto, el tamano siempre se mantuvo en el rango nanométrico. Con el
Pdl se confirmdé que las nanoparticulas preparadas por co-molienda fueron
distribuidas de manera mas homogénea, dando ambas muestras (Keto: EPI-BCd
NLC, Keto: EPI-CMBCd NLC) valores de 0.25 + 0.03, por otro lado, los productos
con el proceso de co-liofilizacion tienen los valores de entre 0.4 a 0.6. Finalmente,
la eficiencia de atrapamiento presento resultados satisfactorios para todas las
muestras, los NLC cargados solo con Keto dio el menor porcentaje de
atrapamiento 43.0 £ 0.1 %, mientras que por co-molienda, en la muestra de
Keto:EPI-BCd NLC dio 77.0 = 0.5 % y del Keto:EPI-CMBCd NLC de 68.7 + 0.1 %,
por lo tanto, la eficiencia de atrapamiento del farmaco fue mayor para todos los
productos combinados del farmaco-Cd que para el NLC cargado con solo Keto.
Asi mismo, por la técnica de dialisis se estudié la liberacion del farmaco con NLC,
y dichas muestras se analizaron por espectrometro a 260 nm, determinando la
concentracion del farmaco, de modo que, con el fin de comparar los resultados,
dicho proceso se realizdé en los NLC vacios, con NCL cargados con el farmaco
libre, los NLC combinados con los Cd poliméricos obtenidos por mezcla fisica y
por co-molienda. En los perfiles de liberacién, entre la liberacion del farmaco
(Keto) en suspension y el farmaco en NLC, el que conto con mayor la velocidad de
liberacion fue el Keto en suspension dado que para los NLC cargados se requiere

mayor tiempo para traspasar la matriz lipidica, ademas, el Keto en NLC presento
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un aumento constante de la cantidad liberada donde a los 60 min fue 1.4 veces
mayor. El producto Keto:EPI-BCd obtenido por co-molienda presentd el aumento
mas significativo en la velocidad inicial y en el grado de liberacion a comparacion
de los anteriores, en cambio, Keto:EPI-CMBCd por co-molienda mostré un efecto
opuesto, siendo el mas limitado en el grado de liberacion, esto parece estar
relacionado con la naturaleza de los derivados poliméricos de ciclodextrina dado
que se obtuvo un resultado similar en los productos combinados por mezclas
fisicas. La mejora en el grado de liberacion con Keto:EPI-BCd se le atribuyo a la
capacidad humectante hacia el farmaco, asi como el efecto solubilizante
consecuencia de la complejacion del farmaco, por lo tanto, el Keto:EPI-Cd NLC

por co-molienda se selecciond para ser formulado en un hidrogel (Figura 23).
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Figura 23. Perfiles de liberacion de: Keto en suspension acuosa del farmaco. NLC
cargado con farmaco por mezcla fisica (PM) o por co-molienda (GR), con EPI-BCd
o EPI-CMBCd. Reimpreso, European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 80 (1), Cirri M. et al. Development of a new delivery system
consisting in “drug — in cyclodextrin — in nanostructured lipid carriers” for
ketoprofen topical delivery, pp. 46-53, Copyright (2012). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2011.07.015. 73
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Asi mismo, los hidrogeles se realizaron a base de goma xantana (2 % p/p) como
agente formador de gel, el glicerol (5 % p/p) como plastificante y las suspensiones
de NLC cargadas con Keto o Keto-EPI-BCd (93 % p/p) bajo agitacién a 1000 rpm
hasta gelificacion, las formulaciones de gel se almacenaron a 4 °C antes de su
uso, posteriormente se evalu6 del comportamiento reologico en las formulaciones
para uso tépico. En las curvas de flujo de los hidrogeles, se presentd un
comportamiento plastico con limite elastico en el gel vacio, por otro lado, al
incorporar los NLC cargados las curvas de flujo son referentes a un material
pseudoplastico, el flujo de las curvas descarto cualquier posible efecto tixotropico.
Ademas, para un mismo esfuerzo de cizallamiento aplicado, la velocidad de
cizallamiento de los geles basados en NLC fue mucho mas baja que la del gel en
blanco, mostrando un aumento en la viscosidad y en la consistencia del gel por los
NLC. Sin embargo, en la capacidad esparcimiento se presentd una reduccion
minima en los geles con NLC a comparacion del gel vacio, confirmando asi una
mayor consistencia, siendo los valores obtenidos para todas las preparaciones con
NLC una buena capacidad de esparcimiento.

Finalmente se estudio la penetracion in vitro de Keto a partir de las formulaciones
de gel con NLC, la suspension Keto:EPI-BCd NLC por co-molienda mostro un
aumento significativo en la permeacion a comparacion del farmaco libre o los
obtenidos por mezcla fisica, dado que se aumenté aproximadamente el doble en
la cantidad del farmaco permeado después de 360 min con respecto al gel del
farmaco simple y aumento 1.3 veces con respecto al gel con NLC cargado con
Keto simple. Ademas, la presencia simultanea de NLC y EPI-BCd en el gel, en
ambos procesos, permitid una mejora adicional en la tasa de penetracion del
farmaco, efecto que podria atribuirse a la combinacion de su capacidad
humectante y su solubilidad en los polimeros utilizados. El Keto incorporado a los
NLC presento una reduccién en la velocidad de liberacion del farmaco a
comparaciéon de las suspensiones acuosas, ademas, en las suspensiones
complejadas se hiso mas notorio esta diferencia, Por lo cual, en las propiedades

de permeacioén a través de la membrana lipdfila artificial, la formulacion en gel con
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Keto:EPI-BCd NLC por co-molienda aumento de manera significativa la velocidad

de permeacion del farmaco, (Figura 24).
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Figura 24. Perfiles de permeacion de ketoprofeno de hidrogeles. Reimpreso,
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 80 (1), Cirri M. et al.
Development of a new delivery system consisting in “drug — in cyclodextrin — in
nanostructured lipid carriers” for ketoprofen topical delivery, pp. 46-53, Copyright
(2012). Con permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2011.07.015. 73]
Asi mismo, el mejoramiento de la administracion topica, fue posible por la
formacion de complejos del farmaco y la carga en los NLC reforzando los
beneficios de los vehiculos, lo que permitié una mejora tanto en la disolucién como
en las propiedades de permeacion en la piel, ademas se demostrd la importancia
de la seleccion del derivado de Cd y del método de preparacion para obtener
sistemas de farmaco efectivos, sin embargo, se esperan mayores investigaciones
sobre los estudios in vivo en voluntarios humanos para verificar la eficacia
terapéutica de la formulacion del gel cargada.

Por otro lado, se han desarrollado medicamentos antimicoticos capaces de hacer
frente a los agentes microbianos responsables de enfermedades superficiales en
la piel, sin embargo, al aplicarlos muestran desventajas en solubilidad y
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permeabilidad al momento de entrar en contacto, por ello, Datt N. et al. presento la
propuesta de desarrollar un gel portador de NCL con griseofulvina, dado que
cuenta con la capacidad de utilizarse para el tratamiento de la dermatofitosis, la
cual es la tercera enfermedad fungica mas comun a nivel mundial. La dosificacién
topica de griseofulvina revela complicaciones en su uso por limitaciones de
solubilidad y penetrabilidad a las diferentes capas de piel, por lo cual, proponen
utilizar los NLC por su facilidad en la preparacién, alta capacidad de carga de
farmacos y mejoras en su estabilidad. ['4

Evaluaron la solubilidad de griseofulvina, dado que esto es decisivo al seleccionar
aditivos para el desarrollo de la formulacién por su influencia en la fase oleosa, se
comparo el monoestearato de glicerilo, acido oleico, Pluronic F68, lecitina de soja
y aceite de ricino, para ello, la griseofulvina se vertié en un vial, se colocé en bafio
de agitacién por 12 h a 37°C, posteriormente se centrifugo durante 10 min a
10.000 rpm y el sobrenadante se mezcl6 con los lipidos seleccionados, se filtraron
y se analiz6 por espectrofotometro UV. La mejor composicion seleccionada fue el
monoestearato de glicerilo y una combinacion de acido estearico como lipido-
sélido y acido oleico como lipido-liquido acompafado de surfactante Poloxamero
188 y el co-surfactante Twee-80.

Asi mismo, se optimizo los parametros de la metodologia para el desarrollo de
NLC que contienen el gel utilizando el disefio de Box-Behnken, donde a partir de
las variables independientes que son el monoestearato de glicerilo, la proporcion
de tensioactivos y el tiempo de sonicacion; con las variables dependientes como el
tamano de las particulas, la eficiencia de atrapamiento y la liberacién acumulada,
se obtuvieron 15 muestras confirmadas. De las cuales se caracterizo el tamafio de
particula, el Pdl, el potencial Z, el porcentaje de atrapamiento del farmaco y la
liberacion in vitro. De los analisis realizados, la formulacidn optimizada contenia
0.2 % p/p griseofulvina, 2 % GMS, 2 % Pluronic F68 y Tween 80 (en proporcion de
1:1), presentd un tamano de particula de 209.7 nm, Pdl de 0.237, una eficiencia de
atrapamiento de 85.24 % con una liberacion de farmaco de 92.12 % y el potencial
Z de —44.12 mV, parametro que al ser mayor a £ 30 mV es un bien indicador de

estabilidad en particulas en suspension (Figura 25, 26, 27 y 28).
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Figura 25. Estructura quimica de griseofulvina. Reimpreso, The Journal of
Chemical Thermodynamics, 151, Zhao X. et al. Griseofulvin dissolved in binary
aqueous co-solvent mixtures of N,N-dimethylformamide, methanol, ethanol,
acetonitrile and N-methylpyrrolidone: Solubility determination and thermodynamic
studies, pp. 106250, Copyright (2020). Con permiso de Elsevier,

https://doi.org/10.1016/).jct.2020.106250. [76]
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Figura 26. Estructura quimica del monoestearato de glicerol (GMS). Reimpreso,
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 508 (8),
Pantoja-Romero W. et al. Efficient molecular packing of glycerol monostearate in
Langmuir monolayers at the air-water interface, pp. 85-92, Copyright (2016). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2016.08.016. [7]
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Figura 27. Estructura quimica del Pluronic F68. Reimpreso, Biomedicine &
Pharmacotherapy, 112, Patil S. et al. Galangin loaded galactosylated pluronic F68
polymeric micelles for liver targeting, pp. 108691, Copyright (2019). Con permiso
de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.biopha.2019.108691. [7&]
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Figura 28. Estructura quimica del Tween 80. Reimpreso, Surfaces and
InterfacesSurfaces and Interfaces, 27, Mall C. et al. Studies of binding of oxazine
and thiazine dyes with cetyltrimethylammonium bromide and tween 80 surfactant
spectrophotometrically for the photogalvanic cell for solar energy conversion and
storage, pp. 101547, Copyright (2021). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.surfin.2021.101547. [7°]

Por SEM se analizé la morfologia de la superficie de griseofulvina-NLC de la
formulacion optimizada, dando como resultado la presencia de nanoparticulas
esféricas sin cristalizacion, sin embargo, se observd agregacién de particulas por

la naturaleza lipidica de los vehiculos (Figura 29).
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Figura 29. Imagen SEM de NLC optimizado. Reimpreso, Food Hydrocolloids for
Health, 2, Datt N. et al. Development and characterization of griseofulvin loaded
nanostructured lipid carrier gel for treating dermatophytosis, pp. 100074, Copyright
(2022). Con permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.fhfh.2022.100074. 74

Igualmente, para obtener la consistencia gelificante variaron las concentraciones

de Carbopol 940 hasta maximizar sus propiedades fisicas y obtener la mayor
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capacidad percutanea, por tanto, la concentracion elegida fue 1.5 % plv,
posteriormente, se dispersé en agua purificada con 5 % v/v de glicerol para
aumentar su hidratacion. A continuacion, realizaron la caracterizacion reologica de
la dispersion de NLC optimizada con la agregacion del agente gelificante a partir
de la viscosidad del gel, se registraron lecturas a 10 rpm, 20 rpm, 50 rpm y 100
rom, dando como resultado que, al aumentar la velocidad de corte, se redujo la
viscosidad del nanogel. Para el analisis de liberacién de farmacos in vitro se utilizé
la celda de difusion de Franz, se realizdé por espectroscopia UV a 293 nm, dando
como resultado valores de liberacion del farmacos in vitro entre 50 % y 92.24 %,
se presentaron dos fases, al inicio es una liberacién rapida superficial seguida de
la liberacion lenta desde el nucleo de las NLC.

Seguido se realizé la prueba de irritacion en la piel por el estudio de la membrana
corioalantoica del huevo de gallina (HET-CAM), donde los huevos se incubaron
por 9 dias a 37°C y humedad relativa del 62 + 7.5 %, en el décimo dia se agrego
una gota de muestra de prueba en el huevo, se afiadié NaOH 0.1 My en otro NaCl
al 0.9 % para ser comparados entre si, calculando el porcentaje de irritacion se
encontré que el nanogel cargado con griseofulvina y NaCl al 0.9 % es de 0.069 %,
mientras que con NaOH 0.1 M es de 15.23 %. Ademas, el nanogel cargado con
griseofulvina unicamente y con NaCl al 0.9 %, no presentd signos de hemorragia,
lisis o coagulacion, caso contrario al de NaOH 0.1 M, que si resultdé en efectos
adversos, finalmente el nanogel cargado con griseofulvina no fue irritante pero si

biocompatible en el ensayo HET-CAM (Figura 30).
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Figura 30. Imagenes del ensayo Het-CAM capturadas antes y después de
exposicion a (A) NaCl al 0.9 %, (B) NaOH 0.1 M (C) Nanogel cargado con
griseofulvina (flecha). Reimpreso, Food Hydrocolloids for Health, 2, Datt N. et al.
Development and characterization of griseofulvin loaded nanostructured lipid
carrier gel for treating dermatophytosis, pp. 100074, Copyright (2022). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.fhfh.2022.100074. [74

Asi mismo, para el estudio de estabilidad del NLC se almaceno el nanogel
cargado con griseofulvina de la formulacién optimizada a temperatura ambiente
(25 °C) y en refrigeracion (4 °C) durante 30 dias. Al terminar, los resultados a
temperatura ambiente fueron un Pdl de 0.188 £ 0.02, tamano de particula 113.60
+ 4.15 nm, potencial Z de —40.64 + 0.51 mV y con eficiencia de encapsulacion 86
+ 4.89 %, los cuales todos son menores a lo obtenido inicialmente. En
refrigeracion, los parametros que presentaron un aumento fueron el Pdl de 0.263 +
0.03 y el tamafio de particula 243.80 £ 5.25 nm, mientras que los parametros que
se redujeron fue el potencial Z -38.4 + 0.58 mV vy la eficiencia de encapsulacion a

74.2 + 3.71%, esto mostré que los parametros no fueron significativos para ser
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considerables en la morfologia del NLC, por lo tanto, en ambos parametros no se
afectod su estabilidad.

A su vez, el estudio demostré que los NLC contienen caracteristicas atractivas en
medicamentos antimicoticos dado que no presentaron rasgos de irritacion o
efectos secundarios en la formulacion, ademas, en dichas investigaciones se
expusieron mejoras en la estabilidad de los NLC al encontrarse en aumento la
proporcion de lipidos liquidos a los lipidos sélidos, finalmente se comprobd que el
nanogel cargado con griseofulvina de la formulacion optimizada mostré una
mejora significativa en comparacion con el tratamiento estandar, aumentando la
eficacia antioxidante del farmaco.

Uno de los estudios mas recientes es de Gu L. et al. que buscé a partir de un
compuesto bioactivo proteger las células y los érganos del dafio causado por los
radicales libres de oxigeno en el cuerpo y/o los rayos solares proporcionando un
efecto antienvejecimiento utilizando la floretina como ingrediente activo. La
floretina se ve limitada su aplicacion por su baja solubilidad en agua, baja
absorcion in vivo y propiedades inestables, se propuso la encapsulacion basada
en perlas de hidrogel de NLC, las cuales cuentan con la capacidad de proteger a
los bioactivos, dar estabilidad, sin toxicidad, con alta eficiencia de encapsulacion y
de liberacion lenta. [

Asi mismo, los NLC con florentina se prepararon por el método de
homogeneizacion a alta presion, a partir de monoéster de decaglicérido 6 % p/p y
Tween 80 al 6 % p/p, se mezclaron con Span 60 al 2 % p/p y floretina al 0.3 % p/p
a 65 °C, por otro lado, para la fase lipidica se utiliz6 monoestearato de glicerilo
(GMS) y el octoato de glicerilo (ODO), se fundieron y se junt6 con la fase acuosa
(agua desionizada) a 65 °C, se pasO0 a emulsificacién y posteriormente a un
homogeneizador de alto cizallamiento, finalmente se dejo enfriar a temperatura
ambiente obteniendo la floretina-NLC.

Se midieron las propiedades fisicas y quimicas de las NLC sintetizadas mediante
DLS, el tamafio de particula promedio de floretina-NLC fue 137.40 + 3.27 nm y de
Pdl 0.237 + 0.005, esto indico una distribucién de tamafio relativamente estrecha,

el potencial Z de floretina-NLC fue —21.00 £ 0.40, los valores de potencial Z entre
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+30 mV se consideran ideales para dispersiones coloidales, ademas
experimentalmente la carga de floretina fue del 0.257 % y la eficiencia de
encapsulacion del 96.72 %, a su vez, se realizo el analisis TEM en una muestra de
floretina-NLC completamente seca para obtener su morfologia, los resultados
mostraron una forma esférica, no adherente y distribuida uniformemente,

caracteristicas que ayudaron en una liberacion prolongada (Figura 31).

Figura 31. Imagenes TEM de NLC. Reimpreso, Chemistry and Physics of Lipids,
356, Gu L. et al. Nanostructured lipid carriers for the encapsulation of phloretin:
preparation and in vitro characterization studies, pp. 105150, Copyright (2022).
Con permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2021.105150. (€0

En este sentido, por el método de eliminacién de radicales en DPPH (1,1-difenil-2-
piridilohidrazinilo), se evalu6 la actividad antioxidante de la floretina, comparando a
partir de una soluciéon estandar de DPPH, la solucién de NLC en blanco, la
solucion etanol-floretina y de floretina NLC, se mididé la absorbancia a 517 nm
mediante un espectrofotometro UV. Se utiliz6 DPPH dado que es estable su
radical con una absorcion fuerte a 517 nm, al reaccionar con antioxidantes se
presenta una disminucion en su absorbancia (Figura 32). En los resultados, al
aumentar la concentracion de floretina en la muestra, la eficacia de eliminacion de
radicales se incremento, siendo la floretina-NLC el que contiene la mayor eficacia
de eliminacién y por tanto al ser recubierta con NLC se obtiene mejoras en su

actividad antioxidante (Figura 33).
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Figura 32. Estructura quimica del DPPH antes y después de la reaccion con el
antioxidante (A-H). Reimpreso, Saudi Pharmaceutical Journal, 21 (2), Alam M. N.
et al. Review on in vivo and in vitro methods evaluation of antioxidant activity, pp.
143-152, Copyright (2013). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.jsps.2012.05.002. [&1]
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Figura 33. Inhibicion de radicales DPPH de NLC en blanco, solucion de etanol-
floretina, floretina-NLC a varias concentraciones. Reimpreso, Chemistry and
Physics of Lipids, 356, Gu L. et al. Nanostructured lipid carriers for the
encapsulation of phloretin: preparation and in vitro characterization studies, pp.
105150, Copyright (2022). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2021.105150. €%
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Para el estudio de liberacion in vitro se empled el método de la bolsa de didlisis, a
partir de una mezcla de PBS, etanol- floretina y floretina-NCL, se colocé en la
bolsa con el medio de liberacién y se agité lentamente por 24 h a 37°C; del medio
de liberacion tomaron muestras durante todo el proceso y se analizaron por
espectrofotometro UV a 280 nm, en los resultados se demostr6é que la liberacidon
de floretina-NLC tuvo un efecto sostenido mayor, siendo mas significativo en
comparaciéon con la solucion de etanol-floretina, dado que después de la
encapsulacion se prolongo el tiempo de accidbn mejorando asi como su eficacia
(Figura 34).
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Figura 34. Perfiles de liberacion de solucion de etanol de floretina y floretina NLC.
Reimpreso, Chemistry and Physics of Lipids, 356, Gu L. et al. Nanostructured lipid
carriers for the encapsulation of phloretin: preparation and in vitro characterization
studies, pp. 105150, Copyright (2022). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2021.105150. €%

Parte importante de la investigacion es su estabilidad de almacenamiento, para
ello colocaron en una incubadora un vial de vidrio con floretina-NLC por 90 dias a
25 °C, se revisoO periédicamente su tamano de particula, la apariencia, eficacia de

atrapamiento y la capacidad de carga. El tamafo de particula disminuyo al
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terminar el almacenamiento, no se presenté inestabilidad como floculacion,
agregacion, gelificacion o cambios de color, esto es dado por que la concentracion
de Tween 80 y Span 60 estabilizaron los NLC, se detecté mas del 80 % de
floretina en el vial y su eficacia de encapsulacién fue mayor al 91 %, por lo tanto,
la floretina-NLC tiene una alta estabilidad durante el almacenamiento. Finalmente,
se confirmo el empleo de la floretina como ingrediente activo encapsulado a base
de perlas de hidrogel de NLC son capaces de mejorar su actividad antioxidante
con liberacién sostenida in vitro mayor a 24 h, ademas, por su estructura ordenada
amorfa se espera una mayor tolerancia con alta eficiencia de encapsulacion,
capaces de proteger las células el dafo causado por los rayos solares
proporcionando un efecto antienvejecimiento.

En conclusion, estas investigaciones atienden a las nuevas necesidades en la
industria, combinando areas dermatologicas, medicas o de enfermedades
infecciosas cutaneas con el fin de obtener productos que mejoren la la calidad de

vida de las personas.

2.4 .4 Fullerenos.

El fullerenoy sus derivados son nuevas particulas estudiadas para posibles
aplicaciones en dermatologia y el cuidado de la piel, posee una gran capacidad
antioxidante que lo ha convertido en un ingrediente clave para ser utilizado en
productos blanqueadores, antienvejecimiento y proteccion solar. Ademas, puede
penetrar la epidermis y actuar como un vehiculo para mejorar la administracion de
farmacos y agentes activos. Un gran inconveniente es la baja solubilidad de los
fullerenos (y sus derivados) en disolventes polares por su estructura molecular, la
esfera hidréfoba de los fullerenos tiende a formar agregados en soluciones
acuosas y medios bioldgicos. Son grupos huecos de atomos de carbono con
hibridacion sp?, de los cuales, el fullereno Ceo (fullereno pristino) es el mas
utilizado actualmente por ser el mas estable, sin embargo, su estructura molecular
también es responsable de su baja o escasa solubilidad en la mayoria de los
disolventes, especialmente en medios polares, por ello, se han estudiado

modificaciones para aumentar su solubilidad y por tanto su disponibilidad. Las
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formas de modificar la estructura se dividen en dos categorias: a) la estructura del
fullereno permanece igual; estos incluyen encapsulacion y formacion de
suspension, b) los que modifican quimicamente la estructura del fullereno
agregando uniones covalentes como aminoacidos, esteroides, grupos hidroxilo,

grupos carboxilo, etc (Figura 35). 82,83, 8]

Figura 35. Estructura quimica del fullereno y sus derivados. Reimpreso, Green
Energy & Environment, 7 (6), Guo K. et al. Fullerenes and derivatives as
electrocatalysts: Promises and challenges, Copyright (2022). Con permiso de
Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.gee.2022.11.002. [64]

Biby T. E. et. al. estudi6 el fullereno de Buckminster, también conocido
como fullereno Cso, dado que posee propiedades que le dan la capacidad de
aplicarse en el campo de la biomedicina como en los farmacos, la administracion
de genes, la curacién de heridas, en el tratamiento de diversas enfermedades
como el SIDA, el cancer, la degeneracion neuronal, la destruccidn 6sea, entre
muchas mas. Sin embargo, su aplicacion se ve afectada por su naturaleza

hidrofoba e insoluble en el entorno fisiolégico, por lo tanto, estudiaron una
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modificacion superficial estable alrededor de fullereno Ceo, mejorando
principalmente su solubilidad. Se utiliz6 dextrano (Dex), dado que es un
polisacarido natural con propiedades policationicas e hidrofilas con grupos
hidroxilo activos, las cuales permiten ajustar las caracteristicas fisicoquimicas
(Figura 36), ademas, se evaluod su toxicologia, la interaccion bio-nano y el posible
efecto de las nanoparticulas de fullereno con Dex-C s0 en las células gliales de rata
(Ce). 1831
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Figura 36. Estructura quimica de dextrano (Dex). Reimpreso, Food Research
International, 164, Xia Z. et al. Effects of conjugates of €-polylysine-dextran created
through Maillard reaction on quality and storage stability of the chicken gel, pp.
112360, Copyright (2023). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.112360. [86]

Por ello, se mezclo los fullerenos Ceso con la solucion de Dex (1 mg/mL) proporcion
molar 1:1, durante 30 min con gas de N bajo agitacion continua a 320 rpm,
posteriormente se calenté a 65 °C, se realizd la sonicacién durante 15 min y se
dializ6 en agua desionizada durante 12 h, obteniendo la suspension Dex-Ceo, se
almacené a 4 °C y se caracterizd por los andlisis de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), TEM y potencial Z. En el analisis TEM, el tamafio
de la particula se encuentra en el rango de 20 nm a 40 nm con forma esférica, se
analiz6 el potencial Z de superficie cuya carga fue -16,9 mV para la
funcionalizacion efectiva y la pureza se verifico por FTIR, se compararon los
espectros de fullereno Ceo y dextrano puros con el espectro de Dex-Ceo
experimental, se mostraron los picos 524, 574, 1182 y 1427 cm™' aportados por
fullereno Ceo y los picos 867, 910, 1151 y 3320 cm™" de dextrano, por lo tanto, la

sintesis del Dex-Ceo fue exitosa (Figura 37).
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Figura 37. Espectros FTIR de (A) Fullereno Ceo (B) Dextrano y (C) Dex-Ceso con
picos caracteristicos. Reimpreso, Brain Research Bulletin, 155, Biby T.E. et al.
Toxicity of dextran stabilized fullerene Ceo against Cs Glial cells, pp. 191-201,
Copyright (2020). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2019.11.014. [85]

Asi mismo, se estudi6 la viabilidad celular de los Dex-Cso utilizando el ensayo de
reduccion con MTT en células viables sanas, donde las enzimas oxidorreductasa
dependientes de NADPH mitocondrial son capaces de reducir el MTT a formazan
de color purpura, ademas, se considerd que la viabilidad celular inferior al 70 %
tiene un efecto citotdxico, se obtuvo a 25 pg/mL de Dex-Ceo un 87 % de células
metabdlicamente activas, a 400 pg/mL de Dex-Ceo se redujo la actividad
metabdlica a 63 % después de 24 h de exposicion, por lo tanto, se mostré una
reduccién decreciente en la viabilidad celular dependiente de la concentracion,
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para el analisis morfologico se necesitd azul brillante de Coomassie (CBB) como
tinte de union a proteinas y se observd las células por microscopio optico, las
células expuestas a Dex-Cso no mostraron cambios caracteristicos en la
morfologia celular en comparacion con el control y no presentdé cambios en las
deformaciones de la membrana celular después de 24 h. Por el ensayo con
DCFH-DA se analizd la producciéon intracelular de ROS generado por la
suspension de Dex-Ceso dentro de las células Ce y se midio la fluorescencia con un
lector de microplacas fluorescentes, dicho analisis funciona gracias a que el tinte
DCF (no fluorescente) se vuelve fluorescente en presencia de ROS, la intensidad
de la fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de ROS generada
dentro de las células, en los resultados se observaron cambios significativos
incluso en la concentracion mas baja (50 ug/mL) de Dex-C &0 utilizada.

El potencial de la membrana mitocondrial se evalu6 utilizando el colorante JC1,
analizando las células con un microscopio de fluorescencia usando un filtro verde
y rojo, la sonda fluorescente tifie las mitocondrias activas como un organulo
fluorescente rojo, mientras que la pérdida del potencial de membrana da como
resultado la emisién de fluorescencia verde, el los resultados, las concentraciones
50 pyg/mL y 100 pg/mL de Dex-Cso presentaron fluorescencia similar al control rojo,
sin embargo, a 200 ug/mL se redujo de manera significativa la fluorescencia roja
que indica la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Figura 38), dicho
potencial es significativo para la regulacion de los niveles de ROS en las células y
ayuda a la eliminacion de mitocondrias danadas, ademas, un potencial de
membrana éptimo es necesario para la sintesis de ATP por el ATP sintasa, por lo
tanto, al tener una mayor concentracién de Dex-Ceo puede inducir estrés oxidativo

dentro de las células y ser perjudicial para las mismas.
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Figura 38. Imagenes microscopicas fluorescentes de células Ce para la evaluacion
del potencial de membrana mitocondrial utilizando la sonda JC-1 con Dex-C 60.
(A) Células no tratadas, (B) 50 pg/mL, (G) 100 pg/mL y (D) 200 pg/mL
respectivamente (escala de 100 ym). Reimpreso, Brain Research Bulletin, 155,
Biby T.E. et al. Toxicity of dextran stabilized fullerene Ceso against Ces Glial cells, pp.
191-201, Copyright (2020). Con permiso de Elsevier,
https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2019.11.014. [85]

Se cuantifico por citometria de flujo las células vivas y muertas, analizandose
mediante tincién con calceina AM/yoduro de propidio (Pl), donde las células vivas
convirtieron la calceina a fluorescente verde mediante la enzima esterasa,
mientras que el PI tifid solo las células muertas que han perdido la integridad de
su membrana, en los resultados células de control poseen un 18.1 % de muerte
celular, las células Cs tratadas con 50 pg/mL, 100 pyg/mL y 200 ug/mL de Dex-C &0
mostraron un 25.2 %, 28.3 % y 33.7 % de muerte siguiendo la misma tendencia
los resultados las células vivas, presentando una citotoxicidad dependiente de la

concentracion de la dosis. Por otro lado, se realizé un ensayo de escalera de ADN
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para descubrir la ocurrencia de fragmentacion de ADN en células Ce tratadas con
Dex-Ceo, en los resultados las celdas no mostraron escalonamiento con ninguna
de las concentraciones de particulas, mostrandose la presencia de ADN intacto,
confirmando que Dex-C s0 no indujo ningun efecto genotdxico potente en las
células Cs aunque se encontro un efecto citotdxico dependiente de la dosis.
Finalmente, las nanoparticulas Dex-Cso presentaron resultados prometedores
sobre el revestimiento de dextrano que estabilizé eficazmente el material y mejord
su solubilidad en gran medida, demostrando ademas que las nanoparticulas Dex-
Ceo penetran mas profundamente en las células y provocan respuestas toxicas
celulares dependientes de la dosis, sin embargo, aun es necesario evaluar a
profundidad los riesgos sobre su toxicidad para implementar medidas de
seguridad adecuadas en su aplicacién y su interaccion con el medio ambiente.

Al aumentar la produccion de los fullerenos por potenciales aplicaciones como
antioxidantes, agentes antivirales o vehiculos de farmacos, Kyzyma O. A. et al.
estudié la acumulacion de las moléculas de fullerenos en ambientes acuaticos
naturales y sistemas bioldgicos, buscando evaluar la correlacion entre el tamafio
de agregado del fullereno y la toxicidad en las soluciones, por ello, prepararon por
varios métodos suspensiones acuosas de fullerenos Ceo y Cro. 8% 87]

Uno de los métodos que utilizaron fue preparar las soluciones de fullereno Ceo y
C70 en N-metil-2-pirrolidona (NMP) por agitacién durante 6 h a temperatura
ambiente (Figura 39), seguido de una dilucion con agua destilada en condiciones
ambientales durante 10 dias, cuya concentracion varié entre 0.5 pg/mL a 50
pg/mL, se analizé por espectroscopia UV-Vis. El otro método fue por intercambio
de disolventes, para las suspensiones se disolvidé los fullerenos (nCeo y nCro
respectivamente) en tolueno, seguido se realizo la sonificacion por 2 h a 80 °C y
se diluyo con agua destilada, nuevamente se sonificé hasta la eliminacién
completa del tolueno de aproximadamente 170 h, seguido se hirvio, enfrid y filtrd,
la concentracion se determind mediante la técnica de carbono organico, siendo
para los fullerenos de 130 pg/mL y del tolueno residual menor a 10 ppb , en la
caracterizacion de las muestras se utilizé la técnica DLS, donde se mostré en el

primer método el efecto de NMP que disminuyé significativamente el tamafio de
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los agregados, en la solucion NMP/nCeo los fullerenos fueron de un tamafio
promedio de 7 nm a 30 nm, en NMP/nC70 de 8 nm a 40 nm y ambos presentaron
un potencial Z de entre —25 mV a —20 mV, por otro lado, en la técnica intercambio
de disolventes la suspension nCso mostré un tamafo de 40 nm hasta 100 nm vy
para nCzo de 30 nm a 100 nm, a su vez, en todas las soluciones tenia un potencial

Z de aproximadamente —35 mV (Figura 40).

Figura 39. Estructura quimica del fullereno Ceso, C70 y NMP (N-metil-2-pirrolidona).
Reimpreso, Thin Solid Films, 697, Benatto L. et al. Comparing C60 and C70 as
acceptor in organic solar cells: Influence of the electronic structure and aggregation
size on the photovoltaic characteristics, pp. 137827, Copyright (2020). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.tsf.2020.137827. 188
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Figura 40. Escala de tamafo promedio de fullereno, NMP/nCeo,70 y NnCeo,7o.
Reimpreso, Applied Surface Science, 483, Kyzyma O. et al. State of aggregation
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and toxicity of aqueous fullerene solutions, pp. 69-75, Copyright (2019). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.apsusc.2019.03.167. [#7]

Asi mismo, se varidé la salinidad con NaCl al 0.9 %p/v imitando el entorno
bioldgico, por el estudio DLS, las soluciones NMP/nCeo y NMP/nCro, presentaron
una disminucion en los valores del potencial Z de hasta —11 mV, por intercambio
de disolventes las suspensiones mostraron valores mas altos de potencial Z en
comparacioén de las soluciones de NMP, con un aumento del tamafio promedio de
hasta 103 nm para nCeso y 85 nm para nCr. A partir de las mediciones del
potencial Z se sabe que la adicidon de la sal presento un efecto mas fuerte en las
soluciones NMP, siendo estos sistemas menos estables respecto a los de
intercambio de disolvente, sin embargo, el tamafo agregado caracteristico en las
soluciones NMP es menor, por lo que el tamafo de los agregados dependié del
tiempo entre la preparacion de la solucién primaria con NMP y su dilucion en agua.
Asi mismo, En la caracterizacion por imagenes AFM todas las soluciones
presentaron caracteristicas de alta polidispersidad de los agregados fullerenos, sin
embargo, su tamafo de particula y cantidad variaron, las soluciones NMP/nCso y
NMP/nC70 presentaron tamafos de 10 nm a 20 nm, mientras que en las
dispersiones de intercambio de disolventes nCeo, NnC70 se distinguieron dos
fracciones, agregados de 30 nm y asociados a los fullerenos de hasta 200 nm
(Figura 41).
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Figura 41. Imagenes AFM de (a) NMP/nCeso, (b) NMP/nCro, (c) nCeo y (d) nCro.
Reimpreso, Applied Surface Science, 483, Kyzyma O. et al. State of aggregation
and toxicity of aqueous fullerene solutions, pp. 69-75, Copyright (2019). Con
permiso de Elsevier, https://doi.org/10.1016/j.apsusc.2019.03.167. [&7]

A su vez, en las pruebas de viabilidad celular se identifico los cambios
relacionados con la apoptosis en la permeabilidad de la membrana, esto
simulando los agentes dafinos que causan muerte celular, el tinte verde
fluorescente YO-PRO-1 no es permeable en células vivas, sin embargo, cuando
se inicia el proceso de apoptosis, las células apoptoticas se vuelven permeables y
se entintan, en los resultados todas la soluciones a diferentes concentraciones no
mostraron cambios en la morfologia celular, ademas, en el caso de la dosis
maxima de los aditivos no caus6é un aumento de apoptosis en el cultivo celular,
siendo que el numero de células vivas en todos los casos no difirid
significativamente del control.

El analisis de citotoxicidad de las soluciones experimentales se realizé por el

ensayo MMT, el cual se basa en la capacidad de las células vivas para convertir el
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color amarillo soluble (MTT) en cristales intracelulares de formazan de color
purpura-azul insolubles (MTT-f), dando en todas las soluciones de fullerenos a
concentraciones de 0.5 uyg/mL y 5 pg/mL una respuesta no son toxica para las
células, ya que se mantuvo el mismo nivel de porcentaje de células viables, por
otro lado, el aumento en la concentracion de NMP/nCeso y NMP/nC7o resulté en una
disminucion constante de células viables, para los fullerenos nCeo elaborados por
intercambio de disolventes tuvo una ligera disminucion en la viabilidad sin ser
significativa y en nC7o no presentd ningun efecto, por otro lado, la adicion del
disolvente NMP puro a 0.005 % v y 0.01 % v en el medio no afecto a la viabilidad
celular, mientras que un aumento adicional en la concentracién si mostré una
viabilidad reducida. Al final, el efecto potencial de ROS era insignificante ya que no
se observé un aumento en la muerte celular apoptética después de la exposicion a
la luz.

De modo que la sintesis de intercambio de disolventes ha generado mayor interés
por que permite concentraciones mas altas de fullereno en las soluciones
acuosas, sin embargo, las propiedades téxicas de las soluciones resultantes
dependen en gran medida del disolvente organico principal, por ello, se realizé su
comparacion con soluciones de fullereno basadas en NMP, que no se intercambia
debido a la miscibilidad con el agua, por lo tanto, se demostré que las soluciones
con fullereno obtenidas a partir del intercambio de disolventes tienen una mayor
estabilidad coloidal a comparacion con las soluciones basadas en NMP, a su vez,
el porcentaje limite de NMP es de 0.5 % v por su citotoxicidad, por lo tanto, se
puede considerar como un solvente prometedor para producir soluciones acuosas
de fullereno en ciertas condiciones. Por ultimo, aun si las dispersiones acuosas de
fullerenos no mostraron toxicidad para todas las dosis investigadas, se establece
la posibilidad de realizar estudios exhaustivos sobre su acumulacion en ambientes
acuaticos naturales que ayuden a prevenir desastres que afecten la fauna marina
y a los seres vivos.

Se han desarrollado varios métodos para aumentar la solubilidad del fullereno en
agua, como preparar soluciones coloidales de dos fases, sintetizar derivados de

fullereno o polimeros de fullereno con el fin de promover su comportamiento en
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solventes, especialmente en dispersiones acuosas, puesto que, al ser solubles en
medios biologicos, presenta excelentes propiedades especialmente las
relacionadas con la ingenieria biomédica. [82 83, 83l

En conclusion, se necesitan mayores investigaciones dado que en los fullerenos
se presentan propiedades limitadas y por lo tanto su disponibilidad en los
productos se ve afectada, a su vez, son nanomateriales en constante investigacion
por sus multiples beneficio descubiertos, sin embargo, falta por mejorar o incluso
descubrir nuevas técnicas de sintesis, combinar los conocimientos en diferentes
areas y analizar a profundidad los posibles efectos adversos en el medio

ambiente.
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CONCLUSIONES

Se llevé a cabo una investigacion bibliografica extensiva sobre el rol histérico y
moderno de los nanomateriales y los polimeros en los productos del cuidado
personal, el cual permitié identificar los avances en estos tipos de sistemas y su

evolucién en funcion del progreso de las investigaciones cientificas.

Se presentd las nuevas tendencias en el uso de los nanomateriales y los
polimeros en los productos del cuidado personal, dando paso a nuevas

aplicaciones con nanomateriales seguros y renovables enfocados a la innovacion.

Se identificé los efectos que han tenido los nanomateriales con los polimeros
como materia prima en los productos, cuyos efectos variaron segun el
nanomaterial investigado, algunos beneficiosos para la piel sin ser perjudiciales,
como otros con evidencias en su toxicidad, por lo tanto, el uso de la
nanotecnologia en los productos del cuidado personal favorecio la seguridad del

consumidor.

Se identifico los métodos preparativos y de caracterizacion mas comunes en los
nanomateriales y polimeros empleados dentro de los productos del cuidado
personal, donde en cada estudio se explicO de manera concisa los procesos

experimentales y su aportacion en cada investigacion.
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